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1 EINLEITUNG

Buruli Ulkus (BU) ist eine Infektionskrankheit der Haut, die durch Mycobacterium (M.) ulcerans
hervorgerufen wird. Nach Lepra und Tuberkulose ist BU die dritthaufigste mykobakterielle Erkran-
kung bei immunkompetenten Menschen. Erste Beschreibungen von Hautulzera, die Krankheitsver-
laufen von BU &hneln, gehen bis ins 19. Jahrhundert zuriick (Kampala, Uganda, Sir Albert Cook,
1897). Erst ein halbes Jahrhundert spater gelang Peter MacCallum die erste Kultivierung des Er-
regers M. ulcerans aus der Wunde eines Burulipatienten aus Bairnsdale (Victoria, Australien, 1948)
(MacCallum und Tolhurst, 1948), dort heute noch bekannt als Bairnsdale Ulkus. Die gleichen Krank-
heitsverldufe wurden in den 60er Jahren in verschiedenen Gegenden Afrikas beobachtet, wobei das
Ulkus in Buruli County (heutiges Nakasongola, Uganda) am weitesten verbreitet war und nach dieser
Gegend benannt wurde. Jahrzentelang wurde die Erforschung und Therapie des BU vernachlassigt,
bis 1998 die Global Buruli Ulcer Initiative durch die World Health Organisation (WHO) gegriindet
wurde. Deutliche Verbesserungen in Aufklarung, Diagnostik und Therapie des BU wurden dadurch
erreicht. Dennoch stellt BU noch heute in vielen westafrikanischen Landern ein groBes medizinisches
und soziales Problem dar (Wansbrough-Jones und Phillips, 2006).

1.1 Buruli Ulkus: Epidemiologie und Ubertragung

Zu den von BU betroffenen Regionen zahlt, neben einzelnen Herden in Asien, Lateinamerika und
Australien, vor allem Westafrika mit den Landern Ghana, Benin und Elfenbeinkiste (Abbildung 1.1,
WHO Asiedu et al., 2000). Ein GroBteil der Betroffenen stammt aus landlichen, abgelegenen Gegen-
den, was eine zuverlassige Datenerhebung erschwert. Daher diirften die bisher publizierten Daten die
Pravalenz und Inzidenz des BU unterschétzen. In einzelnen Gemeinden Ghanas wird die Pravalenz
auf 22 % geschatzt (Amofah et al., 1993). Eine Datenerhebung von 1999 in der Zou Region in Benin
gibt eine Pravalenz fir BU (21,5/100 000) an, die héher ist als fiir Lepra (13,4/100000) und Tu-
berkulose (20,0/100 000) (Debacker et al., 2004a). Insgesamt steigt die Erkrankungshaufigkeit und
Verbreitung des BU deutlich. Abbildung 1.2 zeigt den Vergleich der betroffenen Lander in Afrika
um 1980 und im Jahr 2000. Am héaufigsten sind Kinder unter 15 Jahren von BU betroffen. Eine
Geschlechterpraferenz ist in dieser Gruppe nicht bekannt, nur unter Erwachsenen erkranken Frauen
haufiger. Die meisten Ulzera sind an den Extremitaten, wobei die unteren Extremitidten mehr als
doppelt so haufig betroffen sind (Marston et al., 1995; Debacker et al., 2004b, WHO Asiedu et al.,
2000). Eine Studie in Benin zeigte einen Inzidenzgipfel bei Erwachsenen zwischen 75 und 79 Jah-
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ren, den Debacker et al. (2004b) mit einer Reaktivierung einer latenten M. ulcerans-Infektion durch
zunehmende Immunsuppression im Alter erkldren. Die scheint mit einer milderen Klinik als bei den

Kindern unter 15 Jahren einherzugehen (Debacker et al., 2004b).

.Mu( WO oG d f Negp v of R A Jow pasent;

Abbildung 1.1: Endemiegebiet des Buruli Ulkus. Die Weltkarte zeigt die Endemiegebiete von Buruli Ulkus entlang
eines Giirtels mit tropischem bis subtropischem Klima. Die héchste Pravalenz wird aus Benin, Elfenbeinkiiste und Ghana
berichtet (WHO, 2005)

Unklar sind bisher die
Ubertragungswege. Beob-
achtet wurde allerdings
ein offensichtlicher Zu-
sammenhang zwischen en- : Coniu Aftlomn
demischen Herden und
Umweltbedingungen bzw.
Umweltveranderungen. So

scheint feuchtes tropisches

Klima in Kombination mit Ankalbinga vor 1960

hellblau: nach 1980
stehenden Gewassern die

WO

Ausbreitung der Erkran-
kung zu fordern und lasst
Abbildung 1.2: Zunahme der Endemie von Buruli Ulkus in Afrika. Die dunkelblau
dargestellten Lander waren vor 1980 schon betroffen, die hellblau gekennzeichneten
sind erst spater hinzu gekommen (WHO, 2000).

einen geeigneten Lebens-
raum fir M. ulcerans ver-
muten (WHO Asiedu et al.,
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2000). Beispielsweise tritt BU in dem ehemals hochendemischen Gebiet Nakosongola District in Ugan-
da deutlich seltener auf (Stragier et al., 2006), nachdem der Wasserspiegel des Viktoria Sees gesunken

und das Uberschwemmungsgebiet entlang des Victoria Nils trocken gelegt wurde.

Die Infektion mit M. ulcerans setzt ein Mikrotrauma der Epidermis voraus, so dass Tatigkeiten in
Fischerei oder Landwirtschaft, die zu kleinen Schnittverletzungen der Haut fithren kdnnen, zu den
Risikofaktoren fiir BU zahlen. M. ulcerans ist mittels IS (insertion sequence) 2404 - spezifischer PCR
mehrfach in der Umwelt, vor allem in Wasserpflanzen und einigen Wasserinsekten, nachgewiesen
worden (van der Werf et al., 2005). Durch einen moglichen horizontalen Gentransfer von IS 2404 ist
dieser Nachweis jedoch nicht vollkommen spezifisch fir M. ulcerans. Daher war erst die gelungene
Erregerkultivierung aus den Speicheldriisen des Wasserinsekts Hemiptera (Wasserlaufer, Gerris sp.)
auch der endgiiltige Beweis fiir die Vermehrung von M. ulcerans im Insektenspeichel. Dies spricht
fiir eine Verbreitung und Ubertragung von M. ulcerans durch Insekten (Portaels et al., 2008). Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch hingegen wird als sehr unwahrscheinlich angenommen. Nur in

zwei Fallen wurde dies in Betracht gezogen (van der Werf et al., 2005).

1.2 Erreger: Mycobacterium ulcerans

M. ulcerans ist ein grampositives, langsam wachsendes, sdurefestes Stabchenbakterium, das zu den
atypischen Mykobakterien (Mycobacteria other than tuberculosis, MOTT) gezahlt wird. Seine opti-
male Wachstumstemperatur liegt bei 32°C (van der Werf et al., 2005). Genetische Studien zeigen,
dass M. ulcerans evolutiondr von M. marinum abstammt (Demangel et al., 2009). Klinisch manifes-
tiert sich die M. marinum-Infektion 3hnlich wie die M. ulcerans-Infektion meist an den Extremitéten
als ein einzelner, roter, schmerzloser Knoten unter der Haut. Dieses sogenannte Schwimmbadgra-
nulom ist je nach Immunlage selbstlimitierend oder fiithrt zur Ulzeration (Gaglani und Ballay, 1999).
Die Protein kodierenden DNA-Sequenzen von M. ulcerans stimmen mit dem Genom von M. marinum
nahezu vollstandig tGberein. Allerdings ist das genomische Material von M. ulcerans um 1,1 Mb dras-
tisch reduziert. Damit geht bei M. ulcerans nicht nur die Fahigkeit bei Tageslicht und in anaerober
Umgebung zu leben, sondern auch wichtige Oberflaichenproteine verloren, die als Virulenzfaktoren
entscheidend fiir Pathogenese und Granulombildung sind. Durch diesen als 'reduzierende Evolution’
bezeichneten Vorgang ist M. ulcerans optimal an eine dunkle, aerobe Umgebung angepasst und wirkt

weniger immunogen auf die Zellen der angeborenen Immunantwort (Demangel et al., 2009).

Im Gegensatz zu M. marinum besitzt M. ulcerans das Virulenz-Plasmid pMUMO01, das fir den Syn-
theseweg des Mykolaktons kodiert (Abbildung 1.3). Dieses fettlsliche Makromolekiil wirkt zytoto-
xisch und immunsuppressiv (Boulkroun et al., 2010). Daher lauft eine Infektion mit M. ulcerans ohne
die Kardinalsymptome der Entziindung ab. Es findet keine Infiltration von neutrophilen Granulozy-
ten statt, die sich klinisch als eine gerotete, schmerzhafte Schwellung mit Eiterbildung darstellen
wiirde. Damit ist das Mykolakton das entscheidende Pathogen fiir die fiir BU typische langwierige,
chronische Infektion (Demangel et al., 2009; Schiitte und Pluschke, 2009).
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Abbildung 1.3: Strukturformel von Mykolakton B. (George et al., 1999)

Diese Wirkung ist auch durch bisherige Erkenntnisse auf molekularer Ebene erklarbar. Mykolakton
scheint die Zellen des Immunsystems in einen anergischen Zustand - eine Art Ruhezustand - zu ver-
setzen (George et al., 1999). Im Mausmodell fihrt Mykolakton in geringer Dosierung zur Arretierung
von Fibroblasten in der GO/G1-Phase (George et al., 1999). Es diffundiert ins Zytosol und bindet dort
an einen noch unbekannten intrazellularen Rezeptor. Dies fiihrt zum Funktionsverlust dendritischer
Zellen und T-Zellen, ohne eine Apoptose auszuldsen. Zellreifung und Zytokinproduktion sind deutlich
gemindert (Demangel et al., 2009). Wahrscheinlich wird dies durch eine Interaktion des Mykolaktons
mit Molekiilen des NFkB-Signalwegs bewirkt. Eine durch Mykolakton verminderte IL-2-Produktion
aktivierter T-Zellen, genauso wie eine verminderte TNFa- und IL-10-Produktion von Monozyten,

wurde in in-vitro-Experimenten beobachtet (Pahlevan et al., 1999).

Der klinische Phanotyp des BU wird maBgeblich von der Mykolaktonproduktion bestimmt. So bewirkt
die Injektion von Mykolakton sowohl eine Zerstérung von Nervenendigungen und damit verbundene
Schmerzlosigkeit (Mausmodell, En et al. 2008) als auch eine BU-dhnliche Ulkusbildung (Meerschwein-
chenmodell, George et al. 1999).

1.3 Klinische Manifestation des BU

Eine aktive BU-Erkrankung zeigt einen variablen Krankheitsverlauf: Inkubationszeit, Zahl, Lokalisa-
tion und GroBe der Ulzera sowie die Selbstheilungstendenz sind individuell sehr verschieden. GroB-
tenteils einheitlich ist hingegen die klinische Manifestation des BU als eine stadienhaft ablaufende
Hautkrankheit. Nach einer Inkubationszeit von zwei bis drei Monaten beginnt das priulzerative Sta-
dium, nachdem initial durch ein Mikrotrauma in der Epidermis der mykobakterielle Erreger in die
Unterhaut gelangt war. Es bildet sich ein schmerzfreier Knoten oder Plaque bei intaktem Epithelge-
webe (Abbildung 1.4, Portaels et al., 2009).

Mit zunehmender Krankheitsdauer geht die praulzerative in die ulzerative Phase tber. Steigende My-
kobakterienzahlen wirken sich durch steigenden Mykolaktongehalt zytotoxisch auf die umliegenden
Zellen aus. Es kommt zu nekrotischen Veranderungen in der Subkutis mit anschlieBender zentraler Ul-

zeration des Epithelgewebes. Die radidre Migration der Mykobakterien fiihrt dazu, dass die Epidermis
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des Ulkusrander bis zu einigen Zentimetern Tiefe untergraben wird (Portaels et al., 2009).

| N

AIAJI359/08

N

AIMI1/349/08

Abbildung 1.4: Préulzeratives Stadium des Buruli Ulkus. Der schmerzfreie Knoten (A) bzw. Plaque (B) in der
Subkutis ist die erste klinische Manifestation einer M. ulcerans-Infektion (Photos: Karl-Heinz Herbinger).

Das klinische Spektrum des BU reicht von kleinen Ulzera (Abbildung 1.5 B), die spontan und de-
fektlos ausheilen konnen, bis zu groBen Ulzera mit disseminierten Herden (Abbildung 1.5 A). Heilen
diese spontan aus, bleibt atrophes Narbengewebe mit Kontrakturen zuriick oder es kommt zu per-
sistierenden Hautdefekten. Bestimmte M. ulcerans-Stamme, die bei 37° C lberleben, kénnen eine
Osteomyelitis auslosen. Irreversible Knochendeformitaten und Funktionsverlust von Gelenken sind
die Folge (Portaels et al., 2009; Eddyani und Portaels, 2007).

L S T
AIAMI353/08

Q7. oS

L

Abbildung 1.5: Unterschiedliche klinische Manifestation des ulzerativen Stadiums des Buruli Ulkus. (A) Der
Patient hatte seit 5 Monaten ein offenes Ulkus auf der rechten Brust und wurde seit 19 Tagen antibiotisch behandet.
Es zeigte ein 15x8cm groBes Ulkus mit untergrabenen Wundréndern. (A) Diese Patientin war seit 1,5 Monaten im
Ulkusstadium und wurde seit 36 Tagen therapiert. Das ausheilende Ulkus des rechten Knies stellte sich mit Hyperpig-

mentierung des Randsaums dar. (Photos: Karl-Heinz Herbinger).

Von Koinfektionen mit HIV und M. ulcerans ist in einigen Fallen berichtet worden, ein gegenseitiger

Einfluss auf Krankheitsverlauf oder Therapie konnte nicht gezeigt werden (WHO Asiedu et al., 2000).
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1.4 Therapie

Durch das bessere Verstandnis der mikrobiologi-
schen Pathomechanismen hat sich die Therapie
des Buruli Ulkus in den letzten Jahren grundle-
gend gewandelt: Jahrelang galt in allen Stadien
der Krankheit die groBziigige chirurgische Wund-

sauberung durch Geweberesektion als die einzi-

ge Behandlungsmoglichkeit. Bei schweren Fal-
len mit Osteomyelitis wurden befallene Gliedma-

Ben sogar amputiert. Wahrend bei Knoten und Abbildung 1.6: Zustand nach Hauttransplantation nach

Buruli Ulkus. Transplantierte Spalthaut an der rechten
Plaques die Therapie mit einer Operation been-

Schulter eines ghanaischen Jungen (Photo: Karl-Heinz Her-
det war, mussten groBe Ulzera durch Hauttrans- binger).

plantation gedeckt werden (Abbildung 1.6). Ho-

he Rickfallraten (47%) (O'Brien et al., 2007), die die ortlichen Sozialsysteme vielfach iberforder-
ten, und lange Krankenhausaufenthalte waren die Folge der operativen Therapie. Im Jahr 2004 hat
die WHO die achtwéchige antibiotische Therapie mit Rifampicin (10 mg/kg oral) und Streptomycin
(15 mg/kg intramuskular) als allgemeinen Standard eingefiihrt. Dadurch konnte nicht nur die Rickfall-
rate drastisch auf 1,4 % gesenkt werden (Chauty et al., 2007, WHO Asiedu et al., 2000, Schiitte und
Pluschke, 2009), sondern auch eine wesentliche GroBenreduktion der Ulzera erzielt werden. Die medi-
kamentose Therapie fiihrt zur Reepithelialisierung mit Hyperpigmentierung des Ulkusrandes. Dies ist
ein Hinweis auf einen erfolgreichen Heilungsprozess (Abbildung 1.5, B, Schiitte et al. 2007; Portaels
et al. 2009). Am wirkungsvollsten ist die antibiotische Therapie, wenn sie bereits im Knotenstadium
begonnen wird (Nienhuis et al., 2010). Obwohl diese das Aufbrechen der Epidermis nicht verhindert,
bleibt die Krankheit in einem sehr limitierten Stadium. Die geringgradige Ulzeration veranschaulicht,

wie wirkungsvoll die friihzeitige antibiotische Therapie ist (vgl. Abbildung 1.5).

Ein kostengiinstiges und leicht anwendbares Therapieverfahren stellt die lokale Warmbehandlung des
Ulkus dar. Junghanss et al. (2009) haben kommerziell erwebliche Warmekissen verwendet, die durch
Kristallisation von Natriumacetat Temperaturen von 58 °C erreichen. Nach lokaler Applikation iiber
28 bis 55 Tage waren die Mykobakterien von der Hitze ausreichend geschadigt, dass es zur Ausheilung
des Ulkus kam. Auch 18 Monate nach Behandlungsende wurde kein Rezidiv beobachtet (Junghanss
et al., 2009).

Vermutlich stellt die Kombination aus Thermotherapie und antibiotischer Therapie eine optimale

Behandlungsmethode dar.
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1.5 Sozialmedizinische Bedeutung

Am weitesten verbreitet ist BU in den landlichen Regionen der Endemiegebiete. Fehlender ortlicher
und sozialer Zugang zum professionellen Gesundheitssystem, hohe Behandlungskosten, ein kulturell
anderes Krankheitsverstandnis, mangelnde Aufklarung und Stigmatisierung durch entstellende Krank-
heitsbilder sind nur einige der Griinde, warum der erste Weg der BU-Patienten zum traditionellen
Heiler und nicht ins Krankenhaus fiihrt. GroBe Ulzera in fortgeschrittenem Stadium machen die Be-
handlung im Vergleich zum Anfangsstadium um ein Vielfaches beschwerlicher. Wesentliche Ziele der
Global Buruli Ulcer Initiative sind die frithest mogliche Erkennung und Behandlung von Burulikno-
ten. Umfassende Information der Bevolkerung durch ausgebildete Gesundheitshelfer (village health
worker), Standardisierung der Diagnostik, verbessertes Fallmanagement und Einfiihrung der antibio-
tischen Therapie konnten bereits zu einer deutlichen Verbesserung beitragen (WHO Asiedu et al.,
2000). All dies hat unmittelbare Konsequenzen fiir die betroffenen Patienten: Besonders im Kranken-
haus in Agogo in Ghana hat die Zahl der Patienten mit groBen Hautldsionen in erstaunlichem MaBe
abgenommen. Vielen Kindern wird damit der mit groBen finanziellen und seelischen Belastungen fiir

die ganze Familie verbundene Krankenhausaufenthalt erspart.

1.6 Histopathologie

Der klinisch einfach zu beurteilende Verlauf vom
praulzerativen zum ulzerativen Stadium des BU
kann auch in der histopathologischen Beurtei-
lung voneinander abgegrenzt werden. Das praul-
zerative Stadium ist durch Koagulationsnekro-
sen in der Subkutis, Ansammlungen aus extra-
zelluldren sdurefesten Stabchen und geringe Zel-
linfiltration gekennzeichnet (Walsh et al., 2005).
In der pathophysiologischen Entwicklung zum ul-

zerativen Stadium ist das zentrale Element das

Mykolakton. Nimmt die Mykolaktonlast zu, rea-

gieren die Adipozyten des Unterhautfettgewebes

. . Abbildung 1.7: Histologisches Prdparat eines im
mit Apoptose auf das Toxin und werden zu, fet- Subkutis-Niveau geschnittenen Ulkusrandes (Ziehl-
ten Zellgeistern”. Im histologischen Praparat be- Neelsen-Farbung). An die zentrale Nekrose mit in Konglu-
finden sie sich im Randwall des beginnenden Ul- meraten angeordneten s3urefeste Stabchen (untere Bildhalf-
te) grenzen tote Adipozyten (obere Bildhilfte) (Portaels

kus, also dem Ubergang von nekrotischem zu in-
et al., 2009).

taktem Hautgewebe. Nach innen hin angrenzend
an die Pakete aus toten Adipozyten bildet sich ein Saum aus Mykobakterien (Abbildung 1.7). Diese

wandern von der zentralen Nekrose radiar nach auBen, wodurch auch die mykobakterielle Zellmasse
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vom Lasionszentrum nach auBen kontinuierlich und mit der Krankheitsdauer zunimmt (Portaels et al.,
2009; Schiitte et al., 2007; Dobos et al., 2001).

Der Heilungsprozess beginnt im Ulkusrand und wird durch die Infiltration weiterer Zellsubpopulatio-
nen gekennzeichnet. Dazu gehort die massive T-Zell-Infiltration ins Gewebe, es entstehen follikelartige
Strukturen um BlutgefaBe und die Bakterienzahl nimmt ab. Ein wesentlicher Unterschied zum An-
fangsstadium ist auch die fiir Mykobakterien typische wiedergewonnene Fahigkeit der intrazellularen
Vermehrung und Granulombildung (Abbildung 1.8). Nach der Endozytose durch Gewebsmakropha-
gen konnen sie durch Inhibition der zelluldren Vesikelreifung der Abtétung entgehen. Im weiteren
Verlauf verschmelzen die Makrophagen zu mehrkernigen Riesenzellen, deren Zentrum aus dermalen
dendritischen Zellen und aus Langerhanszellen besteht. Ein Saum aus T-Zellen umgibt diesen Kom-
plex, der als Granulom bezeichnet wird. Anders als bei der M. tuberculosis-Infektion entsteht keine
zentrale Nekrose im Granulom. Diese Veranderungen werden auf die im Zuge der Therapie abneh-
mende Toxinlast und damit wiedergewonnene Funktion der Phagozyten zuriickgefiihrt (Schitte et al.,
2007).

® PMNL ¥ Dermal dencrocyts
8 PMNL apoptotic
Macrophage monocyle

€ NK col Q Intracolular My material
& NK osil 3poptone O Langerhans glant ol

Ex¥roceiular My matenal
® B lymphocyte Adiposs call ghost €
® T iymphooyte & Necrotic area
@ Prolferating ymphocyto 2 Vessal

Abbildung 1.8: Schema der Zellinfiltration eines heilenden Ulkusrandes. (A) Granulom: Zusammenschluss von
Makrophagen, die zentral von demalen Dendrozyten und Langerhanszellen, radidr von T- und B-Zellen umsdumt sind.
(B) Diffuse heterogene Zellinfiltration aus T-, B-Zellen, Makrophagen, Langerhanszellen, dermalen dendritischen Zellen,
polymorphnukledren neutrophilen Leukozyten (PMNL) (apoptotisch und nicht apoptotisch), natiirlichen Killerzellen
(NK) (apoptotisch und nicht apoptotisch), prolieferierenden Lymphozyten, intra- und extrazelluldren Mykobakterien.
(C€) Lymphfollikeldhnliche Herde rund um BlutgefaBe aus B- und T-Zellen (auch proliferierend) (Schiitte et al., 2007).
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1.7 Immunologie der M. ulcerans-Infektion

Die Abwehr eines mikrobiellen Erregers beginnt mit der angeborenen Immunantwort. Epitheliale Bar-
riere und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) verhindern das Eindringen des Erregers in Gewebe und
Blutbahn. Diese Reaktion ist schnell und unspezifisch. Uberwindet ein Erreger die Mechanismen der
angeborenen Immunantwort, gelangt dieser mit dem Lymphabfluss in die lymphatischen Organe. Dort
bildet sich innerhalb weniger Tage die adaptive Immunantwort aus. Diese setzt sich aus einer humo-
ralen und einer zell-vermittelten Komponente zusammen. Die humorale Immunantwort basiert auf
von B-Zellen sezernierten Antikorpern, die zunachst bestimmte Komponenten wie Polysaccharide, Li-
pide oder Proteine von extrazellularen Erregern binden und zur Neutralisierung und Phagozytose des
Erregers fithren. Die zell-vermittelte Immunantwort besteht aus zytotoxischen CD8*T-Zellen und
CD4*T-Helferzellen. Jede kernhaltige Zelle prasentiert endogene, an MHCI-Molekiilen gebundene
Peptide auf der Zelloberflache. Dabei handelt es sich um Spaltprodukte des zelleigenen Proteasoms,
damit die Proteinbiosynthese jeder Zelle durch das Immunsystem kontrolliert wird. Die zytotoxi-
schen CD8"T-Zellen erkennen zellfremde Peptide iiber solche Peptid-MHCI-Molekiil-Komplexe und
eliminieren die infizierte Zelle. Nutzt ein Erreger nicht den zelleigenen Proteinbiosyntheseapparat, son-
dern wird durch antigenprasentierende Zellen (APC) als Endosom aufgenommen, initiieren die APC
Erkennung und Elimination dieses Antigens. APC besitzen zusatzlich zum MHCI-Rezeptor einen
MHCII-Rezeptor, an den exogene, lysosomal prozessierte Peptide gebunden und auf der Oberflache
prasentiert werden. Uber den T-Zell-Rezeptor (TCR) wird dieser Komplex von CD4* T-Helferzellen

erkannt.

Bei den CD4T T-Helferzellen werden Thi-Zellen von Tho-Zellen unterschieden. Thi-Zellen sind an
der zelluldren Immunantwort beteiligt, indem sie Makrophagen aktivieren. Neben der initialen An-
tigenprasentation und massiver Zytokinproduktion ist eine wesentliche Funktion der Makrophagen
die Phagozytose intrazellularer Erreger, wie zum Beispiel von M. tuberculosis. Aktivierte Thy-Zellen
dagegen fiihren zur humoralen Immunantwort. Sie stimulieren B-Zellen zur Sekretion und Produkti-
on von Antikérpern, die gegen die gleichen extrazellularen Proteine gerichtet sind, die zuvor von der
B-Zelle prozessiert wurden. Durch Umgehung der genannten Abwehrmechanismen fiihrt M. ulcerans
zur Infektion. Zunachst iiberwindet M. ulcerans tber einen Epitheldefekt die epitheliale Barriere und
gelangt in die Subkutis. Das dort sezernierte immunsuppressive Mykolakton verteilt sich diffus im
subkutanen Gewebe und verhindert die Phagozytose des Erregers durch APC, NK-Zellen und Ma-
krophagen (Oliveira et al., 2005; Adusumilli et al., 2005). Infolge dessen bleiben die angeborene

Immunantwort und ein rechtzeitiger Beginn der adaptiven Immunantwort aus.

Die systemische Immunantwort

Der morphologische, auf solitdre oder multiple Ulzera beschriankte Befund charakterisiert das BU
als eine auf lokalisierte Pathomechanismen beschrankte Erkrankung. Dennoch bilden die meisten

BU-Patienten im Laufe der Zeit auch eine erfolgreiche systemische Immunantwort aus (Portaels



EINLEITUNG

et al.,, 2009). Diese beginnt mit der Erkennung von M. ulcerans durch APC. Dazu gehéren neben
den erwahnten Makrophagen und B-Zellen auch dendritische Zellen (DC), die sich in inneren und
duBeren Epithelien des Korpers befinden. In der Haut werden sie Langerhanszellen genannt. Durch
inflammatorische Zytokine wie TNFa beginnt die DC zu reifen und migriert in den nachstgelegenen
Lymphknoten. Dorthin rezirkulieren ebenfalls die naiven CD4-T-Zellen, da sie auf der Zelloberfliche
den Chemokinrezeptor CCR7 exprimieren, der sie zum Eintritt in die lymphatischen Organe befahigt.
Im Lymphknoten findet die Antigenprasentation auf der Oberfliche der DC und die Erkennung des
Antigens durch die entsprechende naive CD41-T-Zelle statt. Dadurch wird diese zur Effektor T-Zelle
aktiviert und exprimiert anstelle des CCR7-Rezeptors verschiedene Integrine, die die sofortige Infil-
tration in das entziindete Gewebe erméglichen. Sezerniert die DC IL-12, findet eine Differenzierung
der Effektor CD41-T-Zellen in die proinflammatorischen CD4"-Thi-Zellen statt. Ohne den Stimulus
IL-12 kommt es zur Differenzierung in antiinflammatorische CD4"-Thy-Zellen. Des Weiteren ist eine
dritte CD4"-T-Helferzellpopulation in die adaptive zellulire Immunantwort involviert. IL-1, IL-6 und
IL-23, sezerniert von Makrophagen und DC, l6sen die Differenzierung in die CD4"-Thy7-Zellen aus.
Diese sind durch Sekretion von IL-17 und IL-22 ebenfalls an der proinflammatorischen Immunantwort
gegen bakterielle Antigene beteiligt. Die das entziindete Gewebe infiltrierende M. ulcerans-spezifische
CD41-Thy-Zelle erkennt das entsprechende auf Gewebsmakrophagen prisentierte Antigen und akti-
viert durch die Produktion von IFNy die Makrophagen. Dies 16st die Abtotung der phagozytierten
Mikroorganismen aus und bewirkt die verstarkte Expression von MHC-Molekiilen sowie verschiedenen
Zytokinen wie GM-CSF und TNFo. GM-CSF fiihrt zur Differenzierung von Monozyten in dendriti-
sche Zellen und fordert die Rekrutierung von Monozyten aus dem Knochenmark. TNFo ermoglicht
u.a. durch Endothelaktivierung die Zellmigration neutrophiler Granulozyten und weiterer Monozyten.
Gleichzeitig sezernieren CD41-Thy-Zellen IL-2, das die Autoproliferation und die Differenzierung von
CD4*t-Zellen férdert. Unter den proinflammatorischen Zytokinen spielt IFNy eine Schliisselrolle im
Thy/Tha-Wechselspiel, indem es die Differenzierung einer T-Helferzelle zur Thy-Zelle und damit die
antiinflammatorische Immunantwort inhibiert. (Prévot et al., 2004; Phillips et al., 2006a,b). Fehlt hin-
gegen eine starke IFNy-Antwort, so kommt es iiber die Présentation von prozessierten Antigenen auf
MHC II-Molekiilen der B-Zelle zur erfolgreichen Interaktion einer CD4T-Thy-Zelle mit entsprechen-
der B-Zelle. Das fiir die Thy-Antwort charakteristische antiinflammatorische Zytokinmilieu aus 1L-4,
IL-5, IL-6 und IL-10 bewirkt nicht nur die Aktivierung und weitere Ausdifferenzierung von B-Zellen
zu Plasmazellen, sondern stimuliert auch Mastzellen, eosinophile und basophile Granulozyten. IL-10
ist als antiinflammatorisches Zytokin der Gegenspieler zum proinflammatorischen Zytokin IFNy, da

es die Makrophagenaktivierung und damit die Ausbildung einer Thi-Antwort hemmt.

Patienten mit BU bilden die Immunantwort abhangig vom Krankheitsstadium aus. Zu Beginn der
M. ulcerans-Infektion kommt es noch zu einer starken, systemischen Thi-Antwort. Im ulzerativen
Stadium hingegen scheint eine systemische Thy-Antwort vorherrschend zu sein. Aufgrund der durch
das Mykolakton gestorten angeborenen Immunantwort bleibt eine starke IL-12- und IFNvy-Expression

aus und die antiinflammtorische Immunantwort tiberwiegt (Schiitte und Pluschke, 2009). Der erfolg-
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reiche Heilungsprozess ist wiederum mit einer proinflammtorischen Abwehr assoziiert worden (Prévot
et al., 2004; Phillips et al., 2006a; Westenbrink et al., 2005; Schipper et al., 2007).

Die humorale Immunantwort wurde bisher wenig untersucht, da die erfolgreiche Immunantwort mit
der Internalisierung in Makrophagen und damit einer zell-vermittelten Immunantwort verbunden ist.
Dennoch wurden im Serum von BU-Patienten spezifische Antikorper gegen das mykobakterielle, stark
immunogene Zellwand-Hitzeschockprotein sHsp 18 gefunden. Nicht erkrankte Haushaltskontakte
wiesen zwar dhnlich hohe Serumspiegel auf, bei Kontrollen aus nicht-endemischen Gebieten konnten
allerdings keine sHsp 18-Antikérper gemessen werden (Diaz et al., 2006). Dies konnte eine Erklarung
dafiir sein, weswegen einige Krankheitsverlaufe nicht ber das Knotenstadium hinausgehen oder

einige im Endemiegebiet lebende Menschen nie erkranken (Schiitte und Pluschke, 2009).

Nach Ablauf der akuten Immunantwort bildet sich eine weitere T-Zell-Subpopulation, die Gedachtnis-
T-Zellen. Diese exprimieren CD45R0O statt CD45RA auf der Zellmembran, das ihnen im Falle der
Restimulation eine schnellere Interaktion mit dem passenden Antigen ermdglicht. Am schnellsten
konnen unter den Gedachtnis-T-Zellen die Effektor-Gedachtnis-T-Zellen reagieren, da sie nicht den
CCR7-Rezeptor tragen und sich bereits auBerhalb der lymphatischen Organe befinden. In unmittel-
barer Folge werden die zentralen Gedachtnis-T-Zellen aktiviert. Sie tragen den CCR7-Rezeptor, um -
dhnlich wie naive T-Zellen - durch die lymphatischen Organe zu zirkulieren. Nach Aktivierung durch
die DC mit dem passenden Antigen migrieren sie als Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen an den Ort der Ent-
zliindung. Auch bei Patienten mit ausgeheilten Ulzera ist eine starke persistierende IFNy-Expression
zu beobachten, was die Hypothese der erfolgreichen Ausbildung eines immunologischen Gedachtnises

unterstitzt (Phillips et al., 2006a; Schipper et al., 2007).

Die lokale Immunantwort

Der standige Antigenkontakt im Ulkusrand bewirkt nicht nur die Ausbildung einer systemischen adap-
tiven Immunantwort, sondern auch die lokale Infiltration von Zellen des adaptiven Immunsystems. Die
Antigenerkennung und Aktivierung von naiven T-Zellen im Lymphknoten fiihrt zu klonaler Expansion
mit Infiltration der Effektor-T-Zellen an den Ort der Entziindung. Dabei ist die Konzipierung des TCR
die entscheidende Schnittstelle beim Ubergang von angeborener in die adaptive Immunantwort. Der
TCR ist ein Heterodimer aus zwei Untereinheiten, wobei meist die Kombination of8, weniger haufig
vd auftritt. Jede Kette enthilt jeweils eine konstante (C) und eine variable (V) Region. Dabei setzt
sich die V-Region der a-Untereinheit aus einem V (variable)- und J (joining)-Segment zusammen,
die V-Region der B-Untereinheit besitzt zusétzlich noch ein D (diversifying)-Segment. Wahrend der
T-Zellreifung kommt es zu somatischer Rekombination aus V(D)J-Segmenten, so dass jede T-Zelle
einen anderen hypervariablen complementary determing region Bereich, die CDR 3-Region, aufweist.
Uber diesen Bereich erfolgt die Antigenerkennung der auf MHC I|l-Molekiilen prisentierten Antigene
durch die spezifische T-Helferzelle. Diese 10st gezielt die klonale Expansion eben dieser T-Zelle aus.

Wie selektiv dieser Mechanismus ist, zeigt die Analyse der variablen Region der B-Kette (BV) des

11
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TCR. Handelt es sich um eine multiklonale Expansion, ist ein breites TCR-BV-Repertoire zu finden.
Handelt es sich dagegen um eine oligo- oder monoklonale Expansion, sind nur wenige bzw. ist nur
eine BV-Kette angereichert. Wie geartet das TCR-BV-Ketten -Spektrum im Zuge der Abwehr von

M. ulcerans ist, wurde noch nicht untersucht.

Zusatzlich gibt das Zytokinprofil Aufschluss iiber den Status der lokalen Immunantwort: Das Wech-
selspiel pro- und antiinflammatorischer Zytokine wurde mehrfach untersucht. Zwei wesentliche Be-
obachtungen scheinen evident zu sein: Im pra-ulzerativen Knotenstadium ist die IFNy-Produktion
hoher als die IL-10-Produktion, wahrend sich das Verhaltnis im Ulkusstadium umkehrt (Prévot et al.,
2004). Granulomatdse Formationen gehen mit der Expression von viel IFNy und wenig IL-10 einher
(Kiszewski et al., 2006; Schipper et al., 2007).

Immunmodulation durch Mykolakton und Antibiotikatherapie

Im oft langwierigen Verlauf der M. ulcerans-Infektion

verandert sich der Typ der Immunantwort. Diese setzt ki
oft erst sehr spat ein und ist von Patient zu Pati-
- N 77 hected phagocyte Cwrrmn and nboven

ent sehr verschieden, was vermuten lasst, dass noch 3 o Gy

. . . = e (NN
weitere Faktoren eine Rolle spielen. Demangel et al. S \ O
(2009) haben ein Modell vorgeschlagen, welches ei- S vt Tl S

Calcyhe woent

ne Erklarung der deutlich veranderten und verzoger- v
ten Immunantwort bietet (Abbildung 1.9). Bei einer
Infektion ist die IFNy-Expression der infizierten Pha-
gozyten fiir eine proinflammatorische Immunantwort
entscheidend. Die massive Toxinproduktion der proli-
ferierenden Mykobakterien verhindert ihre Phagozyto-
se und damit die Induktion einer Thi-Antwort. Zwar o cpopcaon

wirkt das Mykolakton aus M. ulcerans nur in hohen
Konzentrationen zytotoxisch auf dendritische Zellen
und infiltrierende T-Zellen, dennoch bleiben humora-
le und weitere adaptive Immunantwort aus. Dieser Ef-
fekt soll auf eine systemische Immunmodulation zu-
rickzufiihren sein, die zur Anergie von dendritischen
Zellen und T-Zellen fithrt (Demangel et al., 2009). Ge-
stiitzt wird diese Hypothese durch Beobachtungen bei

antibiotisch behandelten Patienten: So sehen Schiitte

und Pluschke (2009) bereits nach zwei Wochen an- Abbildung 1.9: Modell des zytotoxischen und

S L - apoptotischen Effekts des Mykolaktons auf das Im-
tibiotischer Therapie eine Internalisierung der Myko- pop y
munsystem (Demangel et al., 2009)

bakterien durch Makrophagen. Am Ende der vierten
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Therapiewoche sind diese vollstandig abgetdtet und nur noch Reste von sdurefesten Stabchen inner-
halb des nekrotischen Gewebes umrandet von massiven Zellinfiltraten zu finden. Nach achtwochiger
Antibiotikatherapie besteht der Ulkusrand aus Herden von dermalen dendritischen Zellen, antigenpra-
sentierenden Zellen, B- und T-Zellen, sowie organisierten granulomatésen Strukturen. Die ohne an-
tibiotische Behandlung erst nach Monaten einsetzende spezifische Immunantwort gegen M. ulcerans
ist auf diese Weise bereits nach 8 Wochen vollstandig ausgebildet. Schiitte und Pluschke (2009)
vermuten hier eine Interaktion zwischen Antibiotikum und Mykolaktonproduktion im bakteriellen
Metabolismus. Denn ohne das Toxin gelingt dem Immunsystem die - bei mykobakteriellen Infektio-

nen typische - Internalisierung des Erregers durch Makrophagen und erfolgreiche Granulombildung.

1.8 Projekt und Arbeitshypothesen

Es ist bekannt, dass die meisten BU-Patienten erst im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf eine erfolg-
reiche Thi-Zell-vermittelte Immunantwort gegen M. ulcerans ausbilden. Trotz hoher Kreuzreaktivita-
ten nach Infektionen mit atypischen Mykobakterien der Umwelt oder nach Impfung mit BCG-Impfstoff
wird eine antigenspezifische Immunantwort vermutet. Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich
mit der Charakterisierung der systemischen Immunantwort und deren Abhangigkeit von klinischen

Parametern wie der antibiotischen Therapie.

Des Weiteren ist bisher wenig (iber das lokale Expansionsmuster der antigenspezifischen T-Zellen
im Ulkusrand geforscht worden. Im zweiten Teil soll die Analyse des TCR-BV-Ketten-Repertoires in
verschiedenen Zonen des Ulkusrandes behandelt werden. Die funktionellen Tests sollen klaren, durch
welches Zytokinexpressionsmuster sich die lokalen T-Zellen auszeichnen und inwiefern sie sich von

T-Zellen des peripheren Blutes unterscheiden.

Dazu sollen von Burulipatienten aus der Ashanti Region in Ghana (Agogo, Dunkwa und Apromasi)
Blut- und Hautgewebeproben entnommen werden, am Kumasi Centre for Collaborative Research (KC-
CR) fiir den Stickstofftransport vorbereitet und am Bernhard-Nocht-Institut (BNI) zur endgiiltigen
Analyse aufgearbeitet werden. Dies beinhaltet die PBMC-Isolation aus Vollblut, deren Stimulation,
Fixierung und intrazelluldre Farbung mit anschlieBender Messung der Zytokinexpressionsstarken im
Durchflusszytometer. Aus im Rahmen einer operativen Wundsauberung vom Ulkusrand entnomme-
nem Hautgewebe sollen durch die Inkubation in IL-2 T-Zell-Linien generiert und wie die PBMC
untersucht werden. Zusatzlich soll RNA aus Hautgewebe isoliert und eine qPCR-Methode etabliert
werden. Anhand von 29 verschiedenen TCR-BV-Ketten soll das klonale Verteilungsmuster in einzelnen
Zonen des Ulkusrandes, in TCL und im peripheren Blut erfasst werden. Damit kann analysiert wer-
den, in welchen Kompartimenten des Korpers sich antigenspezifische T—Zell-Klone einer bestimmten
TCR-BV-Kette anreichern.

13



2 MATERIAL, PATIENTENKOLLEKTIV,

METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Instrumente

Corbett Research Rotor-Gene 6000
LSR I

2.1.2 Materialien zur Probengewinnung

S-Monovette® NH,4-Heparin, 5,5 ml
Multifly®-Kaniile

Xylocain®- 2% Injektionslésung (Wirkstoff: Lidocain)

2.1.3 Molekularbiologische Materialien

Cybr-Green

dNTP _ 18bp (Lésung)

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder

Hot Star Tag DNA Polymerase 1000 units Kit
Oligo-Primer (DT)

RNeasy mini Kit

Superscript |l Reverse Transkriptase

Trizol Reagent

2.1.4 Zellbiologische Materialien

Biocoll-Lésung
Brefeldin A (1 mg/ml gelost in 99 % igem Ethanol)
DPBS

Qiagen, Hilden

BD Biosciences, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Astrazeneca GmbH, Wedel

Applied BioSystem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermantas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
Sigma, Hamburg
PanBiotech GMBH, Aidenbach

14



MATERIAL, PATIENTENKOLLEKTIV, METHODEN

Cytofix/Cytoperm ™-Losung

DMSO

EDTA-Lésung (2mM)
FCS

Gentamycin

HEPES

Humanserum
L-Glutamin

Penicillin /Streptomycin
Perm/Wash™- Lésung

BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Seromed, Berlin

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Sigma, Deisenhofen

Gripco Invitrogen GmbH, Kalsruhe

RPMI 1640-Kulturmedium ohne L-Glutamin

Trypanblau

2.1.5 Oligonukleotide

PAA, Linz
BD Pharmingen, Heidelberg
PAA, Linz, Osterreich

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Alle Oligonukleotid-Primer wurden von MWG Biotech AG, Ebersberg synthetisiert. Fiir das TCR-BV-

Ketten-Repertoire wurden die Sequenzen modifiziert nach Walters und Alexander (2004) verwendet.

Die tibrigen Primersequenzen wurden anhand der mRNA-Referenzsequenzen aus der NCBI (National

Center for Biotechnology Information) - Datenbank konstruiert:

Primer

Sequenz (5" —3')

BV 2
BV 3-1
BV 4
BV 5-3
BV 6
BV 7-2
BV 7-3
BV 7-6
BV 7-7
BV 7-8
BV 7-9
BV 9
BV 10-1
BV 11-2
BV 12-3
BV 13

GAAATCTCAGAGAAGTCTGAAATATTCG

CCTAAATCTCCAGACAAAGCTCACT
CCTGAATGCCCCAACAGC
ACCTGATCAAAACGAGAGGACAG
CTCTCCTGTGGGCAGGTCC
GTTTTTAATTTACTTCCAAGGCAACA
CAAGGCACGGGTGCG
ACTTACTTCAATTATGAAGCCCAACA
GAGTCATGCAACCCTTTATTGGTAT
AGGGGCCAGAGTTTCTGACTTAT
CTCAACTAGAAAAATCAAGGCTGCT
AACAGTTCCCTGACTTGCACTCT
TTCTTCTATGTGGCCCTTTGTCT
GGCTCAAAGGAGTAGACTCCACTCT
GGTGACAGAGATGGGACAAGAAGT
CATCTGATCAAAGAAAAGAGGGAAAC
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Primer Sequenz (5" —3')

BV 14 AGAGTCTAAACAGGATGAGTCCGGTAT
BV 15 CCAGGTTACCCAGTTTGGAAAG
BV 16 AAACAGGTATGCCCAAGGAAAGA
BV 18 CAGCCCAATGAAAGGACACAGT
BV 19 GGGCAAGGGCTGAGATTGAT

BV 20-1 AACCATGCAAGCCTGACCTT

BV 23-1 TGTACCCCCGAAAAAGGACATAC
BV 24-1 CAGTGTCTCTCGACAGGCACA
BV 25-1 CTCAAACCATGGGCCATGA

BV 27 CCAGAACCCAAGATACCTCATCAC
BV 28 GGCTACGGCTGATCTATTTCTCA
BV 29-1 GACGATCCAGTGTCAAGTCGATAG
BV 30 CTGAGGTGCCCCAGAATCTCT
BC for BV CTGCTTCTGATGGCTCAAACA
BC fw TCCAGTTCTACGGGCTCTCG

BC rv AGGATGGTGGCAGACAGGAC

GC fw GTTTCCCCCAAGCCCACTA
GCrv CAGCCTTCTGGAGCTTTGTTTC
DC fw TTGCAGGAAGTCAGCCTCATAC
DC rv CGACATTTGTTCCATTTTTCATG
CD4 fw GTCCCTTGTCCCAAGTTCCA
CD4 rv TGAGAGCCGTGTGGCATTT

CDS8 fw TCCTCACCCTGAGCGACTTC
CD8 rv TCAGGGCCGAGCAGAAATAG
CD25 fw CCAGCTCAGTCCCATCAGAGA
CD25 rv TTCAACGGCGAAATTGCTATT
CD69 fw TGCCACCAGTCCCCATTT

CD69 rv ACAGGACAGGAACTTGGAAGGA
foxp3 fw CACCTGGCTGGGAAAATGG
foxp3 rv GGAGCCCTTGTCGGATGAT
RORC fw CGGGCCTACAATGCTGACA
RORC rv GCCACCGTATTTGCCTTCAA
T-bet fw CCCGGGACCACAGCTATG

T-bet rv GCAAGAATGCAGGCTTCATG
GATA3 fw GAGCCTGGCTCGCAGAATT
GATA3 rv AAACGGGACCAGGTTGTAAAAA
GAPDH fw TGCACCACCAACTGCTTAGC
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Primer Sequenz (5" —3')

GAPDH rv GGAAGGCCATGCCAGTGA
GUS-b fw CCCGGCCTGTGACCTTT
GUS-b rv CATACGGAGCCCCCTTGTCT

2.1.6 Puffer und Stammlosungen

FACS-Puffer

PBS
5% FCS

TCL Medium

RPMI 1640
100U IL-2
10% HS

Einfrierlosung (ex-vivo-Zellen)

80% FCS
20% DMSO

Einfrierlosung (fixierte Zellen)

60% Perm/Wash ™. 6sung
20% DMSO
20% FCS

2.1.7 Stimulationsreagentien

lonomycin
M. tuberkulosis-H37Rv Lysat
M. ulcerans-Lysat

PHA

Medium A

RPMI 1640

5% HS

1% Penicillin/Streptomycin
1% L-Glutamin

1% Hepes (1M)

Zellmedium

RPMI 1640

5% HS

1% Penicillin/Streptomycin
0,5 % Gentamicin

50x TBE-Puffer

4,45 M Tris Base
4,45 M Borsaure
0,1M EDTA-Na,

ad 11 H,O
pH auf 8,0 einstellen

Sigma-Aldrich, Minchen
Mykobakteriumreferenzzentrum Borstel
Mykobakteriumreferenzzentrum Borstel

Invitrogen, Carlsbad
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PMA Sigma-Aldrich, Miinchen
PPDtub Staten Serum Institut, Kopenhagen
PPDsens Staten Serum Institut, Kopenhagen
SEB Sigma, Steinheim

2.1.8 Antikorper

Folgende Antikorper wurden zur Farbung von Zelloberflachenproteinen und intrazellularen Zytokinen

bzw. Transkriptionsfaktoren verwendet:

Antikorper Fluoreszenz  Klon Firma

CD3 (Maus-anti-human) PerCP SK7 BD Biosciences (Heidelberg)

CD4 (Maus-anti-human) APC Cy-7 RPA-T4 BD Biosciences (Heidelberg)

CD8 (Maus-anti-human) PerCPCy5.5  SK1 BD Biosciences (Heidelberg)

CD25 (Maus-anti-human) PE Cy-7 2A3 BD Biosciences (Heidelberg)
CD45RA (Maus-anti-human) Pacific Blue HI100 BioLegend (San Diegeo, USA)

CD69 (Maus-anti-human) APC FN50 BD Biosciences (Heidelberg)

CD197 (CCRY7) (Ratte-anti-human) PE Cy7 3D12 BD Biosciences (Heidelberg)

TNFo (Maus-anti-human) Alexa Fluor700 MAb11 BD Biosciences (Heidelberg)

IFNy (Maus-anti-human) FITC 4S.B3 BD Biosciences (Heidelberg)

IFNy (Maus-anti-human) APC 25723.11 BD Biosciences (Heidelberg)
GM-CSF (Ratte-anti-human) PE BVD2-21C11  BD Biosciences (Heidelberg)

TGFB (Maus-anti-human) PE IQP-169R IQ-Products (Groningen, Niederlande)
IL-2 (Maus-anti-human) APC N.48A Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
IL-2 (Ratte-anti-human) PE MQ1-17H12 BD Biosciences (Heidelberg)

IL-3 (Ratte-anti-human) PE BVD3-1F9 BD Biosciences (Heidelberg)

IL-4 (Ratte-anti-human) PE MP4-25D2 BD Biosciences (Heidelberg)

IL-5 (Ratte-anti-human) PE JES1-39D10 BD Biosciences (Heidelberg)

IL-10 (Ratte-anti-human) PE JES3-19F1 BD Biosciences (Heidelberg)

IL-17 (Maus-anti-human) Alexa Fluor 647 eBio64DEC17  eBiosciences (San Diego, USA)

IL-22 (Maus-anti-human) PE 142928 R&D Systems (Minneapolis, USA)
foxp3 (Maus-anti-human) Alexa Fluor647 259D /C7 BD Biosciences (Heidelberg)

BV 5 (Maus-anti-human) PE IMMU157 Immunotech-coulter (Miami, Florida)
BV 20 (Maus-anti-human) FITC MPB2D5 Beckman Coulter (Krefeld)
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2.1.9 Computerprogramme

FCS Express De Novo Software, Los Angeles
Graph Pad Prism GraphPad Software, La Jolla
Sigma-Plot Systat Software, Erkrath

2.2 Studiendesign und Patientenkollektiv

2.2.1 Rahmenbedingungen und Ethikantrag

Diese Studie behandelt einen Teil des BURULICO-Projektes (PL 015476) der EU und wurde mit
Zustimmung der ghanaischen Ethikkommission durchgefiihrt. In Zusammenarbeit mit Kooperations-
partner 7, der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen — Abteilung fiir Infektionskrankheiten und
Tropenmedizin, erfolgte die Rekrutierung eines gemeinsamen Patientenkollektivs. Von ihnen war im
Rahmen der diagnostischen Studie eine Datenbank erstellt worden, in der die anhand der Formbdgen

auf S. 63 und S. 64 erhobenen Daten anonymisiert gespeichert wurden.

Die Patienten wurden lber die Vorgehensweise und den Zweck der Probenentnahme in ihrer Mut-
tersprache aufgeklart und gaben mittels Unterschrift oder Fingerabdruck ihr Einverstandnis. Bei
Minderjahrigen erfolgte die Einwilligung durch die Eltern (siehe Aufklarungsbogen auf S. 65 und
Einverstandniserklarung auf S. 66).

2.2.2 Rekrutierung des Patientenkollektivs

Es wurden Patienten aus drei verschiedenen Krankenhausern der Ashanti Region in Ghana, dem
Agogo Presbyterian Hospital, dem St. Mark Hospital Dunkwa und dem ortlichen Krankenhaus in
Apromasi, in die Studie einbezogen. Dabei handelte es sich hauptsichlich um ambulante Patienten,
die groBtenteils von den Gesundheitshelfern (village health workers) der landlichen Umgebung mit
Verdacht auf Buruli Ulkus antibiotisch anbehandelt worden waren. Daneben wurden auch einige
stationare Patienten, deren Ulkusrander unter Vollnarkose operativ gesdubert wurden, in das Patien-
tenkollektiv aufgenommen. Bei der Vorstellung der BU-Patienten in den genannten Krankenhausern
erfolgte die endgiiltige Diagnostik einer M. ulcerans-Infektion. Im Rahmen der Diagnostikstudie von
Kooperationspartner 7 wurden Wattestabchenabstrich, Feinnadelaspirat und Gewebestanze des Ul-
kusrandes auf den Erreger M. ulcerans hin untersucht. Der PCR-Nachweis der Sequenz 152404 in
mindestens einer der diagnostischen Proben galt als sicherer Beweis der Infektion. Diese wurde am
Centre of Collaborative Research Kumasi (KCCR) durchgefiihrt, dokumentiert und in die Datenbank

eingetragen. Die vorliegende Arbeit beruft sich auf die Ergebnisse der diagnostischen Studie.

Von allen rekrutierten Patienten wurden fiir die immunologische Studie zusatzlich 9 ml Blut aus Arm-

bzw. Handvene, von den ambulanten Patienten eine Gewebestanze (3x3mm) des Ulkusrandes unter
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Lokalanasthesie und von den stationéren/operierten Patienten die unter Vollnarkose gesduberten

Wundrander verwendet.

2.2.2.1 Insgesamte Probenbilanz

In der Zeit vom 29. April bis zum 29. Mai 2008 wurden 43 Patienten (Burulipatienten 4+ Kontrollgrup-
pe) fir die immunologische Studie rekrutiert. Dabei wurden alle Patienten aufgenommen, die sich
klinisch mit einem Hautulkus prasentierten. Die Sensivitat der Diagnostik betrug 94 % (Herbinger
et al., 2009). Blieb die PCR in allen drei Probenmaterialien negativ konnte ein BU ausgeschlossen
werden. Diese Patienten wurden daher in die Kontrollgruppe aufgenommen (5 von 37). Zusatzlich
wurden weitere klinische Parameter mit moglichem Einfluss auf die Immunantwort notiert. Dazu
zihlte der Impfstatus mit Bacille Calmette-Guérin (BCG)-Impfstoff. Eine vernarbte intrakutane Ein-
stichstelle galt als Kriterium fiir die Geimpften (BCG+), wahrend die Gruppe der nicht Geimpften
(BCG-) dies nicht aufwies. Bei zwei Patienten war die Haut, an der eine Impfnarbe hatte gefunden
werden miissen, durch das Ulkus zerstort, so dass die Frage der Vakzinierung in diesen Fallen nicht
geklart werden konnte. Des Weiteren wurden die BU-Patienten nach dem klinischen Stadium des Bu-
ruli Ulkus eingeteilt. Die intakte Epidermis mit tastbarem Knoten oder Plaque wurde von den offenen
Hautulzera unterschieden. Es wurde notiert, welche Art und Menge an Probenmaterial verwendet

wurde: Blut, Hautgewebe als Gewebestanze oder Hautgewebe als operativ entfernter Wundrand.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv. Burulipatienten und Kontrollen sind in Untergruppen je nach
Vakzinierung, Art der Wunde und Art der entnommenen und weiterverarbeiteten Probe eingeteilt; Zahlen geben die

GroBe des Patientenkollektivs an.

Burulipatienten (n=32) Kontrollgruppe
(n=11)
BCG- 14
Vakzinierung BCG + 16 BB&CGG—; ;L
(Vak) nicht bekannt (7) 2
Knoten (K) 1
Art der Plaque (P) 3
Wunde Ulkus (U) 28
Blut 31
Art der Probe Hautgewebe (Gewebsstanze) 22 Blut 11
Hautgewebe (operativ entfernter Wundrand) 3

2.2.2.2 Individuelle Probenbilanz

Aus welchen individuellen Daten sich die insgesamte Probenbilanz zusammensetzt, kann der folgenden

Tabelle entnommen werden (siehe Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Detaillierte Auflistung des anonymisierten Patientenkollektivs. Jeder Wundnummer (Nr) ist die
Patienten-ID der Datenbank, das Alter, die Diagnose (+: positives PCR-Ergebnis, -: negatives PCR-Ergebnis, verse-
hen mit der in der Datenbank verwendeten Nomenklatur fiir die Methodik der Diagnostik f: fine needle aspiration, s:
swab, p: punch, t: tissue surgery), die Vakzinierung (ja: BCG-Narbe vorhanden, nein: BCG-Narbe nicht vorhanden),
die Art der Wunde (U: Ulkus, P: Plaque, K: Knoten), die Krankheitsdauer (KD) in Wochen (Wo.), Monaten (Mo.)
oder Jahren (J.), die antibiotische Therapie nach WHO-Schema (Th) in Tagen und die Art der entnommenen Probe
zugeordnet (B: Blut, GS: Gewebsstanze, OP: operative Wundsauberung).

Nr Patienten-ID Alter Diagnose Vak Wunde KD Th Proben
D1 D/YS/145/08 53 - (all) ja U (21/63) 1,5 Mo. 26 B (1ml)
D2 D/JQ/146/08 75 + (s) nein U (70/100) 23 J. 39 B (6 ml), GS
D3 D/AK/147/08 35 + (p) nein U (40/45) 1 Mo. 8 B (3ml), GS
D4 D/KA/148/08 70 + (s/f) nein U (60/45) 6 J. 38 B (10 ml), GS
D5 D/KA/149/08 + (s) nein U (80/60)

D6 D/EA/150/08 35 + (s) ja U (160/90) 6 Mo. 54 B (9ml), GS
D7 D/DN/151/08 41 - (all) ja U (160/280) 6 Mo. 56 B (5ml), GS
D8 D/PA/152/08 21 + (s) ja U (130/80) 1,5 J. 56 B (5ml), GS
D9 D/GY/159/08 8 + (s) ja U (130/140) 5 Mo. 56 GS
D10 D/AD/153/08 10 + (s) ja U (250/170) 2 Mo. ? GS
D11 D/EB/154/08 62 + (s) ja U (280/160) 2 J. 67 B (9ml), GS
D12 D/MA/155/08 70 + (s) ja U (190/140) 5 Mo. 56 B (9ml)
D16 D/R0O/156/08 3 + (s) ja U (30/80) 1,5 Mo. 37 B (3ml), OP
D17 D/MQ/160/08 8 —+ (t/f) ja P (60/40) 3 Mo. 69 B (9ml), GS
D18 D/JA/165/08 55 + (f) ja U (20/70) 1 Mo. - B (9ml), GS
D19 D/FA/162/08 22 - (all) nein U (45/40) 11 J. - B (9ml)
Al A/AN/347/08 54 + (s/f) nein U (10/10) 3 Wo. - B (9ml)
A2 A/KN/348/08 18 - (all) ja U (50/40) 5 Mo. - B (9ml)
A3 A/MI/349/08 12 + (p) ? K (10/15) 3 Wo. - B (9ml)
A4 A/AA/350/08 7 + (p) ja U (50/40) 4 Mo. - B (9ml)
A5 A/MI/351/08 10 + (p) ? U (120/60) 4 Mo. 52 B (9ml)
A6 A/EA/352/08 10 + (s/f) ja U (150/80) 5 Mo. 19 B (9ml)
A7 A/AM/353/08 8 + (s/f) ja U (10/10) 1,5 Mo. 36 B (9ml)
A8 A/GA/354/08 7 + (f) nein U (80/60) 2 Mo. 14 B (9ml)
A9 A/SS/355/08 8 + (p) nein U (20/10) 10 Mo. 56 B (9ml)
A10 A/NA/356,/08 9 + (f) nein U (20/20) 3 Mo. 56 B (9ml)
All A/AO/357/08 2 + (s) ja U (50/70) 6 Mo. 56 B (3ml)
A13 A/AJ/359/08 13 + (s) nein P (50/60) 1 Mo. - B (9ml), GS
Al4 A/AS/360/08 5 + (f/p) nein U (10/10) 1 Wo. - B (9ml)
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Nr Patienten-ID Alter Diagnose Vak Wunde KD Th Proben

Al5 A/AG/361/08 9 + (f/p/s) ja U (35/20) 3 Mo. 63 B (9ml), GS
Al6 A/AA/362/08 30 + (p) ja U (10/20) 4,5 Mo. 56 B (9ml), GS
A20 A/JA/365/08 20 + (f/p/s) ja U (30/15) 3 Mo. 41 B (9ml), GS
A21 A/IN/366/08 20 + (f/p) ja P (45/50) 2 Wo. - B (9ml), GS
A22 A/Z1/367/08 7 + (s) ja U (75/80) 2,5 Mo. 56 B (9ml), GS

AP1 AP/JB/022/08 67 + (f/p/s) nein U (100/80) 6 Mo. 45 B (9ml), OP

AP2  AP/JB/022/08 - (all) U (50/50) GS
AP3  AP/FA/024/08 75 + (s) nein U (160/80) 1. 9 B (9ml), GS
AP4  AP/KB/026/08 9  + (t/f/p/s) ja U(30/20) 15Mo. 23 B (9ml), OP
AP5  AP/KB/026/08 + (t/p/s) U (45/55) OoP
AP7  AP/KA/028/08 75 - (all) nein U (300/250) 2Mo  ? B (9 ml)

Neben den negativ diagnostizierten Patienten der Datenbank wurde die Kontrollgruppe durch Mit-
arbeiter des KCCR erweitert (siehe Tabelle 2.3). Diese spendeten freiwillig Blut, welches so wie das
Blut der Patientengruppe verarbeitet wurde. Es wurden ausschlieBlich Ghanaer, die in der Ashanti
Region um Kumasi aufgewachsen waren und dort auch heute noch leben, rekrutiert. Sie hatten keine

BU-Vorgeschichte.

Tabelle 2.3: Liste der Negativkontrollen. Der Kontroll-Nummer (Nr) sind Alter und BCG-Vakzinierungsstatus (Vak)
zugeordnet.

Nr Alter Vak
NK Ol 44  ja
NK 02 24 ja
NK 03 35 nein
NK 04 32 ja
NK 05 28 ja
NK 06 35 nein

2.2.3 Probenaufarbeitung

Nach der Entnahme wurde das Hautgewebe in Zellmedium aufbewahrt und gemeinsam mit den
Blutproben gekiihlt transportiert. Die Weiterverarbeitung erfolgte am selben Tag in den Laboren des
KCCR.
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2.2.3.1 Hautgewebe

Das fir die RNA-Extraktion vorgesehene Hautgewebe wurde mit dem Skalpell angeritzt, um die
Gewebeoberflache zu vergroBern. AnschlieBend wurde es in Trizol lberfiihrt und in Flissigstickstoff
bei =70 °C eingefroren. Zur Expansion der T-Zellen wurde das Hautgewebe in einzelnen Stiicken im
Labor des KCCR zur Generierung von T-Zell Linien (TCL) in IL-2 inkubiert.

2.2.3.2 Blut

Von den 9 ml peripherem Blut wurde 1 ml Vollblut in 1 ml Harnstoff aufgenommen und bei Raumtem-
peratur (RT) gelagert. Von den lbrigen 8 ml wurde nach 10 minitiger Zentrifugation (1300 Upm, RT)
der Plasmatliberstand abgenommen. Das Plasma wurde bei -20 °C gelagert und anschlieBend in Fliis-
sigstickstoff nach Hamburg transportiert. Aus den Blutzellen wurden die peripheren Blutleukozyten

(PBMC) isoliert und vorort weiterverarbeitet.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 PBMC-Isolation aus Vollblut

Die Isolierung von PBMC erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation von heparinisiertem Blut.
Die durch Zentrifugation vom Plasma getrennten Blutzellen wurden im Verhéltnis 1:2 mit PBS ver-
dinnt. Jeweils 2 ml Ficoll wurden mit 8 ml des Blut-PBS-Gemischs in einem 14 ml Falcon-Réhrchen
iberschichtet und anschlieBend fiir 35 min zentrifugiert (1600 Upm, RT). Dadurch wurden das Blut
nach seiner Dichte in die einzelnen Schichten aus Plasma, PBMC/Basophile, Ficoll und Erythrozy-
ten/Granulozyten (von oben nach unten) aufgetrennt. Um diese weder durch starke Beschleunigung
noch durch starke Abbremsung zu zerstéren, wurde die Umdrehungszahl langsam hoch und langsam
herunter reguliert. Die Schicht mit den PBMC wurde sorgfaltig mit einer Pasteurpipette abgenommen
und zweimal mit PBS gewaschen, um das restliche Ficoll zu entfernen. Dazu wurde 15 min zentrifu-
giert (1300 Upm, 4°C), der Uberstand dekantiert und das Pellet in 10 ml PBS gut resuspendiert. Alle
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Nach dem zweiten Waschschritt wurde das Pellet in 1 ml Medium

A aufgenommen.

2.3.2 T-Zell Linien aus Hautgewebe (TCL)

Das entnommene Hautgewebe wurde in ca. 1x1lcm groBe Stiicke geschnitten und auf 6 Loch-
Zellkulturschalen verteilt. TCL Medium wurde hinzugegeben und der Ansatz anschlieBend bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert. Alle 4 bis 6 Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen unter
dem Mikroskop beurteilt. Bei ausreichender Zahl an isolierten Zellen wurden diese in Suspension

genommen.
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2.3.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitdt mit Trypanblau

Die Zellzahl und Zellvitalitdt wurde mithilfe einer Trypanblaufarbung bestimmt. Trypanblau vermag
nicht, durch eine intakte Zellmembran zu diffundieren. Die Zellmembran abgestorbener Zellen hinge-
gen ist pords und fir Trypanblau durchlassig. Somit erscheinen tote Zellen nach Trypanblaufarbung
blau, lebende Zellen hingegen bleiben ungefarbt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neu-

bauer Zahlkammer.

2.3.4 Einfrieren der PBMC/TCL

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen entweder sofort zur Stimulation angesetzt oder ein-
gefroren. Zum Einfrieren wurde die Suspension 8 min zentrifugiert (1300 Upm, 4°C) und das Pellet
in 500 ul FCS aufgenommen. Auf Eis wurden tropfenweise 500 ul einer frisch angesetzten Einfrierlo-
sung fiir ex vivo-Zellen zugegeben und das Réhrchen bei —80°C in Stoff umbhiillt eingefroren. Das
langsame Absinken der Temperatur soll das schonende Eindringen von DMSO in die Zellmembranen

bewirken.

2.3.5 Auftauen der PBMC/TCL

Das frisch aus dem Fliissigstickstoff entnommene Réhrchen wurde in der Hand aufgewarmt. Kurz
bevor die gesamte Suspension fliissig war, wurde 1 ml PBS zugegeben, das gesamte Volumen in
ein 14 ml Falcon-Roéhrchen iiberfiihrt und mit PBS auf 10 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurde 10 min
(1300 Upm, 4°C) zentrifugiert. Nach AbgieBen des Uberstandes wurde zunichst in 1 ml PBS resus-
pendiert und ein zweites Mal gewaschen. Je nach Vorhaben wurden die Zellen in 1 ml Medium A

(Stimulation) oder Lysepuffer (RNA-Extraktion) aufgenommen.

2.3.6 Stimulation durch Antigene und mykobakterielle Proteine und Lysate

Die Zellstimulation erfolgte in 96-Loch-Zellkulturschalen. Pro Ansatz wurden 2x10° Zellen in einer
96 -Loch-Zellkulturschale stimuliert. Dazu wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1,4 x10°
Zellen / 700 pl eingestellt und jeweils 100 ul Zellsuspension in jeden Ansatz pipettiert. Nach einer 15-
30 minutigen Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurden die Stimulantien zugegeben. Sie wurden in
doppelter Konzentration angesetzt und jeweils 100 pl pro Ansatz hinzugegeben. Neben Phythdmag-
glutinin (PHA), Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)/lonomycin und Staphylokokken Enterotoxin
B (SEB) als Positivkontrollen wurden zwei aufgereinigte Proteinderivate (PPD) und zwei myko-
bakterielle Lysate des Laborstammes M. tuberculosis H37Rv und M. ulcerans in den in Tabelle 2.4

aufgelisteten Konzentrationen eingesetzt.

Um die stimulierte Zytokinproduktion zu messen, wurde die Abgabe von Proteinen iliber den Golgi-

Apparat durch Brefeldin A inhibiert, so dass sich die Zytokine im endoplasmatischen Retikulum an-
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Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Stimulantien.

Stimulans Endkonzentration (in
ug/ml)

PHA 1

PMA 0,25

lonomycin 1

SEB 1

PPDtub 10

PPDsens 10

H37Rv Lysat

M.ulcerans Lysat 8

reicherten. Dazu wurden 1,5l Brefeldin A (Konzentration 1 mg/ml gelost in 99 % igem Ethanol) in
jeden Ansatz gegeben, bei 20 h-Stimulation nach 3 h, bei 6 h-Stimulation nach 1h.

2.3.7 Fixierung der PBMC

Nach 20 bzw. 6 stiindiger Stimulation erfolgte die Fixierung der Zellen als Vorbereitung zur Farbung
mit spezifischen Antikorpern fiir die Messung im Durchflusszytometer. Nach 10 min Inkubation auf
Eis wurden die 96 Loch-Zellkulturschalen 5 min zentrifugiert (1700 Upm, 4 °C). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 ul Fixierpuffer gut resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf
Eis unter Lichtausschluss 20 min inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte mit 150 ul Waschpuffer und
5 minitiger Zentrifugation (1900 Upm, 4 °C), ohne das Pellet zwischendurch zu resuspendieren. Das
verbleibende Pellet wurde in 100 pl Waschpuffer aufgenommen und in Cryotubes tberfiihrt. 100 ul
der Einfrierlésung fiir fixierte Zellen wurde tropfenweise hinzugegeben und die Zellen anschlieBend
bei —20 °C eingefroren. Am nichsten Tag wurden die Zellen in eine —80 °C-Kuhltruhe iiberfiihrt und

zu gegebener Zeit im Flissigstickstoffcontainer nach Hamburg transportiert.

2.4 Durchflusszytometrische Zellanalyse

Fir die durchflusszytometrische Zellanalyse wurden die Zellen im ersten Schritt mit Fluoreszenzanti-
korpern inkubiert. Die nach der Stimulation fixierten Zellen wurden in der 96 Loch-Zellkulturschale
belassen, die fixierten und eingefrorenen Zellen wurden wie unter 2.3.5 beschrieben aufgetaut und
jeder Stimulationsansatz in ein Loch der 96 Loch-Zellkulturschale pipettiert. Diese wurde 5 min zen-
trifugiert (1700 Upm, 4°C).
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2.4.1 Intrazellulare Farbung

Nach Dekantieren wurden in das Restvolumen (ca. 10 ul) die Antikérper (siehe Tabelle 2.1.8) pipet-
tiert, durch Resuspendieren die Zellen vereinzelt und die Antikérper gleichmaBig verteilt. Nach einer
30minditigen Inkubation im Dunkeln auf Eis wurden die Zellen zweimal mit 180 pl Waschpuffer durch
5 miniitige Zentrifugation (1700 Upm, 4 °C) gewaschen und das Pellet in 150 ul FACS (fluorescence

activated cell sorting)-Puffer aufgenommen.

2.4.2 Messung am Durchflusszytometer

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden mit dem LSRIl von BD Bioscience durchgefiihrt,
der Uber drei verschiedene Laser (blauer Laser, 488 nm; roter Laser, 633 nm; violetter Laser, 405 nm)
verfligt. Zellen werden durch eine Kapillare angesaugt und durch einen Laserstrahl geleitet. Abhangig
von GroBe, Oberflachenprofil und gebundenen fluoreszenzmarkierten Antikérpern wird das Laserlicht
zerstreut. Sogenannte Photomultiplier dektektieren das Licht. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward
scatter) korreliert mit der Beugung des Lichts im flachen Winkel, was Riickschliisse auf die ZellgroBe
zulasst. Das Seitwartsstreulicht (SSC, sideward scatter) detektiert die Lichtbrechung im rechten Win-
kel als MaB der Granularitat der Zelle. Die an die zur Farbung eingesetzten Antikorper gekoppelten
Fluorochrome weisen spezifische Absorptions- und Emissionsmaxima auf. Der integrierte Computer
des Durchflusszyotometers kann nun die Messwerte des FSC, des SSC und der emittierten Wellenlan-
ge miteinander in Zusammenhang bringen. Auf diese Weise erhalt man - je nach vorher ausgewahlten
Antikorpern - Informationen Gber die oberflachliche sowie intrazelluldre Proteinausstattung. Zusatz-
lich soll ein Filter verhindern, dass das Streulicht einer Wellenlange von verschiedenen Detektoren
gemessen wird. Dazu ist eine Kompensationsmessung der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe im Vor-
feld jeder Messung notwendig. Dadurch kdnnen bis zu 9 unterschiedlichen Zellpopulationen eines

unbekannten Zellgemischs aufgetrennt werden (Gonzalez et al., 2008).

2.4.3 Graphische Darstellung der Zytokinauswertung

Die Zytokinexpression wurde mittels FCS express ermittelt. Durch Einteilung der T-Zell-Wolke in
entsprechende Subpopulationen konnte die Zytokinexpressionsstarke und die Multizytokinproduktion
ausgewertet werden. Anhand der in den Abbildungen 2.1 und 2.2 dargestellten intrazelluldren FACS-
Farbungen von PBMC von Patient A9 soll die Vorgehensweise der Auswertung der Zytokinproduktion

nach ex-vivo-Restimulation veranschaulicht werden.

Zytokinexpressionsstarke

Aus der T-Zell-Wolke wurde die CD4TCD8 -Population durch die Oberflichenmarker CCR7 und
CDA45RA in die Subpopulationen der effector memory T- (Tgm), central memory T (Tcm), naiven
T- (Thaiv) und Effektor-T- (Tgg) Zellen eingeteilt (sieche Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Auswertungsschema einer intrazellularen FACS-Messung zur Analyse der Zytokinexpression
nach Stimulation mit SEB. Die CD4"-T-Zellen sind in die Subpopulationen aus Tcv (CD45RA CCR7"E")-Zellen,
Tem(CD45RA CCR7%)-Zellen, Ter(CD45RATCCR7%)-Zellen und , Thaiy(CD45RATCCR7"E" )-Zellen unterteilt. Un-
ter den CD4" CD45RA™-Zellen wurde die IFNy-, TNFa-, IL-2- und GM-CSF-Produktion gemessen.

Die SEB-Stimulation bewirkte, dass unter den CD4* CD45RA-T-Zellen 2,78 % (1,69 % + 2,09 %)
IFNY™, 5,56 % (2,09 % + 3,47 % ) TNFat, 2,28 % (0,34 % + 1,94% ) GM-CSF* und 5,4 % (1,94 % +
3,46% ) IL-2% T-Zellen zu finden waren.

Multizytokinproduktion

Das Schema der Kombinationsauswertung zur Emittlung der Multizytokinproduktion ist anhand der
FACS-Farbung in Abbildung 2.2 dargestellt.

Durch entsprechende Einteilung konnten die Zellen ermittelt werden, die ein oder mehrere Zytokine
(zur selben Zeit) exprimierten. Es konnten 7 verschiedene CD4 " CD45RA"-Subpopulationen detektiert
werden (1 x positiv fir IFNY+TNFo+IL-2 , 3 x positiv fir IFNy+TNFa, IFNy+IL-2 oder TNFo+IL-
2, 3 x positiv fiir IFNy, TNFa oder IL-2). Die Frequenz der fiir ein oder mehrere Zytokine positiven

Zellen wurde als Anteil aller Zytokin-produzierenden Zellen berechnet.
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Abbildung 2.2: Auswertungsschema einer intrazellularen FACS-Messung zur Analyse der Multizytokinexpression
nach Stimulation mit SEB. Aus der T-Zell-Population sind die CD4" CD45RA -Zellen in geeignete Gruppen unterteilt
worden, so dass die Kombinationen aus IFNy" 4+ TNFa™ 4 IL-27, IFNy" + TNFa™, IFNy™ 4-IL-27 , TNFa™ + IIL-27,
IFNY™, TNFa™ und IL-2" dargestellt werden kénnen.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolation
Gesamt-RNA-Isolation mit Trizol

Zur lIsolation der Gesamt-RNA aus Hautgewebe des Ulkusrand wurde das in Trizol eingefrorene Ge-
webestiick bei Raumtemperatur aufgetaut. In einer Petrischale wurde es unter dem Abzug mit dem
Skalpell in sehr kleine Stiicke geschnitten und durch 10 bis 20 malige Feinnadelaspiration homoge-
nisiert. AnschlieBend wurde die homogenisierte Gewebesuspension 2 min sehr griindlich durchmischt,
200 pl Chloroform unter dem Abzug zugegeben und erneut 1 min sehr griindlich durchmischt. Nach
3-5min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde 20 min zentrifugiert (1200 Upm, 4°C). Der die
farblose RNA enthaltende Uberstand wurde abgenommen und mit 500 ul Isopropanol in ein frisches

ProbengefaBB gegeben. Alle Schritte erfolgten auf Eis und an einem sorgfaltig desinfizierten RNA-
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Arbeitsplatz. Nach erneuter 12 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine zweite Zentrifuga-
tion (20 min, 1200 Upm, 4°C). Das weiBe Pellet mit RNA wurde nach Verwerfen des Uberstands in
1 ml 75 %iger Ethanollésung durch leichtes Hin- und Herschwenken und einen Zentrifugationsschritt
(3min, 1200 Upm, 4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet an der Luft
getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet in 50 ul RNAse freiem Aqua dest. resuspendiert.

Gesamt-RNA-Isolation mit RNeasy

Zur lsolation Gesamt-RNA aus weniger als 107 Zellen wurde das RNeasy Kit von Qiagen verwendet,
bei der die RNA iiber eine Saule mit einer Silicagelmatrix aufgereinigt wurde. Es wurde 350 ul Lyse-
puffer (RLT buffer) zum Zellpellet gegeben und 1 min auf dem Vortex gemischt. Durch Zugabe von
350 ul 70%igem Ethanol und mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zell- und Kernmembra-
nen aufgebrochen. Das Homogenisat wurde auf eine Saule gegeben, die auf ein 2 ml Tube aufgesetzt
war, und in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (30 sec., 8000 Upm, 4 °C). Durch ihre Ladungseigen-
schaft adhéarierte die RNA an die Membran der Saule. Der Durchfluss wurde verworfen und 700 pl
Waschpuffer (RW1 buffer) wurden vorsichtig auf die Membran gegeben und erneut zu zentrifugiert
(30sec., 8000 Upm, 4°C).

An dieser Stelle konnte ein DNase-Verdau zwischengeschaltet werden, um ein moglichst reines Eluat
zu erhalten. Dazu wurden 80 pl einer DNase-Losung aus 70 ul RDD DNase | Puffer und 10 ul DNase
| auf die Saule gegeben und 20 min inkbuiert. Die DNase-Spaltprodukte wurden durch erneutes

Waschen mit dem RW1 Waschpuffer aus der Membran gelost.

Nach Verwerfen des Durchlaufs erfolgte die Zugabe von 500 ul des zweiten Waschpuffers (RPE
buffer) auf die Saule und eine 2min Zentrifugation bei 8000 Upm und 4 °C. Zum dritten Mal wird der
Durchfluss verworfen und bei hochster Geschwindigkeit 2 min bei 4 °C zentrifugiert. Dabei trocknete
die Membran und die RNA 16st sich. Die Saule wurde auf ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Tube gesetzt
und mit 30 ul RNAse freiem H,O 1 min lang inkubiert. Durch anschlieBendes Zentrifugieren (1 min.,
8000 Upm, 4°C) wurde die gesamte Zell-RNA eluiert.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch ermittelt. Dazu wurde Licht mit einer Wellenlange
von 260 nm verwendet und durch eine durchsichtige Kiivette mit der zu messenden Probe geleitet.
Der Grad der Absorption wurde vom Photometer in die Konzentration der RNA umgerechnet. Dieser
Berechnung lag das Lambert—Beersche-Gesetz zugrunde, das folgendermaBen lautet: E=¢xcxd;
E = Extinktion bei 260 nm (O D), € = Extinktionskoeffizient (0, OQWl-cm)' c = Konzentration der
Probe (2!), d = Schichtdicke der Kiivette (1cm). Das Absorptionsmaximum der aromatischen Ringe
der RNA liegt bei 260 nm, wahrend das der Proteine bei 280 nm liegt. Durch die anschlieBende

Berechnung des Quotienten der Extinktion bei 260 nm und der Extinktion bei 280 nm derselben
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Probe, wurde die Reinheit der RNA ermittelt. Lag der Quotient der ODagg/2g0 bei 1,70, war die

Verunreinigung durch Proteine sehr gering.

2.5.3 Reverse Transkription

Um die Menge einer bestimmten RNA-Sequenz in der gPCR zu quantifizieren, muss die Gesamt-RNA
in c(copy)DNA umgeschrieben werden. Die reverse Transkription wurde mit Superscript |l Reverse

Transkriptase durchgefiihrt. Fiir eine Menge von 2 ug wurde das entsprechende RNA-Volumen zu

4ul  Primer Oligo TP (DT) (8puM)
2ul dNTP's (2mM)

gegeben, sehr gut durchmischt und 10 min auf 70 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Probe anzentri-

fugiert, 4 min auf Eis gestellt und

2ul DTT
4ul  5fach Puffer

1pl  Reverse Transkriptase

hinzupipettiert. Nach kurzer Zentrifugation inkubierte die Probe 90 min bei 42 °C, anschlieBend 15 min
bei 70 °C. Die cDNA wurde bei —90 °C eingefroren.

2.5.4 Quantifizierung durch qPCR

Einer quantitativen PCR liegt das allgemeine Prizinip einer Polymerasekettenreaktion (PCR) zugrun-
de. Dieses setzt sich aus festen Komponenten (template-DNA, Vorwarts-Primer, Rickwarts-Primer,
hitzestabile DNA-Polymerase, desoxy-Nukleotide) und einem festen Temperaturzyklus zusammen. Er
beginnt bei 96 °C, um die Wasserstoffbriickenbindungen der Ausgangs-DNA aufzutrennen (Denatu-
rierung), dem folgt eine etwas geringere Temperatur, bei der die Primer an die Einzelstrange binden
und die Synthese starten (Annealing) und endet bei 72 °C, wéhrend die Polymerase ausgehend vom
Primer den komplementaren Strang erstellt, indem sie die einzelnen Nukleotide miteinander verbindet
(Elongation). Diese Schritte werden mehrmals wiederholt, wobei sich mit jedem Zyklus die Menge

des amplifizierten Genabschnitts verdoppelt.

Anders als bei der herkdmmlichen PCR kann man bei der gPCR nicht nur eine bestimmte Gensequenz
der Ausgangs-DNA detektieren, sondern auch Aussagen liber deren Quantitdt machen. Dazu macht
man sich den exponentiellen Anstieg der Amplifikationsrate zunutze. Es wird der Fluoreszenzfarbstoffs
Cybr Green zu jeder Probe gegeben. Dieser lagert sich in doppelstrangige DNA ein und wird bei jedem
Zyklus angeregt. Damit enspricht die gemessene Fluoreszenzintensitat der Menge an doppelstrangiger

DNA, also des bereits amplifizierten Genabschnitts.

Diese Methode eignet sich gut dazu, die Expressionsstarke eines Gens zu quantifizieren, indem die in

cDNA umgeschriebene RNA als template-DNA genutzt wird. Da allerdings die reverse Transkription
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unterschiedlich effizient war, wurde ein Haushaltsgen, das ebenfalls im Template vorliegt und kon-
stant in der Zelle exprimiert wird, im selben Lauf amplifiziert. Anhand der Differenz dieser beiden
Amplifikationsraten konnte ein relativer Zusammenhang der RNA-Konzentrationen und damit der

Expressionsstérke der beiden Gene berechnet werden.

Pro Probe wurde folgender Master-Mix erstellt:
1,5ul PCR-Puffer
1,1l MgCl,
0,3l dNTPs
0,15ul  Cybr Green (1:1000 in DMSO verdiinnt)
0,075ul  Hot Star Taq
6,875l H,O (Ampuwa)

Fir eine Messung wurden

1pl  template-cDNA
2pl Vorwarts-Primer (100 pM)
2pl  Ruckwarts-Primer (100 pM)

zu 10l Master-Mix pipettiert. Jede Probe wurde in Duplikaten analysiert. Als Negativkontrolle
wurde HyO anstelle von cDNA in den Ansatz pipettiert.

Folgender Standard-Temperaturzyklus wurde fiir alle Untersuchungen mit der gPCR verwendet: Initial
erfolgte eine Denaturierung fiir 15 min bei 95 °C. AnschlieBend erfolgten 40 Zyklen aus Denaturierung
fir 15sec bei 95 °C, Annealing fiir 15 sec bei 60 °C und Elongation fiir 60 sec bei 72 °C. Die Schmelz-
punkte wurden durch Denaturierung fiir 20 sec bei 95°C und spezifischer Renaturierung fiir 15 sec
bei 60 °C bestimmt. Nach sukzessivem Herunterkiihlen der Proben bis auf 40°C fiir 30 sec wurde
die gPCR beendet. Die Schmelzkurven der Wasserproben wurden mit denjenigen der cDNA - Proben

verglichen und bei unterschiedlichen Maxima als echtes Amplifikat gewertet.

2.5.5 Agarosegelelektrophorese

Die GroBe der in der qPCR amplifizierten DNA-Fragmente wurde mittels Auftrennung in einem
1%igen Agarosegel beurteilt. Dazu wurde 1gAgarose in 100 ml Tris-Borat-EDTA (TBE) - Puffer
durch Erhitzen gelost und mit 2 ul Ethidiumbromid versetzt. Zusatzlich zum fluoreszierenden Cybr-
Green interkaliert Ethidiumbromid in doppelstrangige DNA. Das auspolymerisierte Agarosegel wurde
in eine Elektrophoresekammer gelegt und mit TBE-Puffer vollstindig bedeckt. Die Proben wurden
mit 6 x Ladepuffer versetzt und die Taschen des Gels beladen. Als Marker wurden 7 ul einer 100 bp-
DNA-Leiter verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 V.
Unter anschlieBender Beleuchtung mit UV-Licht wurden die Banden sichtbar gemacht.
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2.6 Ubersicht iiber Probenaufarbeitung und Analyseverfahren

Fir die Experimente der vorliegenden Arbeit stand unterschiedliches Probenmaterial zur Verfiigung,
das jeweils eine andere Verarbeitungsweise erforderte. So sind Zellen aus Blutproben sehr gut zur
durchflusszytometrischen Analyse geeignet, Hautgewebe hingegen per se nicht. Genauso ist die RNA-
Extraktion mittels Saulen Gber eine Silicagelmatrix ein geeignetes Verfahren fiir geringe Zell- und
RNA-Mengen, fiir mechanisch zerkleinertes Gewebesuspensat ist es wiederum wenig brauchbar. Um
dennoch Zellen aus Hautgewebe durchflusszytometrisch analysieren zu kénnen, wurde die Zellisola-
tion aus Hautgewebe mittels IL-2-Inkubation etabliert. Ebenfalls stellte die RNA-Isolation mit Trizol
zur RNA-Isolation aus Hautgewebe ein geeignetes Alternativverfahren zur Saulenaufreinigung dar.
Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse dieser Arbeit ist in Abbildung 2.3 dargestellt, bei welchem

Ausgangsmaterial welche Methode angewendet wurde.

Material
Gewebe des
Ulkusrands
Vorbereitung . Teilung in 1xiom | Mechanische

groBe Sticke Zerdeinerung

Zellisclations- | Dichtegradentenzentrifugation mit inkubation in -2 |-

methode | Ficoll (PBMC) (TCL)

‘a7 (@ Ta)

‘._! \,:y/ l\!/
RNA- rerrry Saulenaut- - S&ulenaut- | RNA-Isolation
Extraktions- 7§ reinigung | reinigung | mit Trizol
methode » |
Analyse- qPCR . FACS qPCR \
verfahren ,‘ZXFL -~ ‘7:-.":1'" \;')

2 @) d 3

Abbildung 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten Ausgangsmaterialien und Analyseverfahren.
Fir die Fallstudie 3.2 auf Seite 42 war es gelungen, von einem Patienten alle Ausgangsmaterialien zu

gewinnen und wie unter Abbildung 2.3 dargestellt zu verarbeiten. Die iibrigen Auswertungen zeigen

nur Teilaspekte dieses Schemas allerdings bei groBerer Patientenzahl.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Systemische Immunantwort: Restimulation mit mykobakteriellen

Proteinen und Lysaten

Die systemische Immunantwort der M. ulcerans-Infektion wird von T-Zell-Subpopulationen gebildet,
die auf mykobakterielle Antigene mit einem speziellen Zytokinprofil reagieren. Dies sollte im ersten

Teil der Arbeit anhand aus vendésem Blut isolierter PBMC untersucht werden.

Zur Restimulation der ex-vivo-PBMC wurden die beiden Positivkontrollen PHA und SEB, die beiden
aufgereinigten Proteinderivate PPDtub aus M. tuberculosis und PPDsens aus M. avium sowie my-
kobakterielle Lysate des Laborstamms M. tuberculosis H37Rv und gemischten M. ulcerans-Stammen
verwendet. Beim M. tuberculosis-Lysat handelte es sich um den Laborstamm M. tuberculosis H37Rv.
Das M. ulcerans-Lysat wurde aus Bakterienstimmen von Burulipatienten aus der Umgebung von
Dunkwa hergestellt, die im Vorfeld der Studie im Kumasi Centre for Collaborative Research (KCCR)

kultiviert worden waren.

In den ersten drei Auswertungsschemata (Zytokinexpressionsstarke, individuelles Verhiltnis, Multizy-
tokinauswertung) wurden die Burulipatienten zu einem Kollektiv zusammengefasst, um nach mog-
lichen Zusammenhangen unabhangig von den individuell verschiedenen Parametern zu suchen. In
Abschnitt 3.1.5 wurden dagegen kleine homogene Gruppen gebildet, um ein mogliches Wechselspiel

zwischen Immunantwort und klinischem Krankheitsverlauf analysieren zu kénnen.

Dazu wurde zunachst die Zytokinexpressionstarke nach ex-vivo-PBMC-Restimulation mit mykobakte-
riellen Proteinen und Lysaten von 26 Burulipatienten und 9 Kontrollen gemessen und die Immunreak-
tion auf verschiedene mykobakterielle Antigene zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Des Weiteren wurde

untersucht, inwiefern T-Zellen von Burulipatienten eine eigene Multizytokinproduktion aufweisen.

3.1.1 Zytokinexpression der M. ulcerans-spezifischen CD4"- T-Zellsubpopulationen

Zunachst galt es zu klaren, welche Zytokine von welcher CD4TCD8" -Subpopulation in Burulipatien-
ten exprimiert werden. Dabei wurde nach dem in Abbildung 2.1 vorgestellten Schema ausgewertet.
Die M. ulcerans-Lysat-Stimulation fiihrte zu einer starken Zytokinexpression, die individuell und ab-

hangig von der analysierten Subpopulation starken Schwankungen unterlag (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Zytokinproduktion der CD4"-Subpopulationen von Burulipatienten nach Stimulation mit
M. ulcerans-Lysat (n=15). Anteile der Zytokin positiven T- Zellen (y-Achse) an unterschiedlichen CD4%-
Subpopulationen (x-Achse). Jeder Punkt steht fiir einen Patienten, gleiche Symbole stehen fiir denselben Patienten.

Der Balken gibt den Median an. Die Daten wurden durchflusszytometrisch ermittelt.

Dennoch konnte im Vergleich der einzelnen CD4"-Subpopulationen eine einheitliche Tendenz in
der Zytokinexpression beobachtet werden. Ein jeweiliges Zytokin wurde dhnlich stark oder schwach
innerhalb derselben CD4"-Subpopulation produziert. Die héchste Frequenz zeigte sich unter den
Tcm - Zellen, deren Expression von IFNy, TNFo, GM-CSF und IL-2 bei je 0,2% - 0,4% lag. Es
folgte die Tgm-Subpopulation mit einer Frequenz von 0,1% - 0,3%. Dem gegeniiber exprimierten
nur 0,05 £ 0,05% der Tgr und Ty - Zellen Zytokine. Insgesamt wurden IFNy und TNFo durch
M. ulcerans-Lysat am starksten, IL-2 und GM-CSF weniger stark induziert.

Die vernachlassigbar geringe Zytokinexpression der Tgg- und T,a-Zellen fiihrte dazu, sich in allen
folgenden Analysen der Zytokinproduktion auf die CD4"CD45RA™-T-Zellen (Tcm - und Tgw- Zellen),
also die Gedachtniszellen, zu beschranken. Ein weiterer Grund ist, dass diese Zellen am ehesten dem

lokalen Zellprofil nach Antigenkontakt im Ulkusrand entsprechen.

3.1.2 Vergleich der Zytokinexpression zwischen Burulipatienten und Kontrollen

Zunachst wurde die Reaktion auf die mykobakteriellen Proteinderivate und Lysate mit der Kontroll-
gruppe verglichen und exemplarisch anhand der IFNy-Expressionsstarke dargestellt. Wahrend in die
Gruppe der Burulipatienten alle positiv diagnostizierten Falle unabhangig von klinischen Parametern
einbezogen wurden, handelte es sich bei den Kontrollen um negativ diagnostizierte Félle und im
Endemiegebiete lebende Spender (siehe Tabellen 2.2 und 2.3).

Die Restimulation mit den Positivkontrollen PHA und SEB fiihrte zu vergleichbarer IFNy-Expression
der CD4"T CD45RA-T-Zellen (Abbildung 3.2, A). Damit waren die im Folgenden beobachteten Effekte
nicht auf eine generell starkere Zytokinexpression von Burulipatienten zuriickzufiihren.

Verglich man die Reaktion auf die verschiedenen mykobakteriellen Proteinderivate und Lysate zwi-
schen Burulipatienten und Kontrollen, fiel auf, dass diese sich nach Stimulation mit PPDtub und

PPDsens stark unterschieden. Die Reaktion auf M. ulcerans-Lysat zeigte die groBte Streuung der
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Abbildung 3.2: IFNy-Expression von Buruli- (n=26) und Kontrollpatienten (n=9) . Ex-vivo-PBMC wurden fiir
die Positivkontrolle mit PHA und SEB (A) und fiir die spezifische Auswertung mit den aufgereinigten Proteinderivaten
PPDtub und PPDsens bzw. den mykobakteriellen Lysaten von M. tuberculosis H37Rv und M. ulcerans stimuliert (B).
Die Werte sind mittels Durchflusszytometrie erhoben worden. Die y-Achse gibt die IFNy-Produktion als prozentualen
Anteil der CD4"CD45RA™-T-Zellen an (Darstellung als Boxplot, Kreuze geben den Mittelwert an). Burulipatienten =
rot, Kontrollgruppe = griin. Sterne geben signifikante Abweichungen zwischen Burulipatienten und Kontrollen an (*
p < 0,05, ** p<0,01), die Bestimmung erfolgte durch den Mann-Whitney-U-Test.

Werte (Minimum 0%, 25. Perzentile 0,010 %, Median 0,075 %, 75. Perzentile 0,350 %, Maximum
1,520 %) in der BU-Patientengruppe. Die Kontrollgruppe wich trotz eines Medianwertes von 0,01
nicht signifikant ab. Keine signifikante Abweichung zwischen den Gruppen war auch bei der Reak-
tion auf das H37Rv-Lysat zu sehen. Dennoch zeigte sich hier im Gruppenvergleich der geringste
Unterschied. So war der Median der Burulipatienten (0,070 %) zwar héher als bei der Kontrollgruppe
(0,040 %), das Maximum (0,290 %) hingegen deutlich niedriger (0,730 %) (Abbildung 3.2, B).

Des Weiteren wurde die TNFo, GM-CSF und IL-2-Expressionsstarke gemessen (Daten nicht gezeigt).

Dabei konnte ein dhnliches Expressionsmuster wie fiir die IFNy-Expression beobachtet werden.

In weiteren Auswertungen wurden BCG™-Burulipatienten mit BCG™-Burulipatienten verglichen. Es
konnte keine signifikante Abweichung zwischen den Gruppen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
In der Kontrollgruppe konnte zwar eine tendenziell héhere Zytokinproduktion unter den Geimpften
festgestellt werden, dennoch zeigten auch nicht Geimpfte eine Reaktion auf mykobakterielle Antigene.
Aus diesem Grund wurde in den Auswertungen, die die Burulipatienten als ein Kollektiv begreifen,

keine weitere Diskriminierung der Gruppen anhand der BCG'-Vakzinierung vorgenommen.

3.1.3 Die relative T-Zell-Antwort gegen mykobakterielle Antigene

Der Vergleich der Reaktionen auf mykobakterielle Proteinderivate und Lysate zeigte eine tendenziell
starkere Immunantwort bei den Burulipatienten, lieB aber noch keine Aussage liber das Verhéltnis

der individuellen Reaktionen auf die unterschiedlichen mykobakteriellen Antigene zu.
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Abbildung 3.3: Individuelles Verhiltnis der Zytokinexpression von PBMC von Burulipatienten mit > 0,1%
M. ulcerans-spezifischer Zytokinexpression (n=9) und BCG-vakzinierten Kontrollen (n=5). Mit PPDsens, PPD-
tub, H37Rv- und M.ulcerans-Lysat restimulierte ex-vivo-PBMC wurden durchflusszytometrisch untersucht. (A) Die
IFNy-Expressions-Stiarke der CD4TCD45RA-T-Zellen wurde gemessen und ein individueller Quotient zwischen den
mykobakteriellen Stimuli (M.ulcerans vs. H37Rv, M.ulcerans vs. PPDtub, M.ulcerans vs. PPDsens) gebildet (y-Achse
mit logarithmischer Skala). (B) Analog wurde der M.ulcerans vs. H37Rv-Quotient fiir TNFa, GM-CSF und IL-2 ge-
bildet. Jeder Punkt steht fiir einen Patienten, der Mittelwert ist mit Balken angegeben. Sterne geben die signifikante
Abweichungen zwischen Burulipatienten und Kontrollen an (* p < 0,05, ** p<0,01), die Bestimmung erfolgte durch
den Mann-Whitney-U-Test.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden individuelle Verhaltniswerte gebildet, die die Reaktion auf
M. ulcerans-Lysat mit der Reaktion auf PPDtub, PPDsens bzw. H37Rv-Lysat miteinander verglichen.
Die Grenze wurde bei 0,1 % Zytokinexpression nach Restimulation mit M. ulcerans-Lysat gewahlt, da

bei der Division von zu geringen Zytokinexpressionsstarken unrealistische Werte berechnet wurden.

Anhand der dargestellten Vergleiche wurden durch individuelle Verhaltnisbildung folgende Beobach-
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tungen gemacht (Abbildung 3.3, A):

- Patienten, die stark auf M. ulcerans-Lysat reagierten, reagierten weniger stark auf H37Rv-Lysat

(Quotient aus M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-Lysat > 1).

- Dieser Effekt galt auch fiir die Quotienten aus M. ulcerans-Lysat vs. PPDtub und M. ulcerans-
Lysat vs. PPDsens, allerdings nicht fiir jeden Patienten sondern nur im Durchschnitt (Mittel-

werte > 1).

- Signifikante Unterschiede zu den weiteren Quotienten, wie auch zur Kontrollgruppe belegten

den guten Diskriminierungsmarker des Verhaltnisses M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-Lysat.

Um den Stellenwert des Verhaltnisses von M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-Lysat weitergehend beurteilen
zu koénnen, wurde der entsprechende Quotient auch fiir die Zytokine TNFa, GM-CSF und IL-2
berechnet (Abbildung 3.3, B).

- Der Vergleich des Quotienten M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-Lysat mit M. ulcerans-Lysat vs.
PPDtub bzw. M. ulcerans-Lysat vs. PPDsens innerhalb der Burulipatienten war nur fiir TNFa
signifikant verschieden (Daten nicht gezeigt).

- Ein Unterschied zur Kontrollgruppe war nur fiir IL-2 signifikant, wahrend fiir TNFo. und GM-

CSF in diesem Punkt erneut nur eine Tendenz angegeben werden konnte.

Zunichst bleibt zu sagen, dass anhand des individuellen Verhaltnisses M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-
Lysat nur bei Messung der IFNvy- und IL-2-Expressionsstarke geeignet zwischen Burulipatienten und

Kontrollen unterschieden werden konnte.

3.1.4 Multizytokinproduktion nach Stimulation mit mykobakteriellen Antigenen

Als abschlieBende Analyse der Zytokinproduktion nach Stimulation mit mykobakteriellen Antigenen
wurde nach einem fiir die Immunantwort gegen M. ulcerans typischen Zytokinprofil in Burulipatienten

gesucht (siehe Auswertung der Multizytokinproduktion Abbildung 2.2).

Welchen Einfluss die antigenspezifische Stimulation auf das Zytokinprofil von Burulipatienten hat, ist
in Abbildung 3.4 abgebildet. Bei der Stimulation mit SEB reagierten die Zellen von Burulipatienten
homogen und zeigten bis auf die kombinierte Expression aus TNFa+IL-2 keinen signifikanten Un-
terschied zur Kontrollgruppe. Im Vergleich dazu zeigte sich nach antigenspezifischer Stimulation mit
PPDsensitin ein anderes Bild: Der Anteil dreifachpositiver Zellen lag im Mittel bei 38,01 % und war
damit deutlich groBer als nach SEB-Stimulation (Mittelwert 12,34 %, vgl. Abbildung 3.4, A). Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der kombinierten Expression von TNFo+I1L-2
blieb erhalten, zusitzlich war die isolierte IL-2-Expression der CD4TCD45RA -Zellen in der Kontroll-
gruppe wesentlich starker im Vergleich zu den Burulipatienten (siehe Abbildung 3.4, B).
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Abbildung 3.4: Multizytokinproduktion nach Stimulation mit SEB, PPDsens und M. ulcerans-Lysat bei Burulipa-
tienten (n=7) und Kontrollen (n=3). Mittels Durchflusszytometrie wurden aus CD4*CD45RA -T-Zellen hinsichtlich
ihrer Mehrfachzytokinproduktion untersucht. Die Kombination aus IFNy, TNFa und IL-2 ist als Anteil an der gesamten
zytokinproduzierenden T-Zell-Zahl dargestellt (A-C), bzw. als absolute Zellzahl (D). Jeder Punkt steht fiir einen Pati-
enten, der Mittelwert ist mit Balken angegeben. Sterne geben die signifikante Abweichungen zwischen Burulipatienten

und Kontrollen an (* p <0,05, ** p<0,01), die Bestimmung erfolgte durch den Mann-Whitney-U-Test.

Nach antigenspezifischer Stimulation mit M. ulcerans-Lysat war der Anteil der dreifachpositiven Zel-
len erneut héher als nach SEB-Stimulation (Mittelwert 22,93 %); die Streuung der Werte nahm aber
sowohl bei den Burulipatienten als auch bei den Kontrollen zu. Erneut fiihrte die M. ulcerans-Lysat-
Stimulation zur deutlich erhéhten isolierten IL-2-Expression unter den Kontrollen. Diese war unter

den Burulipatienten kaum vorhanden (siehe Abbildung 3.4, C).

Ob die beschriebenen Verdanderungen nach antigenspezifischer Stimulation auch auf tatsichlich er-
hohte Zellzahlen zuriickzufiihren waren oder nur in Relation zu den (brigen Kombinationen zu sehen

waren, sollte der Vergleich mit den absoluten Zellzahlen kléren (siehe Abbildung 3.4, D). Es zeigte
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sich, dass eine antigenspezifische Stimulation auch bei Darstellung in absoluter Zellzahl die Frequenz
der Vielfachpositiven erhohte und sich die Verteilung der einzelnen Kombinationen nicht anderte.

Allerdings war der isoliert erhdhte IL-2-Spiegel in der Kontrollgruppe nicht mehr vorhanden.

AbschlieBend betrachtet konnte festgestellt werden, dass sich die gegen M. ulcerans gerichtete Immu-
nantwort bei Burulipatienten nicht durch ein einheitliches Zytokinprofil, allenfalls durch eine isoliert
erniedrigte IL-2-Produktion auszeichnete. Auffallig war, dass die Stimulation mit dem M. ulcerans-
Lysat eine wesentlich inhomogenere Zytokinantwort erzeugte, als die Stimulation mit PPDsensitin.
Dies kénnte durch die unterschiedlichen Komponenten des Lysats und die dadurch bedingten Kreuz-

reaktivitaten erklart werden.

3.1.5 Korrelation der Immunantwort mit klinischen Parametern

Im Folgenden wurde bei Betrachtung des gesamten Patienkollektivs nach einem Zusammenhang
zwischen der Expressionsstarke einzelner Zytokine und den klinischen Parametern Patientenalter,

UlkusgroBe, Krankheitstage und Therapiedauer gesucht.

Patientenalter

Zunichst wurde die Starke der Immunantwort gegen das M. ulcerans-Lysat mit dem Patientenalter
korreliert.

IFNy

16 ¢ IFNy

Py —— Regression:
fix)= 0.1+ 1.4/x

1.4 4

1,2 4
1.0 4

0.8 1

IFNy Produktion der CD4¥CD45RA" -T-Zellen [%)

Patientenalter x

Abbildung 3.5: IFNy-Expression nach Stimulation mit M. ulcerans-Lysat dargestellt in Korrelation zum Pa-
tientenalter (n=26). Die IFNy*CD4*CD45RA-T-Zellen sind als prozentualer Anteil der CD4"CD45RA-T-Zellen
(y-Achse) gegen das Patientenalter in Jahren (x-Achse) aufgetragen. Die Daten wurden mittels Durchflusszytometrie

ermittelt.
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Auffallig war, dass Gedachtniszellen bei den unter 14jahrigen Burulipatienten tendenziell eine stérkere
Zytokinexpression zeigten. Generell war dies bei allen untersuchten Zytokinen sichtbar, wobei durch
die M. ulcerans-Lysat-Stimulation GM-CSF- und IL-2 weniger stark als IFNy und TNFo exprimiert
wurden (Abbildung 3.5, IFNy-Produktion als reprasentatives Zytokin dargestellt).

Da aber wesentliche Einflussfaktoren wie Krankheits- und Therapiedauer in diese Korrelation nicht
einbezogen wurden, konnte eine generell stiarkere Immunantwort bei Kindern nicht als allgemeine

Aussage bestehen.

Weitere klinische Parameter

Der Zusammenhang zwischen Zytokinexpressionstarke und den klinischen GréBen UlkusgroBe, Krank-
heitstage und Therapiedauer wurde statistisch ausgewertet. Es konnte keine Korrelation beobachtet

werden.

Zytokinexpression unter Therapie

Wourden hingegen die Burulipatienten nicht mehr als ein Gesamtkollektiv betrachtet, sondern in
homogene Gruppen eingeteilt, konnte ein Einfluss der Therapie auf die Immunantwort beobachtet
werden. Es wurden folgende Gruppen miteinander verglichen: Patienten vor Behandlungsbeginn, nach
dem WHO-Therapieschema behandelte Patienten (56 Tage Rifampicin/Streptomycin) und eine mit
BCG-vakzinierte Kontrollgruppe. Es wurde wie bei den Auswertungen unter Abschnitt 3.1.2 vorge-
gangen. Um Unterschiede in der Zytokinproduktionsstarke zwischen den Gruppen nach Stimulation
mit mykobakteriellen Antigenen von einem allgemeinen Effekt zu diskriminieren, wurde zusatzlich die

Zytokinexpression nach Stimulation mit PHA und SEB ermittelt.

Zwischen den einzelnen Gruppen waren wesentliche Unterschiede sichtbar: Zunichst fiel die signifi-
kante Abweichung der Burulipatienten vor Therapie von den Burulipatienten nach 56 Tagen Therapie
auf. Diese war nicht nur am deutlichsten nach der Stimulation mit M. ulcerans-Lysat ausgepragt, son-
dern schlug sich auch in allen vier analysierten Zytokinen nieder (ptnFe < 0,0005, pjpny = 0,0084, p
L2 = 0,0343, pem.cse = 0,0439, siehe Abbildung 3.6 A-D). Ob dieser Effekt eine generell erniedrig-
te Immunantwort in der Patientengruppe vor Therapie ist, konnte die Betrachtung der polyklonalen
Stimulation mit PHA und SEB kléren. Hier fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Burulipatienten vor Therapie und den Burulipatienten nach 56 Tagen. Lediglich die Kontroll-
gruppe wies nach SEB-Stimulation eine signifikant erniedrigte TNFa- und IL-2-Expression auf und
nach PHA-Stimulation eine signifikant erniedrigte IL-2-Expression. Damit ist davon auszugehen, dass
es sich bei der erniedrigten Zytokinproduktion in der Gruppe der Burulipatienten vor Therapie um
einen antigenspezifischen und keinen generalisierten Effekt handelte. Dieser war nicht allein auf die
M. ulcerans-Stimulation beschrankt, sondern auch nach PPDtub- und H37Rv-Stimulation zu sehen.
Dies galt allerdings nur fir die Zytokine IFNy, TNFa und IL-2 (Abbildung 3.6 A, B, D). Die PPDsens-

Stimulation hingegen rief unter den Patienten vor Therapie eine 3hnlich starke Zytokinantwort wie
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Abbildung 3.6: Zytokinproduktion von 56 Tage behandelten (n=4) und Burulipatienten vor Therapie (n=4) im
Vergleich zu BCG-vakzinierten Kontrollpatienten (n=>5) (A IFNy, B TNFa, C GM-CSF, D IL-2). PBMC wurden
fir die Positivkontrolle mit PHA und SEB und fiir die spezifische Stimulation mit den aufgereinigten Proteinderivaten
PPDtub und PPDsens bzw. den mykobakteriellen Lysaten von M. tuberculosis H37Rv und M. ulcerans stimuliert und die
Zytokin-Expression mittels Durchflusszytometrie analysiert. Auf der y-Achse ist die Zytokin-Expression als prozentualer
Anteil der CD41TCD45RA-T-Zellen angegeben. Jeder Punkt steht fiir einen Patienten, der Balken stellt den Mittelwert
der Patientengruppe dar. Sterne geben die signifikante Abweichungen an (* p <0,05, ** p<0,01), die Bestimmung
erfolgte durch den Mann-Whitney-U-Test.

Demzufolge scheinen die Burulipatienten erst im Zuge der Therapie eine antigenspezifische Immun-
antwort gegen M. ulcerans auszubilden, die mit Kreuzreaktivitaten gegen PPDtub und H37Rv-Lysat
einhergeht. Eine schon vor der Therapie bestehende Reaktion gegen PPDsens, als Hinweis auf eine

Immunantwort gegen Umweltmykobakterien, wurde durch die Therapie nicht beeinflusst.

3.2 Falistudie: T-Zell-Charakterisierung von Proben eines 9 jahrigen

Patienten

Nachdem entscheidende Reaktionsmuster in bestimmten Patientengruppen dargestellt wurden, inter-
essierte im Folgenden die Immunantwort des einzelnen Patienten. Wie diese geartet ist, sollte durch
Vergleiche des T-Zell-Repertoires im peripheren Blut (PBMC), in verschiedenen Zonen des Ulkusran-
des und in aus dem Gewebe ausgewanderten T-Zell-Linien (TCL) untersucht werden (Analyse nach

der in Abbildung 2.3 auf Seite 32 dargestellten Ubersicht) .

3.2.1 Anamnese und Lokalbefund

Bei einem 9 jahrigen Jungen (ID:AP/KB/026/08) wurde im Krankenhaus in Apromasi eine operati-

ve Wundsauberung durchgefiihrt. Der Patient hatte sich mit einem seit zwei Wochen bestehenden
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Plaque am rechten Ellenbogen im Buama-Bumasi-Health-Centre vorgestellt, wo die antibiotische
Behandlung mit Streptomycin und Rifampicin begonnen wurde. Zwei Wochen nach Therapiebeginn
nekrotisierte die Epidermis iber dem Plaque und es bildeten sich nacheinander zwei Hautulzera. Zum
Operationszeitpunkt hatte das erste Ulkus (AP5: Lasion |) einen Durchmesser von 4,5x5,5cm mit
5-6cm Randuntergrabung, wéahrend das zweite Ulkus (AP4: Lasion Il) 2,0x3,0cm mit Randunter-
grabung von 1-2cm maB (Abbildung 3.7). Am 29. Mai 2008 erfolgte die Operation unter Vollnarkose,
bei der frisches Gewebematerial zur weiteren T-Zell-Analyse entnommen wurde (Einwilligungserkla-

rung des Vaters des Patienten ist in Abbildung 6.4 einzusehen).

Lasion | Lasion Il

Abbildung 3.7: Bilder der zwei Ulzera von Patient AP/KB/026,/08 vor Operation. In die Lasionsrander sind vier
bzw. drei Linien eingezeichnet, die die Einteilung in innere, mittlere und duBere Ulkuszone markieren. Anhand dieses
Schemas ist das frische Operationsmaterial zerlegt und anschlieBend mittels gPCR analysiert worden. Lasionsrand |
konnte in vier verschiedene Zonen (a-d, schwarz, rot, griin, gelb) geteilt werden, Lasionsrandrand Il hingegen nur in

drei (a-c, schwarz, rot, griin).

Die beiden Lasionen zeigen das fiir Buruli Ulkus typische Bild eines groBflachigen Geschwiirs mit
vollstandig zerstorter Epidermis. Der Rand ist wulstartig aufgeworfen und der Kontakt zur Subkutis

aufgehoben.

3.2.2 Analyse des TCR-BV-Ketten-Repertoire

Inwiefern sich dieses klinische Bild im TCR-BV-Ketten-Repertoire niederschlug, sollten die folgenden
Analysen zur Art der T-Zell-Expansion klaren. Der Vergleich der einzelnen BV-Ketten untereinander
und des ganzen Repertoires zwischen Blut und Hautgewebe des Ulkusrandes, konnte die Anreicherung
bestimmter T-Zell-Subpopulationen nachweisen. Dazu wurde RNA aus Gewebe und Zellen mittels
BV-spezifischer gPCR analysiert und in Relation zum konstanten Teil der B-Kette (BC) des TCR,

den alle T-Zellen exprimierten, angegeben.
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Intralasionales Verteilungsmuster

Lasion |

Abhangig von der Distanz zum Ulkuszentrum &anderte sich das BV-Ketten-Repertoire in Lasion |
(Abbildung 3.8). Die innere Zone zeigte eine gleichmaBige Verteilung der BV-Subpopulationen. In
der duBeren Zone hingegen bildete die BV20-Subpopulation den vorherrschenden Subtyp. lhr Anteil
stieg mit zunehmender Entfernung vom Zentrum der Lasion, von 9% in (d), auf 13% in (c), auf
24,5% in (b) und 21% in (a).
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Abbildung 3.8: Analyse des TCR-BV-Repertoires der vier Randzonen von Ldsion | mittels BV-spezifischer qPCR.
RNA der vier verschiedenen Zonen des Ulkusrandes wurde mittels Trizol isoliert. Die Quantitit der BV-Subpopulationen
wurde als prozentualer Anteil der gesamten T-Zell-Population ermittelt. Die Werte wurden auf die konstante Kette (BC)

des TCR normiert. Zum Vergleich der Zonen wurde eine 100%ige Detektion der BV-Ketten angenommen.

Lasion |l

In der zweiten Lasion (siehe Abbildung 3.9) konnte hingegen kein vorherrschender Subtyp identifiziert
werden. Das Bild wurde von BV4, BV5 und in geringerem MaBe von BV20 dominiert. Dariiber hinaus

war das Anreicherungsmuster nicht von der Distanz zum Lasionsmittelpunkt abhangig.
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Abbildung 3.9: Analyse des TCR-BV-Repertoires der drei Randzonen von Lision Il mittels BV-spezifischer qPCR.
RNA der drei verschiedenen Zonen des Ulkusrandes wurde mittels Trizol isoliert. Die Quantitat der BV-Subpopulationen
wurde als prozentualer Anteil der gesamten T-Zell-Population ermittelt. Die Werte wurden auf die konstante Kette (BC)

des TCR normiert. Zum Vergleich der Zonen wurde eine 100%ige Detektion der BV-Ketten angenommen.

Vergleich des Gesamtgewebes mit PBMC

Ob es sich in den beiden Lasionen um echte oder nur scheinbare Anreicherungen bestimmter TCR-BV-
Ketten handelte, sollte der Vergleich mit dem TCR-BV-Repertoire der PBMC desselben Patienten
klaren. Dazu wurden die Werte des intralesionalen BV-Ketten-Repertoires der gewebsstandigen T-
Zellen gemittelt und als Gesamtgewebe mit den T-Zellen des Blutes verglichen. Dabei fielen zunachst
keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 3.10). Lasion | und die PBMC zeichneten sich durch
ein nahezu identisches BV-Ketten-Repertoire aus. Die bei Einzelzonenbetrachtung in der duBeren
Zone der Lasion | nachweisbare Dominanz der BV20-Kette (vgl. Abbildung 3.8) offenbarte sich
als nicht lasionsspezifisch, sondern war auch im peripheren Blut vorhanden. Bei Lasion Il hingegen
waren die in der duBeren und mittleren Zone vorherrschenden Subtypen BV4 und BV5 auch noch bei

Zonengesamtbetrachtung starker angereichert als in den PBMC.
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Abbildung 3.10: qPCR-Analyse des TCR-BV-Repertoires im Gesamtrand (a-d) der Lasion | und im Gesamtrand
(a-c) der Lasion Il im Vergleich zu den PBMC. Graphen zeigen den Mittelwert, der sich aus den qPCR-Ergebnissen
der einzelnen Randzonen ergibt (schwarz). Parallel wurde das TCR-Repertoire mittels gPCR bei den PBMC (rot)
desselben Patienten analysiert. Die y-Achse gibt den prozentualen Anteil der jeweiligen BV-Subpopulation an allen

T-Zellen an. Zum Vergleich der Zonen wurde eine 100%ige Detektion der BV-Ketten angenommen.
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Vergleich der TCL mit PBMC

Inwiefern die beschriebenen Beobachtungen des BV-Ketten-Repertoires des Gesamtgewebes sich bis

in die aus dem Gewebe ausgewanderten TCL fortsetzte, sollte als nachstes geklart werden.

Lasion |
30 4

TCR BV Subpopulation [%]

Lasion 1l
30 -
e
&
c
L 204
o
>
o m— PEMC
2 15 4 @ TCL
L
>
)
o 10 ‘
o
o
5
0 “*“ﬂ‘I] l‘*r‘l‘J:l i l]‘va';l‘“r
Nnvmwmnooh-oommo—oanvmwwmgga\‘q;—‘ggg
R e T R R R A R R A A A A A L

Abbildung 3.11: qPCR-Analyse des TCR-BV-Repertoires bei TCL und PBMC im Vergleich. Aus TCL (blau) und
PBMC (schwarz) wurde RNA isoliert und mittels BV-spezifischer qPCR analysiert. Die y-Achse gibt den prozentualen
Anteil der jeweiligen BV-Subpopulation an allen T-Zellen an. Zum Vergleich der Zonen wurde eine 100 %ige Detektion
der BV-Ketten angenommen.
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Das TCR-BV-Repertoire bei TCL und PBMC in Lasion | wich nur gering voneinander ab (siehe
Abbildung 3.11). TCL, die aus dem gesamten Randgebiet von Lasion Il generiert wurden, zeigten
keine Anreichung von BV4 und BV5. Festzuhalten war, dass das BV-Ketten-Repertoire der aus dem
Gewebe ausgewanderten TCL dem der PBMC entsprach.

3.2.3 TCR-Subtypen, Differenzierungsstatus und Transkriptionsfaktoren

Zusatzlich zum BV-Ketten-Repertoire wurden in den Zonen a-d der Lasion | und in den Zonen a-c
der Lasion Il (Abbildung 3.7) die T-Zellen auf ihren Phanotyp hin untersucht. Mittels gPCR wurde
die Frequenz von y- und 8-T-Zellen ermittelt, die T-Zellmarker CD4, CD8, CD25 und der Aktivie-
rungsmarker CD69 analysiert und durch den Nachweis der Transkriptionsfaktoren T-bet, GATA-3,
RORC und foxp3 die Frequenz an Thy , Thy, Thy7 bzw. Thg bestimmt. Beide Lasionen zeigten
ahnliche Tendenzen und auch der Vergleich der einzelnen Randzonen miteinander ergab nur geringe
Unterschiede. Der AuBenbereich des Lasionsrandes war bei beiden Lasionen insgesamt weniger mit
T-Zellen besetzt. Dies zeigte sich an den nach auBen hin zunehmenden Zyklusdifferenzen zwischen
TCR-GC, TCR-DC, CD4, CD8, CD25, CD69, GATA-3, RORC, T-bet und GUS-b (im Randbereich
ca. b, in der inneren Zone ca. 0-1, Daten nicht gezeigt). Unter den einzelnen Subpopulationen konn-
te kein vorherrschender Phanotyp ermittelt werden. CD4-, CD8-, Thy-, Thy-, Thy7- und 8-T-Zellen
kamen 3hnlich haufig vor, CD25-, CD69- und y-T-Zellen ca. doppelt so haufig (1 Zyklusdifferenz,
Daten nicht gezeigt). Lediglich die regulatorischen T-Zellen bildeten in beiden Lasionen deutlich die
kleinste Subpopulation (Zyklusdifferenz zu GUS-b ca. 6, Daten nicht gezeigt). Wahrend die Frequenz
der Thyeg-Zellen in Lasion | nach auBen hin zunahm, zeigte sich in Lasion Il keine Tendenz zur in-
neren oder duBeren Zone des Ulkusrandes. AbschlieBend wurden mittels qPCR die TCR-Subtypen,
Oberflachenproteine und Transkriptionsfaktoren in PBMC, TCL und polyklonal stimulierten TCL des
Patienten AP/KB/026/08 gemessen. Der Vergleich dieser Zellpopulationen ergab keinen signifikan-
ten Unterschied (Zyklusdifferenzen < 1, Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis deckte sich mit den
Ergebnissen der TCR-BV-Ketten-Repertoire-Analyse, in der auch kein Unterschied zwischen Blut und

Gewebe erkennbar war.

3.3 Lokale Immunantwort: Zytokinexpression von TCL der Lasion

Wie der Vergleich der TCL aus zwei verschiedenen Lasionen eines Burulipatienten mit den PBMC
dieses Patienten zeigte, unterschieden sich TCL und PBMC phanotypisch nicht wesentlich vonein-
ander (vgl. 3.2.3). Dennoch deuteten die intralasionalen Differenzen im BV-Ketten-Repertoire (vgl.
Abbildungen 3.9 und 3.8) auf eine lokale Dynamik der Immunantwort hin, die durch funktionelle
Tests der TCL bestatigt oder widerlegt werden sollte. Dazu wurden TCL aus Operationsmaterial und
PBMC von Burulipatienten polyklonal mit PMA /lonomycin stimuliert und die Zytokinexpression
mittels Durchflusszytometrie untersucht (exemplarische FACS-Messung in Abbildung 3.12).
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CCR7

IFNg

Abbildung 3.12: Exemplarische FACS-Farbung der Analyse der Zytokinexpression von PBMC und TCL nach
Stimulation mit PMA/lonomycin. PBMC bzw. TCL wurden mit Antikérpern gegen CD4, CD8, CD45RA und CCR7
gefarbt und die CD4TCD45RA -Zellen hinsichtlich der Expressionsstarke von IFNy-, TNFa-, IL-4, IL-17, IL-22 analysiert.
Die Auswertung des Zytokinexpressionsmusters der BV20-Population ist in einer FACS-Farbung beispielhaft abgebildet.

Aus PBMC und TCL mehrerer Spender wurden die CD4TCD45RA"-Zellen auf die Expressionsstar-
ke von IFNy, TNFa, IL-2 (nicht dargestellt), IL-4, IL-17, IL-22 und TGFB (nicht dargestellt) hin
untersucht und miteinander verglichen (siehe Abbildung3.12).
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Abbildung 3.13: Zytokinexpressionsstdrke in PBMC (n=5) und TCL (n=3). Das Balkendiagramm gibt Mittelwert
und Standardabweichung der IFNyt, TNFat, IL-47%, IL-17T, IL-22T, IL-2"7 bzw. TGFBT CD4" CD45RA-T-Zellen

anteilig an allen Gedachtniszellen an.
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Die Analyse des BV-Ketten-Repertoires in Lasion | von Patient AP/KB/026/08 lieB eine besondere
Rolle der BV20-Subpopulation vermuten. Um eventuelle funktionelle Unterschiede herauszufiltern,
wurde zusitzlich die Expressionsstirke der erwahnten Zytokine in BV20™- und BV20-T-Zellen ver-
glichen. Dies ergab keine signifikanten Unterschiede (Auswertung nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Analysen zeigten sich funktionelle Unterschiede zwischen
den Kompartimenten. Stellte man das geschilderte Zytokinexpressionsspektrum der CD41TCD45RA -
Subpopulation der PBMC und der TCL einander gegeniiber, fielen folgende Tendenzen auf: Typische
Thi-Zytokine wie IFNy-, TNFo-, IL-2, aber auch das Thy-Zytokin IL-4 wurden deutlich starker in
PBMC exprimiert (Abbildung 3.13). TCL hingegen zeichneten sich durch eine einerseits quantitativ
geringere, andererseits qualitativ vielseitigere Zytokinproduktion aus. Es konnte eine Umverteilung
zu typischen Thy7-Zytokinen wie IL-17, IL-22 und TGFB festgestellt werden, die von PBMC nur

schwach oder gar nicht exprimiert wurden.
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4 DISKUSSION

Das Buruli Ulkus ist die dritthaufigste mykobakterielle Erkrankung bei immunkompetenten Menschen.
Eine typische Eigenschaft von Mykobakterien ist es, sich durch intrazelluldre Vermehrung in Makro-
phagen der Immunantwort zu entziehen. M. ulcerans nutzt nicht nur diesen Escape-Mechanismus,
sondern entwickelte im Laufe der Evolution einen weiteren effektiven Mechanismus, der zu einer lang
andauernden Infektion in der Haut fiihrt: Ein von M. ulcerans produziertes Toxin, das Mykolakton,
wirkt bei hoher Konzentration zytotoxisch auf epidermale und subkutane Zellen und |6st durch Ge-
websnekrose eine Ulzeration aus (George et al., 1999). Gleichzeitig verhindern niedrigere Mykolakton-
konzentrationen am Rande des frithen Ulkus eine Reaktion der ortsstandigen antigenprasentierenden
Zellen, wie Langerhanszellen und Gewebsmakrophagen (Coutanceau et al., 2007). Auf diese Weise
gelingt es M. ulcerans, sowohl die angeborene schnelle als auch die adaptive verzégerte Immunantwort
zu unterdriicken und sich extrazelluldr zu vermehren. Mit zunehmender Krankheitsdauer setzt eine
erfolgreiche Immunantwort ein, die durch antibiotische Therapie deutlich beschleunigt wird. Diese ist
durch massive T-Zell-Infiltration und Granulombildung mit Internalisierung der saurefesten Stabchen
durch Makrophagen gekennzeichnet (Schiitte und Pluschke, 2009; Schiitte et al., 2007).

Uber die Abgrenzung von M. ulcerans-Infektionen gegeniiber Infektionen mit anderen Mykobakterien
wird spekuliert. Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, gegen welche myko-
bakteriellen Antigene die erfolgreiche systemische Immunantwort gerichtet ist und welches Zytokin-
profil charakteristisch ist. In dieser Arbeit wurde eine starke Thi-Reaktion von Burulipatienten auf
M. ulcerans-Lysat, und nur geringe Thi-Reaktion auf M. tuberculosis H37Rv-Lysat gefunden. Die
antigenspezifische T-Zell-Reaktion unterlag sehr groBen individuellen Schwankungen. Warum es ent-
weder zur Immunsuppression oder erfolgreichen T-Zell-Antwort kam, konnte durch die klinischen

Parameter Behandlungszeitraum, Patientenalter und Krankheitsdauer erklart werden.

Von groBem wissenschaftlichem Interesse sind lokale T-Zellen, die sich im Ulkusrand in direktem
Kontakt mit Mykobakterien und Mykolakton befinden. Wahrend die Gewebshistologie in den ver-
schiedenen Krankheitsstadien weitgehend aufgeklart ist, weiB man nur wenig dariiber, wie die lokale
T-Zell-Expansion im Lasionsrand erfolgt. Um dariiber Aufschluss zu erhalten, wurde in einer Fallstu-
die bei zwei verschieden alten Ulzera eines neunjdhrigen Patienten das TCR-BV-Ketten-Repertoire
bestimmt. Die Untersuchung ergab Hinweise darauf, dass die T-Zellen in der Lasion oligoklonal ex-
pandierten. Dieser Effekt war, vermutlich aufgrund zytotoxischer Mykolaktoneffekte, nicht in allen
Zonen des Wundrandes vollstindig ausgepragt. Widerspriichliche Ergebnisse existierten (iber die in

der Lasion vorherrschenden Arten von T-Zell-Populationen. Zur Aufklarung dariiber konnte der drit-
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te Teil dieser Arbeit beitragen. Aus OP-Material von Wundrandern wurden T-Zell-Linien generiert,
deren Zytokinexpressionsstarke und -muster im Vergleich zu T-Zellen des peripheren Blutes auf eine

niedrigere Thy-, fehlende Thy-, aber deutlich starkere Thy7-Antwort hinwiesen.

4.1 Systemische Immunantwort

Zunéachst wurde bei ghanaischen BU-Patienten die systemische Immunantwort auf M. ulcerans-Antigene
mit der Immunantwort auf andere mykobakterielle Antigene verglichen. Diese Arbeit ist die erste Stu-
die, in der M. ulcerans-spezifisch stimulierte PBMC verwendet wurden und ein breiteres Spektrum an
Thi-Zytokinen gemessen wurde. Um antigenspezifische Effekte von generellen Effekten abzugrenzen,

wurde eine M. ulcerans-negative Kontrollgruppe einbezogen, die in derselben Region lebt.

Differenzierung der Immunantwort gegen mykobakterielle Antigene

Trotz groBer Heterogenitat des Patientenkollektivs konnte eine charakteristische Immunantwort ge-
gen M. ulcerans gefunden werden. Das gesamte Patientenkollektiv reagierte auf die mykobakteriellen
Proteinderivate und Lysate stérker als die in derselben Gegend lebende Kontrollgruppe (siehe Abbil-
dung 3.2 auf Seite 35). Die trotzdem deutlich bei den Kontrollen vorhandene Reaktion lieB auf den
Kontakt mit atypischen Mykobakterien der Umwelt schlieBen.

Insgesamt unterschieden sich die beiden Gruppen aber nur hinsichtlich der IFNy- und TNFa-Expression
nach Stimulation mit den aufgereinigten mykobakteriellen Proteinderivaten signifikant voneinander.
Dies war auf eine zielgerichtete Immunreaktion gegen ein aufgereinigtes Proteinderivat (PPD) zu-
rickzufiihren, wahrend das M. ulcerans-Lysat aufgrund einer Vielzahl von Proteinen und Lipiden eine
sehr variable Immunreaktion bei den einzelnen Spendern hervorrief. Obwohl es sich beim H37Rv-
Lysat ebenfalls um ein mykobakterielles sonifiziertes Bakterienlysat mit einer Vielzahl von Proteinen
handelte, war hier keine starke Zytokinproduktion unter den PBMC der Burulipatienten messbar. Die
Spezifitat des Effekts, dass Burulipatienten, die eine starke Immunreaktion auf M. ulcerans-Lysat zeig-
ten, gleichzeitig weniger stark auf H37Rv-Lysat reagierten, zeigte die individuelle Verhaltnisbildung
(sieche Abbildung 3.3 auf Seite 36). So war das Verhaltnis zwischen den mykobakteriellen Lysaten
sowohl signifikant hoher als die Quotienten M. ulcerans vs. PPDtub und M. ulcerans vs. PPDsens.
Dies galt sowohl innerhalb der Patientengruppe als auch fiir die Vergleiche mit der Kontrollgruppe.
Das individuelle Verhaltnis M. ulcerans-Lysat vs. H37Rv-Lysat stellte demnach ein geeignetes Diffe-
renzierungskriterium zwischen Patienten mit einer M. ulcerans-Infektion und Patienten mit Kontakt

zu Umweltmykobakterien dar.

Ahnliche Versuchsansitze wurden von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrt. Dabei wurde entweder
mit PPDtub, lebenden M. ulcerans-Bakterien oder mit abgetoteten M. ulcerans-Stammen stimuliert.
Phillips et al. (2006a) verwendeten sonifizierte Bakterienlysate zur Vollblutstimulation, um die Im-

munreaktion von BU und Tuberkulose (Tb) Patienten zu vergleichen. Hier zeigte sich eine deutlich
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starkere IFNvy-Produktion auf das M. ulcerans-Lysat unter den BU-Patienten, wahrend beide Grup-
pen auf das M. tuberculosis-Lysat vergleichbar reagieren. Dieses Resultat entspricht den Ergebnissen
dieser Arbeit, in der ebenfalls eine spezifische Reaktion auf M. ulcerans-Lysat im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe nachgewiesen werden konnte.

Welches Protein des Bakterienlysats die héchste immunogene Aktivitat besitzt und die antigen-
spezfische Reaktion hervorruft, kann mithilfe mykobakterieller Proteomanalyse eingegrenzt werden:
Interessanterweise hat M. ulcerans im Zuge seiner Evolution sein Genmaterial stark reduziert. So ist
das M. ulcerans-Proteom zu 99,4 % mit dem Proteom von M. tuberculosis und M. marinum identisch
(Demangel et al., 2009). Das plasmidkodierte Mykolakton, das wesentlich zum Pathomechanismus
von M. ulcerans beitragt, gehort zu den 0,6 % des Proteoms, das M. ulcerans von M. tuberculosis
unterscheidet. Die spezifische Immunantwort gegen M. ulcerans miisste demnach gegen ein Antigen
gerichtet sein, das ausschlieBlich im M. ulcerans-Proteom enthalten ist. Diese Hypothese wird dadurch
unterstiitzt, dass PBMC der Burulipatienten mit einer starkeren Zytokinantwort auf das M. ulcerans-
Lysat und gleichzeitig mit einer geringeren Immunantwort auf das M. tuberculosis H37Rv-Lysat rea-
gierten als die Kontrollgruppe. Nur das sukzessive Austesten einzelner Lysatbestandteile wird diese

Frage klaren.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich die antigenspezifische Immunantwort gegen
das M. ulcerans-Lysat durch ein spezifisches Multizytokinprofil auszeichnete. Hier stellte die rela-
tiv erhohte, isolierte IL-2-Produktion in der Kontrollgruppe die einzige Abweichung zwischen den
Gruppen dar (siehe Abbildung 3.4 auf Seite 38). Es wurde zwar kein einheitliches Zytokinmuster ge-
funden, dennoch zeichnete sich die antigenspezifische Immunantwort durch eine relativ, wie absolut
erhohte Frequenz multizytokinproduzierender Zellen aus. Damit scheint die Abwehr von M. ulcerans
am ehesten mit einer polyklonalen Immunreaktion und gesteigerten Kompetenz der einzelnen Zellen

einherzugehen.

Immunmodulierende Einfliisse bei Burulipatienten

Anhand der Vergleichanalyse von mykobakteriellen Antigenen wurde hinreichend gezeigt, dass mit
M. ulcerans infizierte Patienten eine fiir M. ulcerans spezifische Immunantwort ausbilden. Dies spie-
gelte sich anhand des signifikant erhéhten individuellen IFNy- und IL-2-Verhaltnisses von M. ulcerans-
vs. M. tuberculosis H37Rv-Lysat wieder. Warum einige Patienten des Kollektivs diese Reaktion nicht
zeigten und durch welche Faktoren die Immunantwort gegen M. ulcerans beeinflusst wurde, war

zunachst unklar.

Der Vergleich der Immunantworten von BCG-vakzinierten BU-Patienten mit nicht-vakzinierten BU-
Patienten gegen M. ulcerans-Lysat lieB keine signifikanten Unterschiede feststellen. Die BCG-Impfung
schien daher keinen protektiven Effekt auf eine M. ulcerans-Infektion zu haben. Dieses Ergebnis deckt

sich mit Daten von Prévot et al. (2004).

Der Einfluss von Antibiotikatherapie und Bakterienlast auf die systemische Immunantwort von Bu-
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rulipatienten wurde anhand von zwei Patientengruppen untersucht: Patienten, die noch keine anti-
biotische Therapie erhalten hatten und Patienten, die 56 Tage nach WHO-Schema mit Streptomy-
cin/Rifampicin behandelt wurden. Der Vergleich dieser Gruppen mit der im Endemiegebiet lebenden
und zusatzlich BCG-vakzinierten Kontrollgruppe zeigte folgendes signifikant veranderte Expressions-
muster typischer Thi-Zytokine (sieche Abbildung 3.6 auf Seite 42).

Nach polyklonaler Stimulation mit PHA und SEB zeigte sich in der Analyse der Zytokine IFNy, TNFa,
GM-CSF und IL-2 kein Unterschied zwischen Burulipatienten vor Therapie und Burulipatienten nach
56 Tagen Therapie. Diese Daten lieBen darauf schlieBen, dass eine unbehandelte M. ulcerans-Infektion
keine unspezifische Suppression des immunologischen Gedéchtnisses bewirkte. Anders verhielt es sich
hingegen mit der antigenspezifischen Immunantwort. Eine adaquate Thi-Antwort bildeten die mit
M. ulcerans-Infizierten erst im Laufe ihrer 56tdgigen Antibiotikatherapie aus. So erzeugte die Sti-
mulation mit M. ulcerans-Lysat bei den Langzeittherapierten eine signifikant starkere Expression der
analysierten Zytokine IFNy, TNFa, GM-CSF und IL-2. Analog war dies nach PPDtub- und H37Rv-
Lysat-Stimulation bei der Expression von IFNy, TNFo und IL-2 zu beobachten. Nur auf PPDsens
reagierten Burulipatienten vor Therapie mit einer dhnlich starken Immunantwort wie die BU-Patienten
nach 56tagiger antibiotischer Therapie. Eine starke Reaktion auf PPDsens sprach fiir eine Infektion
mit atypischen Mykobakterien der Umwelt und schien weder von einer M. ulcerans-Infektion verandert
zu werden, noch einen protektiven Effekt zu haben. Vermutlich fithrte die M. ulcerans-Infektion zur
selektiven Suppression der M. ulcerans-spezifischen Immunantwort. Nach erfolgreicher Antibiotikathe-
rapie erlangten die BU-Patienten die im nicht therapierten Zustand supprimierte Immunkompentenz

zurick.

Der Frage, inwieweit BU-Patienten dazu in der Lage sind, eine M. ulcerans-spezifische proinflam-
matorische Immunantwort auszubilden, gingen bereits zahlreiche Arbeitsgruppen nach. Allerdings
unterscheiden sich die in den Studien verwendeten mykobakteriellen Antigene, das Probenmaterial,
die Studienpopulation, die Analyseart und nicht zuletzt die Region, aus der die Patienten rekrutiert
wurden, so dass ein direkter Vergleich der Ergebnisse nicht moglich ist. Gooding et al. (2002) haben
durch die Analyse zahlreicher Thi- und Thy-Zytokine in einem australischen Endemiegebiet von BU
gezeigt, dass nicht mit M. ulcerans-infizierte Probanden - im Gegensatz zu BU-Patienten - in der
Lage waren, eine effektive Thi-Antwort auszubilden. Die Immunantwort der BU-Patienten war durch
ein Tho-Zytokinprofil charakterisiert. IFNy und IL-10 wurden seither reprasentativ als Schliisselzyto-
kine fir die Thy- bzw. Thy-Antwort von Prévot et al. (2004), Westenbrink et al. (2005), Phillips
et al. (2006a) und Schipper et al. (2007) untersucht. Wahrend Prévot et al. (2004) die Ergebnisse
von Gooding et al. (2002) bestatigten, konnten sie die starken individuellen Schwankungen in der
Zytokinproduktion zusatzlich den verschiedenen klinischen Stadien der BU Erkrankung zuordnen: So
ist das Knotenstadium mit einer hohen IFNy- und einer niedrigen |L-10-Produktion assoziiert. Im
Ulkusstadium verhélt es sich umgekehrt. Inwiefern die Thy-Suppression durch das immunmodulieren-
de IL-10 oder den mit zunehmender Krankheitsdauer steigenden Mykolaktonspiegel vermittelt wird,
bleibt unklar. Studien, die in Ghana durchgefiihrt wurden, (Westenbrink et al. (2005), Phillips et al.
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(2006a) und Schipper et al. (2007)) konnten diesen indirekten Th;-Thy-Zusammenhang nicht zeigen.
Zwar wurden héhere IFNy-Spiegel in der Gruppe der BU-Patienten im Vergleich zu nicht infizierten
Kontrollen des Endemiegebietes nachgewiesen, was konkordant ist mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit. Allerdings zeigte sich ebenfalls nach Einteilung des gesamten Patientenkollektivs in
Kurzzeit- und Langzeiterkrankte ein differenziertes Bild. Westenbrink et al. (2005) orientierten sich
hier nur an klinischen Parametern und fanden eine starke Thi-Antwort im heilenden Spatstadium
der Erkrankung. In der Studie von Phillips et al. (2006a) zeigten Patienten im Ulkusstadium sowohl
hohere IFNy- als auch hohere IL-10-Werte, als Patienten im Knotenstadium, was gegen die gegensei-
tige Beeinflussung von IFNy und IL-10 spricht. Die geheilten Patienten zeichneten sich bei Phillips
et al. (2006a) durch einen hohen IFNy-Gehalt im Blut aus, wéahrend der IL-10-Gehalt riicklaufig war.
Diesen Effekt sehen sie auch nur nach Stimulation mit M. ulcerans-Lysat, welches von keiner der an-
deren Arbeitsgruppen verwendet wurde. Schipper et al. (2007) sind die ersten, die histopathologische
Parameter mit dem Zytokinprofil korrelieren. So besteht ein Zusammenhang zwischen erfolgreicher
Thi-Antwort und nicht nekrotisierender Granumlombildung im Ulkusrand. Schiitte und Pluschke
(2009) erklaren das Granulom zum vornehmlichen Ort der Antigenprasentation mit daraus folgender
adaptiver Immunantwort und weit weniger zum Ort der Sequestrierung von Mykobakterien. Es wird
deutlich, dass der Heilungsprozess zu einer erfolgreichen M. ulcerans-spezifischen Thi-Antwort fiihrt,

wahrend die aktive BU Erkrankung sich durch eine verminderte Expression von IFNy auszeichnet.

Allerdings waren in diesen genannten Arbeiten keine antibiotischen Einfliisse vorhanden. Sarfo et al.
(2009) beobachteten Burulipatienten iiber den gesamten Therapiezeitraum. Sie sehen bereits nach
vierwdchiger und noch deutlicher nach achtwéchiger antibiotischer Therapie nach dem WHO-Schema
(Rifampicin /Streptomycin) signifikant erhéhte IFNy-Spiegel nach Vollblutstimulation mit sonifizier-
tem M. ulcerans-Lysat. Dieser Effekt ist bei Patienten, deren Therapie erst im ulzerativen Stadium
begonnen hatte, stirker ausgepragt, als bei Patienten im praulzerativem Stadium. Sarfo et al. (2009)
fihren die fehlende akute inflammatorische Immunantwort auf den Effekt des Mykolaktons zuriick.
Dieser wird durch die antibiotische Therapie aufgehoben und Makrophagen und dendritische Zellen
erlangen die Fahigkeit zu Phagozytose und Antigenprasentation wieder. Warum dennoch bei Patien-
ten im ulzerativen Stadium - unter der antibiotischen Therapie - die Thi-Antwort starker ausgebildet
ist, fihren Sarfo et al. (2009) auf den vom Zentrum zur Peripherie der Lasion hin abnehmenden My-
kolaktongehalt zuriick. Der ist nur im Randgebiet niedrig genug, damit die Immunantwort erfolgreich
ablaufen kann. Die Alternativhypothese geht von einer groBeren Bakterienlast im Ulkusstadium aus,
so dass mit sinkender Mykolaktonkonzentration unter antibiotischer Therapie die Thi-Antwort auch

schneller und starker einsetzen kann.

Wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt, gelang es BU-Patienten bereits nach achtwéchiger
antibiotischer Therapie, eine M. ulcerans-spezifische Thi-Antwort auszubilden. Dabei wurden zwar
weder individuelle Werte noch verschiedene Krankheitsstadien miteinander verglichen, dennoch korre-
lierten die Daten dieser Arbeit mit der Studie von Sarfo et al. (2009). Zusatzlich ist die antibiotische

Therapie hinsichtlich der Erholung des Immunsystems mit dem Effekt eines chirurgischen Eingriffs
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vergleichbar. So zeigen Yeboah-Manu et al. (2006) bei BU-Patienten nach chirurgischer Wundexzi-
sion ebenfalls eine Erholung der im akuten Krankheitsstadium signifikant erniedrigten, systemischen
IFNy-Antwort. Damit wird IFNy eine inverse Korrelation mit einem hohen Mykolaktongehalt und die
ausschlaggebende Rolle in der Ausbildung einer erfolgreichen proinflammatorischen Immunantwort

zugeschrieben.

Andere Studien haben sich mit der Frage nach Reversibilitdit und Selektivitat der Mykolakton-
induzierten systemischen Immunsuppression befasst. Phillips et al. (2009) kdnnen bei BU-Patienten
im Vergleich zu einer aus derselben Region stammenden Kontrollgruppe eine signifikante verminder-
te Konzentration an im Blut zirkulierenden Chemokinen (IL-8, MCP-1, MIP-1B) nachweisen, deren
Niveau sich erst 10 Monate nach Ende der antibiotischen Therapie wieder an das Niveau der Kontroll-
gruppe angeglichen hatte. Starker ausgepragte Differenzen ergibt die Vollblutstimulation mit PHA:
So werden unter nicht therapierten BU-Patienten im Ulkusstadium signifikant niedrigere Spiegel aus-
gewahlter Zytokine (IL-2, IFNYy, IL-4, IL-13, IL-17 und GM-CSF) gemessen, was Phillips et al. (2009)
einem antigenunspezifischen systemischen Funktionsverlust aller T-Zell-Subpopulationen (Thy, Thy
und Thy7) zuschreiben. Sie fiihren ihre Beobachtungen auf eine durch das Mykolakton induzierte
T-Zell-Arretierung zuriick. Die systemische Wirkung begriinden sie mit der Pharmakodynamik des
lipophilen Mykolaktons, das im Gegensatz zum Mykobakterium nicht am Ort des Ulkus verbleibt,
sondern in das Subkutangewebe abgegeben wird und radidr nach auBen diffundiert. Gestiitzt wird die
Hypothese von Ergebnissen in Mausexperimenten, in denen intaktes Mykolakton in Blut- und Milz-
Lymphozyten detektiert werden konnte (Hong et al., 2008). Diese Daten sprechen fiir eine reversible

systemische Immunsuppression, die nicht lokal begrenzt ist.

Obwohl sich die Ergebnisse von Phillips et al. (2009) zur Erholung der Immunantwort unter an-
tibiotischer Therapie trotz unterschiedlicher Versuchsansitze mit den Daten dieser Arbeit decken,
weichen die Ergebnisse zur systemischen Immunsuppression voneinander ab. Wahrend Phillips et al.
(2009) Vollblut mit PHA stimulieren und die Zytokine im Uberstand messen, wurde in dieser Arbeit
die Zytokinproduktion nach intrazelluldrer Anreicherung in Gedachtnis-T-Zellen bei gleicher Stimu-
lationsdauer gemessen. Phillips et al. (2009) sehen bei BU-Patienten eine signifikant verminderte
Expression von IL-2, GM-CSF, IL-3, IL-13, IL-17, nicht aber von IFNy und TNFa. Im Vergleich
dazu lieB diese Arbeit nach polyklonaler Stimulation (PHA, SEB) keine signifikanten Unterschie-
de zwischen BU-Patienten vor und nach Therapie erkennen. Zu widerspriichlichem Ergebnis sind
auch weitere Arbeitsgruppen gekommen: Westenbrink et al. (2005), die Vollblut mit PHA stimu-
lieren, messen signifikant erniedrigte IFNy-Werte in BU-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Yeboah-Manu et al. (2006) sehen hingegen den immunsupprimierten Effekt nach PHA-Stimulation
von PBMC nicht.

Eine mogliche Erklarung liegt im untersuchten Ausgangsmaterial: Wahrend eine Vollblutstimulation
von T-Zellen, Monozyten und Granulozyten zeigt, wie der Gesamtorganismus auf aktuelle Einfliisse
reagiert, ergibt die gezielte Analyse der Gedachtnis-T-Zellen Aufschluss tiber vergangene Auseinander-

setzungen mit entsprechenden Antigenen. Der immunsuppressive Effekt, der sich in einem tempora-

56



DISKUSSION

ren Immunkompetenzverlust niederschlagt, wird entweder durch die selektive Suppression bestimmter
Zellpopulationen erzeugt oder ist nur bei Stimulation des Vollblutes deutlich genug ausgepragt, wah-
rend die isolierte Analyse der Gedachtnis-T-Zellen nicht fiir den Nachweis ausreicht. Hinzu kommt
ein qualtitativer Verlust der Zellen durch die Aufbereitung (Chen et al., 2010). Eine weitere Hypo-
these basiert auf der Diffussionseigenschaft des Mykolaktons in peripheres Gewebe und BlutgefaBe.
So kann man davon ausgehen, dass in stimuliertem Vollblut héhere Konzentrationen an Mykolakton
vorliegen, als in den isolierten PBMC (Hong et al., 2008). Damit kann sowohl die Reversibilitit als
auch die aufgehobene Unselektivitat der systemischen Immunsuppression begriindet werden. Auch
die in Mausexperimenten von Hong et al. (2008) gezeigte unselektive immunsuppressive Wirkung

auf alle mononuklearen Blutzellen spricht fiir die zweite Hypothese.

Dennoch wird auch in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Versuchsansatz die immunmodu-
lierende Wirkung des Mykolaktons ersichtlich: Antibiotisch behandelte BU-Patienten reagierten mit
einer starken Immunantwort auf die Stimulation ihrer Gedachtnis-T-Zellen mit fast allen verwendeten
mykobakteriellen Antigenen. Unbehandelten BU-Patienten und der Kontrollgruppe fehlt diese Reak-
tion. Aufgrund des Mykolaktons ist es zu Beginn der Infektion nicht zu einer Auseinandersetzung
dendritischer Zellen und ortsstandiger Makrophagen mit dem Antigen gekommen, wodurch die adap-
tive zellulare Immunantwort mit Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses verhindert wurde.
Dieser Effekt ist an der im Zuge der Therapie wiedergewonnen Immunkompetenz ersichtlich und am

deutlichsten nach Stimulation mit M. ulcerans-Lysat ausgepragt.

4.2 Lokale Immunantwort

Nachdem in den untersuchten Gedachtniszellen des peripheren Blutes Hinweise auf spezifische T-
Zell-Reaktionen gefunden wurden, sollten diese durch Analyse der lokalen Immunantwort verifiziert
werden. Hierzu wurde in einer Fallstudie das Verteilungsmuster von T-Zellen in Abhangigkeit vom
Abstand zum Ulkuszentrum untersucht und mit dem im peripheren Blut und in ausgewanderten
T-Zell-Linien verglichen. Der anschlieBende Vergleich des Zytokinexpressionsmuster von TCL (n=3)

und PBMC (n=9) lieB statistisch zuverlassigere Aussagen zu.

Fallstudie: TCR-BV-Repertoire im Ulkusrand

Die beiden verschieden alten Ulzera eines anbehandelten Patienten zeigten ein unterschiedliches TCR-
BV-Repertoire: Wahrend im alteren Ulkus BV20 den vorherrschenden TCR-Subtyp darstellte, waren
in der jiingeren Lasion die Unterketten BV4, BV5 und BV20 signifikant haufiger vertreten (siehe
Abbildungen 3.8 auf Seite 44 und 3.9 auf Seite 45).

Dabei waren die TCR-BV-Ketten iiber die einzelnen Zonen des Ulkusrandes der alteren Lasion in auf-
falliger Weise verteilt: Die Unterkette BV20 dominierte iiber alle Zonen hinweg. In der innersten Zone

war sie mit 9 % ahnlich stark angereichert wie die anderen Subtypen in diesem Areal. Mit zunehmender
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Distanz zum Lasionsmittelpunkt nahm sie signifikant an Starke zu, bis sie in der zweitduBersten Zone
einen Wert von fast 25 % erreichte. Vergleicht man allerdings die gemittelten Werte des TCR-BV-
Ketten-Repertoires des Gesamtgewebes mit dem des peripheren Blutes, waren die im intraldsionalen
Vergleich erkennbaren Effekte vollstandig aufgehoben (siehe Abbildung 3.10 auf Seite 46). Dennoch
lassen diese Daten eine beginnende monoklonale Expansion einer T-Zell-Subpopulation vermuten,
deren TCR die variable Kette 20 trug. Zusatzlich wurden die mittels IL-2-Inkubation aus Gewebe des
Ulkusrandes generierten TCL auf ihr TCR-BV-Repertoire untersucht. An dieser Stelle zeigten sich
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zum TCR-BV-Repertoire der PBMC (siehe Abbildung 3.11
auf Seite 47).

Ein anderes Verteilungsmuster ergab die Analyse der jlingeren Lasion: Es lagen verschiedene angerei-
cherte Subtypen vor (BV4, BV5 und BV20), allerdings nicht mit derselben hohen Konzentration wie
der dominante Subtyp in der alteren Lasion. Moglicherweise war es hier aufgrund der weniger alten
Infektionsstelle noch nicht zu einer so starken T-Zell-Expansion gekommen. Hier zeigte das Gesamt-
gewebe eine signifikante Anreicherung der Unterketten BV4 und BV5 im Vergleich zum peripheren
Blut, wahrend dies in der alteren Lasion trotz der sehr viel starker angereicherten BV20-Kette nicht
der Fall war (vgl. Abbildung 3.10 auf Seite 46). Betrachtete man zusatzlich die TCL, unterschieden
sich diese ebenfalls nicht in ihrem TCR-BV-Repertoire vom peripheren Blut (sieche Abbildung 3.11
auf Seite 47).

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Zellinfiltration in ein Ulkus im Krankheitsverlauf. (A) Die siurefesten
Stabchen (rot) werden von Makrophagen und Neutrophilen phagozytiert. (B) Die Zahl der Bakterien, abgestorbene
Makrophagen und Zellschrott nehmen zu. Die zentrale Nekrose beginnt. (C) Mykolakton ist in der Ulkusmitte maximal
angereichert und nimmt entlang seines Diffusionsgradienten nach auBen hin ab. Die T-Zell-Inflitration beginnt am
duBeren Ulkusrand. (Oliveira et al., 2005)
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In der Diskussion der immunologischen Reaktionen im Ulkus, dem Ort des ersten Antigenkontakts,
mussen drei Parameter als sich gegenseitig beeinflussende GréBen beriicksichtigt werden: Erstens die
Mykobakterienlast, die im Zentrum der Lasion am groBten ist (Rondini et al., 2003; Schiitte et al.,
2007). Dort fithrt die hohe Mykolaktonkonzentration zu Gewebsnekrose (George et al., 1999). Mit
zunehmender Distanz zum Ulkuszentrum sinkt die Mykolaktonkonzentration, woraufhin die zytoto-
xische Wirkung in eine immunsuppressive Wirkung lbergeht. Es kommt zur selektiven Suppression
dendritischer Zellen mit daraus folgender deutlich reduzierter T-Zell-Aktivierung (Coutanceau et al.,
2007). Zweitens wirkt die zellulare Immunantwort mit T-Zell-Infiltration der Mykobakterienausbrei-
tung entgegen. Immunhistologische Studien kdnnen eine derartige Zellinfiltration nur peripher der
zentralen Nekrose nachweisen (Abbildung 4.1, Oliveira et al. 2005). Diese wird durch die dritte Gro-
Be, die antibiotische Therapie, massiv verstarkt, so dass sich hochorganisierte lymphoide Strukturen

wie Granulome und follikelartige Zellansammlungen entwickeln (Schiitte et al., 2007).

Die Ergebnisse der Fallstudie sind mit dem aktuellen Erkenntnisstand vereinbar und konnten in die
Modelle eingeordnet werden. Die in den Ulkusrdndern beider Lasionen gemessene absolute T-Zell-
Infiltration nahm von innen nach auBen zu. Auch die relative Verteilung der Subpopulationen veran-
derte sich. So stieg in der alteren Lasion die vorherrschende BV20-Subpopulation mit zunehmender
Distanz zum Léasionsmittelpunkt an. Wahrscheinlich ist das ein Effekt, der der typischen Mykolakton-
verteilung und seiner immunsuppressiven Wirkung zuzuschreiben war. Wahrend in der inneren Zone
der Mykolaktongehalt hoch genug war, um in den Signalweg der expandierenden T-Zellen einzugrei-
fen und sie in einen anergischen Zustand zu versetzen (Snyder und Small, 2003; George et al., 1999),

nahm er zur Peripherie hin ab und die T-Zellen proliferierten erfolgreich.

Diese Ergebnisse lieBen eine oligoklonale Expansion von antigenspezifischen T-Zellen vermuten. Al-
lerdings konnten nur im intralasionalen Vergleich des TCR-BV-Repertoires der einzelnen Zonen des
Ulkusrandes Hinweise darauf gefunden werden. Dieser subtil erkennbare und vermutlich durch den
direkten Einfluss des Mykolaktons gestorte Prozess war demnach im Vergleich des Gesamtgewebes
mit den PBMC des peripheren Blutes nur noch teilweise, im Vergleich der ausgewanderten T-Zell-
Linien mit den PBMC gar nicht mehr erkennbar. Die Verteilung der T-Zell-Subpopulationen in den

T-Zell-Linien schien bereits die des peripheren Blutes zu reprasentieren.

Zytokinexpressionsmuster

Waihrend TCL und PBMC phanotypisch einander sehr ahnelten, fiihrten die funktionellen Test der
TCL zu deutlichen Unterschieden: TCL zeichneten sich nach unspezifischer Stimulation durch ein
differenziertes Zytokinprofil aus (siehe Abbildung 3.3 auf Seite 48). So wurden von PBMC die Zyto-
kine wie IFNy, TNFa, IL-2 und IL-4 stark exprimiert, die Zytokine IL-17, 1L-22 und TGFp hingegen
nur schwach. Die TCL hingegen exprimierten alle genannten Zytokine in etwa gleich stark. Es fand
demnach eine Umverteilung der Zellpopulationen statt: Von einer starken Thi-, einer mittelstarken

Thy- und einer nicht vorhandenen Thi7-Zellpopulation hin zu einer mittelstarken Thi- und deutlich
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vorhandenen Thi7-Zellpopulation.

Aktuelle Forschungsergebnisse zur lokalen inflammatorischen Immunantwort beschranken sich auf
gPCR-Analysen und immunhistochemische Farbungen von herkdmmlichen Zytokinen wie IFNy, TNFa
und IL-10. Analog zu Zytokinanalysen der PBMC wurde von anderen Arbeitsgruppen versucht, ein
charakteristisches intraldsionales Zytokinexpressionsmuster einem vorherrschenden klinischen Phano-
typ zuzuordnen. So kdénnen Prévot et al. (2004) einen hohen IFNy- und zugleich niedrigen IL-10-
Spiegel in Patienten im Knotenstadium durch qPCR-Analyse messen, wahrend sich das Verhiltnis
zugunsten eines hohen IL-10-Gehalt in Patienten im Ulkusstadium andert. Immunhistochemischen
Studien war es nicht gelungen, diesen Effekt in dieser Deutlichkeit zu belegen. Es zeigen sich ledig-
lich Zusammenhange zwischen vielen IFNy-, TNFo- und IL-10-positiven Zellen und granulomatésen
Strukturen im Ulkusrand (Phillips et al., 2006b; Schipper et al., 2007).

Im Unterschied zu friiheren Studien konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal die Produktion von
IL-17 und IL-22 von T-Zell-Linien aus Ulkusgewebe anbehandelter Patienten durchflusszytometrisch
dargestellt werden. Dies wies auf eine eine maBgebliche Beteiligung einer weiteren Zellpopulation an

der M. ulcerans-spezifischen Immunantwort hin.

Interessanterweise waren im Rahmen einer M. tuberculosis-Infektion IL-17 und IL-22 bereits als Schliis-
selzytokine beschrieben worden. Scriba et al. (2008) konnten aus Blut von Tuberkulose-Patienten
nach antigenspezifischer Stimulation zwei einzelne, eine IL-17"- und eine IL-22" -Zellpopulationen
identifizieren, die gleichzeitig weder IFNy noch TNFa produzierten. Phanotypisch handelt es sich
vornehmlich um CD4+tCD45RA CCRT7--Zellen, also Tcp-Zellen. Eine Interaktion zwischen den T-
Zellpopulationen ist dahingegend aufgeklart, dass ein hoher Gehalt an klassischen Thi-Zytokinen zu
einer starken IL-17-Suppression fiihrt. Zusétzlich wird in Flissigkeit aus bronchoalveoldrer Lavage
von Tb Patienten eine erhohte IL-22-Konzentration gemessen, was typischerweise von chronischen

T-Zell-vermittelten Hautinfektionen bekannt ist.

Einen ahnlichen Effekt lassen auch die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten. So waren unter den T-
Zell-Linien ebenfalls vornehmlich T¢pm-Zellen vertreten, deren IFNy- und TNFa-Produktion deutlich
geringer war, als unter den PBMC. Gleichzeitig war IL-17 starker vorhanden, was auf eine gegenseitige
Modulation dieser T-Zell-Subpopulationen hinwies. Fraglich hingegen war, ob die erhdhte IL-22-
Konzentration entweder im Rahmen der mykobakteriellen Infektion oder als ein generelles Merkmal

einer chronischen Hautinfektion zu sehen war.

Mit Sicherheit missen in zukiinftigen Versuchsansatzen herkdmmliche Hergangehensweisen, die le-
diglich die Th1-Thy-Wechselwirkung untersucht hatten, verworfen und eine Interaktion mit weiteren

T-Zellpopulationen in Betracht gezogen werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Buruli Ulkus (BU) ist eine infektiose Erkrankung der Haut und Weichteile, die durch Mycobac-
terium (M.) ulcerans verursacht wird. Sie ist nach Lepra und Tuberkulose die dritthaufigste myko-
bakterielle Infektion in immunkompetenten Menschen. Am haufigsten kommt BU in Westafrika vor.
Weitere Endemiegebiete gibt es in Siidamerika, Asien und Australien. Vor allem die Landbevélkerung

in Gegenden mit Gewassern und Sumpfland mit feucht tropischem Klima sind von BU betroffen.

Die klinische Manifestation der M. ulcerans-Infektion beginnt mit der praulzerativen Phase, in der
sich ein schmerzloser subkutaner Knoten oder Plaque bildet, der sich in der ulzerativen Phase in ein
offenes Ulkus verwandelt. Schwere Krankheitsverldufe gehen mit ausgedehnten Ulzera und Weich-
teildestruktion bis hin zu Osteomyelitis einher. Wahrend der achtwdchigen antibiotischen Therapie
oder spontan bei langer Krankheitsdauer setzt ein Heilungsprozess ein, der mit einer erfolgreichen
Thi-Zell-vermittelten Immunantwort assoziiert ist. Trotz moglicher Kreuzreaktivitat nach Kontakt zu
atypischen Mykobakterien der Umwelt, Infektion mit M. tuberculosis oder Impfung mit BCG konnte

eine antigenspezifische T-Zellantwort bei BU-Patienten gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die systemische Immunantwort im peripheren Blut innerhalb einer Pa-
tientengruppe, die mit M. ulcerans infiziert war, und einer Kontrollgruppe, die Kontakt zu atypischen
Mykobakterien der Umwelt hatte, durch Restimulation mit mykobakteriellen Antigenen und intra-
zellularer Zytokinmessung im Durchflusszytometer untersucht. AnschlieBend wurde eine Fallstudie
durchgefiihrt, in der das T-Zell-Rezeptor-BV-Ketten-Repertoire in zwei verschieden alten Ulzera und
im peripheren Blut mittels quantitativer PCR analysiert wurde. Zusatzlich wurden TCL hinsichtlich
ihres Zytokinexpressionsmusters untersucht. Beim Vergleich der ex-vivo restimulierten PBMC von
BU-Patienten (n=26) und Kontrollen (n=9) zeigte sich eine erhéhte IFNy-, TNFa-, GM-CSF- und
IL-2-Sekretion nach Stimulation mit den Lysaten von M. ulcerans, M. tuberculosis H37Rv und den
aufgereinigten Proteinderivaten des M. tuberculosis- and M. avium-Stammes. Es wurde beobachtet,
dass das Verhaltnis von M. ulcerans-spezifischen T-Zellen und M. tuberculosis-spezifischen T-Zellen
innerhalb des selben Spenders ein geeignetes Unterscheidungskriterium zwischen der Infektion mit
M. ulcerans und dem Kontakt zu anderen Mykobakterien darstellt. Des Weiteren wurde der Einfluss
der achtwochigen antibiotischen Therapie mit Rifampicin /Streptomycin auf die Immunantwort unter-
sucht, indem die Zytokinexpressionsstarke von Patienten vor Therapiebeginn mit der von Patienten
nach abgeschlossener Therapie verglichen wurde. Hier zeigte sich eine signifikant erhohte IFNy-,
TNFo-, GM-CSF- und IL-2-Produktion nach Stimulation mit M. ulcerans-Lysat in der Gruppe der

therapierten Patienten. Daher ist anzunehmen, dass BU-Patienten erst im Zuge der Therapie und
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mit abnehmender mykobakterieller Last eine antigenspezifische proinflammatorische Immunantwort
ausbilden. Bei einem neunjahrigen Patienten mit zwei verschieden alten Ulzera zeigte sich eine un-
terschiedliche Verteilung der TCR-BV-Ketten sowohl abhangig von der Distanz zum Ulkuszentrum
als auch im Vergleich der beiden Ulzera miteinander. Im ersten Ulkus konnte ein dominanter BV-
Ketten-Subtyp identifiziert werden, dessen Auspragung zwischen den Randzonen variierte. Im zweiten
Ulkus unterschied sich das BV-Ketten-Repertoire von dem des peripheren Blutes. Dies lasst eine oli-
goklonale Expansion M. ulcerans-spezifischer T-Zellen vermuten. Die Auswertung der TCL aus dem
Ulkusrand ergab im Vergleich zu den PBMC eine verminderte Expressionsstarke der Zytokine IFNy-,
TNFa-, IL-2 und IL-4 bei gleichzeitig erhohter Expression von IL-17 und IL-22. Die antigenspezifi-
sche Immunantwort im Rahmen der lokalen Abwehr von M. ulcerans scheint sich durch ein breiteres

Zytokinspektrum als im peripheren Blut auszuzeichnen.
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6.1 Formbogen zur Eingabe der Patientendaten in die Datenbank

BURULICO - WPland WPS - DT ste

Laboratory Data Entry Form 1 R 200..
A Patient 1D Number ... o TRONPIAD s unn casrannrinsissavasranns
Family mame ... ... RLS AL AP ) weeo. Firstmame ........... AV CEARVTES
AR ueiaidaionasss Sex Dm [:]f BCG Scar :]ycs Clne
B: Classification New case | | Relapse | |

Failure of DT L] Withdrawal of DT [

C: Clinical Presentation

Nodule O Plet‘ﬂ Uleer []
Edema [} Plaquel_|
D: Duration of Discase
- days e Weeks . months

E: Location of the Lesion
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Al

(Photographical) documentation:
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—3P PR 0 | O
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s "0 of excision | MM O
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6.2 Patientenaufklarung

Communce on 10evan Roscach, Pbbcamons and Frhice
Scheocd of Modicd Soxcncos, Nwame Ninwrady Ussvensey of Soencs sad Techookogy
Rarmars, Chane. Teb 20851 2% 4 om 1228 Frmad chpe bovant hnhidigmand com

INFORMED CONSENY FORM

INFORMATION SMEETY

Title of the rescarclc
Imersancdigaal proscoson szamst Bared dlcer Sscase (IMUD)
A wady of mmame mechanmm sguon the bactenem caming BLID,

Namo(s) and affiliation]s) of rescarcher(s) of spplicantis):
Prof. Ada, KCCR

Prof. Flosdher, ENTTM

Dr. Boyuagh, LML

Perposc(s) of rescarch
The pusmperse of this reseanch is 1o God ot o vonr sromane sesncrn defends pour body sewrnt the buxtormm commng
BLD. The defomding cells sor tsodaned from youe blood and from nay peeces of your shan and are saadysad 1o fhad o how

2 vacane ha 1o be dovigaod m finally alkre prosccrion agases the ducase.

Procedure of the rescarch, what sball be roguired of cach parsicipam and sppeoximate sotal sumber of
porticipants that would be iovolved i the resenrcv

Fooem parsacipanes Dar are suspectod oo bave BUD, omlm«lmdmmndoln(\mm-ﬁh
raken uader Jocal snovheda (mgether weh 3 dagnosnc o ). Thin the beopey will not cause pain.
hnmﬂﬂ'bhmmw&wﬂkmﬁ-ddﬁnaudmmmﬁma
medical posent of view, soooeding yout stterding s wcin.

From paiencs dhat need sargery for winnd meamment & peece of B exomald thivse is used and e smal sncoun blood 1
rakon. Th s dooe dunng opsranca snder poncral snacuhena, o the same sme 3l 3 dagaone spocmen is oollocnad.
The deferdmg whine cclis will thes be twolated fooen the blood sod from the skis preces snd analyved o0 find out bow your
Daenly soacts aginet the bucretrorn Ths i o prevoguinne o dessgn) & vacone foe paotection sgaest BLT

1o vomal e exgect oo recnus S0 parmscipants 10 this siady dooghou S country,

Risk(s)
Yaleng dhe wnall smoant of blood noadod can came somic pam #f the noedke doey noe find the blood vewcl casly. Taking 2
sl e of shan by & beegoy can i very snbbely Grommatances daemage nerves, oo vessels of sendons under the shon

Beoetit(s):

1f you 30¢ & sow patient, yoo will gt 2 addivonad dugnossic towe with 2 novel and vary somstive marhod o wee if you really
have BUD. The gond of fhis sesearch is 10 fised wurs of peotectiog spaerst BLTD. There are sary poople affcoed and o
v woukd bee vory hdpfel. Mowever there i stll msch oosesncd 10 do hutione the vacone s sealy for ine

Confadentinbey:
AN sarvgles oolboonod i IS staaly will B grven code mambaers sl non oene Wil b mecomde ] This cannodt b Bakiad %0 you
n ssyway and your name oc any denafier will not be wsad 0 a0y poblbcass or sepents feom this sady.

Veduntasitwess
Veousr pamicpanan i s resesncd i oaninchy volansary

Altcrnastves 8o participation:
16 yorw e mont tor partiopaane, this will ot affect yome tremmment = this bospatad m oy wap

Comoguences of participans’ decison 10 withdeaw Som rescarch snd procedure for ondedly termination of

Blood or 3 2kin smple will be taben caly once. After tha yoes partiapeocn bas ended. 1 you wish that your sample shoskd
oot be processed furthet we can sestove sod dscand @ vpen wntten nisice.

65



ANHANG

6.3 Einwilligungserklarung
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2 vacane ha 1o be dovigaod m finally alkre prosccrion agases the ducase.

Procedure of the rescarch, what sball be roguired of cach parsicipam and sppeoximate sotal sumber of
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raken uader Jocal snovheda (mgether weh 3 dagnosnc o ). Thin the beopey will not cause pain.
hnmﬂﬂ'bhmmw&wﬂkmﬁ-ddﬁnaudmmmﬁma
medical posent of view, soooeding yout stterding s wcin.

From paiencs dhat need sargery for winnd meamment & peece of B exomald thivse is used and e smal sncoun blood 1
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6.4 Einwilligungserklarung der Fallstudie des Patienten
AP/KB/026/08

CONSENT FORM

Statement of person obtaining informed consent:

[ have fully cuplamned this research to and

have given sufficient information, mcluding about nsks and benefits, 1o make an informed

decision

D.a'u-::_l?vf 1= !fr'_ZL_ _ SIGNATURE: _
Il\.":llltr:.:_- B

Statement of person giving consent:

I have read the descnipuon of the rescarch or have had nt translated into language 1
undersrand. 1 have also 1alked it over with the mrervicwer to my satisfaction. 1 understand
that my participauon is voluntary. I know enough about the purpose, methods, risks and
benefits of the rescarch stodv to judge that T want to take part m it. 1 understand that T may
frecly stop beiug part of this study at any time. 1 have received a copy of this consent form

and additional mformanon sheet to keep for inyself

11&'1'1-‘.-.3_“3lj O [Of  SIGNATURE/THUMB PRINT:

WITNESS SIGNATURE (if apphcable): __

WITNESS' NAME (if applicable): _
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