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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, Ubertriger der Chagas-Krankheit, ist ein einzelliger Parasit, der sich
durch einen Wirtswechsel zwischen Sédugetier und Insekt vermehrt und verbreitet. Als
Insektenwirte werden obligat blutsaugende Raubwanzen der Ordnung der Reduviiden genutzt,
deren Endemiegebiet ausschlieflich auf den mittel- und siidamerikanischen Kontinent
begrenzt ist. Die Wanzen sind nachtaktiv und stechen mit Vorliebe ins Gesicht, besonders in
Augenndhe, weshalb sie von den Einheimischen auch als Barbeiros, Friseure, bezeichnet
werden. Betroffen sind vor allem Menschen der ldndlichen drmeren Bevolkerungsschicht in
den bewaldeten Gegenden Siid — und Mittelamerikas. Die hausen vorwiegend in Hiitten aus
Lehm und Stroh, in denen die Wanzen optimale Unterschlupfméglichkeiten und wo
ausreichend Wirte finden. In ihrem urspriinglichen Habitat, dem Wald, miissen sie mit einer
Blutmahlzeit ldnger auskommen, da Wirte Mangelware sind. Aufgrund dessen sind die
Wanzen in der Lage bis zum Zehnfachen ihres Korpergewichtes an Blut aufzunehmen
(Lehane, 1991), was zur Folge hat, dass sie mit ihren Beinen kaum noch auf den Boden
gelangen. Sie entledigen sich deshalb mit Hilfe des effektivsten Exkretionssystems des
Tierreiches in rasanter Geschwindigkeit der wéssrigen Bestandteile des Blutes und setzen
noch wihrend der Blutaufnahme die ersten Kot- und Urintropfen ab (Maddrell, 1964). In den
Fazes befinden sich die infektiosen Stadien von 7. cruzi, die bei einer Invasion die oft todlich
verlaufende Chagas-Krankheit auslosen.

Im lateinamerikanischen Raum sind laut der Weltgesundheits- _
Organisation (WHO) rund 100 Millionen Menschen dem Risiko einer |8
Infektion mit 7. cruzi ausgesetzt und 16 bis 18 Millionen sind infiziert §
(WHO, 2004). An der Chagas-Krankheit sterben jéhrlich mehrere
Zehntausend Menschen, von denen vor allem Kinder und geschwichte

Personen schon das Anfangsstadium, die akute Phase, nicht iiberleben
(Tanowitz, 1992). Die akute Phase zeichnet sich durch eine sehr diffuse

Symptomatik aus. Am Infektionsort ist bei rund der Haélfte aller App.1.1: Romana-Zeichen
Infektionen eine Schwellung zu erkennen, die als Chagom bezeichnet (von WHO-Homepage, 2004).
wird; schwillt das Auge an, spricht man auch von einem Romana-Zeichen.
In den ersten drei Monaten kénnen Ubelkeit, Erbrechen, leichtes Fieber und allgemeines
Unwohlsein auftreten. Oft verlduft die akute Phase jedoch vollkommen symptomfrei, was
eine rechtzeitige Diagnose der Krankheit erschwert.

Aus diesem Grund konnten die Wanzen bis zum Anfang der 20. Jahrhunderts auch nicht
als Ubertriger von Trypanosoma cruzi erkannt werden. Dies gelang als erstem dem
brasilianischen Arzt Carlos Chagas, nach dem die Krankheit benannt worden ist. In
umfassenden Studien konnte er den Lebenszyklus von 7. cruzi und den Verlauf der Krankheit
aufkliren (Chagas, 1909).
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Nach der akuten Phase, die rund drei Monate anhélt und in der die Parasiten auch
lichtmikroskopisch in Blutausstrichen erkennbar sind, folgt die latente Phase, ein
Ubergangsstadium mit sehr wenigen Trypanosomen im Blut, das in das letzte Stadium, die
chronische Phase, tibergeht. 7. cruzi vermehrt sich im Sdugetierwirt intrazelluldr, was zu einer
Inflammation durch eine zellvermittelte Immunantwort in den infizierten Geweben fiihrt
(siche unten). Grundsitzlich konnen alle Gewebe von den Parasiten befallen werden, mit
deutlicher Priaferenz werden jedoch die Muskulatur des Herzens, des Darmes und des
Oesophagus infiziert, was im Verlauf der Krankheit binnen 10 bis 20 Jahren zu erheblichen
Dilatationen der betroffenen Organe und letztlich zum Tod fiihrt. Die Ursache fiir die
Dilatationen wurde aber lange Zeit kontrovers diskutiert und eine endgiiltige Kldrung ist bis
heute noch nicht erfolgt. Im Gegensatz zu den Anhdngern der ,,Inflammations-Theorie®,
machen andere Wissenschaftler Autoimmunreaktionen fiir die Auflésung der
Gewebestrukturen verantwortlich. In einer 7. cruzi-Infektion wird nicht nur eine zell-
vermittelte Immunantwort aktiviert, sondern auch die humorale Antwort. Die gegen 7. cruzi
gebildeten Antikorper besitzen anscheinend eine Kreuzreaktivitit gegeniiber korpereigenen
Zellen, die fiir eine Denervierung der infizierten Organe verantwortlich gemacht wird
(Kierszenbaum, 1999). Experimente in Méusen sprechen allerdings gegen diese Hypothese,
da im Falle einer Kreuzreaktion durch den Transfer von Anti-Serum auch in gesunden
Mausen die fiir die chronische Phase der Chagas-Krankheit typischen Dilatationen ausgeldst
werden miifiten, was jedoch nicht der Fall ist (Kierszenbaum, 1999).

Die Bekdampfung der Chagas-Krankheit war bis in die spiten Achtziger Jahre ein sehr
schwieriges Unterfangen. Bis zu dieser Zeit breitete sich die Krankheit stark aus, vor allem
durch kontaminierte Blutkonserven, die nicht auf 7. cruzi getestet wurden, aber auch durch
den halbherzigen FEinsatz von Insektiziden, gegen die die Wanzen schnell Resistenzen
ausbildeten. Eine wirksame Chemotherapie oder sogar Impfung
sind bis heute nicht vorhanden und so konzentriert sich die
Bekdmpfung der Parasiten auf eine Abwehr der Wanzen. In der
sog. ,,Southern Cone‘“-Initiative haben sich die Linder Siid- und

Mittelamerikas zusammen-geschlossen mit dem Ziel eines 7 —
organisierten, permanenten Einsatzes verschiedener Insektizide, APP-1.2: Triatoma infestans
die flichendeckend eingesetzt wurden und immer noch werden. So

konnte die Neuinfektionsrate bei den unter 18 jdhrigen in allen Landern um 85% gesenkt
werden, in Uruguay sogar um 99% (WHO, 2004).

Dabei ging man aber davon aus, dass die Wanzenarten, allen voran Triatoma infestans und
Rhodnius prolixus, die fiir die Ubertragung der Krankheit {iberwiegend verantwortlich sind,
domestiziert sind und ein Austausch mit ,,wild-lebenden* Waldarten kaum von Bedeutung
war. In Venezuela kam eine Studie vor kurzem aber zu einem anderen Ergebnis. Dort wurde
festgestellt, dass Wanzen oft zur Nahrungsaufnahme in die kleinen Siedlungen wandern und
sich danach wieder zuriickziehen und somit kaum bek&dmpft werden konnen (Feliciangeli et

al., 2003). Ein weiteres Problem entsteht aus der sehr gro3en Anzahl an Reservoir-Wirten, die
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T. cruzi befallen kann. Dadurch kommt es immer wieder zu Neuinfektionen der Wanzen, die
dadurch als Ubertriiger fiir den Menschen zur Gefahr werden. Auch iiber die gesundheitliche
Vertriglichkeit des dauerhaften Einsatzes der Insektizide fiir den Menschen existieren bislang
keine Untersuchungen, wobei aber von Beeintrachtigungen ausgegangen werden kann. Die
Entwicklung einer Therapie oder wirksamer Vakzine ist deshalb von groBer Wichtigkeit.
Dafiir ist aber ein grundlegendes Verstindnis der Immunantwort gegen den Parasiten
erforderlich.

Systematisch wird 7. cruzi wie folgt eingeordnet:
System Protozoa
Stamm Sarcomastigophora
Unterstamm Mastigophora (Flagellata)
Klasse Zoomastigophora
Ordnung Kinetoplastida
Familie Trypanosomatidae

Namensgebend fiir die Ordnung ist der Kinetoplast, ein besonders DNA-haltiger Abschnitt
des Mitochondriums. Mit Hilfe der Lage des Kinetoplasten innerhalb des Zellkdrpers lassen
sich unterschiedliche Stadien der Trypanosomen identifizieren. Die Lage des Kinetoplasten ist
immer mit dem Ursprung des Flagellums assoziiert, das in der sog. Flagellartasche seinen
Anfang nimmt. Carlos Chagas konnte bei der Charakterisierung von 7. cruzi eine Vielzahl
von Entwicklungsstadien beobachten, von denen sich allerdings drei fiir die Entwicklung
besonders hervortaten.

Die trypomastigote Form stellt das infektidse, nicht teilungsfihige Stadium von 7. cruzi

dar. Der Zellkorper ist schlanker als bei den Epimastigoten, Kinetoplast (K) und
Flagellum (F) wandern apikalwérts und es bildet sich ein ,,surface coat* aus, der
die Parasiten resistent gegeniiber dem Komplementsystem im Blut des
Saugetierwirtes macht. Die Trypomastigoten entstechen durch die sog.

Metazyklogenese aus den Epimastigoten. Dieser Prozess findet im Rektum der
Wanzen statt und wird durch die einsetzende Diurese bei der Blutverdauung
induziert (Schaub & Losch, 1988).

Bei der epimastigoten Form befinden sich Kinetoplast und Flagellartasche zentral

im Zellkorper in direkter Umgebung des Nukleus. Insgesamt hat der Korpus eine leicht
gedrungene Erscheinung. Die Epimastigoten sind ausschlieBlich im Insektenwirt zu

finden und zur Zellteilung befzhigt.

Die amastigote Form ist spezifisch fiir den Sdugetierwirt und das zur Replikation

befdhigte Stadium. Die Vermehrung im Sduger ist ausschlieflich intrazelluldr. Bei den
Amastigoten rundet sich der Zellkorper stark ab, das bei allen anderen Formen voll




Einleitung 4

ausgebildete Flagellum, wéachst kaum iiber den Rand der Flagellartasche und des
Basalapparats (T und B) hinaus und der Kinetoplast erscheint wieder zentral im Korpus.

Der Entwicklungszyklus von Trypanosoma cruzi ist durch den Wirtswechsel Insekt-
Sduger gekennzeichnet. In beiden Wirten findet eine massive Vermehrung statt, die durch
Zweiteilung erfolgt. Sexuelle Vermehrung konnte bei 7. cruzi noch nicht zweifelsfrei
beschrieben werden. Wanzen infizieren sich entweder bei der Blutautnhahme oder durch den
Kot anderer Wanzen, da die Reduviiden Koprophagie
betreiben, um fiir ihre Entwicklung benétigte symbiontische
Bakterien aufzunehmen. In der Regel reicht ein
aufgenommener Parasit aus, um eine stabile Population zu
bilden. Die Trypanosomen durchwandern den Diinndarm und
vermehren sich hauptsdchlich im Rektum der Insekten, da

dessen Epithel mit einer Kutikula ausgekleidet ist und 7.
cruzi sich liber hydrophobe Bereiche seines Flagellums dort
anheften kann (Kleffmann et al., 1998). Eine Evasion aus
dem Darm kommt in den Insekten nicht vor. Durch die
Diurese werden die Trypanosomen aus dem Rektum gespiilt
und gelangen so direkt auf die Haut der Saugetierwirte,

welche die Trypomastigoten durch Mikroverletzungen der
Haut, z.B. dem Stichkanal (Schuster & Schaub, 2000) . , ,
Fig 1.3: Entwicklungszyklus von T. cruzi
oder Invasion durch die Schleimhéute durchdringen. (aus Melhorn & Pikarski, 1995)
Innerhalb der Zelle kommt es zur Umwandlung in das
amastigote Stadium und es beginnt eine massive Vermehrung. Dabei entstehen neben vielen
Amastigoten auch einige Trypomastigote, die sich, nachdem die Wirtszelle durch die
Parasiten zerstort wurde, via Blutstrom im gesamten Korper distributieren oder von einer
Reduviide erneut aufgenommen werden.

1.2 Das Immunsystem

Die Erhaltung der Vitalitdit hoherer Organismen erfordert neben Stoffwechsel und
Fortpflanzung Mechanismen, die der Beseitigung von Pathogenen wie Viren, Bakterien und
Parasiten dienen, da deren ungehindertes Wachstum zum Exitus des Lebewesens fiihren
wiirde. Erste Barrieren stellen die Epithelien dar, die an empfindlichen Stellen wie
Schleimhduten durch die antimikrobiellen Substanzen Lysozyme, Pepsine, Defensine und
Cytidine zusétzliche Schlagkraft erhalten (Ouellette, 1999; Podolsky, 1999). Gelingt
Pathogenen durch Verletzungen der Epithelien oder durch iibertragende Insekten eine
Invasion in den Organismus, kommt es zu einer Aktivierung des Immunsystems.

In Siugetieren gliedert sich die Immunantwort in die angeborene Immunitit und die
erworbene, adaptive Immunitit. Die angeborene Immunitidt zeichnet sich durch ein
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festgelegtes Wirkungsspektrum aus, das unabhingig von der Art des jeweiligen Pathogens
reagiert. In den Bindegeweben unterhalb der Epithelien ist eine erhohte Anzahl an Zellen der
angeborenen Immunitit vorhanden. Dazu gehoéren vor allem Makrophagen und dendritische
Zellen, die u.a. die professionellen Antigenprédsentierenden-Zellen (APZ) reprisentieren. Sie
nehmen durch Pinozytose (Inaba et al., 1990), Makropinozytose (Sallusto et al., 1995),
Phagozytose (Reis e Sousa et al., 1993) oder Endozytose iiber F.-Rezeptoren (Radoux et al.,
1985) Pathogene oder Bruchstiicke der Pathogenen auf und prozessieren sie (Tanaka &
Ichihara, 1988; Tanaka et al., 1988; Brown et al., 1991). Die Proteine werden in kleinste
Peptide fragmentiert und durch Molekiile des Haupthistokompatibilitdts-Komplexes (HLA im
Menschen oder MHC in der Maus) auf der Zelloberfliche der APZ prisentiert (Falk et al.,
1990; Rotzschke et al.,, 1990a; Rotzschke et al.,, 1990b). Dabei werden Peptide von
extrazelluldren Pathogenen, die sich im Phagolysosom befinden auf MHC-II Molekiilen
préasentiert, wahrend Peptide von intrazelluliren Pathogenen, die sich direkt im Zytosol
befinden und zu denen Viren, aber auch Trypanosoma cruzi zihlen, durch MHC-I Molekiile
auf die Zelloberfldche transportiert werden (Zinkernagel, 1979).

Bei diesem Prozess reifen die Makrophagen und dendritischen Zellen aus und wandern in
die drainierenden Lymphknoten oder andere sekundére bzw. periphere lymphatische Organe,
zu denen neben den verschiedenen Lymphknoten auch die Milz gehort. Auch die darm-
assoziierten lymphatischen Gewebe (GALT, Meuwissen et al., 1969), denen z.B. die
Peyerschen Plaques angehoren, die bronchien-assoziierten (BALT, Racz et al., 1977; Myrvik
et al., 1979) sowie die Rachen- und Gaumenmandeln als mucosa-assoziiertes lymphatisches
Gewebe (MALT, Pierce, 1980; Pierce and Koster, 1980) zidhlen dazu.

In den lymphatischen Organen treffen die APZ auf zirkulierende naive Lymphozyten, die
hauptséchlich aus den B- und T-Zellen bestehen. Sie stellen die adaptive Immunitdt dar und
entwickeln sich wie alle Zellen des Blutes und Immunsystems aus pluripotenten myeloiden
Vorlduferzellen im Knochenmark. Sie sind durch eine sehr ausgeprigte Spezifitdt ihrer
Rezeptoren charakterisiert, wobei jede Zelle einen Rezeptor mit eigener Spezifitit ausbildet,
die sich von jeder anderen Zelle und ihrem Rezeptor unterscheidet. Die Entwicklung der T-
Zellen findet im Thymus statt. Dabei durchlaufen die Zellen eine Selektionierung, bei der in
allen Zellen mit einem Rezeptor, der korpereigene Peptide erkennen konnte der
programmierte Zelltod induziert wird. Die B-Zellen entwickeln sich unabhingig von den T-
Zellen im Knochenmark. Alle Lymphozyten mit Rezeptor-Spezifititen gegen korperfremde
Peptide zirkulieren in Blut und Lymphe oder sind in den verschiedenen lymphoiden Organen
zu finden (Gowans, 1966). Solange ein Lymphozyt nicht in Kontakt mit dem fiir den Rezeptor
spezifischen Peptid getreten ist, wird er als naiv bezeichnet. Kommt es aber zu einer
Erkennung des Peptides, das durch die MHC-Molekiile auf der Oberfliche von APZ
prasentiert wird und erfolgt eine Aktivierung der T-Zellen, handelt es sich um eine MHC-
Restriktion (Zinkernagel & Doherty, 1979). Dabei werden Peptide von Pathogenen aus dem
Zytosol, die auf MHC-I Molekiilen prisentiert werden, von CD8"-T-Zellen und Peptide, die
dem Phagolysosomen entstammen und durch MHC-II Molekiile gebunden sind, von CD4"-T-
Zellen erkannt.
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Die Aktivierung der Lymphozyten ist durch eine massive klonale Expansion
gekennzeichnet (Quintans & Lefkovits, 1974; Kamat & Henney, 1975). Die Zellen werden zu
Lymphoblasten, die sich sieben bis zehn Tage lang alle 24 Stunden zwei- bis viermal teilen,
wodurch mehrere tausend Tochterzellen mit identischer Rezeptorspezifitit entstehen. Von
diesen aktivierten Zellen wandelt sich ein bestimmter Anteil in sog. Gedédchtnis-Zellen um,
die bei einer eventuellen Neuinfektion mit dem gleichen Pathogen wesentlich schneller
expandieren und damit reagieren konnen als in der Erstinfektion (Babich et al., 1965; Nossal
et al., 1965; Schmitt, 1965). Aus oben genannten Griinden spricht man von der erworbenen
Immunitét.

Zunichst migrieren die aktivierten T-Zellen durch Chemokine und Signalmolekiile an den
Gefallepithelien zum Infektionsort oder es kommt im Fall von aktivierten B-Zellen, die sich
zu sog. Plasmazellen differenzieren, zu einer massiven Freisetzung von Antikdrpern, die die
gleichen Strukturen auf den Pathogenen erkennen wie der Rezeptor der entsprechenden B-
Zelle. Dadurch kommt es zu einer Opsonisierung der Pathogene mit Antikdrpern, die von
Zellen der angeborenen Immunitit wie z.B. Makrophagen, Eosinophile, Neutrophile oder
NK-Zellen erkannt und phagozytiert bzw. lysiert werden. AuBerdem erfolgt eine Aktivierung
des Komplementsystems, einer weiteren Komponente der angeborenen Immunitét (Gerlings-
Petersen & Pondman, 1965).

Die T-Zellen am Infektionsort entwickeln entweder lytische Aktivitit durch zytotoxische
CD8'-T-Zellen oder sezernieren Zytokine, die vor allem durch CD4'-T-Zellen freigesetzt
werden. Welche Zytokine sezerniert werden, ist in der gesamten Immunantwort von
entscheidender Bedeutung. Es ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Botenmolekiilen
bekannt, die oft duale Wirkungen zeigen konnen, abhingig von ihrer Kombination oder dem
Zeitpunkt der Sekretion. Vor allem die Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-4 (IL-4)
gelten als richtungsweisend fiir die gesamte Immunantwort. Wéhrend IFN-y zu einer
massiven Aktivierung von antimikrobiellen Prozessen in Makrophagen flihrt und somit der
Beseitigung intrazelluldrer Pathogene dienlich ist (Tyl-Antwort), werden durch IL-4 vor
allem B-Zellen in ihrer Aktivierung unterstiitzt, wodurch es zu einer verstirkten Antwort
gegen extrazellulire Pathogene kommt (Ty2-Antwort; ausfiihrliche Darstellung des
Immunsystems in Janeway et al., 2002).

NK-Zellen konnten als eine Zellpopulation beschrieben werden, die sehr schnell, lange
vor einer T-Zell-induzierten Immunantwort mit einer Sekretion von Zytokinen auf eine
Infektion reagieren konnen, wodurch sie eine Schliisselposition in der Direktion der
Immunantwort einnehmen und ein Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven
Immunitit darstellen (Geldhof et al., 2002).

1.3 Natiirliche Killer (NK)-Zellen

NK-Zellen entwickeln sich aus CD34 -Vorliuferzellen, die sich unter Einwirken von Flt-3
und IL-15 zu CD37/CD56" - NK-Zellen ausdifferenzieren (Lotzova et al., 1993; Mrozek et al.,
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1996). Die Anzahl von NK-Zellen im gesamten Organismus 1dBt sich durch den FIt-3-
Liganden stark erhohen (Shaw et al., 1998).
Im Menschen konnen zwei Haupt-Populationen von NK-Zellen unterschieden werden
(Cooper et al., 2001):
1.  die zytotoxischen NK-Zellen. Sie exprimieren hohe Mengen an CD16 und wenig
CD56 und stellen den weitaus grofiten Anteil in der NK-Population (rund 90%) dar.
Bei diesen NK-Zellen kann auch nach Aktivierung kaum eine Proliferation

gemessen werden. CD16 ist ein Rezeptor, der den konstanten Abschnitt von
gebundenen Antikorpern bindet und bei NK-Zellen eine zytotoxische Aktivitit
auslost. Er ist einer von mehreren aktivatorischen Rezeptoren auf der Oberfldche
von NK-Zellen (sieche wunten); CD56 ist ein NK-Zell-spezifisches
Oberflachenmolekiil unbekannter Funktion, das zur Charakterisierung von
Lymphozyten herangezogen wird.

2. die zytokin-sezernierenden NK-Zellen. Sie zeichnen sich durch eine sehr starke

Expression von CD56 aus, besitzen aber wenig CD16. Diese NK-Zellen kdnnen
vielseitig mit Zytokinen auf Stimuli reagieren. So 16sen IL-12, IL-15 und IL-18 in
verschiedener Kombination unterschiedliche Zytokin-Antworten aus:

IL-12 und IL-18 = IFN-y,

IL-15 und IL-18 = GM-CSF und

IL-12 und IL-15 = IL-10.

Die Sekretion von IFN-y, das eine Tyl-Antwort auslost und IL-10, das eine gegenteilige
Wirkung besitzt, 1a6t erkennen, dass NK-Zellen regulativ auf das komplexe Immunsystem
einwirken konnen.

NK-Zellen wurden Mitte der Siebziger Jahre als eigenstindige Lymphozytenpopulation
entdeckt und beschrieben (Kiessling et al., 1975). In Experimenten zur Untersuchung der
Zytotoxizitdit von lymphoiden Zellen konnte sowohl mit Mauszellen als auch mit
Humanzellen eine unerkldrliche Aktivitdit beobachtet werden, die ohne vorherige
Immunisierung auftrat, also nicht auf aktivierte T-Zellen oder antikorpervermittelte Aktivitit
zuriickgefiihrt werden konnte (Herberman et al., 1973; Petranyi et al., 1974). In umfang-
reichen Versuchsreihen konnten innerhalb der Lymphozytenpopulation Zellen charakterisiert
werden, die besonders Yac-Zellen lysierten (Kiessling et al., 1975; Herberman et al., 1975).
Bei Yac-Zellen handelt es sich um Tumorzellen, die urspriinglich von einem Moloney-Virus
induziert wurden. Viren haben oft die Eigenschaft, die Expression der MHC-I-Molekiile zu
inhibieren. So auch bei den Yac-Zellen, die sehr wenig MHC-I-Molekiile auf ihrer
Oberflache aufzeigen. Allerdings konnte erst Mitte der Achtziger Jahre durch die Klonierung
einer Tumor-Zelllinie, die gar kein MHC-I auf ihrer Oberfliche exprimieren konnte, ein
Zusammenhang zwischen der Suszeptibilitit von Zellen fiir eine NK-Zell-vermittelte Lyse
und dem Grad ihrer Expression von MHC-I gefunden werden (Kaérre et al., 1986; Ljunggren
& Karre, 1985). Interessanterweise werden auch korpereigene Nervenzellen von NK-Zellen
erkannt und lysiert (Backstrom et al., 2000 und 2003). Nervenzellen sind die einzigen
somatischen Zellen, die kein MHC-I besitzen (Singer & Maguire, 1990); nur sind sie



Einleitung 8

normalerweise durch eine Ummantelung von Gliazellen (mit MHC-I) umgeben, welche die
Neuronen vor einem direkten Kontakt mit Lymphozyten schiitzen.

Mittlerweile ist der Mechanismus relativ gut aufgekldrt. NK-Zellen besitzen ein
vielseitiges Repertoir an Rezeptoren, deren Expression in ihrer Mehrheit nicht induziert
werden muss, sondern die konstitutiv auf der Oberflache vorhanden sind (Cerwenka & Lewis,
2001; Tabelle 1.1). Vereinfacht lassen sie sich in aktivatorische und inhibitorische Rezeptoren
einteilen. Die Expression von MHC-I ist deshalb von entscheidender Bedeutung fiir eine NK-
Aktivitdt, weil alle inhibitorischen Rezeptoren der NK-Zellen mit hoher Affinitit MHC-I —
Molekiile binden und die NK-Zellen auch dann noch blockieren konnen, wenn es zu einem
zusitzlichen Engagement eines aktivatorischen Rezeptors kommt, weshalb eine Aktivitit
immer durch das ,,missing-self* verursacht wird (Kirre, 2002).

Diese Theorie wird kontrovers diskutiert. Die oben genannten Aussagen besitzen zwar
Giiltigkeit, aber keine unumschrinkte. So wird die MHC-I-Expression von Zellen bei einer
Infektion mit Adenoviren sogar erhdht und dennoch werden die infizierten Zellen von NK-
Zellen erkannt und lysiert (Routes et al., 2001). Zudem binden einige aktivatorische
Rezeptoren ebenfalls an MHC-I, allerdings mit einer stark herabgesetzten Affinitdt (Cerwenka
& Lewis, 2001).

Letztlich rufen die NK-Zellen grofles medizinisches Interesse hervor, weil sie in der Lage
sind, korpereigene Tumorzellen zu erkennen und zu bekdmpfen. Die Griinde sind
wahrscheinlich  vielfdltig, werden aber vorwiegend in einer sehr heterogenen
Zusammensetzung der NK-Zell-Population gesehen, die sich stark in der Expression der
einzelnen Rezeptoren unterscheiden (Routes et al., 2001). In Tumorzellen kommt es
dariiberhinaus zu einer verstirkten Priasentation von Stress-Molekiilen, wie z.B. im Menschen
der MIC-A und B-Molekiile, die als Liganden fiir den aktivatorischen NKG-2D-Rezeptor
identifiziert werden konnten (Bauer et al., 1999). Eine allgemein giiltige Aussage kann
aufgrund dieser ungeklédrten Befunde schwerlich getroffen werden, zumal noch lédngst nicht
alle Funktionen der einzelnen Rezeptoren bzw. alle Rezeptoren von NK-Zellen bekannt sind.

Rezeptor Ligand

inhibierend Ly49 (murin)/ erkennt MHC-I
KIR (human)
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CD94/NKG-2A ebenfalls Bindung an MHC-I

aktivierend Ly49 (D und H) binden an nicht kérpereigenes MHC-1, sollte doch eine
Erkennung von eigenem MHC-I erfolgen ist die Affinitét
stark herabgesetzt im Vergleich zu den inhib. Ly49; sind
mit DAP-12 assoziiert

CD94/NKG-2C wie bei Ly49 geringere Affinitit zu MHC-I, die wird
aber von den Peptiden, mit denen die MHC-Molekiile
beladen sind, beeinfluf3t

2B4 bindet an CD48, ein GPI-verankertes Molekiil der Ig-
Superfamilie und wird auf NK-, T- und einigen
myeloiden Zellen exprimiert. Engagement fiihrt zu
Zytokin-Ausschiittung und Zytotoxizitét

NKG-2D erkennt H60 in Méusen und MIC-A und B im
Menschen. Ist mit DAP-10 assoziiert. Bindung fiihrt zu
zytotoxischer Aktivitit. Wird auf NK-, y3- und CDS8"-
Zellen exprimiert

unbekannte Nkp 46 ist auf allen NK-Zellen exprimiert. Spezifische
Funktion Antikorper 16sen eine Lyse aller F.-Rezeptoren tragender
Zellen aus
Nkp 44 wird nur auf IL-2 aktivierten NK-Zellen exprimiert und
ist mit DAP-12 assoziiert
Nkp 30 wichtige Funktion bei Interaktionen mit dendritischen
Zellen, die abhingig von den lokalen

Zahlenverhiltnissen NK-Zellen:DC NK-Zellen aktivie-
ren oder inhibieren konnen (Piccioli et al., 2001;
Ferlazzo et al., 2001; Gerosa et al., 2001)

Tab. 1.1: Wichtige Rezeptoren von NK-Zellen

1.4 Die Immunantwort gegen Trypanosoma cruzi

Viele Pathogene haben sich evolutiv an ihren Wirt angepalit, indem sie eine starke
Immunantwort verhindern, sei es durch gezielte Inhibierung oder durch Persistenz in
Geweben in denen eine Inflammation moglichst unterdriickt wird, wie z.B. der Leber oder das
Gehirn (zusammengefalit in Mehlhorn & Pikarski, 1995). In einer 7. cruzi-Infektion kommt
es kurz nach der Invasion zu einer starken Aktivierung des Immunsystems. Dazu tragt vor
allem bei, dass 7. cruzi sowohl intrazelluldr als auch extrazelluldr im S&ugerwirt auftritt und
dadurch neben Mechanismen zur Beseitigung von den intrazelluliren Parasiten durch z.B.
erhohte Zytotoxizitdt auch die humorale Ty2-Immunantwort aktiviert wird.

Gelingt T. cruzi das Eindringen in einen Siugetierwirt, werden sofort Zellen im
Unterhautgewebe wie unreife dendritische Zellen, Makrophagen und Fibroblasten infiziert.
Dabei bindet wahrscheinlich ein bestimmtes Protein auf der Oberfliche der infektidsen
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Trypomastigoten, das Tc85, ein zur Transsialidase-Supergen-Familie gehorendes
Glykoprotein, an die Zellmembranen der Wirtszellen und 16st dadurch die Aufnahme in die
Zellen aus (Magdesian et al., 2001). Durch die Bindung an die Zelle induziert 7. cruzi in der
Zelle eine Attraktion von Lysosomen entlang der Mikrotubuli zum Ort der Anheftung von T.
cruzi an die Zellmembran (Tardieux et al., 1992; Rodriguez et al., 1996). Der saure pH-Wert
der Lysosomen, in die 7. cruzi invadiert, fiihrt nicht zur Lyse der Parasiten, sondern aktiviert
porenbildende Proteine. Diese sind nur unter sauren Bedingungen aktiv und besitzen
Homologien zu den porenformenden Proteinen des Komplementsystems (Ley at al., 1990;
Andrews et al., 1990; Andrews & Webster, 1991). Dadurch konnen die Trypanosomen direkt
ins Zytosol entweichen. AuBlerdem induziert der saure pH-Wert die Umwandlung der
Trypomastigoten ins amastigote Stadium, ein Prozess, der bereits in der Vakuole beginnt und
im Zytosol weitergefiihrt wird (Tomlinson et al., 1995).

Das Entweichen in das Zytosol verhindert keine Signalgebung der infizierten Zellen an
das Immunsystem, dass sie von 7. cruzi befallen sind. Es kommt zu einer Fragmentierung von
T. cruzi-Proteinen, die in MHC-I Molekiilen auf der Oberfliche der Wirtszellen prisentiert
werden. Zudem kommt es sowohl in infizierten Miusen als auch in Menschen zu einer
erhohten MHC-I Expression in den infizierten Geweben (Stryker & Nickell, 1995; Reis et al.,
1993).

Durch Experimente in Méusen, die sich als Modellorganismus zur Untersuchung einer 7.
cruzi-Infektion und ihrer Folgen eignen, konnten wichtige Bestandteile der Immunantwort
gegen die Parasiten aufgeklart werden.

Vor allem CDS8'-T-Zellen, welche zytotoxische Aktivitdt ausiiben, werden durch die
Antigenprasentation durch MHC-I-Molekiilen aktiviert. In der akuten Phase der Infektion
nimmt ihre Anzahl im Blut stark zu, wihrend die Zahl der CD4 -T-Zellen abnimmt (Sato et
al., 1992). In der chronischen Phase sind in den infizierten Geweben fast ausschlieBlich
CDS8"-T-Zellen aktiv (dos Santos et al., 2001). Eine Depletion der CD8"-T-Zellen verursacht
eine erheblich gesteigerte Suszeptibitlitit in Médusen (Tarleton, 1990). Trotzdem sind nicht
nur CD8"-T-Zellen bei der Bekimpfung von 7. cruzi von Bedeutung. In der akuten Phase der
Infektion kann ebenso eine starke Expansion von B-Zellen beobachtet werden (Minoprio et
al., 1986). Die daraus folgende humorale Antwort mit Antikorpern trdgt stark zu einer
Resistenz gegen die Parasiten bei. So konnen Méuse durch Injektion von Antisera die
Parasitdmie sehr viel schneller unterdriicken als unbehandelte Méuse (Scott & Moyes, 1982).
AuBerdem fiihrt die Opsonierung der extrazelluldren 7. cruzi mit Antikdrpern zu einer
verstirkten Aufnahme durch Makrophagen (Lages-Silva et al., 1986; Lima-Martins et al.,
1985). Auch in diesem Fall fiihrt eine Depletion von B-Zell-aktivierenden T-Zellen zu einer
stark erhohten Parasitimie und Sterblichkeit in den infizierten Méusen (Rottenberg et al.,
1988).

Im Gegensatz zu der B-Zell-Expansion wird die Proliferation der T-Zellen sehr schnell
durch 7. cruzi unterdriickt. T-Zellen benotigen zur fortdauernden Teilung Interleukin-2 (IL-2).
Der Nachweis dieses Zytokins kann als Zeichen von T-Zell-Aktivierung gewertet werden, da
nur T-Zellen, die ihr spezifisches Antigen erkannt haben, IL-2 ausschiitten. In einer 7. cruzi-
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Infektion kann bereits vier Tage nach der Infektion der anfianglich hohe Titer an IL-2 nicht
mehr detektiert werden (Nabors & Tarleton, 1991). AuBlerdem konnen in Maiusen
suppressorische T-Zellen nachgewiesen werden, die nach adoptiven Transfer die T-Zell-
Antwort in nicht-infizierten Mausen inhibieren konnen (Ramos et al.,1979) und die nicht den
normalen af-T-Zell-Rezeptor tragen, sondern einen yd-Rezeptor besitzen (Cardillo et al.,
1993).

Trotz der inhibierten T-Zell-Antwort konnen sowohl in der akuten Phase als auch in der
chronischen Phase inflammatorische Zytokine nachgewiesen werden. Vor allem
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) und IFN-y werden permanent in den parasitierten Geweben
freigesetzt (Grisotto et al., 2001; Ramos et al., 1979). Die Produzenten sind in den
unterschiedlichen Phasen der Infektion jeweils unterschiedliche Zellpopulationen. Wahrend in
der chronischen Phase vor allem CD8'-T-Zellen die Inflammation in den Geweben
verursachen, sind in der akuten Phase CD4'-T-Zellen und als allererstes NK-Zellen von
Bedeutung. Fiir eine erfolgreiche Immunantwort gegen Trypanosoma cruzi ist es
entscheidend, dass sich der Ty1-Typ ausbildet. Unterstiitzt wird dies durch die Sekretion von
Interleukin-12 (IL-12), das insbesondere von infizierten Makrophagen und dendritischen
Zellen sezerniert wird. Dieses Zytokin bewirkt in T- und NK-Zellen die Sekretion von IFN-y,
das wiederum in infizierten Zellen Prozesse zur effektiveren Bekdmpfung der intrazelluléren
Parasiten induziert, mit dem Hauptmediator Stickstoffmonoxid (NO; Daubener et al., 1999).
In suzeptiblen Maus-Stimmen wie Balb/c-Miusen wird die Ty 1-Antwort durch die Zytokine
IL-4 und IL-13 unterdriickt, wodurch die Induktion von NO in den infizierten Zellen inhibiert
ist und die Parasiten nicht wirkungsvoll beseitigt werden kdnnen (Antinez & Cardoni, 2001;
Kumar & Tarleton, 2001). In Mausen, die in der Lage sind die Parasitdmie nach einiger Zeit
zu kontrollieren (z.B. C57BL/6-Méuse), kann IL-12 schon wenige Stunden nach der Infektion
nachgewiesen werden (Aliberti et al., 1996; Frosch et al., 1996; Une et al., 2000), woraufhin
auch die Konzentration an IFN-y stark ansteigt (Meyer zum Biischenfelde et al., 1997, Miiller
et al., 2001). Werden die Gene fiir IL-12 oder IFN-y ausgeschaltet, kann eine wesentlich
hohere Sterblichkeit der Méduse beobachtet werden an (Une et al., 2003, Michailowsky et al.,
2001). Grund dafiir ist die fehlende Induktion von NO. Wird NO in vivo inhibiert oder das
Gen des NO-generierenden Enzyms, der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), ausgeschaltet,
versterben die Méuse dhnlich schnell wie in den IL-12 oder IFN-y-defizienten Méusen (Saftel
et al., 2001; Holscher et al., 1998). Allerdings konnen diese Auswirkungen nur dann
beobachtet werden, wenn die Inhibierung mit der Infektion erfolgt: Schon eine Inhibierung
der iNOS 20 Tage nach der Infektion hat keinen Einflufl auf die Parasitenlast im Blut oder
den infizierten Geweben (Siftel et al., 2001). Eine friihzeitige Sekretion von IFN-y ist fiir eine
erfolgreiche Bekdmpfung der Parasiten notwendig, um die Zahl der Pathogene von Anfang an
moglichst gering zu halten. NK-Zellen sezernieren schon wenige Stunden nach der Infektion
IFN-y (Cardillo et al., 1996) und sind deshalb von besonderer Bedeutung. Eine Depletion der
NK-Zellen in vivo zum Zeitpunkt der Infektion, fiihrt zu einem drastischen Absinken der IFN-
y-Konzentration und damit zu einer erheblich gesteigerten Suszeptibilitit (Cardillo et al.,
1996; Cardillo et al., 2002).
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Neben der schnellen IFN-y-Produktion durch NK-Zellen konnte eine zweite mogliche
Beteiligung von NK-Zellen bei der Immunabwehr gegen die Trypanosomen beobachtet
werden. Dabei gehen die Lymphozyten direkte Interaktionen mit extrazelluldren 7. cruzi ein,
die zu einer Immobilitit der Parasiten fiihren (Hatcher & Kuhn, 1982). Uber die Natur dieser
Interaktionen ist noch nichts bekannt, allerdings sind die NK-Zellen die einzigen
Lymphozyten, die zu solchen Reaktionen befdhigt sind. AuBler 7. cruzi sind auch andere
Trypanosomen-Arten wie z.B. Trypanosoma lewisi von zytotoxischen Aktivitdten der NK-
Zellen betroffen. Interessanterweise ist Trypanosoma musculi, ein an die Maus angepaliter
Parasit, vor der Aktivitdt muriner NK-Zellen geschiitzt. Der Grund dafiir konnte noch nicht
geklart werden (Albright et al., 1984).

Fragestellung und Ziele der Arbeit

NK-Zellen beteiligen sich in vielfdltiger Weise an der Immunantwort gegen Trypanosoma
cruzi. Insbesondere in der frithen Phase der Infektion ist die Aktivitit von NK-Zellen von
entscheidender Bedeutung, um die Parasiten erfolgreich zu kontrollieren. Die bisherigen
Untersuchungen konnten eine deutliche Steigerung der Parasitimie und Sterblichkeit durch
eine Depletion von NK-Zellen aufzeigen, die auf eine verminderte Sekretion von IFN-y
zuriickgefiihrt werden kann.

Allerdings konnte noch nicht gezeigt werden, inwieweit die Depletion von NK-Zellen die
Persistenz in den einzelnen Geweben beeinflufft. Im Rahmen dieser Arbeit soll die
Parasitenlast in einigen Geweben in An- bzw. Abwesenheit von NK-Zellen untersucht und die
daraus gewonnen Erkenntnisse in vitro erweitert werden. Dazu soll eine Fibroblasten-Zelllinie
mit 7. cruzi infiziert und die Induktion von antimikrobiellen Prozessen unter Beteiligung von
Milz- und NK-Zellen untersucht werden.

Desweiteren sollen die Erkenntnisse der direkten Interaktionen von NK-Zellen und T.
cruzi erweitert werden. Diesbeziiglich werden Experimente angestrebt, die die Mechanismen
beziiglich Erkennung und Abtdtung von extrazelluliren 7. cruzi durch NK-Zellen kldren
sollen. Wichtig dabei ist die Untersuchung, ob die Aktivitit kontaktabhidngig oder
zytokinvermittelt ist und ferner, ob zytotoxische Mediatoren fiir die Immobilisierung der
Parasiten verantwortlich sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Mausstamme

Die mit * gekennzeichneten Miuse wurden im hauseigenen Tierstall geziichtet. Alle
verwendeten Miuse wurden im Alter zwischen fiinf bis acht Wochen eingesetzt.

BALB/c-Méuse (H-2b) * Charles River Laboratories, Wilmington,
MA, USA

C57BL/6-Miuse (H-2°) * Charles River Laboratories

IFN-y "-Balb/c (H-2%) * MPI fiir Immunbiologie, Freiburg

IL-12 -C57BL/6-Mause (H-2°) * BNI

CBAj (H-25 Charles River Laboratories

C.B.-17 (Scid, H-2d) Charles River Laboratories

Perforin” C57BL/6-Mause (H-2") MPI fiir Immunbiologie, Freiburg

2.1.2 Parasiten
Tulahuen (WHO Referenz-Stamm M/HOM/
CH/00/Tulahuen C2) MPI fiir Immunbiologie, Freiburg

Tehuantepec (transfiziert mit lacZ-Gen) im BNI vorhanden, zur Verfiigung gestellt
von Dr. Sebastian Gréfe

2.1.3 Zelllinien

Yac-1 (Lymphoma-Zelllinie, die durch einen

Moloney Leukdmie Virus induziert wurde) Forschungszentrum Borstel
L-929 (fibroblasten-dhnliche Tumorzellen) ATCC, Rockville Maryland, USA
86-HG-39 (humane Neuroblastomazellen) BNI

2.1.4 Antikorper

Antikorper fiir FACS und ELISA:
Ratte-anti-Maus-CD4-CyChrome PharMingen
Ratte-anti-Maus-CDS8-FITC (CT-CD8a) CALTAG
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Ratte-anti-Maus-CD3-CyChrome (17A2)
Ratte-anti-Maus-IL 12 (C15.6)

Ratte-anti-Maus-IL 12-Biotin (C17.8)
Ratte-anti-Maus-IFN-y (R4-6A2)
Ratte-anti-Maus-IFN-y-Biotin (XMG1.2)
Ratte-anti-Maus-CD49b/Pan NK-Zellen (DX5)-FITC

Antikorper fiir Neutralisation, Blot und Depletion:

Anti-NKG-2D (Klon 191004)
Ratte-anti-Maus-IL 12 (neutralisierend, C17.8)
Ratte-anti-Maus-IFN-y (XMG1.2)
Kanninchen-anti-Maus-iNOS/NOS 11

Kanninchen-anti-Maus-Asialo GM 1
Ziege-anti-Kanninchen (Blot)

2.1.5 Primer

murines IFN-a sense
murines IFN-a anti-sense
murines IFN-3 sense
murines [FN-f3 anti-sense
murines [3-actin sense
murines B-actin anti-sense

TacMan-PCR
T. cruzi sense
anti-sense

FAM/TAMRA-Sonde

PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen

R&D Systems, Wiesbaden
PharMingen

BNI

Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY

Cedarlane, Canada

Dako

5’ -TGT CTG ATG CAG CAG GTG G -3’

5’ - AAG ACA GGG CTCTCCAGA C-3’

5" -CCA TCC AAG AGATGCTCCAG-3’

5’ - GTG GAG AGC AGT TGA GGA CA -3’

5’- GTC GTA CCA CAG GCATTG TGA TGG -3’
5’ - GCA ATG CCT GGG TACATG GTG G -3’

5’ -GGC TGC AGA GTCAGG TGT TT -3’
5" = GCA TAT CGG CAA ACCAGCA -3
FAM - TAG GCT TCC ATG ATG — CAA AAA GAA ACA

AAA GAA A - TAMRA -TA

2.1.6 Gerite

Analysenwaage
Blotting-Kammer ("semidry")
CO2-Inkubator (Brutschrank)
Critical Point Dryer CPD 7501
Digitalwaage

Sartorius AG, Gottingen
BioRAD, Miinchen
Heraeus Instruments, Hanau
Plano, Wetzlar

Kern & Sohne, Alberstadt
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ELISA-Reader Lambda E
ELISPOT-Reader (Bioreader-2000)
FACSAria Zellsorter

FACScan Durchfluss-Zytometer
Filmentwickler M35-X-OMAT
v-Counter (Wizard, 1470)

MWG Biotech, Ebersberg
Bio-Sys, Karben

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson

Kodak, USA

Wallac, USA

Gelkammern fiir Polyacrylamid-Gelelektrophorese Keutz, Reiskirchen; BioRAD

Heizblock (Thermomixer 5436)
Invert-Mikroskop (Modell TMS)
Kiihlanlage (Modell K20/DC3)
Magnetriihrer

Mehrbeschichtungsanlage NED 010
Mikropipetten (1000 pl, 100 pl, 10 pl)
Mikrowelle
MidiMACS-Zellseparationssytem

Netzteil fiir Agarose-Gelelektrophorese
Netzteil fiir Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR-Thermocycler

pH-Meter (WTW pH 537)
Photoapparatur fiir DNA-Gelphotos
Pipettierhilfe
Raster-Elektronenmikroskop PSEM 500
Schiittelgerat (Vortexer)
Schiittelinkubator fiir Bakterienkulturen
Spektralphotometer (Modell U-2000)
Sterile Arbeitsbank (Lamin Air HB 2448)
UV-Tisch

Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage (Milli-Q-Plus)
Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg

Nikon, Japan

Haake, Karlsruhe

Janke & Kunkel, IKA® Labortechnik,
Staufen

Baltec, Schalksmiihle

Eppendorf

Panasonic

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BioRAD

Consort, Miinchen

Hybaid OmniGene, Hybaid Ltd.,
Middlesex, England

Labotec, Wiesbaden

Mitsubishi, Tokio, Japan
Hirschmann, Eberstadt

Fei-Philips, Kassel

Janke & Kunkel, IKA® Labortechnik
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Hitachi, Japan

Heraeus Instruments

Internat. Biotechnologies, New Haven,
CT, USA

GFL, Burgwedel

Modell 5415C, Eppendorf;
Biofuge 13R, Megafuge 2.0R und
Suprafuge 22, Heraeus Instruments
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2.1.7 Plastik- und Glaswaren

Alle mit * versehenen Waren wurden steril bezogen.

Cellolate (Glaspldttchen)
Deckglédschen
Einfrierrdhrchen fiir Zellen (1,8 ml)*

Elektroporationskiivetten (0,4 cm Schichtdicke)*

ELISPOT-Platte
FACS-Rohrchen

Gewebekulturflaschen (50 ml und 250 ml)’k
Gewebekulturplatten (6 oder 24 Vertiefungen)™
Gewebekulturplatten (96 Vertiefungen)*

(Flach- und Rundboden)

Kaniilen™

Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager

Petrischalen (@ 35 mm; Typ 1008)*
Petrischalen (@ 90 mm)*
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (gestopft) fiir PCR
Plastikpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)*
Platten fiir die Proteinbestimmung
(96 Vertiefungen)

Platten fiir ELISA (MaxiSorb Immuno Plate;

96 Vertiefungen)
Quarzkiivetten
Reaktionsgefafie (1,5 ml und 2 ml)

Safelock-Reaktionsgefiae (0,5 ml und 1,5 ml)

Schnappdeckel-Rohrchen
Spritzen (2 ml, 5 ml, 50 ml)’l<
Sterilfilter (0,22 um)*

Zellkultureinsitze fiir Gewebekulturplatte

(24 Vertiefungen)
Zellkultureinsitze (Transwells)

Zentrifugenrohrchen (Spitzboden; 15 und 50 ml)>l<
(Rundboden; 5 ml)’l<

Eppendorf

Engelbrecht, Edermiinde
Nunc, Roskilde, Ddnemark
Eurogentec, Seraing, Belgien

Falcon, Becton Dickinson
Greiner, Frickenhausen
Greiner

Greiner

Braun, Melsungen

Brandt, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Falcon

Greiner

Sarstedt, Niirnberg;

Gilson, Villiers-le-bel, Frankreich
Biozym Diagnostik, Oldendorf
Sarstedt

Greiner

Nunc

Hellma

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf

Falcon, Becton Dickinson
Brandt

Schleicher & Schuell, Dassel
Nunc

Nunc
Falcon
Falcon
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2.1.8 Material fiir molekularbiologische Arbeiten

2.1.8.1 Reagenzien

Agarose

Ampicillin

Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Molekulargewichtsmarker
(100 bp-Leiter, 100 bp plus, 1 kB-Leiter)
Ethidiumbromid

Glykogen

Mineraldl

Oligo(dT)15-Primer

PCR Tag-DNA-Polymerase
Proteinprézipitations-Losung
SuperScript Reverse Transkriptase
(SUPERSCRIPT™ II)

TRI Reagent®

Zell-Lysis-Puffer

Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma

Sigma

Gibco BRL, Eggenstein
MBI Fermentas

Sigma

Sigma

Sigma

Boehringer

MBI

Gentra, USA

Gibco BRL, Eggenstein

Molecular Research Center, Cincinnati,
OH, USA
Gentra

2.1.8.2 Kulturmedien, Puffer und verwendete Stammlosungen

Desoxyribonukleotid-Gemisch (ANTPs) fur die PCR

2 mM dATP
2 mM dTTP
2 mM dCTP
2 mM dGTP

— in autoklaviertem Aqua dest.
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Desoxyribonukleotid-Gemisch (ANTPs) fiir die Reverse Transkription

10 mM dATP
10 mM dTTP
10 mM dCTP
10 mM dGTP

— in autoklaviertem Aqua dest.

6x DNA-Beladungspuffer fiur die Agarose-Gelelektrophorese

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
15% Ficoll

DNA-Molekulargewichtsmarker 100 bp-Leiter

83 ng/ml

DNA-Molekulargewichtsmarker 1 kb-Leiter

83 ng/ml

Ethidiumbromid-Stammldsung

10 mg/ml

Oligo(dT)15-Primer-Lésung fiir die Reverse Transkription

8 uM

Proteinase K-Stock

20 mg/ml
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10x TBE-Puffer

0,89 M TrisBase
0,89 M Borséaure
20 mM NapEDTA x 2H20

— auf pH 8,0 einstellen

2.1.9 Material fiir biochemische Arbeiten

2.1.9.1 Reagenzien

Ammoniumpersulfat (APS)
Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)

BSA (Peroxidase-frei)

Centricon-Filter YM-10 (10 kD)

Coomassie Plus Protein Assay Reagent
Dialyse-Schlauch (Typ 27/32)
Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagents
Filmkassette (18 cm x 24 cm)
Hybond-ECL-Nitrozellulose-Membran
Hyperfilm-ECL

Imidazol

2-Mercaptoethanol

Milchpulver
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Protein-A/G-Siule
Proteinase-Inhibitor-Tabletten ("Complete")

Roth, Karlsruhe

Roth

Serva, Heidelberg
Millipore, Bedford, MA, USA
Pierce, Rockford, IL, USA
Roth

Sigma, Deisenhofen
Amersham Pharmacia
Siemens, Miinchen
Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Merck, Darmstadt

Sigma

Nestle, Frankfurt
BioRAD, Miinchen

Pierce

Boehringer, Mannheim

Protein-Molekulargewichtsstandard (10 kD-Leiter) Gibco BRL, Eggenstein
Protein-Molekulargewichtsstandard ("prestained") Gibco BRL

Streptavidin-HRPO
Triton-X-100

DAKO, Glostrup, Danemark
Sigma

Trocknungsfolien fiir PA-Gele (Large Cellophane) Novex, San Diego, CA, USA

Tween-20
Whatman-Filterpapier

Sigma
Schleicher & Schuell, Dassel
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2.1.9.2 Puffer und verwendete Stammlosungen

Zum Ansetzen aller im folgenden genannten Puffer und Stamml6sungen wurde, wenn nicht
anders angegeben, doppelt destilliertes Wasser (Aqua dest.) verwendet.

Ammoniumpersulfat-Stammldsung

10%

5x Beladungspuffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

50 mM Tris
2% SDS
5% Glycerin
0,1 M DTT
0,03% Bromphenolblau

— auf pH 6,8 einstellen

10x CAPS-Puffer

22,13 ¢ CAPS in 900 ml ddH,O
pH-Wert mit 5 M NaOH auf pH 11 einstellen

— ad 1 1 Aqua dest

1x CAPS-Puffer

100 ml 10x CAPS-Puffer
100 ml Methanol
— ad 1 I mit Aqua dest
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10x Laufpuffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

250 mM Tris
25M Glycin
1% SDS

— auf pH 8,3 einstellen

Natriumthiosulfat-Stammldsung

430 mg Na2S203x5H20
5ml Aqua dest

4x Sammelgel-Puffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

0,5M Tris
0,4% SDS

— auf pH 6,8 einstellen

4x Trenngel-Puffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

1,5M Tris
0,4% SDS

— auf pH 8,8 einstellen

Triton-Lysispuffer

137 mM NaCl
50 mM Tris
1 mM Orthovanadat
2 mM EDTA
10% Glycerin
1% Triton-X-100

— + 1 Proteinase-Inhibitor-Tablette pro 100 ml Puffer
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2.1.10 Material fiir zellbiologische Arbeiten

2.1.10.1 Reagenzien

Aminoguanidin

BSA (Peroxidase-frei)

Chrom 517 (ImCi/ml)

Cohn-II (gamma-Globuline)
CMFDA (5-Chloromethylfluoreszin-
diacetat)

CPRG (Chlorophenol rot--D-galaktopyranosid)

Diethylether
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fotales Kalberserum (FCS)
Gentamycin

Glutaraldehyd

L-Glutamin

LPS

LS"-Separationssiulen

MACS anti-FITC-MicroBeads
Metofan

murines IFN-y

murines [L-2
Naphtylethylendiamin
Nonidet-P40

Osmium Tetraoxid
Peroxidase-Blocking-Reagenz
Paraformaldehyd (PFA)
Phosphorsédure

poly I:C (Polyinosinic-Polycytidylic Saure)
Poly L-Lysin

Propandiol (2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol)
RPMI 1640 ohne L-Glutamin
Sulfanilamid

Schwefelsdure
Streptavidin-HRP
Strontiumchlorid

Trypanblau

Wachsstift

Sigma

Serva, Heidelberg

Amersham Pharmacia

Sigma

Molecular Probes, Eugene, OR

Roche, Mannheim

Merk

Amersham Pharmacia, Freiburg
Sigma

Gibco BRL

Sigma

Gibco BRL

PharMingen, Hamburg
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Janssen-Cilag, Neuss
PharMingen

PharMingen

Sigma

ICN Biomedical, Aurora, Ohio
Plano

DAKO

Serva

Merk

Sigma

Sigma

Sigma

PAA, Colbe

Sigma

Merk

DAKO

Sigma

Serva

DAKO
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2.1.10.2 Kulturmedien, Puffer und verwendete Stammldsungen

Fotales Kélberserum (FCS) wurde zur Inaktivierung der Komplementfaktoren vor Gebrauch
fiir 45 Minuten auf 56°C erhitzt und bis zu seiner Verwendung bei -20°C gelagert.

RPMI-Zellkulturmedium mit 10% FCS ("Vollmedium")

500 ml RPMI 1640 ohne L-Glutamin
50 ml FCS
10 ml L-Glutamin (200 mM)
— Lagerung bei 4°C
Einfriermedium
20 ml Vollmedium
25 ml FCS
5ml DMSO

CMFDA-Stammldsung

10 mM in DMSO

CPRG-StammlGsung

1 mM in PBS
0,1% Nondet-P40

Cohn-II-Stammldsung

10 mg/ml in 1x PBS
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ELISA-Oberflachenpuffer

Losung A: 10 mM Na2CO3
Losung B: 20 mM NaHCO3

— Losung B wird zu 70 ml Losung A gegeben, bis pH 9,6 erreicht ist

ELISA- Substratpuffer

100 mM NaH2PO4

— auf pH 5,5 einstellen

ELISA-Substratlosung

200 pl TMB-Stammlosung
1,2 ul H202 (30%ig)
12 ml Substratpuffer

— stets frisch ansetzen

ELISA-TMB-Stammldsung

30 mg Tetramethylbenzidin (TMB) in 5 ml DMSO

ELISpot-Oberflachenpuffer

100 mM NaHCO;

— auf pH 9,2-9,5 einstellen
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ELISpot-Substratlosung

10 ml 100 mM Tris pH 7,5
200 pul DAB-Stock (40 mg/ml)
50 ul  NiCl,-Stock (80 mg/ml)

— Puffer steril filtrieren und 5 ul H,O, zufiigen

Erythrozyten-Lysis-Puffer (Gey's Losung)

0,83% NH4Cl

— mit Tris-HCI (pH 9) auf pH 7,5 einstellen

FACS-Puffer

1% FCS
0,05% NaN3
— in 1x PBS

Griess-Stammldsungen

Losung 1: 1% Sulfonamid
2,5% Phosphorsdure

Losung 2: 0,1% Naphtylethylendiamin
2,5% Phosphorséure
LIT-Medium

1. Hemin-Losung:
25 mgin 5 ml 0,01 M NaOH

— 2 Stunden bei 30°C schiitteln

— 20 min bei RT und 15.000 rpm zentrifugieren
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2. Leberpulver-Losung

5,0 g Difco-Leberpulver in 50 ml Aqua dest.

— 1 Stunde bei 50°C riihren; 5-10 min bei 95°C
— 20 min bei RT und 3500 rpm zentrifugieren

4,0 g NaCl

0,4 g KCI

8,0 g Na,HPO4
2,0 g Glukose
5,0 g Tryptose

— in 900 ml Aqua dest.
+ 5 ml Hemin-Losung
+ 50 ml Leberpulver-Lésung
+ 50 ml FCS

— steril filtrieren

MACS(magnetic cell sorting)-Puffer

2 mM EDTA
1% BSA
— in 1x PBS

20x Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

180 g/l 27 M NaCl
35 g/l 02M Na,HPO, x 2H,0
5.44 g/1 0.4 M KH,PO,

— auf pH 7,4 einstellen

Trypanblau-Stammldsung

2 mgin 100 ml PBS
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2.2 Methoden
2.2.1 In vivo-Infektion
2.2.1.1 Infektion der Miuse mit Trypanosoma cruzi

Der T. cruzi-Stamm Tulahuen wurde durch 10 bisl4 tigige Mauspassagen in 4 bis 6
Wochen alte minnliche Balb/c Méuse in vivo erhalten. Zur Erhaltung wurde mit Ether
betdubten infizierten Mé&usen durch Herzpunktion Blut entnommen und nicht-infizierten
Balb/c-Maiusen intraperitoneal (i.p.) inokuliert.

Fiir die Untersuchung des Parasitimieverlaufes wurde ebenfalls Herzblut gewonnen und
die Parasitenzahl im Blut bestimmt, wobei die Zahlung stérende Erythrozyten durch Zugabe
von Erythrozyten-Lysis-Puffers eliminiert wurden. Daraufthin wurden die Parasiten auf eine
Anzahl von 2 x 10° T\ cruzi/ml (bzw. 5 x 10° T. cruzi/ml) mit sterilem PBS eingestellt, was
einer sublethalen Dosis von 1x10* 7. c¢ruzi in 50 ul (bzw. einer nicht lethalen Dosis von 250
T. cruzi) entspricht und 4 bis 6 Wochen alten ménnliche C57BL/6 Méuse subkutan in die
FuB3sohle injiziert.

2.2.1.2 Bestimmung der Parasitimien

NK-Zellen wurden beschrieben als die Zellpopulation, die sehr schnell und als erste
Lymphozyten-Population in einer 7. cruzi-Infektion mit der Freisetzung von IFN-y antworten
kann (siehe Einleitung).

Um die Notwendigkeit einer Beteiligung von NK-Zellen an der Immunantwort in der
frithen akuten Phase einer 7. cruzi-Infektion zu untersuchen, wurden NK-Zell-defiziente
C57BL/6 Mause in den Experimenten verwendet. Grundsitzlich kann diese Defizienz auf
zwei verschiedenen Wegen erreicht werden: Zum einen durch ein Ausschalten der
entsprechenden Gene in der Keimbahn, sodass sich keine NK-Zellen entwickeln kénnen und
zum anderen durch Applikation von spezifischen Antikdrpern, sodass die ,,markierten* Zellen
von phagozytischen Zellen erkannt und eliminiert werden. In den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen wurde auf die letztere Methode zuriickgegriffen. Die
Depletion durch Antikdrper hat den Vorteil, dass die behandelten Méuse sich nicht von den
unbehandelten Kontroll-M&usen unterscheiden und nicht etwa einen differenzierten Phianotyp
entwickeln, wie es bei genetisch verdnderten Mausen der Fall sein konnte. Der Nachteil dieser
Methode liegt in der nicht kompletten Depletion aller NK-Zellen.

Die NK-Zellen wurden mit Antikorpern, die gegen das Asialo-GM1-Molekiil gerichtet
waren, depletiert. Das Asialo-Molekiil ist auf mehreren Zelltypen expremiert, dennoch konnte
eine spezifische Depletion der NK-Zellen mittels diesen Antikdrpers in vivo beschrieben
werden (Emoto & Kaufmann, 2003).
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Die Antikorper wurden C57BL/6 Méusen in 50 ul PBS einen Tag vor der Infektion, mit
der Infektion und drei bzw. sieben Tage nach der Infektion i.p. injiziert. Zur Kontrolle wurde
eine zweite Gruppe mit 50 ul PBS i.p. behandelt. Jede Gruppe bestand aus fiinf Tieren. Die
Infektion erfolgte wie unter 2.2.1.1 beschrieben.

Die Parasitimie wurde ab dem siebten Tag nach Infektion alle drei bis vier Tage durch
Auftragen eines Tropfen Blutes, der aus der angeschnittenen Schwanzspitze der Maus
gewonnen wurde, auf einem Objekttrager durch Auszihlen von 100 Gesichtsfeldern in einer
400fachen VergroBerung lichtmikroskopisch bestimmt. Dabei entsprach eine Anzahl von
durchschnittlich einem Parasiten pro Gesichtsfeld einer Parasitimie von 1x10° 7. cruzi/ml
Blut (Schuster & Schaub, 2000).

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen (in RPMI-
Medium) wurden in CO;-Brutschrinken bei 37°C und 5% CO,-Gehalt kultiviert.
Labormaterialien aus Kunststoff und Losungen wurden in feuchter Hitze flir 20 min bei
135°C und 2 bis 2,2 bar autoklaviert. Glasgerite wurden bei 180°C fiir 3 Stunden sterilisiert.
Zur Pelletierung eukaryontischer Zellen wurden diese bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert.

2.2.2.2 Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen konnen durch Einfrieren in fliissigen Stickstoff (-196°C) fiir lange
Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung
von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, wurde ihnen durch Zugabe des stark
hydroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam Wasser entzogen. Mindestens 5 x 10°
Zellen und max. 2 x 10’ Zellen wurden auf Eis in 1 ml Einfriermedium resuspendiert, in
Einfrierrohrchen iiberfiihrt und auf -70°C abgekiihlt. Nach 24 Stunden wurden die
Kryorohrchen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und dort gelagert. Nach dem schnellen
Auftauen kryokonservierter Zellen bei 37°C miissen diese mit Kulturmedium gewaschen
werden, um das toxische DMSO zu entfernen.

2.2.2.3 Zellziihlung

Zur Bestimmung der Zahl der lebendigen Zellen wurde der TrypanausschluBtest
durchgefiihrt. Lebende Zellen schlieBen den Farbstoff aktiv aus, wéhrend tote Zellen blau
gefarbt werden. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen an
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Trypanblau-Losung versetzt und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer unter
Beriicksichtigung der Verdiinnung bestimmt.

2.2.2.4 In vitro Trypanosomen Kulturen

2.2.2.4.1 Zellkultur von trypomastigoten Parasiten

Die Stammerhaltung in Méusen hat den Vorteil mit Bluttrypomastigoten weitere Méuse
infizieren zu konnen, sodass eine kontinuierliche Infektiositit gesichert ist. Fiir in vitro
Versuche eigenen sich diese Parasiten nicht, da die Anpassung an in vitro-Bedingungen sehr
schwanken konnen. Aulerdem wére ein unnotig hoher Verbrauch an Méusen erforderlich.
Deshalb wurde auf extrazellulére trypomastigote 7. cruzi zuriickgegriffen, die einer Zellkultur
entstammten. Zur Erhaltung dieser Kultur wurden Fibroblasten der Zelllinie L.929 (Westfall,
1961), die in einer 50 ml Gewebekultur-Flasche zu einem einschichtigen Zellrasen gewachsen
waren, mit Bluttrypomastigoten infiziert und durch regelmdBige Passagen von
trypomastigoten Parasiten im Kulturiiberstand der infizierten Kultur auf nicht infizierte L929
tibertragen.

2.2.2.4.2 Zellkultur von epimastigoten Parasiten

Fiir einige Versuche wurden epimastigote 7. cruzi eingesetzt (siche Einleitung). Diese
Zyklusformen wurden in einem sogenannten LIT (Liver-Infusion-Tryptose)-Medium bei
27°C und normalem CO,-Gehalt generiert. Blutrypomastigote wurden in 10 ml LIT-Medium
mit 10% FCS in einem Zentrifugenrohrchen aufgenommen und alle drei Tage 5 ml des
Mediums ausgetauscht. Nach 10 bis12 Tagen wurden 0,5 ml der Kultur in 5 ml LIT-Medium
mit 5% FCS {iberfiihrt. Diese Passage wiederholte sich alle 5 bis 6 Tage. Zur exponentiellen
Anzucht der Trypanosomen und um die prozentualen Anteile anderer Zyklusstadien zu
minimieren, wurden 2 ml der Epimastigoten in eine 250 ml Gewebekulturflasche tiberfiihrt
und in 30 ml LIT-Medium aufgenommen, wovon 20 ml jeden dritten Tag ausgetauscht
wurden. Nach 10 Tagen erfolgte der Einsatz der Trypanosomen in den entsprechenden
Experimenten.

2.2.2.5 Gewinnung einer Milzzell-Suspension

Um die Reaktion von Lymphozyten und NK-Zellen im speziellen in unterschiedlichen

Fragestellungen in vitro untersuchen zu kdnnen, wurden diese Zellen aus préaparierten Milzen

gewonnen.
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Dafiir wurde eine 23G-Kaniile in die préparierte Milz eingefiihrt und die Lymphozyten mit
3 ml Erythrozyten-Lysis-Puffer ausgespiilt, um diese moglichst vollstindig von den
strukturgebenden Zellen, wie z.B. Retikularfibroblasten und Zellen der Milzkapsel zu trennen.
Nach kurzer Inkubation von 2 bis 3 min wurde die Erythrozyten-Lyse mit 5 ml Medium
gestoppt, die Zellen dreimal gewaschen und gezdhlt. Wenn nicht anders beschrieben wurden
die Zellen fiir alle Experimente in einer 6-well-Gewebekulturplatte iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

2.2.2.6 Vorbehandlung der Milzzellen

Nach Isolierung der Lymphozyten (siche 2.2.2.5) wurden die Milzzellen, bevor sie liber
Nacht inkubiert wurden, mit verschiedenen Substanzen versetzt, um unterschiedliche
Fragestellung zu bearbeiten. Die vorrangigste Behandlung war die Stimulation mit 0,2 mg/ml
poly I:C, einer Substanz, die doppelstrangige RNA imitiert, an Toll-Like-Rezeptor 3 bindet
und dadurch eine allgemeine Aktivierung der Milzzellen auslost. Daneben kamen aber noch
folgende Substanzen zum Einsatz:

Anti-IFN-y (Klon XMG 1.2, neutralisierende Wirkung): 30 pg/ml

Anti-NKG2D (Klon 191004): 30 ug/ml

Anti-IL-12 (Klon C17.8): 10 pg/ml

Aminoguanidin (Hemmung der induzierbaren NO-Synthetase, iNOS): 5 mM

Strontiumchlorid (SrCl,, verursacht eine Degranulierung von zytotoxischen Zellen): 25

mM.

Bis auf das SrCl, wurden die im Medium geldsten Substanzen zusammen mit den
Milzzellen in den jeweiligen Experimenten eingesetzt. Die mit SrCl, vorinkubierten
Milzzellen und die entsprechenden Kontrollen wurden vor der Inkubation mit den
Trypanosomen gewaschen und in normalem Medium aufgenommen.

Der Anti-NKG2D-Antikérper wurde erst kurz (30 min) vor der Inkubation mit den
Trypanosomen zu der Milzzellsuspension gegeben.

2.2.2.7 Analyse der Aktivierung von NK-Zellen im Chrom-Freisetzungs-Test

Aktivierte NK-Zellen zeigen neben erhohter Zytokinausschiittung ein gesteigertes Mal} an
Zytotoxizitdt. Mit Hilfe von Zellen, die aufgrund einer stark verminderten Expression von
MHC-I Molekiilen auf ihrer Zelloberfliche von NK-Zellen als ,nicht-selbst® erkannt und
lysiert werden, kann der Aktivierungsgrad von NK-Zellen bestimmt werden (siche
Einleitung). Yac-Zellen besitzen kaum MHC-I-Molekiile und eignen sich daher als Zielzellen.
Werden die Zielzellen mit radioaktivem Chrom inkubiert, dringt das Isotop in die Zelle ein
und bildet eine derart groBe Hydrathiille, dass es nicht mehr aus der Zelle austreten kann. Eine
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Freisetzung des Isotops erfolgt demnach nur, wenn die behandelte Zelle zerstort wird. Die
Freisetzung des Isotops kann deshalb als Maf3stab fiir eine erfolgte Lyse der Zellen gelten.

5 x 10° Milzzellen einer C57BL/6-Maus wurden iiber Nacht entweder mit 0,2 mg/ml poly
I:C stimuliert oder mit 5 x 10° extrazelluldren trypomastigoten 7. cruzi inkubiert. Als
Kontrolle dienten Lymphozyten, die nur in Medium inkubiert wurden. Kurz vor Zugabe der
radioaktiv-markierten Yac-Zellen wurden 100 pl der Milzzell-Suspension, ausgehend von 2 x
10° Zellen/well, im Verhiltnis 1:2 in sechs Stufen in eine 96-well-Rundbodenplatte verdiinnt.

1-3 x 10° Yac-Zellen, die sich in der exponentiellen Phase befanden, wurden in einem
Schnappdeckel-Rohrchen 5 min bei 800 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. In
den Riicklauf (ca. 200ul) wurden 100 pl radioaktives Chrom 51 (cr’' pipettiert (aus 1
mCi/ml-Stock-Losung (entspricht 0,1 mCi)) und eineinhalb Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit 37°C warmen Medium gewaschen und 2000
Zellen (in 100 pl) zu den bereits vorgelegten Lymphozyten gegeben. Die Lymphozyten und
radioaktiv-markierten Yac-Zellen wurden vier Stunden zusammen inkubiert. Darauthin
wurden 100 pl des gemeinsamen Kulturiiberstandes vorsichtig abgenommen und die im
Uberstand enthaltene Radioaktivitit im y-Counter analysiert.

2.2.2.8 Durchfluss-Zytometrie (FACS)

2.2.2.8.1 Farbung von Oberflaichenmolekiilen fiir durchfluss-zytometrische Messungen
(FACS)

Um die Expression von Oberflaichenmolekiilen zu quantifizieren oder die Anteile von
positiven Zellen zu bestimmen, wurden durchfluss-zytometrische Messungen (FACS,
Fluorescence activated cell sorter) durchgefiihrt.

Je Firbung wurden zwischen 2 x 10° und 1 x 10° Zellen, die zuvor in FACS-Puffer
aufgenommen und zweimal gewaschen wurden, in ein FACS-Rohrchen pipettiert und
abzentrifugiert. Die F.-Rezeptoren der Zellen wurden mit 20 pl Cohn-II (20 pug/ml) auf Eis
fiir 15 min blockiert, um eine unspezifische Bindung von Antikérpern zu verhindern. 1 pl des
priméren oder direkt markierten Antikorpers wurde in 50 pul FACS-Puffer zugefiigt und fiir 30
min auf Eis oder 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurde der
sekundire, fluoreszenzmarkierte Antikorper (1 pl in 50 pl FACS-Puffer, nur im Fall von
unmarkierten primdren Antikorpern) zugegeben und 30-60 min auf Eis oder bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Um das AusmaBl der unspezifischen Bindung des Fluoreszenz-
konjugierten Sekundir-Antikorpers zu beurteilen, wurde stets eine Negativkontrolle ohne
Primér-Antikorper durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen in 200 pl 4%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert und nach 60 min Inkubation bei
37°C bzw. bei 4°C iiber Nacht ausgewertet. Die Auswertung der Fiarbung erfolgte mit Hilfe
eines Durchfluss-Zytometers (FACScan Flow Cytometer) unter Verwendung der
dazugehorigen Software (CellQuest, Becton Dickinson, Heidelberg).
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2.2.2.8.2 Sortieren von fluoreszenz-markierten Zellen

Durch die Markierung von Oberfichenmolekiilen auf Zellen durch fluoreszierende
Antikorper konnen die Zellen nicht nur quantitativ ausgewertet werden, sondern auch
selektioniert werden. Diese ,,Sortierung™ der Zellen erfolgt in einem sogenannten ,,FACS-
Sorter, der schematisch wie folgt funktioniert: Die Zellen werden in einzelnen Tropfen
aufgenommen, deren Volumen so gering ist, dass sich in jedem Tropfen nur eine Zelle
befindet. Die Fluoreszenz dieser Zelle wird wie in einem Durchfluss-Zytometer mit einem
Laser bestimmt und je nach emitierter Wellenldnge wird der Tropfen elektrostatisch
aufgeladen. Die Stirke und Art der Ladung unterscheidet sich abhéngig von der Fluoreszenz
der markierten Zellen. Die aufgeladenen Tropfen mit den Zellen durchwandern anschlieSend
ein elektrisches Feld indem sie je nach Beschaffheit ihrer Oberflaichenladung abgelenkt und
die Zellen voneinander getrennt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorrangig T-Zellen aus einer Milzzellsuspension
sortiert, wobei die Reinheiten konstant iiber 96%, oft iiber 98% lagen. Die Zellen wurden wie
unter 2.2.2.8.1 beschrieben gefdrbt und nach dem Sortieren zentrifugiert und erneut in
Medium aufgenommen, um sie in den Versuchen einzusetzen.

2.2.2.9 Messung von CMFDA-markierten Zellen im FACS

Die Féarbung von Zelloberflichenmolekiilen gibt Aufschluss iiber einige Charakteristika
der untersuchten Zellen, nicht jedoch, ob die Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung lebend oder
tot waren. Diese Unterscheidung sollte im Fall der Inkubation von 7. cruzi mit Milzzellen
jedoch getroffen werden. Trypanosomen internalisieren radioaktives Chrom in zu geringem
MaB, als dass eine Untersuchung einer eventuellen Lyse im oben beschriebenen Test mdglich
wire (siche 2.2.2.7). Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, mit
der sich die Lyse in einem Durchfluss-Zytometer untersuchen ldt. Dazu werden kultur-
trypomastigote 7. cruzi mit dem Fluoreszenz-Farbstoff 5-Chloromethylfluoreszin-diacetat
(CMFDA) markiert. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um einen in der Ausgangsform nicht
fluoreszierenden Ester, der ungehindert in eine Zelle diffundieren kann. Im Zytosol der Zelle
wird CMFDA durch dort ubiquitir vorhandene Esterasen gespalten und dadurch in eine
fluoreszierende Form umgewandelt. Das gespaltene Molekiil ist stark hydrophil, sodass sich
eine Hydrathiille um CMFDA bildet, die eine Diffusion aus dem Zytosol und Interaktionen
mit Membranen verhindert. Aufgrund dieser Eigenschaften koénnen nur vitale Zellen mit
CMFDA angeférbt und im Fall einer Authebung der Membranintegritét ein Entweichen von
CMFDA durch hydrophobe Wechselwirkungen nicht unterbunden werden.

Fiir die Versuche wurden 1 x 10°® 7. cruzi in FCS-freiem Medium aufgenommen und fiir
10 min bei 2400 rpm =zentrifugiert. Das Pelett wurde in 1 ml FCS-freiem Medium
resuspendiert. 200 pl der Suspension wurden abgenommen und als unmarkierte Probe
zuriickbehalten. Zu den restlichen 800 ul wurden 200 pl einer 20 uM CMFDA-L6sung (aus
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einer 10 mM Stock-Losung) pipettiert und fiir 20-30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen
wurden zentrifugiert, in warmen 5%igem Medium aufgenommen und fiir weitere 30 min bei
37°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Parasiten auf 1 x 10’/ml eingestellt.
100 pl (entsprach einer Absolutzahl von 1 x 10° 7. cruzi) wurden zu 1 x 10" unbehandelter
oder mit poly I:C bzw. SrCl, (siehe 2.2.2.6) vorbehandelter C57BL/6 Milzzellen in 500 pl in
ein Zentrifugenrohrchen gegeben und fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Ansidtze 10 min und 1200 rpm zentrifugiert und einmal in FACS-Puffer gewaschen, bevor
sie mit 200 ul 4% Paraformaldehyd fixiert und im FACScan-Durchfluss-Zytometer analysiert
wurden.

Fir die Analyse der NK-Zell-Trypanosomen-Komplexe wurden 7 x 10° CMFDA-
markierte 7. cruzi zu 2 x 10° Milzzellen von SCID-Méusen pipettiert. Die Milzzellen waren
entweder unbehandelt oder mit poly I:C stimuliert, alle waren aber mit einem PE-markierten
Antikorper gegen das DX5-Molekiil auf NK-Zellen gefdrbt. Im Gegensatz zu den anderen
Untersuchungen wurden die SCID-Milzzellen nur eine Stunde auf Eis mit den Trypanosomen
inkubiert und dann mit 4% PFA fiir 2 Stunden fixiert, bevor sie sofort im FACS analysiert
wurden.

2.2.2.10 Bestimmung der Parasitenlast einer in vitro-Fibroblasten-Kultur

T. cruzi infiziert im Sdugerwirt eine Vielzahl von Zelltypen, sodass neben konditionierten
professionellen APZ, die dem Organismus ein Eindringen von Pathogenen signalisieren, auch
Zellen im Bindegewebe, wie z.B. Fibroblasten, infiziert werden, die eingeschriankt
immunkompetent sind. Dennoch konnen diese Zellen aktivierten Lymphozyten die Invasion
mit 7. cruzi signalisieren. Um zu untersuchen, ob auch in diesen Zellen Effektormolekiile
induziert werden kdnnen, die zu einer Reduzierung der Anzahl intrazelluldrer 7. cruzi fiihren,
ist ein System von néten, mit dessen Hilfe die Parasitenlast in infizierten Zellen ermittelt
werden kann.

In dieser Arbeit wurden dazu 7. cruzi des Tehuantepec-Stammes verwendet, die mit einem
lacZ-Gen transfiziert waren, wobei die von den transfizierten Trypanosomen produzierte [3-
Galaktosidase das Substrat CPRG zu einer violetten Farbung umsetzt, die photometrisch
auswertbar ist. Die Intensitit der Farbung korreliert dabei mit der Anzahl der sich in Kultur
befindlichen T. cruzi. Als Wirtszellen wurden Fibroblasten der Zelllinie L929 eingesetzt, bei
der es sich um eine Fibroblasten-Tumorzelllinie aus einem CBA/j-Mausstamm handelt. 3-5 x
10 1L929 wurden in 1 ml Medium in 24 well-Gewebekulturplatten zu einem
bodenbedeckenden, einschichtigem Zellrasen kultiviert und nach drei bis vier Tagen mit 5 x
10° kultur-trypomastigoten 7. cruzi infiziert, wobei das Medium vollstindig erneuert wurde.
Nach drei Tagen wurde die Zellkultur mit Medium gewaschen, um extrazelluldre
Trypanosomen zu entfernen und Milzzellen von CBA/j-Méusen bzw. SCID-Miusen zur
Kultur hinzugefiigt. Diese Zellen wurden unter unterschiedlichen Bedingungen mit den
infizierten Fibroblasten inkubiert: unbehandelt bzw. mit poly [:C stimuliert, ferner mit
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blockierenden Substanzen (z.B. Aminoguanidin) vorinkubiert (siehe 2.2.2.6) oder in
Zellkultur-Einsétzen (sog. Transwells). Diese verhindern durch eine 0,2 pm-Membran einen
direkten Kontakt der Milzzellen mit den infizierten Zellen, 16sliche Faktoren wie Zytokine
werden aber in ihrer Wirkung nicht inhibiert. Das Kulturmedium wurde in der Co-Kultur auf
2 ml erhoht und nach zwei Tagen wurden 200 pl Medium abgenommen und durch 200 pl
einer | mM CPRG-Stammlosung (Endkonzentration 100 pM) ersetzt. Nach 12 Stunden
Inkubation bei 37°C wurde die Farbung photometrisch im ELISA-Reader bei 560 nm mit 630
nm als Referenzwert analysiert. Der abgenommene Medium-Uberstand wurde im ELISA auf
Zytokine (siehe 2.2.2.11) bzw. im Griess-Test auf NO untersucht (siche 2.2.2.12).

2.2.2.11 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mit Hilfe des ELISAs lassen sich einzelne in einer Losung befindliche Proteine spezifisch
quantifizieren. In der Immunologie wird dieser Test hauptsdchlich genutzt, um die Menge
verschiedener Zytokine in Zelliiberstdnden oder spezieller Antikdrper im Blut zu bestimmen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zytokine Interleukin (IL)-12 und Interferon (IFN)-y im
Uberstand einer in vitro Co-Kultur von Milzzellen mit infizierten Fibroblasten mit Hilfe eines
ELISAs gemessen. Der ELISA wurde aber auch bei anderen Fragestellungen eingesetzt,
allerdings mit unverdndertem Versuchsprotokoll.

Die Quantifizierung der Zytokine IL-12 und IFN-y in den Uberstéinden erfolgte mit Hilfe
eines sogenannten "Sandwich"-ELISAs. Dazu wurde ein fiir das entsprechende Zytokin
spezifischer Antikorper in Oberflichenpuffer verdiinnt (anti-IL-12: 2 pg/ml bzw. anti-IFN-y:
2 pg/ml Endkonzentration) und durch Inkubation iiber Nacht bei 4°C an die Boden der
Vertiefungen einer speziellen Platte (MaxiSorb Immuno Plate) immobilisiert (50 pl je
Vertiefung). Nach dreimaligem Waschen mit 0,05% Tween-20 in 1x PBS wurden noch
unbesetzte Bindungsstellen durch zweistlindiges Inkubieren bei RT in 1% BSA (Peroxidase-
frei) in 1x PBS blockiert (200 pl je Vertiefung), um eine unspezifische Bindung des zu
quantifizierenden Cytokins an den Plattenboden zu vermeiden. AnschlieBend wurden die
Vertiefungen entleert und die zu untersuchenden Uberstiinde hineinpipettiert. Dabei wurden
jeweils 50 ul Uberstand je Vertiefung eingesetzt und zur spiteren Auswertung des Versuchs
jeweils eine Standardreihe des zu messenden Zytokins in Form von Doppelwerten mitgefiihrt
(ausgehend von einer Konzentration von 4 ng/ml IL-12 bzw. 8 ng/ml IFN-y). Nach Inkubation
iiber Nacht bei 4°C wurde viermal in 0,05% Tween-20 in 1x PBS gewaschen und der zweite,
biotinylierte Antikorper, verdiinnt in 0,1% BSA (Peroxidase-frei) in 1x PBS, zu jeweils 50 pl
in die Vertiefungen pipettiert (anti-IL-12-Biotin: 0,5 pg/ml bzw. anti-IFN-y -Biotin: 0,5 pg/ml
Endkonzentration). Der Ansatz wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dann
fiinfmal in 0,05% Tween-20 in 1x PBS gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen.
Anschliefend wurden 50 pul HRP-konjugiertes Streptavidin (0,05 U/ml in 0,1% BSA in 1x
PBS) in jede Vertiefung pipettiert und der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Nach
sechsmaligem Waschen in 0,05% Tween-20 in 1x PBS erfolgte die Zugabe von farbloser,
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frisch angesetzter Substratlosung (100 ul/Vertiefung), welche sich in Abhédngigkeit von der in
den verschiedenen Vertiefungen befindlichen HRP-Menge blau verférbte. Bei ausreichender
Blaufirbung (d.h. schwache Firbung der Negativkontrolle), spitestens aber nach 20 min
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 25 pl 2 M Schwefelsdure-Losung je
Vertiefung gestoppt, wodurch ein Farbumschlag zu Gelb erfolgte. SchlieBlich wurden die
unterschiedlichen Gelbfarbungen mit Hilfe eines ELISA-Readers photometrisch durch
Messung der Extinktion bei 450 nm erfafit und konnten dann anhand der mitgefiihrten
Standardreihe in Zytokinkonzentrationen umgerechnet werden.

2.2.2.12 Quantitativer NO-Nachweis (Griess-Test)

Stickstoffmonoxid (NO) ist eines der wichtigsten Effektormolekiile zur Abwehr von
intrazelluldren Pathogenen. Anhand der Griess-Reaktion kann der Gehalt an produziertem NO
in Kulturiiberstinden nachgewiesen werden. Das hochreaktive NO wird im Medium sehr
schnell zu Nitrit umgesetzt, das mit einem priméren aromatischen Amin zu einem Diazonium-
Ion reagiert, das in einer Kupplungsreaktion mit einer weiteren aromatischen Komponente zu
einem roten Azofarbstoff umgesetzt wird, der spektrophotometrisch bei rund 550 nm
ausgewertet werden kann (Griess, 1864).

50 pl der entnommenen Kulturiiberstinde (sieche 2.2.2.10) wurden in eine 96 well-
Flachbodenplatte pipettiert und eine Doppelwert-Standardreihe mit definiertem NO-Gehalt
angelegt. Das Griess-Reagenz wurde frisch aus den Losungen 1 und 2 im Verhiltnis 1:1
angesetzt und 50 pl zu den Proben gegeben. Je nach NO-Gehalt erfolgte ein sofortiger
Farbumschlag und wurde im ELISA-Reader bei 560 nm mit 630 nm als Referenzwert
gemessen.

2.2.2.13 ELISpot (Enzyme-linked ImmunoSpot)

Das Prinzip des ELISpots ist dem des ELISA angelehnt, mit dem Unterschied, dass im
ELISpot einzelne Zellen auf die Produktion eines Molekiiles untersucht werden. Dazu werden
die zu untersuchenden Zellen in eine spezielle membran-beschichteten Platte pipettiert, die
ein lokales Anheften der Zellen bewirkt. AnschlieBend koénnen die Zellen mit
unterschiedlichen Stimuli inkubiert werden. Nach dem Prinzip des ELISAs ist die Platte
zusdtzlich mit einem Antikérper vorbehandelt, der spezifisch fiir das untersuchte Molekiil ist,
so dass die Molekiile direkt an Ort und Stelle verankert werden. Nach einer individuell
festgelegten Inkubationszeit werden die Zellen aus der Platte ausgewaschen und das Protokoll
des ELISAs mit fiir den ELISpot optimierten Puffer-Losungen angewandt (siehe 2.2.2.11).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob NK-Zellen in An- bzw. Abwesenheit antigen-
prasentierender Zellen von extrazelluldren 7. cruzi zur Bildung von IFN-y stimuliert werden
konnen. Dazu wurde eine ELISpot-Platte mit 200 pl PBS gespiilt und {iber Nacht mit 5 pg/ml
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anti-IFN-y-Antikorper in 50 ul Oberflichen-Puffer bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit 200 pul PBS wurden restliche Bindungsstellen fiir zwei Stunden mit 1% BSA in
PBS bei RT abgesittigt. Folgend wurden 2 x 10° Gesamtmilzzellen einer SCID-Maus und 1 x
10° mit MACS-Beads aufgereinigte NK-Zellen (siche 2.2.2.14) in 100 ul Medium in die
entsprechenden Vertiefungen einer fiir ELISpots vorpriparierten Platte pipettiert und mit
unterschiedlichen Stimuli inkubiert:

1. 100 pl Medium

2. 1 x 10* kultur-trypomastigote 7. cruzi

3. die gleiche Anzahl toter Trypanosomen (durch 20 min bei 95°C hitze-

inaktiviert).

Das Endvolumen in den wells betrug 200 ul und die Zellen wurden fiir rund 24 Stunden
bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt und 1 pg/ml vom biotinyliertem anti-IFN-y-Antikorper in 50 pl 0,1% BSA in PBS
zugegeben. Nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C wurde wiederum dreimal mit PBS
gewaschen und 50 pl Avidin bzw. Streptavidin in der angegebenen Verdiinnung in 0,1% BSA
in PBS zugefiigt; erneute Inkubation von 1-2 Stunden bei RT und erneutes Waschen. Die
Entwicklung erfolgte mit der Substratlosung und wurde nach Identifikation der Spots mit
Aqua dest. gestoppt und im Bioreader analysiert.

2.2.2.14 Aufreinigung/Depletion von Lymphozyten mit MACS-Beads

In einigen Experimenten sollte die Auswirkung von 7. cruzi auf isolierte NK-Zellen
untersucht werden, wie z.B. im ELISpot oder in der Elektronenmikroskopie (siche 2.2.2.17).
Diese Isolation wurde mit Hilfe von Macs-Beads durchgefiihrt. Das System basiert auf der
spezifischen direkten oder indirekten Kopplung von Zell-Oberflichenmolekiile an
magnetische Beads, die in einer metallischen Séule, die einem Magnetfeld ausgesetzt ist,
zuriickgehalten und so von nicht markierten Zellen getrennt werden kdnnen.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden die NK-Zellen von SCID-
Maiusen durch einen FITC-markierten DX5-Antikorper und einem magnetisch-gekoppelten
Antikorper gegen das FITC-Molekiil von den APZ getrennt. Dazu wurde die Bindung mit
dem ersten Antikdrper wie unter 2.2.2.8.1 beschrieben durchgefiihrt. Nachdem der
ungebundene Uberschuss des DX5-Antikdrpers durch dreimaliges Waschen mit FACS-Puffer
entfernt worden war, wurden die markierten Zellen in 80 pl kaltem Bead-Puffer
aufgenommen, mit 20 pl der Bead-gekoppelten anti-FITC-Antikorper-Suspension versetzt
und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Eine MS-Saule wurde in den passenden Magnet-Halter
eingespannt und mit 500 pl Bead-Puffer dquilibrierte. AnschlieBend wurden die Zellen mit
400 pl Bead-Puffer aufgefiillt und auf die Séule gegeben. Die Sidule wurde zweimal mit 500
ul Bead-Puffer gewaschen, um alle nicht markierten Zellen zu entfernen, und nach erfolgtem
Durchlauf wurden die NK-Zellen mit 500 pl Medium aus der dem Magnet-Halter
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entnommenen Sdule gespiilt und zweimal gewaschen. Die Reinheit der NK-Zellen wurde im
FACS analysiert und die Zellen direkt in den Experimenten eingesetzt.

2.2.2.15 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermoglicht die Auftrennung von Proteinen aus einem Proteingemisch.
Dabei hebt das im Laufpuffer und dem Gel enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) durch
Anlagerung an die Proteine deren dreidimensionale Struktur auf und iiberdeckt gleichzeitig
ithre Figenladung mit einer stark negativen Ladung. Infolgedessen wandern die
aufzutrennenden Proteine in einem elektrischen Feld nur in Abhingigkeit von ihrer Grof3e von
der Kathode zur Anode. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der induzierbaren
NO-Synthetase (iNOS) in infizierten L929 in An- und Abwesenheit von Milzzellen
untersucht.

Die Fibroblasten wurden mit Triton-Lysis-Puffer, der mit Proteinaseinhibitor versetzt war,
lysiert und das Lysat 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Ein Teil des Uberstandes wurde mit
5x Ladepuffer fiir 5 bis 10 min bei 95°C gekocht und auf Eis abgekiihlt. Als GroBBenstandards
wurden 10 pl ,,prestained* Protein-Molekulargewichtsmarker eingesetzt.

Die Auftrennung der Proben erfolgte dabei stets in einem diskontinuierlichen
Puffersystem (Laemmli, 1970), bei dem die in einer Probe enthaltenen Proteine zuerst mit
Hilfe eines Sammelgels fokussiert und anschlieBend in einem Trenngel separiert werden. Die
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Polyacrylamidgele waren wie folgt zusammengesetzt:

Sammelgel Trenngel (10%)

3,75 ml 4x Sammelgel-Puffer 7,5 ml 4x Trenngel-Puffer
2,4 ml Acrylamid-Losung 10,5 ml Acrylamid-Losung
150 pl APS-Stammlosung 300 ul APS-Stammlosung

15 pl TEMED 30 ul TEMED

8,85 ml Aqua dest 12 ml Aqua dest.

Die Elektrophorese erfolgte unter Verwendung von kleinen Gelen (7x10 cm) und bei 20
mA und unbegrenzter Spannung bei RT, bis das im 5x Beladungspuffer enthaltene
Bromphenolblau gerade aus dem Gel herausgelaufen war.

2.2.2.16 Westernblot

Beim Westernblot werden zuvor in einem Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine durch
Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und
anschlieBend mit Hilfe von Antikorpern oder anderen an das Zielprotein bindenden
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Reagenzien nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich der sogenannte
"Semidry-Blot" verwendet, um die Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose-Membran zu
tiberfithren. Dazu wurden fiinf Schichten in CAPS-Puffer getrinktes Whatmanpapier auf die
Kathodenplatte einer Blotting-Kammer gelegt. Darauf wurden dann das Gel und die mit
CAPS-Puffer angefeuchtete Nitrozellulose-Membran geschichtet. Es folgten fiinf Lagen in
CAPS-Puffer getrinktes Whatmanpapier, bevor dann die Anodenplatte aufgelegt wurde. Der
Blot erfolgte bei 1 mA/cm® Membran und unbegrenzter Spannung fiir eine Stunde.

Danach wurde die Membran zum Blocken unbesetzter Bindungsstellen auf einem
Schiittler mindestens 45 min bei RT in 3% Milchpulver in 1x PBS inkubiert. Nach
mehrmaligem Spiilen in 0,1% Tween-20 in 1x PBS wurde der Primér-Antikdrper (Kaninchen
anti-murines iINOS, 1 pg/ml in 1% BSA in 1x PBS) hinzupipettiert und der Ansatz eine
Stunde lang bei RT geschiittelt. AnschlieBend erfolgten vier Waschschritte in 0,1% Tween-20
in 1x PBS fiir jeweils 15 min, bevor der Sekundir-Antikorper (anti-Kaninchen), gekoppelt mit
HRP, verdiinnt in 5% Milchpulver in 1x PBS auf die Membran gegeben wurde. Nach
einstiindiger Inkubation bei RT wurde die Membran viermal fiir je 15 min in 0,1% Tween-20
in 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose rund 1 min in ECL-Lésung
inkubiert, vorsichtig und unter Vermeidung von Luftlasen zwischen zwei Klarsichtfolien
gelegt und mit einem speziellen ECL-Film bedeckt. Nach 2 min Exposition erfolgte die
Entwicklung des Films in einem automatischen Entwickler. In Abhingigkeit von der Stirke
der auf dem Film zu erkennenden Signale wurden anschlieBend weitere Filme fiir
unterschiedliche Dauer der Membran ausgesetzt und entwickelt.

2.2.2.17 Raster-Elektronenmikroskopie (REM)

Um die Beschaffenheit von Zellkompartimenten und -strukturen mikroskopisch zu
untersuchen reicht die Auflosung der Lichtmikroskopie nicht aus. Zudem kann der Kontrast
nicht geniligend verschirft werden, um die einzelnen Strukturen voneinander unterscheidbar
werden zu lassen. In der Elektronenmikroskopie konnen beiden Ziele erreicht werden. Durch
Anlagerung von hydrophoben, elektronendichten Ionen (wie z.B. Gold oder Osmium) an die
AuBenmembran kompletter Zellen oder an Membranen der Zell-Kompartimente in
geschnittenen Zell-Priparaten kdnnen diese Strukturen untersucht werden.

Das Prinzip der Elektronenmikroskopie beruht auf der Streuung eines stark fokussierten
Elektronenstrahles, der auf die mit elektronendichten Elementen behandelten Zellproben
gelenkt und von diesen reflektiert oder adsorbiert wird. Durch Detektoren kann das Mal} der
Streuung oder Adsorption analysiert und in ein zweidimensionales Bild umgewandelt werden.
Fiir diese Arbeit wurde die Oberfldche von isolierten Milzzell-Populationen (NK-, CD4- und
CDS8-Zellen) und den mit den Milzzellen inkubierten Trypomastigoten mit Gold bedampft
und in der Raster-Elektronenmikroskopie analysiert. Bei dieser Methode wurde die Streuung
des Elektronenstrahles bestimmt, der von der goldbedampften Oberfliche der Zellen
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reflektiert wurde. Daraus lieBen sich die Interaktionen zwischen den Milzzellen und den
Trypanosomen analysieren.

Die poly I:C voraktivierten und anschlieend isolierten Lymphozytenpopulationen wurden
in 1 ml FCS-freiem Medium fiir vier Stunden mit epimastigoten 7. cruzi in einem
Zentrifugenrohrchen inkubiert, wobei die Milzzellen in einem zehnfachen Uberschuss
vorlagen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 ml 2%igen Glutaraldehyd
in Natrium-Cacodylat-Puffer fixiert. Die fixierten Zellen wurden 10 min bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand bis auf den Riicklauf (rund 200-300 ul) verworfen, sodass
eine dichte Zellsuspension entstand, die auf runde, mit 0,1% Poly-L-Lysin beschichtete
Glaspléttchen (Cellocate) aufgetragen wurde. Nach zweistlindiger Lagerung in einer feuchten
Kammer wurden die Plittchen dreimal mit Natrium-Cacodylat-Puffer gewaschen und 30 min
bei 4°C mit 1% Osmiumoxid in Natrium-Cacoldylat-Puffer nachfixiert. AnschlieBend wurde
fiinfmal gewaschen. Zur Entwisserung wurden eine aufsteigende Ethanolreihe angesetzt, bei
der die Plattchen jeweils 10 min in 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 und 96% Ethanol bei RT und
zum Abschluss noch zweimal 15 min in 100% Ethanol inkubiert wurden. Die ,kritische
Punkt-Trocknung® wurde mit CO, im ,,Critical Point Dryer* durchgefiihrt. Die getrockneten
Proben wurden auf einen Probenhalter montiert, ungerichtet mit Gold bedampft und im
Raster-Elektronenmikroskop (PSEM 500, Philips) betrachtet. Die elektronenmikroskopischen
Priparate wurden von Frau Christel Schmetz im Bernhard-Nocht-Institut angefertigt, wofiir
Ihr an dieser Stelle herzlich gedankt wird.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die exakte Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure-Losungen erfolgte unter
Verwendung von 500 pl Quarzkiivetten (1 cm Schichtdicke) in einem Spektralphotometer.
Dazu wurde jeweils ein Aliquot der zu untersuchenden Losung mit einfach destilliertem
Wasser verdiinnt und die Absorption bei 260 nm (Azs) gemessen. Bei dieser Wellenldnge
entspricht ein gemessener Absorptionswert von 1 bei 1 cm Proben-Schichtdicke etwa einer
Konzentration von 50 pg/ml bei doppelstringiger DNA, 40 pg/ml bei RNA, langer
einzelstrangiger sowie Plasmid-DNA und 30 pg/ml bei kurzkettigen Oligonukleotiden.
Eventuelle Verunreinigungen der DNA oder RNA durch Proteine wurden durch eine
zusdtzliche Messung der Absorption bei 280 nm (Ajg0) und der anschlieBenden Berechnung
des Quotienten aus Ajsy und Ajgy ermittelt. Dieser liegt bei sehr reinen DNA-Losungen
zwischen 1,8 und 1,95, bei reinen RNA-Ldsungen zwischen 1,9 und 2,0. Niedrigere Werte
sind ein Hinweis auf die Anwesenheit von Proteinen oder Verunreinigungen mit z.B. Phenol,
wihrend hohere Werte anzeigen, da3 die Nukleinsdure denaturiert ist.
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2.2.3.2 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro-Verfahren zur enzymatischen
Amplifikation von DNA-Segmenten (Saiki et al., 1988). Die bei der PCR eingesetzten DNA-
Polymerasen verwenden einzelstringige DNA als Matrize ("Template") fiir die Synthese
eines neuen, komplementdren DNA-Stranges. Als Template eignen sich Oligonukleotide,
doppelstringige DNA oder auch RNA-DNA-Hybride, wie sie bei der Reversen Transkription
entstehen. Durch Erhitzen der doppelstringigen Nukleinsdure auf 95°C denaturiert diese und
liegt als einzelstrangige Matrize vor. Anschlieendes Abkiihlen ermdglicht die Hybridisierung
("Annealing") zweier im UberschuB vorliegender, sequenzspezifischer Oligonukleotide
("Primer") an die Matrize, welche zu dieser komplementér sind und den zu amplifizierenden
Bereich flankieren. Die flir das Annealing notwendige Temperatur ist in erster Linie von der
Primersequenz und -lange abhéngig und sollte zwischen 55°C und 65°C liegen, um eine
spezifische Amplifikation zu erreichen. Nach dem Annealing erfolgt durch Erhitzen auf 70°C
bis 75°C die Verlangerung der Primer in 5'->3'-Richtung ("Elongation") durch eine
hitzestabile DNA-Polymerase, die in diesem Temperaturbereich optimal arbeitet. Die bei der
Elongation entstandenen doppelstringigen DNA-Molekiile werden anschlieBend erneut auf
95°C erhitzt und weiteren Zyklen aus Annealing, Elongation und Denaturierung unterzogen,
so dal3 eine exponentielle Anreicherung erfolgt.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die PCR-Reaktionen in einem autoklavierten 0,5
ml Eppendorf-Safelock-Gefdl angesetzt, wobei zur Vermeidung von Kontaminationen
gestopfte Pipettenspitzen verwendet wurden, die ebenfalls autoklaviert waren. Ein 25 pl
Einfachansatz enthielt:

x ul DNA- bzw. cDNA-Template
2,5 ul Desoxyribonukleotid-Gemisch (2 mM)
2,5 ul Primer 1 (10 puM)
2,5 ul Primer 2 (10 uM)
2,5 ul MgCl,
2,5 ul 10x Tag-Reaktionspuffer
1,0 ul Taqg-Polymerase
ad 25 ul Aquq dest.

Der so zusammengestellte Ansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl iiberschichtet und
in einen Thermocycler tiiberfiihrt. Um sicher zu sein, daf} entstandene PCR-Produkte
spezifisch waren und nicht von der Amplifikation einer DNA-Kontamination in einem oder
mehreren der verwendeten Reagenzien herriihrten, wurde bei jedem PCR-Lauf eine
sogenannte "Wasserkontrolle" mitgefiihrt, in der kein Template enthalten war.

Fir die Typ-I Interferone bzw. B-Actin wurden folgende Temperatur-Programme
verwendet:

Typ-I Interferone

Denaturierung: 5 min 94°C
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35 Zyklen: 1 min 95°C

1 min 62°C

1 min 72°C

Elongation: 10 min  72°C.

B-Actin
Denaturierung: 3 min 94°C

35 Zyklen: 30 sec 94°C

30 sec 62°C

Imin  72°C

Elongation: I0min  72°C.

Nach Beendigung der Reaktion wurden die entstandenen Amplifikate durch Auftrennen
eines Aliquots des jeweiligen PCR-Ansatzes in einem Agarosegel detektiert.

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese konnen DNA-Molekiile unterschiedlicher Grofe in einem
elektrischen Feld voneinander getrennt werden. Sie erfolgt in pH-neutralen Gelen aus
Agarose, deren Konzentration je nach GroBe der zu trennenden DNA-Molekiile zwischen
0,3% und 2,0% liegt. Die Elektrophorese wurde mit 1x TBE-Gele in entsprechendem Puffer
durchgefiihrt. Um die Gele leichter beladen und auflerdem die eigent-lichen Gelldufe
verfolgen zu konnen, wurden die Proben mit 6x DNA-Beladungspuffer versetzt. Zur
Bestimmung von GroBe und ungefdhrer Menge einzelner Nukleinsdure-Fragmente wurden
jeweils 500 ng DNA-Molekulargewichtsmarker (100 bp plus, 100 bp- bzw. 1 kb-Leiter) mit
auf das Gel aufgetragen. Die Visualisierung der aufgetrennten Mole-kiile erfolgte durch den
interkalierenden  Farbstoff Ethidiumbromid, welcher den Gelen zugesetzt wurde
(Endkonzentration: 0,2 pg/ml). Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele in UV-
Durchlicht unter Verwendung eines Rotfilters photographiert.

2.2.3.4 RNA-Priparation aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte nach der "acid-
guanidiniumthiocyanate-phenol-chloroform (AGPC)"-Methode (Chomczynski und Sacchi,
1987), bei der Zelllyse, Denaturierung und Phenol-Chloroform-Extraktion in einem
Arbeitsschritt stattfinden und vorhandene RNasen sofort inaktiviert werden. Zu diesem Zweck
wurde die gebrauchsfertige AGPC-Losung TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc.
Cincinnati, OH, USA) unter Verwendung RNase-freier Reagenzien sowie autoklavierter
gestopfter Pipettenspitzen und Reaktionsgefdlle nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.
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2.2.3.5 Herstellung von cDNA durch Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription handelt es sich um eine Methode, bei der RNA mit Hilfe
einer aus Retroviren isolierten DNA-Polymerase, der "Reversen Transkriptase", in komple-
mentdre einzelstringige DNA ("cDNA") umgeschrieben werden kann. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte die Umschreibung der mRNA aus der préparierten Gesamt-RNA in cDNA
unter Verwendung des Enzyms SUPERSCRIPT™ II und Oligo(dT)15-Primern, welche mit
den Poly(A)-Schwinzen der mRNA-Molekiile hybridisieren konnen. Dazu wurden 2 ug
Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser auf 11 pl aufgefiillt und mit 4 pl Oligo(dT)]5-Primer-
Losung, 4 pl 5x Reaktionspuffer, 2 ul DTT-Losung (0,1 M) sowie 2 pul ANTP-Gemisch (10
mM) versetzt. Nach fiinfminiitigem Erhitzen auf 65°C wurde der Ansatz 5 min lang auf Eis
abgekiihlt und kurz anzentrifugiert. Dann wurde 1 pl SUPER-SCRIPT™ II hinzugefiigt und
der Ansatz weitere 60 min bei 37°C inkubiert. SchlieBlich erfolgte das Abstoppen der
Reaktion durch Erhitzen auf 95°C fiir 5 min. Die so erhaltene cDNA wurde bis zu ihrer

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.3.6 Quantitative PCR (TacMan)

Die Methode der PCR erlaubt den Nachweis, ob eine gesuchte DNA- bzw. RNA-Sequenz
in einer Probe enthalten ist. Es ist jedoch schwierig mit Hilfe der PCR eine vergleichende
Aussage liber den Gehalt der gesuchten Sequenzen zu treffen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
jedoch der Gehalt genomischer Informationen von 7. cruzi in unterschiedlichen Geweben
untersucht werden und dabei Gewebe von NK-defizienten mit denen von Kontroll-Miusen
verglichen werden. Um dieses zu bewerkstelligen, wurde auf die Methode der TacMan-PCR
zuriickgegriffen.

Dabei handelt es sich um ein PCR-Verfahren, bei dem neben den iiblichen Primern DNA-
Sonden verwendet werden, die innerhalb der DNA-Sequenz bindet, die durch die Primer in
der PCR vervielfacht wird. Die Sonde ist mit zwei Molekiilen gekoppelt, die ebenfalls
miteinander verbunden sind. Durch die Bindung an die DNA-Fragmente werden diese
Molekiile von der Sonde abgespalten und trennen dadurch auch ihre gegenseitige Bindung.
Aus der Dissoziation resultiert eine Fluorenszenz, die mit steigender Anzahl der
ungebundenen Molekiile und damit steigender Anzahl replizierter DNA zunimmt. Abhéngig
von der Menge an urspriinglich eingesetzter DNA erreicht die Fluoreszenz nach
unterschiedlicher Zyklenzahl einen definierten Schwellenwert. Das TacMan-PCR-Gerdt mif3t
die entstehende Fluoreszenz und ordnet sie der entsprechenden Zykluseinheit zu, sodass
unterschiedliche Proben auf ihren Ausgangswert der untersuchten DNA verglichen werden
konnen. Im Allgemeinen wird der Gehalt an DNA der Organismen, die von Interesse sind mit
dem des B-Aktin in der Probe verglichen. B-Aktin ist ein ubiquitires Protein, das fiir das
Zytoskelett von Bedeutung ist und dessen Gehalt mit dem der eingesetzten Menge an
Gewebe-DNA korreliert werden kann. Setzt man den ermittelten Gehalt an Parasiten-DNA
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vergleichend dagegen, kann eine Aussage getroffen werden, wie stark das jeweilige Gewebe
von einem Parasiten befallen ist.

Zu Beginn der Untersuchung mufl der Gewebeverband durch Kollagenase-Verdau
gespalten werden und die erhaltenen einzelnen Zellen lysiert werden. Anschlieend wird die
DNA aus dem Lysat extrahiert und als Template in der TacMan-PCR eingesetzt.

Mit T. cruzi infizierten C57BL/6-Méusen wurden nach unterschiedlicher Infektionsdauer
(12 dpi, 30 dpi und ein Jahr nach Infektion) Proben des Herzens, der Leber, der Milz, der
Lymphknoten und der quergestreiften Skelett-Muskulatur entnommen und mechanisch mit
einem Stempel zerrieben. Die Gewebe entstammten Méusen, deren NK-Zellen zuvor mit dem
polyklonalen anti-Asialo GM-Antikorper depletiert worden waren bzw. unbehandelten
Kontroll-Méausen (siche 2.2.1.1 und 2.2.1.2). Das zerkleinerte Gewebe wurde in 1 ml Zell-
Lysis-Puffer aufgenommen und mit 10 pl einer Proteinase K Stock-Ldosung (20 mg/ml)
versetzt. Die Proben wurden bei 55°C im Schiittler inkubiert bis simtliche Geweberiickstinde
aufgelost waren. Im Allgemeinen war dies nach 15-18 Stunden der Fall. Aus dem Zelllysat
wurden 100 pl in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefd3 {liberfiihrt und mit 500 pl gekiihlter
Proteinprézipitations-Losung auf Eis gemischt und anschlieBend sorgfiltig resuspendiert.
Nach einer drei- bis fiinfminiitigen Zentrifugation mit 14.000 rpm wurde der Uberstand erneut
in ein neues Eppendorf-Gefal iiberfiihrt und mit 700 pl kaltem Isopropanol und 0,5 pl
Glykogen (20 mg/ml) versetzt. Der Ansatz wurde 1 min resuspendiert und 5 min bei 14.000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann verworfen und das Pellet mit 1 ml 70% Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und anschlieBend in
100 nul DNA-Hydrations-Losung geldst und iiber Nacht bei RT inkubiert.

Die Ansitze wurden nach folgendem Pipettierschema zusammengestellt:

Fur T. cruzi:

S5ul DNA-Template
4 ul Desoxyribonukleotid-Gemisch (2 mM)
2ul Primer 1 (10 uM)
2ul Primer 2 (10 uM)
6 ul MgCl,
5ul 10x-Reaktionspuffer

0,2 pl ATG-Polymerase

0,6 ul DMSO

0,5 ul Sonde

ad 50 pl autoklaviertes Aqua dest.

Die Ansitze fiir f-Aktin enthielten nur 3 ul Template-DNA.
AnschlieBend wurde die DNA wie folgt amplifiziert:

Denaturierung: 15 min 95°C

45 Zyklen: 20 sec 95°C

40 sec 58°C
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Die Auswertung erfolgte mit einer Abi Prism 7700 SDS Software (Applied Biosystems).
Die statistischen Auwertungen wurden freundlicherweise von Dr. Sebastian Grife
durchgefiihrt. Fiir die Unterstiitzung bei der Analyse der Gewebeparasitimien danke ich
herzlich Ulricke Klauenberg, die die PCR durchgefiihrt hat.

2.2.4 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde ein ungepaarter t-Test mit der Graph Pad Prism-
Software (Graph Pad Software, San Diego, CA) verwendet. Signifikanzen wurden ab p < 0,05
mit einem * und ab 0,005 mit ** versehen. Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente ist in
der Legende der jeweiligen Abbildung angegeben.
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3. Ergebnisse

Die Immunantwort gegen Trypanosoma cruzi ist sehr komplex und auch die Aktivitit der
NK-Zellen folgt keinem festgelegten Ablauf, sondern gliedert sich in unterschiedliche
Reaktionen. Im Ergebnisteil wird sowohl die Aktivitdt von NK-Zellen gegen intrazellulére als
auch gegen die extrazelluldren Parasiten untersucht. Dabei handelt es sich vorrangig um in
vitro-Versuche. Um jedoch Riickschliisse auf die Infektion im lebenden Organismus ziehen
zu konnen, wurden zudem in vivo-Versuche durchgefiihrt. Eine Untersuchung der NK-Zell-
Aktivitdt im Menschen ist natiirlich nicht moglich. Deshalb wurde der Infektionsverlauf in
Mausen verfolgt, da gezeigt werden konnte, dass sich die Immunantwort von Nagern auf eine
Reihe von Infektionen sehr gut auf den menschlichen Organismus {ibertragen lassen. Bei den
mit Mausen durchgefiihrten Experimenten wurden die Auswirkungen einer Depletion von
NK-Zellen zum Zeitpunkt der Infektion in Bezug auf den Parasitimieverlauf und die
Persistenz in den Geweben analysiert.

3.1 Depletion von NK-Zellen in vivo

3.1.1 Parasitimieverlauf und Uberlebensrate

NK-Zellen sind die ersten Lymphozyten, die nach erfolgter Invasion von 7. cruzi aktiviert
werden. Um die Bedeutung dieser friihzeitigen Aktivierung des Immunsystems erfassen zu
konnen, wurden die NK-Zellen in vivo durch Applikation eines fiir eine NK-Zell-Depletion
als geeignet beschriebenen Antikorpers depletiert. Obwohl das Molekiill Asialo GM auf
mehreren Zellpopulationen vorkommt, konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung der
spezifischen Antikorper ausschlieBlich NK-Zellen aus dem Organismus depletiert werden
(Emoto & Kaufmann, 2003). Die Depletion durch einen Antikorper hat den Vorteil gegeniiber
einer genetisch-defizienten Maus, dass u.U. auftretende Kompensationen auf genetischer
Ebene durch verstirkte Expression anderer Zytokine ausgeschlossen werden konnen.
Allerdings war eine mehrmalige Injektion des Antikérpers notwendig, um eine anhaltende
Defiziens von NK-Zellen sicher zu stellen, da eine permanente Generierung der NK-Zellen im
Knochenmark stattfindet. Um die Wirkung des Antikorpers zu kontrollieren, wurde den
infizierten Mdusen wihrend der ersten 12 Tage nach Infektion Blut entnommen und im
Durchfluss-Zytometer auf das Vorhandensein von NK-Zellen untersucht. Dazu wurden die
Blutlymphozyten mit fluoreszenz-markierten Antikorpern gegen das DX5-Molekiil auf NK-
Zellen und gegen den CD3-Molekiil-Komplex auf T-Zellen inkubiert.
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Abb. 3.1: Kontrolle der Depletion von NK-Zellen ir vivo durch Injektion des polyklonalen anti-Asialo
Antikorpers.

FACS-Analyse von Blutlymphozyten am 12. Tag nach Infektion mit 7. cruzi von Kontroll-Méusen (A)
und NK-Zell depletierten Méusen (B). Den Méusen wurden am Tag —1, 0, 3 und 7 der Infektion mit 7. cruzi
50 pl des anti-Asialo Antikorpers i.p. inokkuliert. Als Kontrolle wurden C57BL/6-Méuse mit 50 pl PBS i.p.
behandelt.

In unbehandelten Méusen lie3 sich ein NK-Zell-Anteil von rund 5% nachweisen (Abb. 3.1
A), was einem physiologischen Wert an der Gesamtlymphozytenzahl im Blut entsprach
(Bisset et al., 2004). Durch die Verabreichung des Antikorpers sank der Anteil der NK-Zellen
auf unter 1% (Abb. 3.1 B). Eine vollstindige Depletion ist durch den Einsatz von Antikérpern
nur schwer zu erreichen, da es zu einer permanenten Neubildung von NK-Zellen im
Knochenmark kommt. Trotzdem zeigten die Mause auch fiinf Tage nach der letzten Injektion
des Antikorpers noch eine verminderte Anzahl an NK-Zellen im Blut, sodass von einer
wirkunsvollen Defizienz zum Zeitpunkt der Infektion ausgegangen werden konnte.

Die mit Antikérpern behandelten C57BL/6-Méuse und die Méuse der Kontrollgruppe,
denen PBS i.p. verabreicht wurde, wurden subcutan in die Fusohle mit 7. cruzi infiziert.
Dabei wurde die im Menschen auftretende Schwellung (Chagom) bei Méusen nicht
beobachtet. Der Infektionsverlauf der akuten Phase vollzieht sich in Maidusen in einer
wesentlich kiirzeren Zeitspanne als sie im Menschen zu beobachten ist. Die Blutparasitimie,
die ein wesentliches Merkmal der anfinglichen Krankheit ist und die im Menschen im
Durchschnitt drei Monate anhilt, ist bei Mausen schon nach rund vier Wochen abgeschlossen.

Die ersten Parasiten waren im Blut von C57BL/6-Miusen friihestens sieben Tage nach
Infektion lichtmikroskopisch zu erkennen und erreichten zwischen dem 16. und 20. Tag nach
Infektion ihre maximale Anzahl.

Die experimentelle Injektion von 7. cruzi erlaubt eine Infektion mit einer definierten
Anzahl an Parasiten, die je nach Fragestellung des jeweiligen Experimentes, lethal oder nicht-
lethal verlauft. Fiir den verwendeten Tulahuen-Stamm stellte sich eine Infektions-Dosis von
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1x10* T. cruzi als sub-lethal und von 250 Parasiten als nicht-lethal heraus. Beide Dosen
wurden den NK-Zell-defizienten- und Kontroll-Méusen injiziert.

In unbehandelten Miusen konnte der typische Verlauf einer Parasitdmie beobachtet
werden. Im Fall einer Infektion mit 1 x 10* 7. cruzi traten die Parasiten ab dem 7. dpi im Blut
auf. Die Anzahl blieb bis zum 16.-17. Tag auf einem gleichbleibenden Niveau bevor sie
dramatisch zunahm, was bei dieser Dosis ab dem 17. dpi zum Tod der ersten Méuse filihrte
(Abb 3.2 A). Wurde den Maiusen die geringe Dosis mit 250 7. cruzi verabreicht, stieg die
Anzahl der Parasiten auf maximal 5x10° am Tag 18 nach Infektion und fiel in den folgenden
Tagen wieder stark ab, bis schlielich ab dem 31. dpi kaum noch Trypanosomen im Blut
nachzuweisen waren (Abb. 3.2 B).

Die Depletion von NK-Zellen fiihrte zu einem erheblichen Anstieg der Parasiten im Blut.
In den Maximalwerten um den 17.-18. dpi war die Anzahl 3-4 mal so hoch verglichen mit
unbehandelten Mausen (Abb. 3.2 A und B). Die Kinetik des Parasitimieverlaufes war dabei
nahezu identisch. So fanden sich ebenfalls erst ab dem 7. Tag nach Infektion Parasiten im
Blut und konnten bei der niedrigen Infektionsdosis von 250 7. cruzi nach 30 Tagen kaum
noch nachgewiesen werden (Abb 3.2 B). Trotz dieser ausgeprigten Steigerung der
Parasitenlast im Blut traten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Uberlebensrate
der Antikorper-behandelten Miause im Vergleich zu den unbehandelten Mause auf (Abb. 3.2
O).
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NK-depletierte C57BL/6- und Kontroll-Mause wurden mit 1 x
10* (A) und 250 (B) 7. cruzi subkutan in den FuB infiziert. Die
Maiuse, deren NK-Zellen depletiert worden waren (gestrichelte
Linie), enthielten die 3-4fache Menge an Trypanosomen im Blut im
Vergleich zu den Kontroll-Miusen (durchgezogene Linie); * p <
0,05. Die hohere Dosis fithrte zu einer Sterblichkeit der meisten

infizierten Miuse. Die Uberlebensraten (C) der beiden Gruppen

zeigten jedoch keine Signifikanz. Die Versuche wurden zweimal

durchgefiihrt mit jeweils 5 Tieren pro Gruppe.
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3.1.2 Persistenz in unterschiedlichen Geweben

T. cruzi ist in der Lage jedes Gewebe zu invadieren und in ithm zu persistieren.
Hauptsidchlich betroffen von einer stark schidigenden Persistenz sind die Muskulatur des
Herzens und die glatte Muskulatur des Darmes und der Speiserohre. Daneben wird aber auch
die normale quergestreifte Skelettmuskulatur in groBem Umfang von den Parasiten befallen.

Die Depletion von NK-Zellen fiihrte zu einer betrdchtlichen Steigerung der
Parasitenanzahl im Blut, sodass postuliert werden kann, das wesentlich mehr 7. cruzi im
gesamten Korper der Méuse die jeweiligen Organe invadieren konnten. Ob die Depletion der
NK-Zellen also zu einer verstarkten Persistenz in unterschiedlichen Organen fiihrte, wurde
mit einer quantitativen PCR untersucht (siche 2.2.3.6). Die Gewebslasten der
Skelettmuskulatur, des Herzens, der Lymphknoten, der Leber und der Milz wurden in der
akuten Phase (12 dpi), in der frithen chronischen Phase (30 dpi) und in der voll etablierten
chronischen Phase (1 Jahr nach Infektion) bestimmt.

Die Analyse der Gewebslast in den unterschiedlichen Geweben mit Hilfe der quantitativen
PCR basiert auf dem Quotienten des Gehaltes an Parasiten-DNA im Gewebe und dem der
ubiquitdr vorkommenden -Aktin-DNA. Dadurch wird ein Vergleich der Persistenz zwischen
den antikorper-behandelten und den Kontroll-Mé&usen in den einzelnen Geweben ermoglicht.

Bei allen Untersuchungen zeigten Leber und Milz Gewebslasten, die unterhalb oder nahe
der Nachweisgrenze waren. Aus diesem Grund wurden diese Gewebe bei der Darstellung der
Persistenz nicht beriicksichtigt (Abb. 3.3 A-C).

In der akuten Phase 12 dpi konnte in den Geweben der Muskulatur, des Herzens und der
Lymphknoten 7. cruzi-DNA nachgewiesen werden. Dabei war die Gewebslast in allen
Organen bei den NK-defizienten Miusen leicht verringert im Vergleich zu den unbehandelten
Kontroll-Mé&usen (Abb. 3.3 A).

In der chronischen Phase war die Persistenz im Herzen und in den Lymphknoten
vergleichbar zur akuten Phase, wéhrend sich die Menge an 7. cruzi-DNA in der Muskulatur
stark erhoht hatte (Abb. 3.3 B und C). Allerdings dnderte sich die Menge im Verlauf der
chronischen Phase nicht mehr. Im Vergleich zur akuten Phase hatte sich das Verhéltnis in den
einzelnen Geweben verdndert. Die Lymphknoten und das Herz der NK-depletierten Mause
zeigten zwar nach wie vor die gleiche oder eine etwas geringere Persistenz als die Kontroll-
Maiuse, im Muskelgewebe hingegen war die Parasitenlast in Antikorper-behandelten Mausen
starker ausgeprigt. Obwohl deutliche Unterschiede der Persistenz in den einzelnen Geweben
beobachtet werden konnten, zeigte der Vergleich der beiden Gruppen keine Signifikanz.
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Abb. 3.3: Gewebslasten unterschiedlicher Organe von
NK-defizienten und Kontroll-C57BL/6-Miusen.
Der T. cruzi-DNA Gehalt wurde 12 dpi (A), 30 dpi (B)
und ein Jahr nach Infektion (C) in den bezeichneten
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unterhalb der Nachweisgrenze. In der akuten Phase zeigten

die NK-defizienten Méuse (graue Balken) geringeren 7. cruzi DNA-Gehalt in den untersuchten Geweben als die
Kontroll-Méuse (weifle Balken). In der frithen und voll etablierten chronischen Phase verdnderte sich das
Verhiltnis teilweise: die Belastung in NK-defizienten Méusen blieb in Herz und Lymphknoten leicht unterhalb
bzw. gleich im Vergleich zu den Kontroll-Mausen. In der Muskulatur allerdings nahm die Belastung stdrker zu und
lag letztlich iiber der der unbehandelten Mause. Eine Signifikanz konnte aber zu keinem Zeitpunkt festgestellt

werden.

3.2 Die Aktivitdt von NK-Zellen gegen intrazellulare T. cruzi in vitro

3.2.1 Aktivierung von NK-Zellen durch eine 7. cruzi-Infektion

3.2.1.1 Zytotoxische Aktivitit

Um die Frage beantworten zu konnen, ob NK-Zellen in den durchgefiihrten in vitro-
Systemen eine Aktivitit ausiiben, wurde der Aktivierungszustand von NK-Zellen nach
Inkubation mit 7. cruzi analysiert.

Aktivierte NK-Zellen besitzen nicht nur zytokin-vermittelte Aktivititen, sondern zeigen
ebenso eine ausgeprigte Zytotoxizitdt. Ausschlaggebend, ob eine Zielzelle von einer NK-
Zelle erkannt wird oder nicht, ist die Expression von MHC-I-Molekiilen auf der Oberfléche
der Zielzelle. Bei einem hohen Anteil von MHC-I-Molekiilen sind die Zellen in der Regel
geschiitzt, bei einem Fehlen von MHC-I zerstoren aktivierte NK-Zellen die Zielzelle, da sie
als fremd erkannt wird. In einem in vitro-System, in dem Zellen eingesetzt werden, die kein
MHC-I expremieren, kann der Aktivierungszustand von NK-Zellen ermittelt werden, wenn
die Zielzellen mit radioaktivem Chrom inkubiert wurden. Das Chrom dringt durch Diffusion
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in die Zellen ein, kann aber nur durch eine Zerstorung der Zelle wieder in den Medium-
Uberstand freigesetzt werden. Durch die Analyse der Radioaktivitit im Medium kann der
Grad der Lyse der Zielzellen und damit das Ausmal} der Aktivitdt von NK-Zellen ermittelt
werden. Da nur NK-Zellen die Eigenschaft besitzen, MHC-I defiziente Zellen zu attackieren,
handelt es sich bei diesem in vitro-System um einen sehr spezifischen Nachweis.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurden Yac-Zellen eingesetzt,
die kein MHC-I auf ihrer Zelloberflidche tragen. Milzzellen einer C57BL/6-Maus wurden mit
Trypanosomen iiber Nacht inkubiert und die Aktivitdit von NK-Zellen mit Hilfe eines
Zytotoxizitits-Testes analysiert (siche 2.2.2.7). Als Positiv-Kontrolle diente eine Inkubation
mit poly I:C, einer Substanz, die doppelstringige RNA imitiert und an Toll-like Rezeptor 3
bindet, was u.a. zu einer Freisetzung von IL-12 durch APZ fiihrt und dadurch NK-Zellen
aktiviert. poly I:C eignete sich gut als positive Kontrolle, weil durch die Zugabe alle APZ und
infolgedessen auch NK-Zellen aktiviert wurden. Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen nur
in Medium inkubiert.

Abb. 3.4 zeigt die Aktivitdt von NK- (Effektor; E) gegen die Yac-Zellen (Ziel; T). Die
NK-Zellen wurden in aufsteigendenm Verhéltnis gegen die Yac-Zellen eingesetzt, wobei mit
steigendem Verhiltnis Effektor- : Zielzellen (E:T) eine ansteigende Aktivitdt beobachtet
werden konnte.

Durch poly I:C aktivierte NK-Zellen besaBBen selbst bei niedrigen E:T-Verhéltnissen die
Fihigkeit, die Zielzellen zu lysieren, was sich bei einem Uberschuss von 100:1 bis zu einer
80%igen Lyse der Yac-Zellen steigern lieB3. Die Inkubation der Milzzellen mit 7. cruzi fithrte
ebenfalls zu einer Aktivierung der NK-Zellen, verglichen mit der Positiv-Kontrolle allerdings
nicht so stark ausgepréigt. Besonders bei niedriger Effektorzellzahl war kein Unterschied zur
Medium-Kontrolle erkennbar. Das eine Aktivierung aber dennoch erfolgte, zeigte sich
deutlich ab einem Verhéltnis von 25:1 NK- zu Yac-Zellen (7% Lyse im Vergleich zu 1% in
der Kontrolle). Die unbehandelten NK-Zellen verursachten eine maximale Lyse von 10% der
Yac-Zellen, wiahrend mit 7. cruzi stimulierte NK-Zellen 28% der Zielzellen bei einem
100fachen Uberschuss lysierten.
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Abb. 3.4: Aktivierung von NK-Zellen durch
T. cruzi.

6 x 10° - 2 x 10° Milzzellen von C57BL/6-
Miusen wurden 4 Stunden mit 2 x 10°

— - poly I:C 7 radioaktiv markierten Yac-Zellen inkubiert und

704 —-T. cruzi 7 anschliefend die freigesetzte Radioaktivitit
6o - - unbehandelt / gemessen. Die Milzzellen wurden zuvor
% entweder mit 0,2 mg/ml poly I:C (Dreiecke),

50 /,/ mit 5 x 10° T cruzi (Quadrate) oder in

Medium (Rauten) iiber Nacht inkubiert. Aus
dem MaB an Radioaktivitit im Uberstand kann
der prozentuale Anteil an lysierten Yac-Zellen
abgeleitet werden. Das E:T-Verhiltnis gibt die
Anzahl der Milzzellen (Effektor; E) zu Yac-
Zellen (Ziel; T) an.

Milzzellen, die mit 7. cruzi inkubiert
wurden, zeigten eine deutlich hdhere Aktivitét
als die Negativ-Kontrolle (Medium), wenn
auch eine wesentlich geringere als mit poly I:C
stimulierte; * p < 0,05. Die Ergebnisse repra-

sentieren drei unabhédngige Versuche.

3.2.1.2 Induktion einer Zytokin-Sekretion durch NK-Zellen nach Inkubation mit 7. cruzi

Fiir den Nachweis einer Zytokin-Produktion eignet sich der ELISpot-Test, weil in diesem
Test nicht nur nachgewiesen werden kann, ob es zu einer Zytokin-Produktion kommt, sondern
auch wieviele Zellen das entsprechende Zytokin sezernieren. Die Zellen werden mit den zu
untersuchenden Stimuli in einer speziellen Platte inkubiert, deren Boden mit einem
spezifischen Antikorper bedeckt ist, der lokal das freigesetzte Zytokin bindet. Dadurch
entstethen durch chemische Reaktionen des Substratpuffers mit den HRP-gekoppelten
Detektionsantikdrpern Spots an den Stellen, wo Zellen waren, die das Zytokin sezerniert
haben. Damit kann eine Aussage getroffen werden, wieviele Zellen aktiviert wurden oder ob
nur wenige Zellen sehr viel Zytokin gebildet haben. Die Skala der Ordinatenachse gibt
deshalb die Anzahl der IFN-y produzierenden Zellen an. IFN-y ist ein guter Marker fiir eine
Aktivierung der NK-Zellen, weil es sich dabei um ein Zytokin handelt, das
Effektormechanismen auslosen kann.

Um den Nachweis fiihren zu kdnnen, dass die gemessene IFN-y-Antwort auf NK-Zell-
Aktivitdt zuriickgefiihrt werden kann, wurden Milzzellen von SCID-Médusen verwendet. Diese
Maiuse haben einen natiirlichen Defekt im Gen fiir die Rekombinase, die fiir die Umbildung
des T- und B-Zell-Rezeptors verantwortlich ist, sodass diese Méuse nicht in der Lage sind,
funktionsfahige T- und B-Zellen hervorzubringen.
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Die Milzzellen wurden entweder mit Medium als Kontrolle oder mit 7. cruzi bzw. unter
Hitzeeinwirkung abgetoteter 7. cruzi inkubiert. Auf diese Weise konnte unterschieden
werden, ob nur lebende Trypanosomen oder auch phagozytierte tote Zellen eine Aktivierung
auslosen konnen. Ebenfalls wurde untersucht, ob isolierte NK-Zellen unter Ausschluss von
APZ auf eine Inkubation mit 7. cruzi mit IFN-y antworten kénnen.

400

300 [ Milzzellen
I nur NK-Zellen
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T T T
Medium + T. cruzi + T. cruzih.i.

IFN-y produzierende Zellen

Abb. 3.5: ELISpot-Analyse von NK-Zellen nach Inkubation mit 7. cruzi.

2 x 10° Milzzellen (hellgraue Balken) oder 1 x 10° aufgereinigte NK-Zellen (dunkelgraue Balken) wurden
entweder mit Medium, mit 1 x 10* Trypomastigoten oder der gleichen Anzahl hitze-inaktivierter (h.i.)
Trypomastigoter fiir 24 Stunden inkubiert. Die Angabe entspricht der Anzahl an IFN-y produzierenden Zellen in
Bezug auf die Gesamtzahl der eingesetzten Lymphozyten.

Aus dem Graphen geht hervor, dass die NK-Zellen nur durch lebende 7. cruzi zur IFN-y Produktion animiert
werden konnten und dazu die Anwesenheit von APZ obligat erforderlich war; * p < 0,05. Die Ergebnisse

repriasentieren drei unabhéngige Versuche.

Durch die Inkubation von Milzzellen aus SCID-Mausen, die nur in Medium inkubiert
wurden, sezernierten nur wenige Zellen IFN-y (Abb. 3.5). Diese Aktivitdat konnte durch die
Inkubation mit viablen Trypanosomen signifikant gesteigert werden. Diese insgesamt
450%ige Steigerung ist zwar sehr deutlich, dennoch sind nur 0,2% der gesamten Milzzellen
aktiviert worden. Mit hitze-inaktivierten 7. cruzi fiel die Anzahl an IFN-y-produzierende
Zellen quasi auf das Niveau der Medium-Kontrolle ab (Abb. 3.5). Eine Induktion von IFN-y
wurde also nur durch lebende Parasiten ausgeldst. NK-Zellen, die durch Aufreinigung mit
MicroBeads von den APZ isoliert worden waren, konnten nicht zu einer IFN-y -Produktion
stimuliert werden.

In NK-Zellen wird demnach in einer 7. cruzi-Infektion sowohl eine zytotoxische Aktivtiat
als auch eine Zytokin-Sekretion induziert.
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3.2.2 Reduktion der intrazellularen Parasitenlast in Fibroblasten durch
Milzzellen

Die Kontrolle des intrazelluldren Stadiums von 7. cruzi ist fiir eine erfolgreiche
Immunabwehr des Parasiten von entscheidender Bedeutung, weil innerhalb der Zellen die
massenhafte Vermehrung von 7. cruzi im Wirt stattfindet. In Makrophagen konnte die
Induktion von antimikrobiellen Prozessen bereits gezeigt werden, die zu einer Verminderung
der Parasitenlast in den Zellen fiihrt (siche Einleitung). Bei Makrophagen handelt es sich
allerdings um Zellen, die auf die Abwehr und das Abtdten von Pathogenen spezialisiert sind,
wihrend die Frage, ob nicht immunkompetente Zellen wie Fibroblasten ebenfalls
intrazelluldre 7. cruzi beseitigen konnen, noch nicht geklart werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche durchgefiihrt, in denen Milzzellen von CBA/}-
und SCID-Méusen mit infizierten Fibroblasten der Zelllinie L929 inkubiert wurden. Dazu
wurden 7. cruzi des Tehuantepeq-Stammes verwendet, die mit dem lacZ-Gen stabil
transfiziert worden waren. Je nach Anzahl an Trypanosomen in der Kultur wurden
unterschiedliche Mengen an [B-Galaktosidase gebildet und durch ein zugefiigtes Substrat
umgesetzt. In den durchgefiihrten Versuchen wurde als Substrat CPRG verwendet, das durch
die Aktivitdt der P-Galaktosidase zu Produkten umgesetzt wird, die eine photometrisch
auswertbare violette Farbung des Kulturmediums bewirken. Dadurch kann die Anzahl an T.
cruzi in einer in vitro-Kultur bestimmt werden.

Abb. 3.6: Reduktion der Parasitenlast in 1.929-
Fibroblasten durch Inkubation mit Milzzellen
von CBA-Maiusen.

Kontrolle - -| 1 x 10* Fibroblasten wurden in einer

Zellkulturplatte zu einem einschichtigen Zellrasen

kultiviert und mit 1 x 10° lacZ-transfizierten 7.
unbehandelt —| * L. . .
cruzi infiziert. Nach drei Tagen wurden der
Kultur 3 x 10° Milzzellen, die entweder unbe-
+ poly I:C - { sk handelt oder {iber Nacht mit 0,2 mg/ml poly I:.C

inkubiert worden waren, hinzugefiigt und fiir

0 20 40 60 80 100 zwei Tage mit den infizierten Fibroblasten
Parasitenlast in % . .
inkubiert.

Die gemessene Extinktion korrelierte direkt mit der Anzahl an Trypanosomen in der Kultur. Durch die Inkubation
der Milzzellen mit den infzierten Fibroblasten konnte eine Aktivierung der unbehandelten Milzzellen beobachtet
werden, die zu einer Reduzierung der Parasitenlast in den Fibroblasten fiihrte, wenn auch nicht im gleichen Ausmaf}
wie durch voraktivierte Milzzellen; * p < 0,05, ** p < 0,005.

Die gezeigten Ergebnisse wurden aus drei unabhéngigen Versuchen gemittelt.

Die CBA/j-Méuse besitzen den gleichen MHC-Haplotyp wie die L929-Fibroblasten und
wurden deshalb fiir die Versuche verwendet, wodurch erreicht wurde, dass die Fibroblasten
von den Lymphozyten nicht als Fremd-Zellen erkannt wurden und so ungewollte direkte
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Aktionen gegen die L929-Zellen verhindert wurden. Die Milzzellen wurden fiir 48 Stunden
mit den zu iiber 70% infizierten Fibroblasten inkubiert, daraufhin wurden Aliquots des
Uberstandes auf die Zytokine IL-12 und IFN-y sowie das Effektormolekiil Stickstoffmonoxid
(NO) analysiert und der Kultur eine CPRG-Lsung mit geringem Detergenzanteil zugefiigt.
Dies fiihrte zu einer vollstindigen Lyse aller Zellen, sodass der gesamte Gehalt an -
Galaktosidase durch das CPRG umgesetzt werden konnte. Als Positiv-Kontrolle wurde der
Gehalt an B-Galaktosidase einer infizierten Fibroblasten-Kultur ohne Milzzellen bestimmt,
wiahrend zur Vermeidung von Verfalschungen der Ergebnisse einer Hintergrundfirbung,
nicht-infizierte Fibroblasten mit CPRG inkubiert wurden.

Durch die Inkubation der L929-Fibroblasten mit den Milzzellen von CBA/j-Mausen
konnte die Parasitenlast deutlich gesenkt werden. Im Vergleich zur infizierten Kultur ohne
Milzzellen sank die Parasitenlast durch unbehandelte Milzzellen auf 43% des Ausgangswertes
ab. Eine Aktivierung der Milzzellen vor der Zugabe zu den Fibroblasten durch poly I:C lie3
die Parasitenlast sogar auf 27% absinken (Abb. 3.6).
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Abb. 3.7: Zytokinproduktion in einer Co-Kultur aus infizierten L929-Fibroblasten und Milzzellen
von CBA-Miusen.

Die gezeigte Produktion an IL-12, IFN-y und NO wurde aus den Kulturiiberstinden der in Abb. 3.6
gezeigten Inkubation von Milzzellen und infzierten Fibroblasten ermittelt. IL-12 konnte sowohl mit
unbehandelten als auch mit voraktivierten Milzzellen detektiert und als Anzeichen fiir die Aktivierung der

Milzzellen angesehen werden.

IL-12 war im Kulturiiberstand in deutlichen Mengen vorhanden, die sich allerdings in
unbehandelten und voraktivierten Zellen nicht unterschieden (Abb. 3.7). Es lie sich also
erkennen, dass auch unbehandelte Milzzellen durch die Inkubation mit den infizierten
Fibroblasten aktiviert wurden. Die infizierten Fibroblasten ohne Milzzellen sezernierten kein
IL-12, sodass als Quelle nur die APZ der Milzzell-Suspension in Frage kommen und die
Lymphozyten nicht direkt durch die Fibroblasten aktiviert wurden. IFN-y dagegen wird von
poly I:C aktivierten Milzzellen wesentlich stirker sezerniert. Mit rund 4 ng/ml erzeugten sie
fiinfmal mehr IFN-y als die unbehandelten Milzzellen. Das hatte Auswirkungen auf die
Produktion von NO: rund 70 uM in der Kultur mit unbehandelten Milzzellen und rund 105
uM durch poly I:C-Behandlung. Diese stirkere Induktion des wichtigen Effektormolekiils
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konnte also fur die bessere Abwehr der intrazelluliren 7. cruzi auch in Fibroblasten
verantwortlich sein.

3.2.3 Kontaktunabhingige Aktivitit der Milzzellen gegen infizierte Fibroblasten

Neben der Zytokin-Sekretion sind, wie bereits beschrieben, auch andere Mechanismen
denkbar, die intrazelluldren Parasiten zu bekdmpfen. Dazu zdhlt u.a. die Lyse der infizierten
Zellen durch eine zytotoxische Aktivitét, aber auch die Auslésung des induzierten Zelltodes
(Apoptose). Diese Mechanismen beruhen jedoch grundsétzlich auf direkter Interaktion der
Lymphozyten mit den infizierten Zellen und konnen deshalb durch eine rdumliche Trennung
unterbunden werden (Kuhn & Murnane, 1977; Clark & Kuhn, 1999).

Die Inkubation von Milzzellen in einem Zellkultur-Einsatz (sog. Transwell) ermoglicht
den Austausch von Zytokinen in der Zellkultur, verhindert jedoch durch eine Membran den
direkten Kontakt zu den infizierten Zellen. Auf diese Weise konnte die Abhingigkeit der
Aktivitit von einem Kontakt zwischen den Lymphozyten und Fibroblasten untersucht
werden.

[ unbehandelt
[ + poly I:C

Abb. 3.8: Die Aktivierung und Induktion der
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Die Fibroblasten wurden wie in Abb. 3.6
beschrieben mit den Milzzellen inkubiert, mit der
Variante, dass in einem Ansatz die Milzzellen direkt
mit den 1.929-Zellen inkubiert wurden oder durch
einen Zellkultur-Einsatz (sog. Transwell; TW) von
den Fibroblasten getrennt wurden, sodass direkte
Zell-Zell-Interaktionen unterbunden wurden.

Die Aktivitit der Milzzellen wurde dadurch
nicht beeinfluft; * p < 0,05, ** p < 0,005.

Die gezeigten Ergebnisse wurden aus drei
unabhdngigen Versuchen gemittelt.

Die raumlich getrennte Inkubation der Milzzellen von den infizierten Fibroblasten zeigte
keine Auswirkungen auf die Aktivitit gegen die intrazelluldren 7. cruzi (Abb. 3.8). Sowohl
die unbehandelten als auch die voraktivierten Milzzellen waren in der Lage durch die
Membran hindurch die Parasitenlast unabhédngig vom Zellkultur-Einsatz zu minimieren.
Dabei zeigte sich wiederum die erhdhte Aktivitdt der poly 1:C stimulierten Milzzellen.

IL-12, IFN-y und NO waren auch in der Kultur mit dem Zellkultur-Einsatz deutlich
nachzuweisen, wihrend Indizien fiir direkte Zell-Zell-Interaktionen, wie z.B. die Induktion
der Apoptose, in keinem Versuch auftraten (Iris Gaworski, personliche Mitteilung).
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3.2.4 Blockade von IFN-y und Stickstoffmonoxid in der Fibroblasten-Kultur

NK-Zellen sind in der 7. cruzi-Infektion als wichtig beschrieben worden, weil sie sehr
frithzeitig nach der Infektion IFN-y produzieren kénnen, was in infizierten Makrophagen die
Umsetzung von Arginin zu NO induziert und die Vermehrung der intrazelluliren Parasiten
beeintrichtigt. In Fibroblasten scheint die Sekretion von IFN-y durch Milzzellen ebenfalls NO
zu induzieren. Ob dieser Mechanismus in Fibroblasten ebenfalls essentiell zur erfolgreichen
Reduktion der Parasitenlasten in den Zellen ist, sollte durch eine Blockade von sowohl IFN-y
durch neutralisierende Antikorper als auch von NO durch Aminoguanidin, das die Synthese
von NO aus Arginin verhindert, untersucht werden.

Dazu wurden Milzzellen iiber Nacht mit 30 pg/ml eines neutralisierenden Antikorpers
gegen IFN-y (Klon XMGI1.2) und 5 mM Aminoguanidin inkubiert, bevor sie den
Fibroblasten zugesetzt wurden.

Die Blockade von IFN-y inhibierte die Aktivitit der Milzzellen gegen die infizierten
Fibroblasten: die Parasitenlast konnte in Anwsenheit der neutralisierenden Antikdrper um
30% gesenkt werden. Die Inhibierung der NO-Synthese hob die Aktivitit sogar fast
vollstindig auf; die Parasitenlast betrug noch iiber 90% nach Inkubation mit den Milzzellen
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.9).

Abb. 3.9: Die Inhibierung von IFN-y und

Kontrolle NO fiihrt zu einer stark verminderten
Milzzell-Aktivitat.

unbehandelt ok Infizierte Fibroblasten wurden wie in

Abb. 3.6 mit Milzzellen von CBA-Miusen

* anti-IFN-y * inkubiert. Die Milzzellen waren unbehandelt

+ AG oder entweder mit 30 pg/ml eines IFN-y

neutralisierenden Antikorpers (anti-IFN-y)

(I) zlo 4|o slo 3|o 160 oder 5 mM Aminoguanidin (AG) iiber Nacht

Parasitenlast in % inkubiert worden; * p < 0,05, ** p <0,005.
Die gezeigten Ergebnisse wurden aus

drei unabhéngigen Versuchen gemittelt.

Die Zytokin-Produktion wurde ebenfalls durch die Zugabe der blockierenden Antikorper
und Reagenzien beeinflufit (Abb. 3.10). Die XMGI.2-Antikorper hoben nicht nur die
Wirkung von IFN-y auf, sondern senkten auch die Sekretion von IL-12, was auf einen
allgemein niedrigeren Aktivierungszustand hindeutete. Als Folge davon war wesentlich
weniger NO in der Kultur nachzuweisen. Die Konzentration von NO scheint der kritische
Punkt einer erfolgreichen Abwehr der Parasiten zu sein, da die Co-Inkubation mit
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Aminoguanidin sowohl die Sekretion von IL-12 als auch von IFN-y z.T. stark erhohte, was
jedoch die Inhibierung einer Aktivitét nicht beeinfluf3t.

IL-12 IFN«y NO
800 8000 125
700
= 600 5000 100
S 500 >
£ 400 =
& 300 oy
= 200 o

O
0 0

Abb. 3.10: Durch Einsatz der neutralisierenden Antikérper und des Aminoguanidin kénnen
IFN-y und NO geblockt werden.

Die Zytokin-Produktion zeigte deutlich, dass die inhibierte Wirkung des IFN-y (anti- IFN-y)
sowohl die Produktion von NO beeinflufit als auch die von IL-12 vermindert. Obwohl durch die
Zugabe von Aminoguanidin (AG) die Freisetzung von IFN-y betrichtlich gesteigert werden konnte,
wurde die Aktivitdt durch die iNOS-Blockade nahezu aufgehoben.

3.2.5 Nachweis der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in L929 Fibroblasten

NO ist fiir eine erfolgreiche Bekdmpfung intrazelluldrer Parasiten erforderlich. Die
Induktion in 7. cruzi infizierten Makrophagen durch IFN-y konnte bereits mehrfach
beschrieben werden. Da in der Milzzell-Suspension, die zu den infizierten Fibroblasten
gegeben wurde, auch Makrophagen enthalten waren, konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass das nachgewiesene NO in der Co-Kultur aus Fibroblasten und Milzzellen durch die
mitgefiihrten Makrophagen gebildet worden ist und in den Fibroblasten selbst keine
Effektormolekiile induziert wurden.

Der Nachweis einer iNOS-Induktion sollte durch einen Western-Blot erfolgen. Dazu
wurden die Zellen durch ein Detergenz lysiert und dieses Lysat in einer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschliefend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulose transferiert und mit einem Antikorper detektiert.

Die Infektion mit 7. cruzi 16ste in L929-Fibroblasten keine iNOS-Induktion aus (Abb.
3.11). Weder zum Zeitpunkt der Milzzell-Zugabe nach drei Tagen, noch nach dem Ende der
Inkubation am fiinften Tag, konnte eine deutliche iNOS-Menge nachgewiesen werden. Dies
anderte sich durch die Inkubation mit Milzzellen von CBA/j-Méusen. Die direkte Inkubation
mit Milzzellen induzierte eine gut nachweisbare iNOS-Synthese in der Kultur. Waren die
Milzzellen allerdings durch poly I:C voraktiviert stieg die Menge an gebildeter iNOS noch
starker an.
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Durch die seperate Inkubation der Milzzellen in einem Zellkultur-Einsatz (TW), konnten
die Milzzellen vor Addition des Detergenz aus der Kultur entnommen werden, sodass
ausschlieBlich Fibroblasten auf den Gehalt an iNOS untersucht werden konnten. Auch in
diesem Fall konnte eine deutliche Bande des iNOS-Proteins im Blot beobachtet werden,
womit bewiesen werden konnte, dass tatsdchlich in den Fibroblasten Effektormechanismen
induziert werden konnen.

Abb. 3.11: Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iINOS) in L929-Fibroblasten durch die
Inkubation mit Milzzellen.

Die Analyse der iNOS-Expression wurde mit Hilfe eines Western Blots durchgefiihrt. Dazu wurden die
L929-Zellen mit Triton-Lysis-Puffer aufgelost und ein Teil des Lysates mit denaturierendem Beladungspuffer
aufgekocht. Die Proteine wurden iiber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-
Membran iibertragen. Dort wurde die iNOS spezifisch durch einen Antikorper detektiert. Die einzelnen Spuren
geben folgendes wieder: L.929: uninfizierte Fibroblasten; L929+T.c.: infizierte Fibroblasten; naiv: Co-
Inkubation von naiven Milzzellen von CBA/j-Mausen mit den infizierten L.929; naiv+TW: naive Milzzellen,
die in einem Zellkultur-Einsatz mit den infizierten 1929 inkubiert wurden; +poly I:C: Inkubation
voraktivierter Milzzellen mit den infizierten Fibroblasten. Die Pfeile geben die spezifische Bande der iNOS

an.

3.2.6 Aktivitdat von NK-Zellen gegen intrazelluldre 7. cruzi

In den bisherigen Experimenten im verwendeten in vitro-Infektionssystem wurden
Milzzell-Suspensionen eingesetzt, in denen neben NK-Zellen auch T- und B-Zellen
vorhanden waren. Aufgrund der sehr schnellen Reaktion der Milzzellen gegen die infizierten
Fibroblasten ist eine Beteiligung von T- oder B-Zellen sehr unwahrscheinlich. Um jedoch die
Aktivitét explizit fiir NK-Zellen gegen die intrazelluldren 7. cruzi zeigen zu konnen, wurden
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Milzzellen verwendet, die SCID-M4iusen entstammten, weshalb eine Aktivitidt gegen infizierte
Fibroblasten ausschlieflich auf NK-Zellen zuriickzufiihren ist. Die Milzzellen wurden
ebenfalls entweder unbehandelt oder durch poly I:C voraktiviert in den Versuchen eingesetzt.

Abb. 3.12: NK-Zellen reduzieren die
Parasitenlast in infizierten Fibroblasten.

Kontrolle

1

1 x 10* Fibroblasten wurden in einer

Zellkultur-Platte zu einem einschichtigen
Zellrasen kultiviert und mit 1 x 10° lacZ-
4{ * transfizierten 7. cruzi infiziert. Nach drei
Tagen wurden der Kultur 5 x 10° Milz-

unbehandelt

_| zellen von SCID-Méusen, die entweder
*ok
unbehandelt oder iiber Nacht mit 0,2

T T T T T T T T T mg/ml poly I:C inkubiert worden waren,
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

+ poly I:C -

hinzugefiigt und fiir zwei Tage mit den

Parasitenlast in ¢ e . ) .
% infizierten Fibroblasten inkubiert.

Auch unbehandelte Milzzellen von SCID-Méusen wurden durch die Inkubation mit infizierten Fibroblasten

aktiviert und reduzierten die Parasitenlast, wenn auch in geringerem Ausmal als Milzzellen von CBA/j-Mé&usen.

Es konnten keine Unterschiede der Aktivitdt durch Inkubation in Zellkultur-Einsédtzen beobachtet werden. Die

Aktivitdt konnte wiederum durch Voraktivierung der Milzzellen durch poly I:C verstiarkt werden; * p < 0,05, ** p

<0,005. Die gezeigten Ergebnisse wurden aus drei unabhéngigen Versuchen gemittelt.

Die nicht voraktivierten SCID-Milzzellen besalen eine geringere Féhigkeit die
Parasitenlast zu reduzieren verglichen mit den Milzzellen, die auch T- und B-Zellen enthielten
(Abb. 3.12). So konnte nur eine um 35% verminderte Anzahl an intrazelluldren Parasiten im
Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. Diese geringere Reduzierung ging einher mit
einer ausbleibenden Sekretion von IL-12 und IFN-y sowie der Produktion von NO (Abb.
3.13).

Wiederum zeigte die Inkubation der Milzzellen im Zellkultur-Einsatz keinen Unterschied
zu den kontakt-inkubierten Milzzellen (nicht gezeigt). Die Aktivierung durch poly I:C jedoch
filhrte zu einer vergleichbaren Aktivitdt der SCID- zu den CBA-Milzzellen. Nach der
Inkubation waren nur noch 30% der urspriinglichen Parasitenlast vorhanden. Ebenso konnten
sowohl IL-12 und IFN-y (IFN-y allerdings in stark minimierten Konzentrationen von gerade
250 pg/ml im Vergleich zu rund 4000 pg/ml mit CBA-Milzzellen) als auch eine NO-
Produktion beobachtet werden (ebenfalls wesentlich weniger: 20 pM zu 105 pM bei CBA).
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Abb. 3.13: Die unbehandelten Milzzellen von SCID-M:iiusen iiben eine Aktivitit gegen intrazellulire 7.
cruzi aus ohne Induktion von IL-12, IFN-y oder NO.

Unabhéngig von der Verwendung eines Zellkultur-Einsatzes konnten bei unbehandelten Milzzellen die oben
beschriebene Zytokin-Produktion und NO-Induktion nicht beobachtet werden. Trotzdem waren diese Zellen in
der Lage, die Parasitenlast in den Fibroblasten zu reduzieren. Durch die Stimulation der Milzzellen durch poly
I:C waren sowohl IL-12 als auch IFN-y nachzuweisen, was zu einer NO-Produktion fiihrte.

3.2.7 Neutralisation von IL-12

Die fehlende Sekretion von IL-12 und IFN-y unter Verwendung von SCID-Milzzellen bei
dennoch zu beobachtender Aktivitdt kann nicht in das Bild eingeordnet werden, wie es sich
anfangs bei CBA-Milzzellen abgezeichnet hatte. Wie schon gezeigt, fiihrte die Aktivierung
von Milzzellen durch infizierte Fibroblasten zu einer Ausschiittung von IL-12, was zu einer
IFN-y-Sekretion fiihrte, was wiederum eine NO-Produktion stimulierte, die unbedingt
notwendig war, um die intrazelluldren Parasiten zu bekdmpfen.

SCID-Milzzellen konnten die Parasitenlast aber auch ohne IL-12 oder IFN-y, sogar ohne
NO reduzieren. Um die Abhingigkeit der Aktivitit von IL-12 zu untersuchen, wurde diesem
Zytokin durch einen neutralisierenden Antikorper die Wirksamkeit genommen. Grundséitzlich
ist es denkbar, dass zwar die Sekretion von IFN-y von IL-12 abhingt, parallel jedoch andere
Effektormechanismen induziert werden kénnen, die unabhéngig von den bisher beschriebenen
wirken konnen.
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Abb. 3.14: Die Aktivierung von Milzzellen durch infizierte Fibroblasten kann unabhingig von IL-12
erfolgen.

Infizierte Fibroblasten wurden wie in Abb. 3.6 mit Milzzellen von CBA-M4iusen inkubiert. Die Milzzellen
waren unbehandelt oder entweder mit 10 pg/ml eines IL-12 neutralisierenden Antikorpers (anti IL-12) oder
gleichzeitig mit poly I:C und anti IL-12 iiber Nacht inkubiert worden; * p < 0,05, ** p < 0,005. Die gezeigten
Ergebnisse wurden aus drei unabhingigen Versuchen gemittelt.

Die Milzzellen von CBA-Maiusen wurden iiber Nacht mit dem neutralisierenden
Antikorper inkubiert, bevor sie zu den Fibroblasten gegeben wurden. Neben den naiven
Lymphozyten wurde eine gleichzeitige Aktivierung durch poly I:C und der Neutralisation von
IL-12 untersucht.

In diesem Fall zeigten die unbehandelten CBA-Milzzellen ebenfalls eine verminderte
Aktivitdt: nur um 25% konnte die Parasitenlast durch die Milzzellen reduziert werden.
Allerdings unterschied sich die Aktivitdt in An- bzw. Abwesenheit des neutralisierenden
Antikorpers nicht (Abb 3.14). Durch poly I:C konnte auch in diesem Fall eine erhebliche
Steigerung der Aktivitét erreicht werden; die Parasitenlast reduzierte sich auf rund 40% des
Ausgangswertes. Dies konnte ebenfalls durch den neutralisierenden Antikdrper nicht
verhindert werden.

Im ELISA konnte die Wirksamkeit des Antikorpers bestitigt werden, es wurde kein I1L-12
in der Kultur nachgewiesen. IFN-y und NO wurden durch den Antikorper wenig beeinfluf3t,
sodass vergleichbare Konzentrationen auch in Anwesenheit des Antikdrpers nachzuweisen
waren (Abb 3.15).
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Abb. 3.15: Die Neutralisation von IL-12 beeinflu3t die Freisetzung von IFN-y und NO nur geringfiigig.

Trotz Blockade von IL-12 kann eine Induktion von IFN-y und NO erfolgen. Es existieren somit alternative
Aktivierungsmechanismen, die auch von poly I:C induziert werden konnen, da die gleichzeitig Behandlung von anti
IL-12 und poly I:C trotzdem zu einem sehr hohen Gehalt an IFN-y und NO in der Kultur fiihrt. Aber auch

unbehandelte Milzzellen sind fiir diesen alternativen Weg empfénglich.

3.2.8 Induktion von Typ-I-Interferonen

Die Neutralisation von IL-12 konnte die Sekretion von IFN-y und NO nicht beeinflussen,
was sich auch in vergleichbaren Aktivititen der unbehandelten bzw. aktivierten Milzzellen
wiederspiegelte. Dennoch scheinen SCID-Milzzellen aktiviert werden zu koénnen und
Prozesse induziert zu werden, die die Parasitenlast driicken konnen.

Ein sehr bekannter Stimulus fiir Effektormechanismen sind die Typ-I-Interferone, von
denen mehrere unterschiedliche Typen beschrieben wurden. Die am besten untersuchten Typ-
I-Interferone sind IFN-o. und . Thnen konnte eine aktivierende Wirkung auf NK-Zellen
zugeordnet werden und die Sekretion von IFN-o/f durch NK-Zellen hat ebenfalls
aktivierende Wirkung auf APZ.

Es sollte untersucht werden, ob diese beiden Interferone in infizierten Fibroblasten
nachgewiesen werden konnten. Dazu wurde eine reverse Transkriptase verwendet, die bereits
transkribierte mRNA in cDNA umschreibt, die dann mittels einer PCR nachgewiesen werden
kann. Dabei handelt es sich um eine sehr sensitive Methode, die allerdings den Nachteil
besitzt, den endgiiltigen Nachweis der Proteinsynthese nicht erbringen zu kénnen.

In uninfizierten L929-Fibroblasten ist weder IFN-a noch IFN- nachzuweisen. Dies
andert sich durch die Infektion mit 7. cruzi; danach konnte die mRNA beider Interferone
nachgewiesen werden (Abb. 3.16). Auch in Milzzellen von CBA-Maiusen, die durch einen
Zellkultur-Einsatz von den Fibroblasten getrennt waren und deshalb unabhingig von diesen
untersucht werden konnten, zeigten eine deutliche Induktion der Interferone.
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L929 + T cruzi

Abb. 3.16: Die Infektion mit 7. cruzi fiihrt in Fibroblasten und Milzzellen zu einer Induktion von Typ-I-Interferonen.
Infizierte und nicht-infizierte 1L929-Fibroblasten sowie Milzzellen von CBA/j Méusen wurden lysiert, die mRNA mit
Phenol und Propanol gefillt und durch eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Der Nachweis von IFN-a und 3

wurde mit einer PCR gefiihrt.

3.3 Die Aktivitat von NK-Zellen gegen extrazellulare 7. cruzi

Im vorangegangenen Abschnitt konnte eine Aktivitit, die von NK-Zellen vermittelt
wurde, gegen intrazelluldre 7. cruzi in vitro nachgewiesen werden. Die stiarksten Unterschiede
bei der NK-Zell-Depletion in vivo konnten in Bezug auf die Parasitimie beobachtet werden,
wihrend die Persistenz in den Geweben, auch in der akuten Phase, keine signifikanten
Verianderungen zeigten; im Gegenteil in der frithen Phase nach der Infektion (12 dpi) waren in
den Geweben von NK-Zell-defizienten Maédusen sogar weniger Parasiten als in den
unbehandelten Kontrollen. Dieses Verhiltnis &dnderte sich erst in der chronischen Phase und
nur in der Skelettmuskulatur. Es ist also denkbar, dass sich die Aktivitdt der NK-Zellen in der
akuten Phase der Krankheit auf die extrazelluldren Trypomastigoten im Blut konzentriert. Es
konnten bereits direkte Interaktionen zwischen NK-Zellen und 7. cruzi gezeigt werden,
jedoch ist nichts iiber die Natur dieser Interaktionen bekannt.

Im folgenden Abschnitt sollen diese Interaktionen von NK-Zellen gegen extrazelluldre
Parasiten nachgewiesen und Anstrengungen unternommen werden, die Mechanismen, die
diesen Interaktionen zugrunde liegen, aufzukldren. AuBerdem soll versucht werden,
auslosende Faktoren der Aktivierung von NK-Zellen durch extrazelluldre 7. cruzi zu finden.
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3.3.1 Aktivitdat von NK-Zellen gegen extrazellulare Trypanosomen

Hatcher und Kuhn haben Anfang der 1980er die Aktivitdt von NK-Zellen, die ex vivo aus
T. cruzi infizierten Miusen oder mit poly I:C behandelten Miusen mit den extrazelluldren
Stadien von 7. cruzi inkubiert wurden, mittels der Lichtmikroskopie untersucht. Dabei
wurden alle Trypanosomen, die ihre Mobilitdt eingebiif3t hatten als tot angesehen (Hatcher &
Kuhn, 1982).

Die ersten Versuche diesen Themenkomplex betreffend waren denen von Hatcher und
Kuhn angelehnt, allerdings in der Variation, das Milzzellen aus naiven, unbehandelten
Maiusen verwendet wurden, von denen ein Teil liber Nacht mit poly [:C stimuliert wurden.
Dadurch sollte analysiert werden, ob nur voraktivierte Milzzellen die extrazelluldren 7. cruzi
bekdmpfen konnen oder ob die direkte vierstiindige Inkubation der Milzzellen mit 7. cruzi in
vitro die Aktivitét auslosen konnte.

Tab. 3.1 zeigt, dass Milzzellen von C57BL/6-Méusen sowohl Epimastigote als auch
Trypomastigote in einem deutlich erkennbaren Mal} abtdten konnten. In den Kontroll-
Ansdtzen wurden die Trypanosomen nur in Medium ohne Milzzellen inkubiert. Naive
Milzzellen wurden durch die Inkubation mit 7. cruzi innerhalb der kurzen vierstiindigen
Inkubationsdauer in die Lage versetzt, eine Aktivitit gegen die Trypanosomen auszuiiben.
Diese wurde durch die Voraktivierung mit poly I:C z.T. um das Doppelte erhoht (bei den
Trypomastigoten). Aufféllig war die Fidhigkeit von den Milzzellen neben den
Trypomastigoten, denen sie wihrend einer 7. cruzi-Infektion ausgesetzt werden, auch die
epimastigote ,,Insektenform* bekdmpfen kdnnen, obwohl diese Zellen natiirlicherweise nicht
aufeinander treffen.

Epimastigote Trypomastigote
Kontrolle 0% 0%
C57BL/6 39% 23%
+ poly I:C 59% 50%
B-Zellen 0% 0%

Tab. 3.1: Milzzellen von C57BL/6-Méusen toten extrazellulire 7. cruzi.

1 x 10° Milzzellen wurden mit 1 x 10° epi- bzw. trypomastigoten 7. cruzi 4 Stunden inkubiert und
anschlieBend im Lichtmikroskop auf ihre Mobilitéit untersucht. In der Kontrolle wurden die Trypanosomen ohne
Milzzellen inkubiert. Die Milzzellen waren entweder unbehandelt oder durch poly I:C voraktiviert.

Die Prozente geben die Anteile an toten 7. cruzi in Bezug auf die Kontrolle an. Die gezeigten Ergebnisse

stehen reprisentativ fiir eins von vier unabhéngigen Experimenten.
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Wie schon in  Abschnitt 3.2 beschrieben, kann durch die Verwendung einer Milzzell-
Suspension, die alle Lymphozyten-Populationen also sowohl T- und B-Zellen als auch NK-
Zellen besitzen keine Aussage getroffen werden, welche Zellen letztendlich fiir die Aktivitét
verantwortlich sind. Allerdings kann eine Aktivitit von B-Zellen ausgeschlossen werden
(Tab. 3.1; siehe auch 3.3.7). Deshalb wurden auch in diesen Versuchen Milzzellen von SCID-
Maiusen verwendet, die weder T- noch B-Zellen besitzen (siche 3.2.1.2), sodass eine
eventuelle Aktivitdt dieser Milzzellen gegen extrazelluldre 7. cruzi von NK-Zellen ausgehen

mulf.

Epimastigote Trypomastigote
Kontrolle 0% 0%
SCID 31% 40%
+ poly I:.C 58% 44%
isolierte NK-Zellen 0% 0%
isol. NK-Zellen + poly I:C 50% 40%

Tab. 3.2: NK-Zellen konnen extrazellulire 7. cruzi bekimpfen.

Der Versuchsablauf entspricht dem unter Tab. 3.1 beschriebenen. Der Vergleich der Aktivititen, die von
SCID- bzw. C57BL/6-Milzzellen ausgeiibt wurden, lief keine Unterschiede erkennen.

Die Prozente geben die Anteile an toten 7. cruzi in Bezug auf die Kontrolle an. Die gezeigten Ergebnisse

stehen reprisentativ fiir eins von vier unabhingigen Experimenten.

Milzzellen von SCID-Méusen waren ebenfalls in der Lage die Anzahl an lebenden
Trypanosomen in einer in vitro Kultur zu reduzieren (Tab. 3.2). Auch in diesem Fall wurden
naive Milzzellen durch die Inkubation aktiviert. Aber auch in diesem Fall hing eine Aktivitét
von der Anwesenheit von APZ ab. Isolierte NK-Zellen waren nur dann in der Lage die
Parasiten zu toten, wenn sie einer Milzzellsuspension entstammten, die durch poly I:C
aktiviert worden war (Tab.3.2).

Problematisch an der Auszéhlung im Lichtmikroskop war die subjektive Entscheidung, ob
der jeweilige Trypanosom als tot oder viabel angesehen werden muBte. Innerhalb eines
Experimentes entstand zwar ein einheitliches Bild, der Vergleich von zwei oder mehreren
Experimenten fiihrte aber zu ungewohnlich hohen Standardabweichungen, die z.T. iiber 50%
des Mittelwertes erreichten.
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3.3.2 Direkter Kontakt zwischen NK-Zellen und extrazellularen 7. cruzi

Schon bei der lichtmikroskopischen Auswertung konnten vereinzelt direkt miteinander
verbundene Trypanosomen-NK-Zell-Komplexe beobachtet werden. Um diese Interaktionen
weiter zu analysieren, wurden Préiparate fiir die Raster-Elektronenmikroskopie (REM)
hergestellt. Dabei wurden die NK-Zellen vor der Inkubation mit den Parasiten mit Hilfe von
MicroBeads aufgereinigt. Durch die Zugabe von NK-Zellen zu extrazelluldren Trypanosomen
(in diesen Experimenten wurden ausschlieBlich Epimastigote verwendet) kam es zu
zahlreichen Kontakten zwischen den Immunzellen und den Parasiten (Abb. 3.17). Die REM-
Bilder zeigen repréisentative Beispiele dieser Interaktionen. Typisch waren die angesprochen-
en Komplex-Bildungen, bei denen mehrere NK-Zellen und 7. cruzi miteinander in Kontakt
traten. Bisweilen fiihrten diese Interaktionen zu erheblichen Zellkorpusdeformationen der
Parasiten, was auf ein Einwirken der NK-Zellen auf die extrazelluldren Parasiten hindeutete
(sieche Pfeil in mittlerem Bild).

Abb. 3.17: REM-Aufnahme nach Inkubation von aufgereinigten NK-Zellen mit epimastigoten 7. cruzi.
1 x 10° NK-Zellen wurden mit 1x 10° Epimastigoten 4 Stunden inkubiert und anschlieBend mit 2%
Glutaraldehyd fixiert. Die Bilder zeigen représentative Ausschnitte aus den Prdparaten. Insgesamt waren

zwischen 5-10% der eingesetzten Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung miteinander verbunden. Z.T. kommt es
zu ausgepragten Komplexen, in denen die Zellkdrper der Trypanosomen stark deformiert werden (Pfeil). Die
Bilder zeigen eine 8300fache (Bild links) bzw. 4500fache (Bilder Mitte und rechts) Vergroferung.

NK-Zellen schienen dabei die einzige Population der Lymphozyten zu sein, die in der
Lage war, derartig engen Kontakt mit den Trypanosomen aufzubauen. So konnte zwar auch
ein Kontakt sowohl zwischen isolierten CD4'- als auch CD8'-Zellen mit den Parasiten
beobachtet werden, doch waren kaum Interaktionen am Korpus nachzuweisen (Abb. 3.18 A
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und B). In {iberwiegender Mehrheit handelte es sich um Kontakte des Flagellums der
Trypanosomen mit den T-Zellen. Das Flagellum besitzt stark hydrophobe Regionen mit deren
Hilfe sich die Parasiten sehr leicht an Membranen der T-Zellen anheften konnen.

Abb. 3.18: REM-Aufnahme von
isolierten T-Zellen mit epimastigoten 7.
cruzi.

CD8" (A) und CD4" (B) -T-Zellen
wurden mit dem FACSAria aufgereinigt
und 1 x 10° Zellen mit 1 x 10’
Epimastigoten fiir 4 Stunden inkubiert.
Durch Inkubation der T-Zellen mit den
Trypanosomen konnten wesentlich

weniger Kontakte vor allem am Zellkorpus

von T. cruzi beobachtet werden als bei

entsprechender Inkubation mit NK-Zellen.

3.3.3  Etablierung eines  Test-Systems  zur  Untersuchung  der
Wirkungsmechanismen von NK-Zellen gegen extrazelluldre 7. cruzi

Die Inkubation der Milzzellen mit extrazelluldren 7. cruzi fiihrte zu einer stark erhdhten
Immobilitdt der Trypanosomen. Die lichtmikroskopische Untersuchung ld6t neben dem
Nachteil, dass sehr subjektive Entscheidungen getroffen werden miissen, keine Aussagen iiber
den Mechanismus der Aktivitit der NK-Zellen zu, die zum Zelltod von 7. cruzi fithren. Die
naheliegendste Erkldrung der Induktion des Zelltodes ist die Freisetzung von zytotoxischen
Granula nach Kontaktaufnahme, die die Unversehrtheit der Zellmembran aufheben.

Die Ausschiittung von zytotoxischen Granula bewirkt eine Durchlédssigkeit der
Zellmembran, die einen semi-permablen Austausch von Fliissigkeiten nicht mehr verhindern
kann. Um zu untersuchen, ob die Inkubation von NK-Zellen mit den Trypanosomen zu einer
beeintrdchtigten Membranfunktionalitit fithrte, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Test-
System etabliert, das auf dem Einsatz des fluoreszierenden Molekiils CMFDA beruht (siche
2.2.2.9 und Abb. 3.19). Der Vorteil dieses Molekiils liegt in der selektiven Markierung von
lebenden Zellen. CMFDA diffundiert in nicht-fluoreszierender Form in die Zelle ein und muf}
von Esterasen gespalten werden, um in die fluoreszierende Form umgesetzt zu werden.
Dadurch wird das Molekiile stark hydrophil, was eine erneute Diffusion aus der Zelle
verhindert. Aulerdem werden dadurch im Fall einer Lyse der Zelle keine CMFDA-Molekiile
durch Interaktionen mit der Zell-Membran oder den Zell-Kompartimenten zuriickgehalten.
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Sollte es zu einer Permeabilitit der Trypanosomen-Zellmembran durch die Inkubation mit
Milzzellen kommen, verlieren die Zellen das eingeschlossene CMFDA und damit ihre
Fluoreszenz. Dadurch wiirden neue Einblicke in den Mechanismus wie NK-Zellen
extrazelluldre 7. cruzi bekdmpfen konnen erzielt.

ﬁ + CMFDA

i
57/ \ﬁ’

viable Trypanosomen tote Trypanosomen

Inkubation mit
Milzzellen (4 Stunden)

Abb. 3.19: Markierung von trypomastigoten 7. cruzi mit CMFDA.

Trypomastigote wurden mit 2 uM CMFDA inkubiert, was eine starke Fluoreszenz des gesamten
Zellkorpers bei allen lebenden 7. cruzi zur Folge hat (B). Die fluoreszierenden Trypanosomen wurden
anschlieBend fiir 4 Stunden mit Milzzellen verschiedener Méuse inkubiert und im Durchfluss-Zytometer
auf ihre verbliebene Fluoreszenz untersucht. Ist eine 7. cruzi-Population nachzuweisen, die keine
Fluoreszenz mehr besitzt, wurde die Membran-Integritét zerstort und die 7. cruzi konnen als tot betrachtet
werden. Lebende Trypanosomen erscheinen weiterhin fluoreszierend (A).

Fiir die Aussage, ob die Aktivitidt der NK-Zellen mit einer Lyse von 7. cruzi einhergeht,
ist es essentiell nur die Verdnderungen der Fluoreszenz innerhalb der Trypanosomen-
Population bestimmen zu konnen. Ermoglicht wird diese Auswertung durch die
unterschiedlichen ZellgroBen (Abb. 3.20, Forwardscatter, FSC-H) und granuldren
Eigenschaften (Abb. 3.20, Sidewardscatter, SSC-H) von 7. cruzi im Vergleich zu den
Milzzellen der Méuse.

Im Durchfluss-Zytometer (FACS) und mit Hilfe der Cell-Quest-Software konnten die
Trypanosomen getrennt von den Lymphozyten dargestellt werden (Abb. 3.20). Dies
ermdglichte die isolierte Analyse der jeweiligen Population in Bezug auf ihre Fluoreszenz.
Diese getrennte Darstellung war nur mit Trypomastigoten zu erreichen; Epimastigote besallen
immer eine Schnittmenge mit der Milzzell-Popuplation, sodass eine separate Untersuchung
der Epimastigoten nicht moglich war.
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Abb. 3.20: Darstellung der 7. cruzi - und
Lymphozyten-Population im Durchfluss-Zytometer.
Die Zellsuspension der Trypanosomen-Milzzell-
Kultur wurden mit den Parametern der Zellkorpergrof3e
(FSC-H) und der granuldren Beschaffenheit der Zellen
(SSC-H)  analysiert. @ Die  Verwendung  von
Trypomastigoten in den Versuchen ermdglichte, dass die
beiden Population getrennt voneinander untersucht
werden konnten. Durch die Einfassung der jeweiligen
Population mit einem Gate (schwarze Umrandung) ist
es mit Hilfe der Cell-Quest-Software mdglich,
Veranderungen innerhalb der einzelnen  Zell-
Populationen zu bewerten. Dies wurde im folgendem in

Bezug auf die CMFDA-Fluoreszenz der 7. cruzi

unternommen.

3.3.4 NK-Zellen lysieren extrazelluldre 7. cruzi

Die Analyse fluoreszenz-markierter Trypanosomen im Durchfluss-Zytometer erlaubt eine
gleichzeitige Untersuchung von mehreren tausend 7. cruzi. Dadurch kdnnen Abweichungen
minimiert und die Objektivitit erhoht werden. In der lichtmikroskopischen Auszdhlung
konnte festgestellt werden, dass die eingesetzten Verhiltnisse von Milzzellen zu 7. cruzi ganz
entscheidende Auswirkungen auf die Aktivitit der Milzzellen hatten. Bei gleichen
Verhiltnissen konnte nahezu keine Aktivitit beobachtet werden, wihrend ein zehn- oder
zwanzigfacher Uberschuss an Milzzellen zu einer starken Zunahme von toten Trypanosomen
filhrte. Um fiir die folgenden Versuche eine optimale Aktivitit erreichen zu kénnen, wurden
in den ersten Experimenten mit den CMFDA-markierten 7. cruzi unterschiedliche Mengen an
Milzzellen eingesetzt. Dazu wurden die Milzzellen in einem fiinf-, zehn- und zwanzigfachen
Uberschuss eingesetzt und ihre Aktivitit wie oben beschrieben analysiert (siehe 3.3.3).

In der Kontrolle, bei der die Trypanosomen unter Ausschluss der Milzzellen inkubiert
wurden, zeigten 93% der Trypanosomen eine intensive Fluoreszenz und nur sehr wenige
Zellen besaBen bereits vor der Inkubation mit den Milzzellen keine CMFDA-Markierung
mehr (Abb. 3.21 A). Die gesteigerte Zugabe von Milzzellen zu den Trypomastigoten erhdhte
den Anteil der toten Parasiten. Bei einem Verhéltnis von 5:1 war der Anteil der toten Zellen
rund 20%, bei 10:1 {iber 30% und bei 20fachem Uberschuss 43% (Abb. 3.21 B-D).

Mit diesem Ergebnis konnte eine Lyse in Abhédngigkeit der Anzahl an eingesetzten
Milzzellen nachgewiesen werden, sodass die Aktivitit gegen die extrazelluldren 7. cruzi
durch eine Zerstorung der Membran-Integritit erfolgt.
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keine Milzzellen 5:1 (Milzzellen:T. cruzi)

10° 10" 102 10’ 10* 10 10" 102 10 10
CMFDA CMFDA
C D
10:1 20:1
31% 1 43%
0% 10! 102 103 1w0* 0% 10! 10?2 10 10
CMFDA CMFDA

Abb. 3.21: Die Aktivitit von Milzzellen gegen extrazellulire 7. cruzi hingt von der Anzahl der
eingesetzten Milzzellen ab.

1 x 10° Trypomastigote wurden mit CMFDA markiert und fiir 4 Stunden mit poly I:C voraktivierten
Milzzellen inkubiert. Als Kontrolle wurden die Trypanosomen ohne Milzzellen inkubiert (A), in den
anderen Ansidtzen wurde die Anzahl der Milzzellen von 5:1 (B) liber 10:1 (C) bis letztlich 20:1 (D) erhoht.
Die Abzisse gibt die Intensitdt der CMFDA-Fluoreszenz an. Mit steigendem Milzzellzahl-Verhiltnis nahm
der Anteil der nicht fluoreszierenden Trypanosomen stark zu.

Die Ergebnisse reprisentieren einen von drei unabhingigen Versuchen.

3.3.5 Zeitabhingigkeit der Aktivitét

In den vorherigen Experimenten wurde die Aktivitdit der Milzzellen nach einer
Inkubationsdauer von 4 Stunden analysiert. In dieser kurzen Zeitspanne konnen naive
Milzzellen aktiviert werden und noch bis zu 40% der eingesetzten 7. cruzi toten. Eine
Aktivierung durch kontakt-abhéngige Prozesse erfolgt erst mit der Erkennung der fremden
Zelle, worauthin sofort Abwehrmechanismen wie z.B. die Freisetzung von gespeicherten
Granula, erfolgen konnen. Im Gegensatz dazu benétigt eine Aktivierung durch Zytokine mehr
Zeit, da sie unabhingig von der Erkennung und vor der Ausiibung einer Aktivitit erfolgen
muf. Deshalb wurde in diesen Experimenten die Inkubationsdauer mit 30 min und 60 min
bzw. mit 2, 3 und 4 Stunden variiert.

Die Milzzellen von C57BL/6-Méiusen waren entweder unbehandelt (Abb. 3.22 A-C) oder
mit poly I:C voraktiviert (Abb. 3.22 D-F). Wiederum zeigten bereits unbehandelte Milzzellen
eine deutliche Aktivitit gegen die Trypomastigoten. Bereits nach 30 min waren rund 35% der
Trypanosomen nicht mehr fluoreszierend (Abb. 3.22 A). Dieser Anteil konnte im Verlauf der
Inkubation nur noch wenig gesteigert werden. Nach 60 min waren 37% der 7. cruzi tot (Abb.
3.22 B) und innerhalb der folgenden 3 Inkubations-Stunden stieg die Anzahl auf schlielich
rund 41% (Abb. 3.22 C). Voraktivierte Milzzellen iibten erneut eine erhohte Aktivitdt gegen
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die Parasiten im Vergleich zu den unbehandelten Milzzellen aus. So konnten nach 30 min
schon tiber 40% tote Trypanosomen detektiert werden (Abb. 3.22 D). Auch in diesen
Ansitzen stieg der prozentuale Anteil wihrend der Inkubation nur noch leicht an. Er stieg
iber 43% nach 60 min (Abb. 3.22 E) auf knapp 49% nach 4 Stunden an (Abb. 3.22 F).

C
30 min 60 min 4 Stunden

unbehandelt

poly I:C

0 10 10 10 10 10" 10 10
CMFDA CMFDA CMFDA

Abb. 3.22: T. cruzi wird sehr schnell von NK-Zellen attackiert und lysiert.

1x 10° CMFDA-markierte Trypomastigote wurden mit 1 x 10° Milzzellen mit variierter Zeitdauer
inkubiert. Die Milzzellen waren entweder unbehandelt (A-C) oder mit poly [:C voraktiviert (D-F). Die T.
cruzi wurden nach 30 min (A+D), 60 min (B+E) und nach 4 Stunden (C+F) auf ihre verbliebene
Fluoreszenz analysiert. Unbehandelte Milzzellen zeigten schnell eine hohe Aktivitit, die im Verlauf der
Inkubation nur noch leicht anstieg. Die Aktivitdt voraktivierter Milzzellen lag unwesentlich iiber der der
unbehandelten Zellen, folgte aber der gleichen Kinetik. Die Ergebnisse repriasentieren einen von drei
unabhéngigen Versuchen.

3.3.6 Detektierung der NK-Zell — Trypanosomen-Kontakte in der Durchfluss-
Zytometrie

In der Elektronenmikroskopie konnten zahlreiche Kontakte zwischen NK-Zellen und T.
cruzi beobachtet werden, die mit einer Aktivitit gegen die Parasiten einhergingen. Die Frage
ist jedoch, ob eine NK-Zelle nur einmal diese Aktivitit ausiiben kann, weil z.B. mit
Freisetzung von gespeicherten Granula die Werkzeuge fiir einen zweiten Einsatz fehlen. Es
sollte deshalb untersucht werden, ob die Inkubation der Milzzellen mit 7. cruzi zu einem
statischen Zustand fiihrt, in dem jede NK-Zelle mit einem Trypanosom verbunden ist oder ob
es sich um ein dynamisches System handelt, in dem nur ein Bruchteil der eingesetzten NK-
Zellen zu bestimmten Zeitpunkt mit den Parasiten interagiert.

Zu diesem Zweck wurden Milzzellen von SCID-Méusen verwendet und die NK-Zellen
mit einem Antikorper, der gegen das fiir NK-Zellen spezifische DX5-Molekiil gerichtetet ist,
markiert. Das ermdglicht die seperate Detektion sowohl der Trypanosomen in der einen
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Fluoreszenz als auch der NK-Zellen in einer anderen. Ziel des Versuches sollte die
Identifizierung von ,,doppelt-positive Zell-Zell-Verbindungen sein, bei denen es sich um die
gesuchten NK-Zell — 7. cruzi-Interaktionen handelt. Durch die statistische Auswertung dieser
»doppelt-positiven* Population konnen Riickschliisse auf die prozentualen Anteile an
miteinander verbundenen Zellen im Verhiltnis zur Gesamtzahl getroffen werden.

Abb. 3.23: Identifizierung von NK-
Zell - T. cruzi Kontakten im

Granulariat
NK-Zellen

Durchfluss-Zytometer.
3 x 10° CMFDA-markierte Trypoma-

stigote wurden mit 1 x 10° Milzzellen

v
v

Zellgrok i . . .
elgrose Trypomastigote von SCID-M4usen 30 min auf Eis inku-

biert und anschlieBend 2 Stunden ebenfalls auf Eis mit 4% PFA fixiert.
Die Zellen wurden sofort im FACS analysiert. Beziiglich der Zellgrof3e

RS und der Granularitét (A) wurden andere Einstellungen verwendet als unter

3.2.3 Dbeschrieben. Die Milzzellen teilten sich dabei in drei

NK-Zellen

Subpopulationen und waren iiberwiegend in Gate R2 zu finden. Die
Trypanosomen lagen ganz rechts unten im Gate R1. Zur Detektion der

,doppelt-positiven” NK-Zell — T. cruzi Interaktionen wurden sowohl Gate

v

Trypomastigote R1 (B) als auch R2 (C) in ihrer Fluoreszenz untersucht. In R1 sind kaum
.doppelt-positive Zell-Zell-Verbindungen zu finden, die in Gate R3
lokalisiert sein miissen. Die Anzahl der sich dort befindlichen Zellen unterschied sich jedoch nicht von der
Kontrolle (B). Innerhalb der Milzzell-Population kommt es jedoch zu einem deutlichen Anstieg der Komplexe
(C) in R3.

Fiir die Untersuchungen mufiten die Einstellungen im Durchfluss-Zytometer gedndert
werden, da mit den bisherigen Gerédteeinstellungen (Abb. 3.20) keine ,,doppelt-positiven*
Zellen gefunden werden konnten. Deshalb wurden Einstellungen gewdhlt, die die
Lymphozyten in den Mittelpunkt stellen. Mit diesen Parametern fiir ZellgroBe und
Granularitit lagen die Trypanosomen links unten (Abb. 3.23 A in Gate R1), wihrend die NK-
Zellen zentral zu finden waren (Abb. 3.23 A in Gate R2). Die in rot dargestellten Zellen (Abb.
3.23 B) beinhalteten alle Zellen, die in Abb. 12 A im Gate R1 lagen; die blau dargestellten
Zellen (Abb. 3.23 C) waren ausschlieBlich in Gate R2 zu finden. Beide Zellpopulationen
(Gate R1 und R2) wurden auf die Anteile der ,,doppelt-positiven*“-Komplexe untersucht (Abb.
3.23 B und C, Gate R3).

Im Gate R1 stellten die Trypanosomen die iiberwiegende Mehrheit der Zellen. Dennoch
waren einige NK-Zelle und viele nicht fluoreszierende Zellen, bei denen es sich vorrangig um
tote Trypanosomen handeln diirfte, nachzuweisen (Abb. 3.23 B). Die Anzahl an Zell-Zell-
Verdindungen war innerhalb dieses Gates sehr gering. Die Gesamtzahl von 250 Zellen
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unterschied sich nicht von der Kontrolle, in der keine NK-Zellen vorhanden waren (keine
graphische Darstellung).

In Gate R2 waren, neben wenigen Trypanosomen, vor allem NK-Zellen und ,,doppelt-
negative APZ vorhanden (Abb. 3.23 C). Bei den Zellen in R2 nahm die Zellzahl der
»doppelt-positiven“-Komplexe stark zu. Im Vergleich zur Kontrolle, in der nur Milzzellen
vorhanden waren, stieg die Anzahl von 48 Zellen auf iiber 1500 (Abb. 3.23 C, Gate R3). Der
prozentuale Anteil war jedoch gemessen an der Gesamtzahl der Zellen im Gate R2 mit 0,45%
relativ gering. Insgesamt waren nur rund 2% der eingesetzten NK-Zellen zum Zeitpunkt der
Fixierung mit einem 7. cruzi verbunden, wihrend knapp 10% der 7. cruzi in einem Komplex
gebunden waren, was an dem Uberschuss an NK-Zellen lag.

3.3.7 Sind nur die NK-Zellen gegen extrazelluldre 7. cruzi aktiv?

In Abschnitt 3.3.2 konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen mit den Trypanosomen
interagieren. Auch im vorangegangenen Abschnitt 3.3.6 wurden nur NK-Zellen eingesetzt.
Die Frage, ob der Kontakt fiir die Lyse der Trypanosomen notwendig ist und ob nur die NK-
Zellen die Féhigkeit besitzen, eine Aktividt auszuiiben, konnte nicht geklart werden. In den
ersten Versuchen mit CMFDA-markierten 7. cruzi wurden ausschlieflich Milzzellen von
C57BL/6-Mdusen eingesetzt, sodass auch T-Zellen aktiv gewesen sein konnten, obwohl
Milzzellen von SCID-Maéusen eine vergleichbare Aktivitit zu normalen C57BL/6-Milzzellen
besallen (siche 3.3.1).

Aufschluss soll eine in vitro Depletion von NK-Zellen aus der Milzzell-Suspension von
C57BL/6-Midusen mit MicroBeads geben. In den Experimenten wurden auch Milzzellen von
SCID-Mduse eingesetzt, um die Ergebnisse von 3.3.1 zu bestitigen.

Abb. 3.24: Depletion von NK-Zellen in vitro

C57BL/6 4 fiihrt zu einer stark verminderten Aktivitit.

. 6 . .
scib wurden mit 1 x 10 Milzzellen fir 4 Stunden

C57BL/6 ohne NK H =

T T T
0 10 20 30 40 50

tote T. cruzi in % Versuchen gemittelt.

1x 10° CMFDA-markierte Trypomastigote

inkubiert und anschlieBend im FACS
analysiert. Die NK-Zellen wurden mit Micro-
Beads depletiert; * p < 0,05. Die gezeigten

Ergebnisse wurden aus drei unabhidngigen
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Sowohl die Milzzellen der C57BL/6-Méuse als auch die der SCID-Miuse waren in der
Lage die Trypomastigoten zu lysieren (Abb. 3.24). Die Milzzellen der SCID-Méuse zeigten
dabei sogar mit rund 45% eine etwas hohere Aktivitit als die der C57BL/6-Mause (37%). Die
Milzzellen, aus denen die NK-Zellen depletiert wurden, besalen noch etwa die Hélfte der
Ausgangsaktivitit im Vergleich zu den Gesamtmilzzellen (18%).

Dies konnte zwei Griinde haben:

1. die Depletion der NK-Zellen war nicht vollstindig, da mit MicroBeads maximal
Reinheiten von 80-90% erreicht werden. Und eine Kontroll-Farbung im Durchfluss-
Zytometer zeigte in der Tat noch verbliebene NK-Zellen.

2. trotz des in der Elektronenmikroskopie gezeigten Ausbleibens von Zell-Zell-
Kontakten zwischen T-Zellen und 7. cruzi kommt es zu Wechselwirkungen, die
unabhingig von NK-Zellen die Parasiten abtoten.

Deshalb wurden aus den Milzzellen von C57BL/6-Méusen nicht nur die NK- sondern
auch die T-Zellen (CD3"-Zellen) mit MicroBeads depletiert. Zur Kontrolle, ob auch von den
T-Zellen eine Aktivitit ausgehen kann, wurden CD3"-Milzzellen der gleichen Maus markiert
und im FACSAria mit einer Reinheit von 99% separiert. Diese aufgereinigten T-Zellen
wurden den NK und T-Zell-defizienten Milzzellen zugefiihrt und die Aktivitét getestet, sodass
letztlich in diesen Ansétzen nur die NK-Zellen fehlten.

A ) B
Milz -CD3; -NK
1 22% . 5%
o0 Ty I 2T S 4 00 1ol 02 10 ot
CMFDA CMFDA
c NK D CD3
] 5% E 3%
00T 0 0 o To 0" 10 103 104
CMFDA CMFDA

Abb. 3.25: T-Zellen sind nicht in der Lage extrazelluliire 7. cruzi zu lysieren.

5 x 10° CMFDA-markierte 7. cruzi wurden mit 5 x 10° unbehandelten Milz-Zellen von C57BL/6-Méiusen (A),
mit 3,5 x 10° Milzzellen aus denen die NK- und CD3"-Zellen mit MicroBeads entfernt wurden (B), mit 5 x 10°
MicroBeads behandelter Milzzellen, denen hochreine CD3"-T-Zellen der gleichen Maus wieder zugefiihrt wurden
(C) und 1,5 x 10° hochreinen CD3"-T-Zellen (D) fiir 4 Stunden inkubiert. Die Aktivitit der Milzzell-Ansitze

wurde im Durchfluss-Zytometer analysiert. Die Gesamtmilz-Zellsuspension zeigte eine Aktivitit gegen die

markierten Trypomastigoten, die sehr stark zuriickging, wenn die NK- und T-Zellen fehlten und sich auch durch

eine Riickfiihrung der T-Zellen nicht wieder erhdhte. Isolierte T-Zellen zeigten ebenfalls keine Aktivitét, sodass

letztlich nur NK-Zellen fiir die Aktivitat gegen extrazellulare Trypanosomen verantwortlich sind. Die Ergebnisse

reprasentieren einen von drei unabhingigen Versuchen.
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Insgesamt war die Aktivitdt der unstimulierten Milzzellen in diesen Versuchen nicht so
hoch wie in den vorangegangenen. Die Anzahl der toten Trypanosomen betrug bei Einsatz der
gesamten Milzzellen 22% (Abb. 3.25 A). Wurden die NK- und T-Zellen depletiert fiel der
Anteil toter 7. cruzi auf 5% ab (Abb. 3.25 B). Dieser geringe Anteil konnte auch durch
erneute Zugabe der CD3"-T-Zellen nicht gesteigert werden. Er blieb konstant bei 5% (Abb.
3.25 C). Auch die isolierten T-Zellen zeigten keine messbare Aktivitét, da die verbliebenen
3% toter Zellen der Negativ-Kontrolle entsprachen (Abb. 3.25 D).

Zusétzlich wurden auch B-Zellen einer Hybridoma-Zelllinie auf mogliche Aktivitdt gegen
die Parasiten lichtmikroskopisch untersucht, da eine Auswertung dieser Zellen im Durchfluss-
Zytometer nicht moglich war. Aber auch bei diesen Zellen konnte keine Aktivitit beobachtet
werden (3.3.1).

3.3.8 Die Aktivitit gegen extrazelluldre 7. cruzi ist kontaktabhingig.

Bisher konnte eine Aktivitdt von NK-Zellen gegen extrazelluldre 7. cruzi und ein enger
Kontakt zwischen diesen Zellen nachgewiesen werden. Der Nachweis, ob die Aktivitit von
diesem Kontakt abhingt, mufite noch erbracht werden.

Dazu wurden Milzzellen direkt mit den markierten Trypomastigoten oder getrennt von
ihnen mit einem Zellkultur-Einsatz (siehe 3.2.3) inkubiert. Die Milzzellen, die direkt mit den
Trypomastigoten inkubiert wurden, verursachten dabei erneut ein erhohtes Absterben der
Parasiten (Abb. 3.26 A). Die Trennung der Milzzellen von den Trypanosomen durch die
Zellkultur-Einsétze fiihrte zu einem vollstindigen Abbruch der Aktivitit (Abb. 3.26 B) und
auch eine Voraktivierung der NK-Zellen durch poly I:C hatte keinen Einfluss (Abb 3.26 C).
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Abb. 3.26: Die Aktivitiit gegen extrazellulire 7. cruzi ist kontaktabhiingig.

1 x 10° CMFDA-markierte Trypomastigote wurden mit 1 x10® C57BL/6-Milzzellen direkt oder
durch einen Zellkultur-Einsatz rdumlich getrennt fiir 4 Stunden inkubiert. Anschliefend wurde im
FACS die Aktivitit gegen die Parasiten analysiert. Die direkte Inkubation unbehandelter Milzzellen
(A) verursachte einen Anstieg toter 7. cruzi. Wurde der Kontakt durch einen Zellkultur-Einsatz
verhindert (B) konnten keine toten Trypanosomen nachgewiesen werden. Dies &nderte sich auch
dann nicht, wenn die Milzzellen mit poly I:C (C) voraktiviert waren. Die Sekretion von Zytokinen
reicht demnach nicht aus, extrazelluldre 7. cruzi zu beseitigen.

Die Ergebnisse reprasentieren einen von drei unabhingigen Versuchen.
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3.3.9 Analyse der méglichen Effektormechanismen

NK-Zellen besitzen eine ausgeprigte zytotoxische Aktivitdt. Deshalb wurde untersucht, ob
die nachgewiesene Fihigkeit extrazelluldre 7. cruzi zu lysieren, durch zytotoxische Granula
verursacht wird und welche Molekiile maBgeblich fiir die Aktivitit verantwortlich sind.

Durch Inkubation von Lymphozyten mit Strontiumchlorid (SrCl;) wird eine spontane
Exozytose der zytotoxischen Granula ausgeldst, die u.a. Perforin und die Granzyme A und B
enthalten (Quan et al., 1982; Neighbour et al., 1982). Dadurch verlieren zytotoxische Zellen
thre Wirksamkeit und sind nicht in der Lage, eine Zelle zu lysieren.

Wurden Milzzellen von C57BL/6-Méausen mit SrCl, vorinkubiert, waren die NK-Zellen
kaum noch in der Lage die Trypomastigoten zu téten (Abb. 3.27). Die Aktivitdt sank von
urspriinglichen 37% der unbehandelten Milzzellen auf rund 11% bei den SrCl,-behandelten.
Die Restaktivitit kann wiederum, wie schon bei der Depletion der NK-Zellen, durch
unvollstindige Degranulierung verursacht worden sein. Dennoch zeigte sich, dass die
Aktivitdt von NK-Zellen gegen 7. cruzi auf der Sekretion von zytotoxischen Molekiilen
basiert.

Das prominenteste zytotoxische Molekiil ist Perforin. Es besitzt die Fahigkeit in
Membranen Poren zu bilden, die zu einem Verlust der Membranfunktionalitit fiihren und
auBerdem andere Molekiile wie z.B. die Granzyme in die Zelle gelangen zu lassen, wodurch
eine Apoptose der Zielzellen ausgeldst wird.

Abb. 3.27: Aktivitit gegen 7. cruzi wird durch
zytotoxische Granula vermittelt; ist jedoch

C57BL6 % unabhiingig von Perforin.

5 x 10° CMFDA markierte Trypomastigote
wurden mit 5 x 10° Milzzellen von C57BL/6-
Miusen inkubiert, die zuvor i{iber Nacht mit 250
mM SrCl, (+SrCl,) behandelt wurden. Als
Perforin- 4{ Kontrolle  wurden unbehandelte  Milzzellen

, , . , eingesetzt. Von den Milzzellen der Perforin-
0 10 20 30 40 50

+ SrCl { sk

tote T cruzi in % defizienten Méuse (Perforin™) wurden ebenfalls 5
x 10° eingesetzt. Eine induzierte Degranulierung
durch Strontiumchlorid fithrte zu einem starken
Absenken der Aktivitit. Die Perforin-defizienten
Mause aber zeigten eine vergleichbare Lyse der T.
cruzi wie die unbehandelten Milzzellen von
normalen C57BL/6-Miuse; ** p < 0,005. Die
gezeigten Ergebnisse wurden aus drei unabhéngigen

Versuchen gemittelt.
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Der Nachweis der Beteiligung von Perforin an der Lyse der Parasiten ist bei der
gefundenen zytotoxischen Aktivitit essentiell. Zu diesem Zweck wurden Milzzellen von
Perforin-defizienten Mausen, bei denen es sich ebenfalls um C57BL/6-Miuse handelte, mit
den Trypomastigoten inkubiert.

Die Milzzellen dieser Méuse waren gegen 7. cruzi aktiv (Abb. 3.27): es konnte keinerlei
Unterschied zwischen den Perforin-defizienten und den normalen C57BL/6-Miusen
beobachtet werden. Beide reduzierten den Anteil der lebenden 7. cruzi um 37%.

Die Lyse von extrazelluldren 7. cruzi ist demnach nicht von Perforin abhingig.

3.3.10 Aktivierung von NK-Zellen gegen extrazelluldre 7. cruzi

Grundsitzlich sind zwei Wege der Aktivierung von NK-Zellen bekannt:

1. Eine direkte Aktivierung iiber Rezeptoren auf der Oberfliche der NK-Zellen, die ihren
Liganden erkennen und binden.
In den elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten intensive Kontakte
zwischen den NK-Zellen und extrazelluldren 7. cruzi nachgewiesen werden, deren
Ausbildung fiir die Lyse der Parasiten erforderlich ist. Viele der aktivierenden
Rezeptoren auf der Oberfldche der NK-Zellen 16sen eine sofortige direkte Lyse der als
fremd erkannten Zellen aus. Es ist also denkbar, dass die Aktivierung der NK-Zellen
iiber Rezeptor-Ligand-Interaktionen gesteuert wird. Deshalb wurde in den ersten
Experimenten beziiglich der Aktivierung von NK-Zellen durch 7. cruzi ein stark
aktivierender Rezeptor auf der Oberflache der NK-Zellen blockiert.

2. Eine Aktivierung iiber Zytokine, die von APZ sezerniert werden.
Dieser Weg ist ebenfalls mdglich, da in allen durchgefiihrten Experimenten anfangs
APZ vorhanden waren, die nach Kontakt mit 7. cruzi durch eine Freisetzung von
Zytokinen NK-Zellen aktivieren konnten.

3.3.10.1 Der NKG2D-Rezeptor

NK-Zellen exprimieren mehrere Rezeptoren auf ihrer Oberfldche, die bei Bindung an
thren Liganden, die NK-Zellen aktivieren konnen. Der NKG2D-Rezeptor ist einer der
bekanntesten und nachweislich fiir die Erkennung von Tumorzellen durch NK-Zellen
verantwortlich (Bauer et al., 1999). Ein Engagement von NKG2D induziert eine starke
zytotoxische Aktivitdt. Bei dem Rezeptor handelt es sich um lektin-dhnliches Protein,
weshalb es denkbar ist, dass unspezifisch Zuckerstrukturen auf der Oberfliche der
Trypanosomen erkannt werden. Durch Zugabe eines Antikorpers, der spezifisch den NKG2D-
Rezeptor erkennt, kann eine eventuelle Interaktion mit 7. cruzi verhindert werden.
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Durch die Vorbehandlung der Milzzellen von C57BL/6-Méusen mit dem blockierenden
Antikorper gegen NKG2D konnte keine Inhibierung der Aktivitdt gegen 7. cruzi beobachtet
werden (Abb. 3.28). Im Gegenteil kam es bei unbehandelten Milzzellen zu einem Anstieg an
toten 7. cruzi in Anwesenheit des Antikorpers von 35% auf 40%, bei den poly I:C
voraktivierten Zellen von 37% auf 41%.

Der NKG2D-Rezeptor ist damit weder an der Aktivierung von NK-Zellen noch an der
Freisetzung der zytotoxischen Granula beteiligt.
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Abb. 3.28: Die Blockierung des aktivierenden Rezeptors NKG2D kann die Lyse von 7. cruzi nicht
verhindern.

1 x 10° CMFDA-markierte 7. cruzi wurden mit 1 x 10° Milzzellen 4 Stunden inkubiert. Einem Teil der
Milzzellen wurde 30 min vor Zugabe zu den 7. cruzi 20 pg/ml des gegen NKG2D gerichteten Antikdrpers
zugesetzt, der eine Blockierung des Rezeptors verursacht. Fiir die Experimente wurden unbehandelte (A+B)
und poly I:C voraktivierte (C+D) Milzzellen eingesetzt. In beiden Fillen konnte die Aktivitit der Milzzellen
(A+C) durch die Zugabe von anti-NKG2D nicht blockiert werden, sondern fiihrte sogar zu einem leichten

Anstieg der Aktivitit (B+D). Die Ergebnisse reprasentieren einen von drei unabhédngigen Versuchen.

3.3.10.2 Einfluss von Zytokinen bei der Aktivierung von NK-Zellen

Neben den kontakt-abhidngigen Rezeptor-Ligand-Interaktionen sind wie bereits erwéhnt
auch durch Zytokin-Sekretion vermittelte 16sliche Wirkungsmechanismen mdglich, um NK-
Zellen zu aktivieren. Antigenpridsentierende Zellen sezernieren sehr schnell nach einer
Infektion IL-12, dessen Rezeptor auf NK- und T-Zellen zu finden ist und die deshalb durch
IL-12 aktiviert werden konnen.
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Um die Frage zu beantworten, ob IL-12 einen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitit der
NK-Zellen gegen 7. cruzi besitzt, wurden Milzzellen von IL-12 defizienten Méusen mit den
Trypanosomen inkubiert und die Auswirkungen im FACS analysiert.
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Abb. 3.29: Milzzellen von IL-12-defizienten Miusen zeigen kaum Aktivitit gegen extrazellulire
Trypanosomen.

1 x 10° CMFDA-markierte 7. cruzi wurden mit 1 x 10° Milzzellen von C57BL/6 (A) oder IL-12-
defizienten Mausen (B-D) 4 Stunden inkubiert. Die Milzzellen waren entweder unbehandelt (A+B), mit
poly I:C voraktiviert (C) oder es wurde durch Zugabe von SrCl, eine Degranulierung der zytotoxischen
Granula induziert (D).

Die nachgewiesene Anzahl an nicht fluoreszenten 7. cruzi entsprach einem Niveau, das in vielen
Experimenten der Negativ-Kontrolle entsprach, konnte aber durch die Zugabe von SrCl, nochmals
reduziert werden, sodass die Milzzellen eine minimale Aktivitit gegen 7. cruzi besallen. Die Ergebnisse
reprisentieren einen von drei unabhéngigen Versuchen.

Es zeigte sich, dass Milzzellen der IL-12-defizienten Médusen nicht in Lage waren, die
Parasiten zu bekdmpfen (Abb. 3.29). Die Aktivitdt, die bei den normalen Kontroll-M&usen bei
31% lag (Abb. 3.29 A), blieb deutlich unter 10%. Bei unbehandelten Milzzellen betrug sie 7%
(Abb. 3.29 B) und auch die Inkubation mit poly I:C konnte den Anteil an toten 7. cruzi (8%)
nicht steigern (Abb. 3.29 C). Die geringe Aktivitit wurde durch die Behandlung der
Milzzellen mit Strontiumchlorid auf 2% weiter minimiert, was der Negativ-Kontrolle dieses
Experimentes entsprach (Abb. 3.29 D).
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4. Diskussion

Der Entwicklungszyklus von Trypanosoma cruzi ist durch die intrazellulire Vermehrung
und die extrazelluldre Verbreitung im Wirt charakterisiert. Die Fahigkeit der Replikation ist
ausschlieBlich auf das intrazelluldre amastigote Stadium beschrénkt, wahrend die durch den
Blutkreislauf stattfindende Distribution im Organismus durch das trypomastigote Stadium
erfolgt. Die Immunabwehr ist also nicht nur gefordert, die intrazellulire Vermehrung zu
inhibieren, sondern auch die ungehinderte Verbreitung der Parasiten im Wirt zu verhindern.

Aktivierte NK-Zellen konnen sich an der Immunantwort sowohl durch Zytokin-Sekretion
als auch durch Zytotoxizitit beteiligen. In einer 7. cruzi-Infektion wurden NK-Zellen als
Quelle des ersten IFN-y identifiziert (Cardillo et al., 1996), dessen friihzeitige Freisetzung fiir
eine erfolgreiche Immunantwort gegen die Trypanosomen von immenser Bedeutung ist.
Dadurch wird eine Tyl-Antwort initialisiert, also eine zellvermittelte Immunantwort, die
infizierte Zellen zur Abwehr von Pathogenen aktiviert und dadurch antimikrobielle
Effektormechanismen in infizierten Zellen induziert (Spellberg & Edwards, 2001). Vor allem
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein potentes Effektormolekiil zur Beseitigung von verschiedenen
intrazelluldren Pathogenen und wird vorrangig durch IFN-y induziert (Daubener et al., 1999).

Schon 24 Stunden nach Infektion kann ein starker Anstieg an IFN-y-mRNA nachgewiesen
werden, der nicht zu beobachten ist, wenn die NK-Zellen vor der Infektion depletiert wurden.
Dies wird auch als Grund fiir die stark erhohte Suszeptibilitit von NK-Zell-defizienten
Mausen bei einer Infektion mit 7. cruzi angesehen (Cardillo et al., 1996; Cardillo et al., 2002).

In dieser Arbeit konnte eine Beteiligung der NK-Zellen an der Immunantwort bestitigt
und die Bedeutung verifiziert werden. Es wurde bewiesen, dass aktivierte NK-Zellen nicht
nur die Abwehr intrazelluldrer T. cruzi unterstiitzen, sondern auch die Zahl der extrazelluldren
T. cruzi kontrollieren. In Bezug auf die Immunabwehr gegen intrazelluldre Parasiten konnten
die erbrachten Ergebnisse belegen, dass nicht nur Makrophagen 7. cruzi an der Replikation
hindern konnen, sondern auch in Fibroblasten Effektormechanismen zur Abwehr von T. cruzi
durch NK-Zellen induziert werden.

Erstmals konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen in einer 7. cruzi-Infektion wichtig sind,
um die Anzahl der extrazelluliren Trypanosomen wihrend der akuten Phase im Blut zu
minimieren. Das Abtdten der Parasiten wurde durch eine kontaktabhingige Lyse verursacht,
wobei neue Erkenntnisse zum Mechanismus dieser lytischen Aktivitit von NK-Zellen gegen
extrazelluldre 7. cruzi gewonnen werden konnten.
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4.1 Aktivierung von NK-Zellen im Verlauf einer 7. cruzi-Infektion

In einer 7. cruzi-Infektion kann eine sehr schnelle Aktivierung von NK-Zellen beobachtet
werden. Bereits 24 Stunden nach erfolgter Invasion der Trypanosomen konnen stark erhdhte
mRNA-Expression von IFN-y nachgewiesen werden (Une et al., 2000). Es wird aber nicht nur
eine zytokinfreisetzende Reaktion durch 7. cruzi induziert, sondern ebenso eine zytotoxische
Antwort (Une et al., 2003 und 3.2.1).

Diese Aktivierung war in der 7. cruzi-Infektion obligat abhéngig von einer APZ-
Anwesenheit. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die zytokin-sezernierende als auch
zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen analysiert. Dabei zeigte sich, dass isolierte naive NK-
Zellen zu keiner lytischen Reaktion veranlat werden konnten. Es konnte weder eine
verstirkte Immobilitdt der Trypanosomen in der lichtmikroskopischen Untersuchung der
lytischen Aktivitdt noch eine Freisetzung von IFN-y im ELISpot beobachtet werden. In einer
Leishmanien-Infektion konnte in Bezug auf die Sekretion von IFN-y gegenteiliges gezeigt
werden. Viable extrazelluldre Leishmanien induzierten in diesen Untersuchungen in NK-
Zellen eine IFN-y-Antwort. Hitzeinaktivierte Leishmanien konnten ebenso wie tote 7. cruzi
keine Aktivitdt auslosen. Der Mechanismus dieser Aktivierung, d.h. auslosende Rezeptoren
oder autokrin wirkende Zytokine konnten aber noch nicht beschrieben werden (Nylen et al.,
2003). Allerdings konnte bei NK-Zellen in der Leishmanien-Infektion keine zytotoxische
Aktivitdt nachgewiesen werden.

Unter Beteiligung von APZ dagegen findet in einer 7. cruzi-Infektion eine Aktivierung
von NK-Zellen statt. Im ELISpot wurde eine Milzzellsuspension von SCID-Méusen, in denen
keine T- und B-Zellen nachzuweisen sind, aber APZ in vitro durch T. cruzi zu einem IFN-y
Ausstol3 aktiviert. Gleiches gilt fiir die zytotoxische Aktivitit, die ebenfalls in vitro in
Anwesenheit von APZ zu einer signifikant gesteigerten Lyse von Yac-Zellen fiihrte, einer
Zelllinie, die aufgrund einer fehlenden MHC-I-Expression spezifisch von aktivierten NK-
Zellen erkannt und lysiert wird.

Die Abhingigkeit einer NK-Zell-Aktivierung von APZ beruhte auf der Freisetzung von
IL-12 durch die antigenprisentierenden Zellen. IL-12 ist ein dimeres Zytokin, das aus den
Untereinheiten p35 und p40 (zusammen als IL-12 p70 bezeichnet) besteht (Schonhaut et al.,
1992; Podlaski, 1992). Die p40-Untereinheit ist in der Lage ein Homodimer zu bilden (p80),
das die Wirkung des IL-12 p70 neutralisiert, indem es an den IL-12-Rezeptor bindet ohne eine
aktivierende Signalkaskade auszulosen (Holscher et al., 2001). Der Rezeptor von IL-12 wird
auf T- und NK-Zellen exprimiert und besteht aus den Untereinheiten R1, an die p40 bindet
und R2, an die p35 bindet (Desai et al., 1992). Die Bindung von p35 an die R2-Untereinheit
des Rezeptors wird fiir die biologische Aktivitdt des IL-12 als essentiell betrachtet.

Ruhende NK-Zellen werden von IL-12 zu einer IFN-y-Produktion aktiviert (Frosch et al.,
1996; Antunez et al., 2000). Diese Aktivierung kann noch synergistisch mit IL-18 gesteigert
werden. Sowohl IL-12 als auch IL-18 werden sehr schnell von Makrophagen und
dendritischen Zellen nach Kontakt mit Pathogenen sezerniert (Meyer zum Biischenfelde et al.,
1997). Allerdings reicht IL-18 nicht aus, NK-Zellen geniigend stark zu aktivieren. Dies zeigt
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sich in IL-12 defizienten Méusen. Eine IL-12-Defizienz fiihrt in einer Reihe von Infektions-
Modellen wie z.B. Leishmania major (Mattner et al., 1996), L. donovani (Satoskar et al.,
2000), Toxoplasma gondii (Ely et al., 1999) oder Listeria monocytogenes (Brombacher et al.,
1999), aber auch in einer 7. cruzi-Infektion zu einer stark erhdhten Suszeptibilitdt (Miiller et
al., 2001; Michailowsky et al., 2001; Silva et al., 1998; Aliberti et al., 1996), was vermutlich
durch eine erheblich geringere IFN-y-Konzentration verursacht wird, wobei bemerkenswert
ist, dass auch in einer IL-12 defizienten Maus noch immer IFN-y nachzuweisen ist, was auf
IL-12 unabhdngige Mechanismen der IFN-y-Induktion hinweist. Eine Defizienz von IL-18
hingegen hat keine Auswirkungen auf die Parasitimie oder Mortalitdt in 7. cruzi infizierten
Mausen (Grife et al., 2003).

Allerdings nimmt IL-12 nicht nur die Schliisselrolle bei der Initialisierung einer IFN-y-
Sekretion durch Lymphozyten ein, sondern verstirkt zudem die zytotoxische Aktivitidt von
NK- und T-Zellen und fordert auch die Generierung von zytotoxischen CDS8'-T-Zellen
(Trinchieri, 1994).

Die durch IL-12 induzierte frithzeitige Freisetzung von IFN-y durch NK-Zellen, das in
Makrophagen eine Induktion von NO bewirkt, stand in vorangegangenen Studien im Focus
des Interesses (Reed, 1988; Golden & Tarleton, 1991; Rottenberg et al., 1996). Die
Wichtigkeit dieser Induktion konnte sowohl anhand von iNOS- als auch von IFN-y-
defizienten Miuse bewiesen werden, da beide eine erheblich gesteigerte Suszeptibilitit
verglichen mit normalen Mdusen zeigten (Holscher et al., 1998; Michailowsky et al., 2001).

Wie bereits beschrieben wirkt das von den NK-Zellen produzierte IFN-y insbesondere auf
Makrophagen. Da die Bedeutung von NK-Zellen in der Kontrolle der Parasiten in der
Frithphase der Infektion liegt, stellt sich die Frage, ob auch andere Zellen, die von 7. cruzi
infiziert werden auf die Sekretion von IFN-y mit antimikrobiellen Effektormechanismen
antworten konnen. Hierbei sind vor allem Fibroblasten von Bedeutung, da sie in hoher Anzahl
in der extrazelluliren Matrix im Unterhautgewebe vorliegen und, wie in vitro-Versuche
zeigten, stark infiziert werden. Wiederum in Leishmanien-Infektionen wurde gezeigt, dass die
Parasiten die Fibroblasten nutzen, um einer Bekdmpfung durch aktivierte Makrophagen zu
entgehen. Die Fibroblasten werden allerdings nicht zur Vermehrung genutzt, sondern
ausschliellich zur Persistenz, da in den Fibroblasten nur ein bis zwei Parasiten pro Zelle
gefunden werden konnten. Die Fibroblasten werden wahrscheinlich aufgrund einer
eingeschriankten Aktivitit der iNOS als optimales Habitat zur Persistenz genutzt (Bogdan et
al., 2000). Ob &dhnliches in einer 7. cruzi-Infektion beobachtet werden konnte, wird im
néchsten Abschnitt diskutiert.

4.2 Effektormechanismen in Fibroblasten

Die Infektion von Fibroblasten mit 7. cruzi bewirkt im allgemeinen eine inhibierte Mitose
und eine Schidigung des Zytoskeletts (Clark & Kuhn, 1999). Eine Analyse der mRNA-
Expression in infizierten humanen Fibroblasten zeigte in den ersten beiden Stunden nach der
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Infektion keine Verdnderungen und auch 24 Stunden nach Infektion konnte maximal eine
Verdopplung der mRNA-Expression einer Anzahl von Genen (darunter die der Typ-I-
Interferone; siche unten) beobachtet werden (Vaena da Avalos et al., 2002).

AuBerdem konnten bei in vitro-Versuchen mit Maus-Fibroblasten starke Interaktionen mit
Milzzellen nachgewiesen werden, die auch durch mehrmaliges Waschen nicht unterbunden
werden konnten (Kuhn & Murnane, 1977). Diese Kontakte zwischen Fibroblasten und
Milzzellen verursachten eine Lyse der Fibroblasten, die jedoch nie mit einer Induktion des
programmierten Zelltodes (Apoptose) verbunden war (Kuhn & Murnane, 1977; Clark &
Kuhn, 1999). In den Versuchen wurden allerdings Milzzellen von infizierten bzw.
immunisierten Méusen verwendet, bei denen bereits spezifische zytotoxische T-Zellen
ausgebildet waren und die somit die Lyse induzieren konnten. Naive Milzzellen waren nicht
in der Lage, die infizierten Fibroblasten zu zerstoren (Kuhn & Murnane, 1977). NK-Zellen
scheinen demnach keine zytotoxische Aktivitit gegen infizierte Fibroblasten ausiiben zu
konnen.

Grundsétzlich ist eine zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen gegen infizierte Fibroblasten
moglich, wenn auch unwahrscheinlich. Die Expression von MHC-I-Molekiilen auf der
Zelloberfliche der Fibroblasten wird durch die Infektion mit 7. cruzi nicht vermindert bzw.
konnte in einigen Zelllinien sogar verstirkt (Stryker & Nickell, 1995). Eine MHC-I-
Expression schiitzt Zellen im Normalfall vor einer NK-Zell-induzierten Lyse, da sie zu einer
Inhibierung von zytotoxischer Aktivitét fiihrt (siehe Einleitung). Allerdings kann in einigen
Fillen eine Aktivitit trotz MHC-I-Expression beobachtet werden (z.B. bei mit Adenoviren
infizierten Zellen). Als Grund dafiir wird eine klonale Selektivitit bei der Expression
unterschiedlicher Rezeptoren auf den NK-Zellen diskutiert (Routes et al., 2001). Diese
Unterschiede in der Rezeptor-Expression konnen durchaus beobachtet werden. So konnen
sowohl in Mausen als auch im Menschen aktivierende Rezeptoren nachgewiesen werden, die
an MHC-I binden. In Méausen handelt es sich um den Rezeptor Ly49D. Wie in der Einleitung
beschrieben besitzen die aktivatorischen Rezeptoren, die an MHC-I binden, eine wesentlich
geringere Affinitdt zu den Molekiilen. Im Fall des Ly49D kann die Affinitit durch IL-12
extrem gesteigert werden, sodass auch in Anwesenheit von inhibitorischen Ly49-Rezeptoren
eine Aktivierung erfolgen kann. Allerdings konnte bisher nur eine zytokin- und chemokin-
sezernierende Aktivitit beobachtet werden (Ortaldo & Young, 2003). Auf humanen NK-
Zellen findet sich der KIR2DL4, der ebenfalls MHC-I erkennt. In aktivierten Zellen kann
durch sein Engagement die Zytotoxizitét gesteigert werden, in naiven kommt es zu einer IFN-
y-Antwort (Rajugopalan et al., 2001).

Eine zytotoxische Aktivitit der NK-Zellen gegen infizierte Zellen ist demnach vorstellbar,
in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnten aber keine Anzeichen einer
durch NK-Zellen vermittelten Zelllyse beobachtet werden.

Das verwendete Infektions-System erlaubte eine quantitative Analyse der Parasitenlast in
den infizierten Zellen. In den Versuchen wurden Milzzellen von CBA/j-Miusen eingesetzt,
die den gleichen Haplotyp wie die L929-Fibroblasten besitzen, wodurch die Lymphozyten die
Fibroblasten als ,,selbst™ erkennen und es deshalb in einer Inkubation von nicht-infizierten
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Fibroblasten und Milzzellen zu keinerlei Aktivierung kommt. Die Infektion der Fibroblasten
unter den gewéhlten Bedingungen fiihrte dazu, dass innerhalb der Inkubationszeit von drei
Tagen mindestens 70% der Zellen infiziert waren. Darauthin wurden die Zellen weitere zwei
Tage mit den Milzzellen inkubiert. In dieser kurzen Inkubationsdauer kann eine spezifische T-
Zell-Antwort ausgeschlossen werden.

Die Inkubation der 7. cruzi-infizierten Fibroblasten mit Milzzellen fiihrte zu einer
deutlichen Reduzierung der Parasitenlast innerhalb der L929-Zellen. Dabei zeigten
voraktivierte Milzzellen zwar eine gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zu naiven Milzzellen,
dennoch waren auch die unbehandelten Lymphozyten gegen die infizierten Fibroblasten aktiv.
Milzzellen kdnnen demnach von infizierten Fibroblasten aktiviert werden. Diese Aktivierung
ist zudem nicht von einem Kontakt zwischen den Lymphozyten und den L929-Zellen
abhingig gewesen, da eine unverminderte Aktivitit auch unter Verwendung eines Zellkultur-
Einsatzes beobachtet werden konnte und die Milzzellen demnach durch 16sliche Molekiile
aktiviert werden. Allerdings werden von den infizierten Fibroblasten wie zu erwarten kein
aktivierendes IL-12 oder TNF-o freigesetzt, deshalb kommen zwei andere mogliche
aktivierende Molekiile in Frage:

1. Die Fibroblasten reagieren auf eine 7. cruzi-Infektion mit einer deulichen Induktion von
Typ-I-Interferonen. Zu der Familie der Typ-I-Interferone gehdren eine Reihe von
unterschiedlichen Molekiilen. Die am besten untersuchten sind die Interferone o und  (IFN-
o und B). Sie werden sowohl von Zellen der angeborenen Immunitét wie Makrophagen und
dendritischen Zellen als auch von NK- und T- Zellen freigesetzt. Eine Induktion in der Zelle
erfolgt u.a. durch Viren, mikrobielle Pathogene und deren Produkte. Die Typ-I-Interferone
wirken in vielfdltiger Weise auf Makrophagen und Fibroblasten, sind aber auch potente
Aktivatoren von NK- und T-Zellen (Bogdan, 2000; Salazar-Mather et al., 2002; Une et al.,
2003). Fiir Leishmanien-Infektionen konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die Applikation
von rekombinantem IFN-B in vivo neben einer Steigerung der NK-Zell-Zytotoxizitét und T-
Zell-Proliferation eine Freisetzung von IL-12 und IFN-y induzieren kann (Mattner et al.,
2004).

2. T. cruzi expremiert auf seiner Oberfliche sehr viele Glykosylphosphatidylinositol
(GPI)-verankerte Muzine. Durch diese Muzine wird IL-12 in Makrophagen induziert
(Camargo et al., 1997). Interessanterweise waren allerdings nur Trypanosomen in der Lage
IL-12 zu induzieren, die bereits einen Zyklus in Wirtszellen durchlaufen haben. Parasiten, die
direkt aus den Insekteniibertrigern isoliert wurden, riefen keine Reaktion hervor. Ursache fiir
dieses Phidnomen konnte die Beladung der Trypanosomenoberfliche mit korpereigenen
Sialinsduren sein. 7. cruzi sezerniert eine Transsialidase, ein Enzym, das den Transfer von
wirtseigenen Sialinsduren (sieche 4.4.1) vorrangig auf Muzine der Trypanosomen katalysiert
(Schenkman, 1999). Ausser bei 7. cruzi konnte eine homologe Transsialidase nur noch bei
Trypanosoma brucei (Montagna et al., 2002) unter den Eukaryoten und Corynebakterium
diphtheriae (Crocker & Varki, 2001) bei den Prokaryoten beschrieben werden. Die Funktion
des Transfers von wirtseigenen Sialinsduren konnte noch nicht endgiiltig geklart werden. Es
deutet aber vieles auf eine Unterstiitzung bei der Invasion in die Wirtszellen hin (Pereira et al.,
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1996). Zudem konnten sich die Trypanosomen dadurch der Immunantwort entziehen, da
Sialinséuren im allgemeinen im Blut zirkulierende Zellen vor einem Abbau in der Leber und
einer Aktivierung des Komplementsystems schiitzen.

Diese GPIl-verankerten Muzine werden durch die Aktivitit der Phospholipase C
permanent von der Oberfliche der Trypanosomen abgespalten und liegen somit 16slich im
Uberstand der Zellkultur vor (de Almeida & Heise, 1993). Es konnte gezeigt werden, dass
diese loslichen GPI-verankerten Molekiile von 7. cruzi an Toll-like Rezeptor 2 binden kdnnen
(Campos et al., 2001) und moglicherweise dadurch eine IL-12-Freisetzung in Makrophagen,
die in der Milzzell-Suspension vorhanden waren, induzieren.

Auf T-Zellen dagegen iiben diese Muzine eine suppressorische Wirkung aus. Die bereits
beschriebene Suppression von T-Zellen in einer 7. cruzi-Infektion (Einleitung), kann auch
durch nicht-infizierte, eukaryotische Zellen verursacht werden, wenn diese Zellen durch eine
Transfektion die 7. cruzi-spezifischen Muzine auf ihrer Oberfliche exprimieren (Argibay et
al., 2002). Eine Aktivierung von NK-Zellen konnen diese Muzine aber offensichtlich nicht
inhibieren.

Durch das in der Zellkultur gut messbare IL-12 wird in NK-Zellen und T-Zellen wie
erwahnt IFN-y induziert. Allerdings ist die Induktion von IFN-y nicht von IL-12 abhingig.
Zwar minimierte sich die Produktion von IFN-y, wenn IL-12 durch einen Antikorper
neutralisiert wurde, doch konnte dieser Effekt gédnzlich aufgehoben werden, wenn die
Milzzellen mit poly I:C stimuliert waren. Als Folge dessen konnten auch keine Unterschiede
in der Reduzierung der Parasitenlast unter Verwendung der anti-IL-12-Antikorper beobachtet
werden. Als auslosende Faktoren einer IFN-y-Antwort kommen wiederum die Typ-I-
Interferone in Frage, da auch in den Milzzellen eine deutlich Induktion von IFN-a und 3
nachgewiesen werden konnte.

Dagegen fiihrte eine Blockierung von IFN-y zu einer deutlichen Beeintrachtigung der
Aktivitidt, wodurch deutlich wird, dass IFN-y der hauptsdchliche Induktor von NO in den
Fibroblasten ist, von dem die Aktivitdt ausschlieBlich abhidngt. Im Western-Blot konnte eine
Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) durch die Inkubation mit Milzzellen
gezeigt werden. 7. cruzi alleine kann keine NO-Synthese induzieren, da infizierte
Fibroblasten ohne Milzzell-Einwirkung keine verstarkte iNOS-Induktion zeigten. Die
Blockade der iNOS in den Fibroblasten durch Aminoguanidin (AG) bewirkte die nahezu
vollstindige Authebung einer Aktivitit gegen die intrazelluldren Parasiten. Gleiche
Ergebnisse erbrachten in vivo-Versuche: Die Applikation von Aminoguanidin in vivo liel} die
Mortalitdt der infizierten Miuse dramatisch steigen (Siftel et al., 2001). Allerdings muflte die
Inhibierung mit der Infektion erfolgen, um Wirkung zu zeigen. Begann die Blockade erst
einige Tage nach der Infektion waren keine Auswirkungen zu beobachten, was die immense
Bedeutung einer frithzeitigen Aktivierung des Immunsystems unterstreicht.



Diskussion &6

IL-12

Toll-like Rezeptor

[N

f 16sliche GPI-Muzine
von Trypomastigoten

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Aktivierung von NK-Zellen durch Fibroblasten und die

Induktion von Effektormechanismen zur Kontrolle intrazelluldrer 7. cruzi.

Uberraschend waren die Befunde, die sich durch Inkubation der infizierten Fibroblasten
mit Milzzellen von SCID-Maéusen ergaben. Zwar waren naive Milzzellen ebenfalls in der
Lage, in kontakt-unabhédngiger Weise die Parasitenlast zu reduzieren; es konnten aber sowohl
in einer direkten als auch in einer durch einen Zellkultur-Einsatz rdumlich getrennten
Inkubation keine Zytokine gemessen werden. Auch die Produktion von NO blieb vollig aus.
Anders war der Sachverhalt bei einer Voraktivierung der Milzzellen durch poly I:C, wodurch
eine deutlich nachweisbare Menge an IL-12 und IFN-y sowie einer NO-Synthese induziert
wurde. Aber auch in diesem Fall war die freigesetzte Menge an Zytokinen wesentlich
geringer verglichen mit der Produktion von Milzzellen von CBA/j-Méusen. Vermutlich lag
die Konzentration der Zytokine, die von unbehandelten Milzzellen von SCID-Méusen
sezerniert wurden unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA, was jedoch nicht bedeutet, dass
die biologische Wirksamkeit aufgehoben war. Im ELISA werden die Molekiile erst ab einer
Konzentration im Pikogramm-Bereich nachgewiesen, was schon sehr sensitiv ist, aber doch
deutlich tiber den bendétigten Konzentrationen fiir eine funktionelle Wirksamkeit der Zytokine
auf die jeweiligen Zellen liegt. Es ist deshalb davon auszugehen, dass auch Milzzellen von
SCID-Méusen ihre Aktivitdt {iber IFN-y und NO ausiiben, zumal diese Milzzellen von
Trypomastigoten im ELISPOT zu einer IFN-y-Antwort angeregt werden kdnnen.

Doch selbst bei einer ausbleibenden Induktion von NO stehen einer Zelle noch weitere
Enzyme und Molekiile zur Verfligung, intrazelluldre Pathogen zu bekdmpfen. So kann z.B.
die Bildung von Wasserstoffperoxid oder andere Sauerstoffradikalen sowie der Indolamin
2,3-dioxigenase (IDO) induziert werden, einem Enzym, das den Verbrauch von Tryptophan
katalysiert, das fiir viele intrazelluldre Parasiten fiir ihre Entwicklung essentiell ist. Diese
Prozesse werden ebenfalls vorrangig durch IFN-y induziert (Alberati-Giani et al., 1997).



Diskussion &7

4.3 Auswirkungen der NK-Zell-Depletion auf Parasitimie, Mortalitit und
Persistenz

In dieser Arbeit konnte eine Aktivitit von NK-Zellen gegen intrazellulire 7. cruzi
nachgewiesen werden. Dabei wurden nicht nur Makrophagen zu einer Reaktion stimuliert,
sondern auch Fibroblasten, die nicht auf die Abwehr von Pathogenen spezialisiert sind. Durch
eine Depletion der NK-Zellen sollte untersucht werden, ob die friihzeitig einsetzende
Aktivitdt von NK-Zellen auch die Parasitenlast in den infizierten Organen beeinflussen kann.
Die Applikation der anti-Asialo GM-Antikorper beseitigte den liberwiegenden Anteil der NK-
Zellen aus dem Blut. Im Gegensatz zu bereits verdffentlichten Berichten (Cardillo et al.,
2002), konnte keine erhohte Mortalitit bei NK-Zell-depletierten im Vergleich zu den
unbehandelten Miusen festgestellt werden. Die Uberlebensrate von Miuse in experimentellen
Infektionen unterliegt jedoch oft groeren Schwankungen, da sie extrem vom eingesetzten 7.
cruzi-Stamm abhéngt, wobei die Infektidsitdt durch die Art und Weise der Infektion (ob i.p.
oder subkutan, wie in dieser Arbeit) beeinflufit wird, da eine Injektion der Parasiten i.p. zu
einer sehr schnellen systemischen und deshalb stirkeren Infektion fiihrt. Deshalb sind
Unterschiede in Bezug auf Sterblichkeit in unterschiedlichen Experimenten nicht
ungewoOhnlich und nicht zu vermeiden.

Dagegen stieg die Anzahl der Parasiten im Blut unter einer NK-Zell-Defizienz dramatisch
an. Die Parasitenlast in den untersuchten Geweben blieb allerdings wie die Mortalitit relativ
unbeeinflusst. Es konnten zwar unterschiedliche Parasiten-Belastungen in den einzelnen
Geweben beobachtet werden, doch waren diese zu keinem Zeitpunkt der Infektion signifikant.
Dennoch iiberraschte die Tatsache, dass in der akuten Phase der Infektion (12 dpi) in allen
untersuchten Geweben die Persistenz in Organen von NK-Zell-depletierten Méusen unterhalb
der der unbehandelten Méausen lagen. In beiden Maus-Gruppen zeigte die Herzmuskulatur die
geringste Parasitenlast, obwohl im Herzen die verheerendsten Folgen der Chagas-Krankheit
zu beobachten sind (Tanowitz, 1992). Auch in der chronischen Phase zeigte das Herz die
geringste 7. cruzi-Anzahl. Das Herz war zudem das einzige Organ, das permanent geringere
Parasitenlasten in NK-Zell-defizienten Méusen aufwies. In der Tat niherten sich die Werte
der Nachweisgrenze von 7. cruzi-DNA, die in der Leber und Milz zu jedem untersuchten
Zeitpunkt nicht iiberschritten wurde. Die Lymphknoten zeigten auch in der chronischen Phase
eine deutliche Parasitenlast, die jedoch in beiden Mausgruppen identisch waren.

Die Skelettmuskulatur aber zeigte von allen untersuchten Geweben die mit Abstand
hochste Belastung mit 7. cruzi. Schon in der akuten Phase waren die Werte leicht erhoht
verglichen mit den anderen Organen. In der chronischen Phase jedoch stieg die Parasitenlast
im Muskel drastisch an. Auflerdem &nderte sich das Verhéltnis in der chronischen Phase: NK-
Zell-depletierte Méuse hatten mehr Parasiten im Gewebe als unbehandelte Mause und das,
obwohl die Depletion iiber ein Jahr vergangen war.

Die Skelettmuskulatur konnte nicht nur in dieser Arbeit als das préferierteste Gewebe fiir
die Persistenz von 7. cruzi identifiziert werden (Kumar & Tarleton, 2001). Die Griinde liegen
wahrscheinlich in einer vollstdndigen Immunsuppression in der Skelettmuskulatur, wéhrend



Diskussion 88

im Herzen auch in der chronischen Phase inflammatorische Herde nachzuweisen sind (dos
Santos et al., 2001). Vor allem CD8"-T-Zellen invadieren die infizierten Gewebe in hohem
AusmaB. Schon in der latenten Phase sind vorrangig CD8'-T-Zellen in den Geweben
vorhanden, die permanent die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IFN-y sezernieren,
wihrend CD4 -T-Zellen vermehrt in den parakordialen Lymphknoten anzutreffen sind (dos
Santos et al., 2001). Die CD8 -T-Zellen zeigen oft einen veriinderten Phiinotyp und regulieren
den T-Zell-Rezeptor hinunter, wodurch die Zytokinproduktion aber nicht beeintrachtigt wird
(Grisotto et al., 2001). Durch die permanente Ausschiittung von TNF-a und IFN-y kommt es
zur Induktion von iNOS in den Muskelzellen der parasitierten Gewebe. NO verhindert nicht
nur die Teilung der Amastigoten in den Zellen, sondern ist auch fiir die Zellen ansich toxisch,
wodurch es vermutlich zu den starken Entziindungen kommt, die das Gewebe auf Dauer
zerstoren. In einer verOffentlichten Hypothese, die sich ausschlieBlich auf bekannte
Erkenntnisse stiitzt, wurde spekuliert, dass der sehr hohe Myoglobin-Gehalt der
quergestreiften Muskulatur eine NO-induzierte Inflammation im Gewebe verhindert.
Myoglobin kann NO binden und dessen Wirkung neutralisieren. So kommt es zwar zu einer
permanenten Produktion von NO, dieses kann aber nicht auf andere Zellen schidlich
einwirken, wodurch eine Schadigung der Skelettmuskulatur verhindert wird (Ascenzi et al.,
2001). Die Skelett- oder quergestreifte Muskulatur unterscheidet sich in ihrem Aufbau
wesentlich von der Herzmuskulatur und der glatten Muskulatur des Darmes. Obwohl auch in
diesen Organen Myoglobin nachweisbar ist und eine Inflammation verhindert werden miif3te,
konnte in der unterschiedlichen Struktur der Grund fiir die Dilatationen in Herz und Darm
liegen. Denn das die permanenten inflammatorischen Reaktionen in den infizierten Geweben
zu einer Zerstorung der Gewebestrukturen flihren, gilt mittlerweile als sehr wahrscheinlich
(Tarleton, 2003; Tarleton & Zhang, 1999).

So sind in den Geweben von iNOS-defizienten Miusen kaum Inflammationen zu
beobachten, allerdings ist die Anzahl an Parasiten in diesen Miusen stark erhoht (Arrantes et
al., 2004). Allerdings wird die These, dass NO fiir die Entziindung der Gewebe verantwortlich
ist, neuerdings bezweifelt. Zwar steht die anhaltende inflammatorische Reaktion als Ursache
der Gewebsdilatationen nicht zur Debatte, doch konnte in einer kiirzlich erschienenen
Untersuchung eine erhohte Freisetzung von TNF-o und IFN-y durch die Milzzellen iNOS-
defizienter Méuse in vitro gezeigt werden (Cummings & Tarleton, 2004). Die Autoren fanden
weiterhin heraus, dass die iNOS bei der Kontrolle von 7. cruzi in der akuten Phase nicht von
Bedeutung ist, da die iNOS-defizienten Méuse keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Uberlebensrate und Persistenz im Herzen und der Skelettmuskulatur verglichen mit normalen
Maiusen aufwiesen. Dies steht im Widerspruch zu den oben erwidhnten Untersuchungen und
auch zu den in dieser Arbeit erbrachten in vitro-Ergebnissen.

NK-Zellen iiben offensichtlich einen geringen Einfluss auf die Kontrolle der
intrazelluldren 7. cruzi aus. Es ist aber auch denkbar, dass durch die Applikation der anti-
Asialo-Antikorper nur die NK-Zellen im Blut depletiert wurden und die Anzahl in den
Organen unverdndert geblieben ist. Eine Untersuchung der Depletionen durch zwei
unterschiedliche Antikorper (anti-Asialo und anti-NK1.1) liel unterschiedliche Depletionen
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erkennen. So gelangte die Gruppe zu der Erkenntnis, dass die verabreichte Menge von anti-
Asialo Antikorper entscheidend dafiir ist, ob NK-Zellen nur aus dem Blut oder auch in den
Organen depletiert wurden (Emoto et al., 2000). Leider kann nicht nicht gesagt werden, in
welcher Konzentration die anti-Asialo-Antikorper den Méausen injiziert wurden, da komerziell
ausschlieBlich polyklonales Serum zu beziehen ist, deren genaue Antikdrpermenge unbekannt
ist. Die Menge an applizierten Antikorper wurde deshalb mit Literaturangaben abgestimmt
und wie gezeigt im FACS die erfolgreiche Depletion kontrolliert. Es kann also nicht mit
letzter GewiBBheit gesagt werden, ob auch die NK-Zellen in den Organen depletiert wurden.

Letztlich wurde einzig die Anzahl der Parasiten im Blut von einer Depletion der NK-
Zellen stark verdndert, sodass es bei Anwesenheit von den NK-Zellen zu Interaktionen
zwischen den Lymphozyten und extrazelluldiren Trypanosomen in der Frithphase der
Infektion kommt, die eine Minimierung von 7. cruzi im Blut bewirken. Diese Interaktionen
werden im folgenden diskutiert.

4.4 Lyse extrazelluldrer T. cruzi
4.4.1 Die Erkennung von Trypomastigoten durch NK-Zellen

Die lichtmikroskopische Betrachtung von Blut infizierter Mduse liel von Zeit zu Zeit
Lymphozyten erkennen, die direkt mit den Trypomastigoten verbunden waren. Dabei
handelte es sich offensichtlich um sehr enge Kontakte, da selbst die heftigen, ruckartigen
Bewegungen, die charakteristisch fiir Trypomastigote sind, diese Verbindungen nicht 16sen
konnten. Die in dieser Arbeit angefertigten elektronenmikroskopischen Bilder zeigten sehr
enge Kontakte zwischen Lymphozyten und Trypanosomen. Weiterfiihrende Untersuchungen
ergaben, dass ausschlieBlich NK-Zellen in der Lage sind, die Kontakte aufzubauen. Es
scheinen somit spezifische Rezeptor-Ligand-Interakionen vorzuliegen, deren Natur noch nicht
geklart werden konnte. In der FEinleitung wurden eine Reihe von NK-Zell-Rezeptoren
vorgestellt. Der Rezeptor mit dem hdchsten bekannten aktivatorischen Potential ist der
NKG2D-Rezeptor, einem Lektin-dhnlichen Protein. Allerdings hatte die Blockade dieses
Rezeptors keinerlei Auswirkungen auf die Kontaktbildung, da weiterhin eine unverminderte
Aktivitdt nachweisbar war. Dieser Befund ist jedoch lediglich ein kleiner Mosaikstein in
einem weitreichendem Ausschlussverfahren, weil bis dato davon ausgegangen werden mulf3,
dass noch ldngst nicht alle Rezeptoren von NK-Zellen bekannt und charakterisiert worden
sind (sieche Einleitung).

Beispielsweise konnten vor kurzem in unserer Arbeitsgruppe Sialinsdure-bindende
Immunglobulin-dhnliche Lektine (Siglecs) auf der Oberfliche von NK-Zellen gefunden
werden (Crocker et al., 1998). Der Name der Siglecs beinhaltet bereits die Interaktion mit
Sialinsduren, Molekiile, die an Zucker auf der Oberfldche von nahezu allen Zellen gebunden
sind. Da es unter normalen Umstinden zu einer stindigen Bindung zwischen Siglec-
exprimierenden Zellen und Sialinsdure-tragenden Zellen kommen wiirde, sind die Siglecs
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durch Sialinsduren auf der Oberfldche der selben Zelle gebunden und damit blockiert. Kommt
es zu Infektionen, wird die Bindung der Siglec-blockierenden Sialinsdure aufgehoben und
eine Bindung an andere Zellen ermdglicht. Die ausldsenden Faktoren fiir diese Freigabe der
Siglecs sind ebenfalls nicht bekannt (Crocker & Varki, 2001). Allerdings konnte die Beladung
der Oberflache von extrazelluldren 7. cruzi mit wirtseigenen Sialinsduren eine Erkennung der
Trypanosomen durch Siglecs auf NK-Zellen ermoglichen. So konnten vor kurzem in unserer
Arbeitsgruppe hochaffine Liganden der Siglecs auf der Oberfliche der Trypanosomen
gefunden werden (Thomas Jacobs, personliche Mitteilung). Die Mdglichkeit, dass Siglecs in
die Erkennung von 7. cruzi durch NK-Zellen involviert sind, ist allerdings hypothetischer
Natur und bedarf weiterer Untersuchungen.

4.4.2 Aktivierung von NK-Zellen

Die Aktivierung der NK-Zellen erfolgte nicht iiber die Kontaktaufnahme zu den
Trypanosomen. Die Induktion der Aktivitét hing in jedem Fall von der Anwesenheit von APZ
ab. Schon im ELISpot zeigte sich, dass isolierte NK-Zellen kein IFN-y freisetzen, nur in
Kombination mit APZ kam es zu einer Sekretion von IFN-y. Gleiches kann bei der
lichtmikroskopischen Analyse der NK-Zell-Aktivitdt gegen 7. cruzi beobachtet werden, naive
NK-Zellen sind nicht in der Lage, die Mobilitit der extrazelluliren 7. cruzi zu
beeintrachtigen, wihrend aktivierte NK-Zellen es konnen. Die Notwendigkeit der APZ wird
besonders deutlich, wenn IL-12 defiziente Mause auf ihre Féhigkeit, Trypomastigote zu
bekdmpfen, untersucht wurden. Wie gezeigt, iibten Milzzellen dieser Mduse keine Aktivitdt
aus, so dass sich ein klar zu umreissendes Bild der Aktivierung ergibt: Es wurde beschrieben,
dass APZ durch T. cruzi zur Freisetzung von IL-12 stimuliert werden (Frosch et al., 1996).
Dieses IL-12 ist obligat erforderlich, um NK-Zellen zu aktivieren. Gleiches konnte in einer
Malaria-Infektion gezeigt werden. Dort kommt es zu kontakt-abhdngigen Aktivititen
zwischen infizierten Erythrozyten und NK-Zellen, die allerdings nur in Anwesenheit von IL-
12 zustande kam (Artavanis-Tsakonas et al., 2003)

Es wurde ebenfalls schon erwéhnt, dass IL-12 nicht nur eine IFN-y-Antwort in NK-Zellen
hervorrufen kann, sondern auch deren Zytotoxizitdt induziert. Eine Freisetzung von IL-12
erfolgt sehr schnell nach der Infektion. Schon wenige Stunden nach Kontakt mit 7. cruzi ist
eine nachweisbare Menge an IL-12 in einer in vitro-Kultur vorhanden (Une et al., 2000). In
der Regel liegen schon lange vorher physiologisch wirksame, aber nicht detektierbare
Mengen des jeweiligen Zytokins in der Kultur vor, sodass auch in der kurzen Inkubationszeit
von vier Stunden sowohl eine Aktivierung als auch eine ausgepréigte Reaktion der NK-Zellen
gegen extrazellulédre 7. cruzi erfolgen konnte.
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4.4.3 Die Perforin-unabhiingige zytotoxische Aktivit:it

Die Aktivitdt der NK-Zellen gegen extrazelluldre 7. cruzi verursachte eine Stérung der
Membranfunktionalitit. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Test-System etabliert, dass auf
einer Fluoreszenz-Markierung lebender Zellen beruht. Die Verwendung des CMFDA erwies
sich aufgrund der ausgeprdgten Hydrophilizitdit als sehr vorteilhaft, da somit
Wechselwirkungen mit Zellkompartimenten oder der Zellmembran ausgeschlossen wurden.
Dadurch konnte der Verlust der Fluoreszenz mit einer Durchldssigkeit der Membran korreliert
werden.

NK-Zellen iiben nach Aktivierung eine sehr starke Zytotoxizitdt aus, die hauptséchlich
durch Freisetzung lytischer Molekiile in den zytotoxischen Granula verursacht wird. Durch
die Vorinkubation der NK-Zellen mit Strontiumchlorid, kann eine vorzeitige Degranulierung
ausgelost werden (Quan et al., 1982; Neighbour et al., 1982). Dadurch wird NK-Zellen die
Moglichkeit genommen, direkt auf die Membranfunktionaliét einzuwirken. Es konnte deutlich
gezeigt werden, dass die Aktivitit der NK-Zellen gegen die Trypanosomen von diesen
lytischen Granula abhingt. Die Aktivitidt nahm durch die Strontiumbehandlung drastisch ab.

Perforin ist ein wesentlicher Bestandteil der lytischen Granula. In den Granula liegt es als
inaktive Form vor, kommt es zu einer Ausschiittung der Granula, polymerisieren die Perforin-
Molekiile zu einem an der Auflenseite hydrophoben Hohlzylinder mit einem Durchmesser von
rund 16 nm und einer hydrophilen Innenseite (zusammengefal3t in Janeway et al., 2002). Der
gebildete Zylinder kann in die Membran eindringen und damit eine Pore bilden, durch die
Wasser und Salze schnell in die Zelle eindringen konnen. Zudem werden mit der
Ausschiittung der lytischen Granula auch Granzyme frei, der zweiten wichtigen Komponente
der Granula. Die Granzyme gehoren wie die Verdauungsenzme Trypsin und Chymotrypsin zu
den Serinproteasen. Dringen sie durch die von Perforin gebildeten Poren in die Zelle ein, wird
ein induzierter Zelltod (Apoptose) ausgeldst (Shinbori et al., 2004).

Es liegt deshalb nah, die Beteiligung von Perforin an der zytotoxischen Aktivitdt gegen 7.
cruzi zu untersuchen. In der Literatur wurde allerdings eine Resistenz von Trypomastigoten
gegeniiber Perforin beschriebenen. In den durchgefiihrten Experimenten wurde rekombinantes
Perforin zu extrazelluldren 7. cruzi gegeben (Nickell & Sharma, 2000; Cunha Bisaggio et al.,
1997). Dadurch wurden jedoch bei weitem nicht die Konzentrationen erreicht, die lokal in
dem synaptischen Spalt zwischen NK-Zelle und gebundenem Trypanosom vorherrschen,
wodurch die Wirksamkeit des Perforins stark beeintridchtigt wird. Die Erkenntnisse dieser
Untersuchung lassen deshalb keine sicheren Riickschliisse auf die Abhidngigkeit der Lyse
mittels Perforin zu.

In dieser Arbeit wurden deshalb Milzzellen von Perforin-defizienten Méause mit CMFDA-
markierten 7. cruzi inkubiert. Diese Milzzellen zeigten eine vergleichbare Aktivitit wie
normale C57BL/6-Mause. In der Tat konnte iiberhaupt kein Unterschied in der Aktivitét
beobachtet werden, sodass eine Beteiligung von Perforin an der Lyse von extrazelluldren 7.

cruzi ausgeschlossen werden kann.



Diskussion 92

Eine Lyse der Parasiten durch zytotoxische Molekiile ist dennoch nicht ausgeschlossen.
Vor kurzem konnte beschrieben werden, dass extrazelluldre 7. cruzi durch NK-Lysin getotet
werden konnen (Jacobs et al.,, 2003). NK-Lysin ist ein Polypeptid aus 78 Aminosduren
bestehend und gehdrt zur Familie der Saposine. Die Struktur wird durch fiinf a-Helices mit
sechs stark konservierten Cysteinen bestimmt. Die Cysteine arrangieren iliber Disulfid-
Briicken vier Helices zu einem Riickgrat, das die Helix-3 exponiert hervortreten 148t, die eine
entscheidende Rolle bei der Ausiibung der Funktion von NK-Lysin {ibernimmt. NK-Lysin
bildet keine Poren in der Membran, sondern fiigt sich in die duflere Membranschicht ein, was
zu einer Destabilisierung der Membran fiihrt (Ernst et al., 2000; Miteva et al., 1999). NK-
Lysin wurde als erstes in Schweinen beschrieben und besitzt groBe Homologien, vor allem die
konservierten Cysteine betreffend, mit den porenbildenden Amdbaporen von Entamoeba
histolytica, sowie den im Menschen beschriebenen Granulysinen, die ebenfalls keine Poren
bilden (Clayberger & Krensky, 2003). Die Aktivitit des NK-Lysins oder einem murinen
Homologon ist aber reine Spekulation, weil ein entsprechendes Homolog in der Maus nicht
gefunden werden konnte. Bisher wurde versucht, mit NK-Lysin-spezifischen Antikdrpern und
einem mRNA-Nachweis das Auftreten von einem solchen Molekiill in der Maus
nachzuweisen; ohne Erfolg. Die Tatsache jedoch, dass homologe, verwandte zytotoxische
Molekiile in Amoben, Schweinen und sogar im Menschen vorhanden sind, 1d6t die Existenz
eines dquivalenten Molekiils in der Maus vermuten.
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5. Zusammenfassung

Trypanosoma cruzi, der Erreger der slidamerikanischen Chagas-Krankheit, ist ein
einzelliger Parasit. Zu seiner Verbreitung nutzt er blutsaugende Raubwanzen, die 7. cruzi
durch ihre Fézes auf den Menschen {iibertragen. Im Saugetierwirt befallen die Parasiten
nahezu alle Organe, besonders ausgepragte Schiden entstehen jedoch im Herzen und dem
Gastro-Intestinal-Trakt. Die Vermehrung von 7. cruzi im Sduger findet ausschlieBlich
intrazelluldr statt, wihrend die Verbreitung im Korper durch extrazelluldre Trypomastigote
tiber den Blutstrom erfolgt. Durch das geteilte Auftreten im Organismus wird sowohl eine
zellvermittelte als auch eine humorale Immunantwort zur erfolgreichen Abwehr der
Trypanosomen benétigt.

Natiirliche Killer (NK)-Zellen sind Bestandteil der angeborenen Immunitdt und werden
sehr schnell nach einer Infektion von 7. cruzi aktiviert. Die Aktivierung erfolgt vorrangig liber
die Freisetzung von Interleukin (IL)-12, das von infizierten Zellen wie Makrophagen und
dendritischen Zellen gebildet wird. Aktivierte NK-Zellen reagieren in unterschiedlicher Weise
auf Infektionen durch verschiedene Pathogene. Zum einen konnen sie durch eine Freisetzung
von Interferon (IFN)-y in Makrophagen und andere Zellen antimikrobielle Prozesse
induzieren und zum anderen iiben sie eine direkte Zytotoxizitit gegen die infizierten Zellen
aus. Vor allem aber werden korperfremde Zellen von NK-Zellen erkannt und zerstort. So
konnten direkte Interaktionen mit verschiedenen Parasiten beschrieben werden. In einer 7.
cruzi-Infektion fithren diese Interaktionen zu einer Immobilitdt der Parasiten.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Aktivitdt von NK-Zellen gegen
extrazelluldre 7. cruzi kontaktabhéngig zu einer Lyse der Trypanosomen fiihrt. Diese Lyse
wird durch eine Ausschiittung von zytotoxischen Granula verursacht, ist allerdings
unabhingig von Perforin. Welche Molekiile fiir die Lyse von 7. cruzi verantwortlich sind,
mull Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Uberraschenderweise ist die Erkennung der extrazelluldren T. cruzi durch NK-Zellen nicht
gleichzeitig mit deren Aktivierung verkniipft. Im Gegenteil scheinen nur aktivierte NK-Zellen
in der Lage zu sein, entweder die Parasiten zu erkennen oder nach erfolgter Erkennung, die
Lyse der Trypanosomen einzuleiten. Diese Aktivierung ist IL-12-abhédngig, das nicht nur eine
Zytokin-Freisetzung in NK-Zellen induziert, sondern auch die Zytotoxizitdt steigern kann.

Die Bedeutung der direkten Lyse von extrazelluldren 7. cruzi durch NK-Zellen konnte
durch eine Depletion der NK-Zellen in vivo bestdtigt werden. So nimmt die Anzahl der
Trypanosomen im Blut NK-Zell-defizienter Mause drastisch zu, was zu einer verstdrkten
Suszeptibilitét fithrt. Dagegen wird die Parasitenlast in unterschiedlichen Organe von der NK-
Zell-Depletion nicht beeinfluf3t, sodass sich die Aktivitdt von NK-Zellen auf die Kontrolle der
extrazelluldren Trypanosomen im Blut konzentriert.

Dennoch findet eine Induktion von Prozessen zur Abwehr von intrazelluldren 7. cruzi in
infizierten Zellen durch NK-Zellen statt. Die friihzeitige Sekretion von IFN-y durch NK-
Zellen aktiviert nicht nur Makrophagen, sondern auch Fibroblasten, die im Unterhautgewebe
zahlreich vorkommen und in erheblichem Mal} von 7. cruzi infiziert werden. Die Infektion
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mit 7. cruzi 16st in den Fibroblasten nur eine sehr schwache Aktivierung von antimikrobiellen
Prozessen aus. Vor allem konnte keine Freisetzung von IL-12 durch die infizierten
Fibroblasten nachgewiesen werden. Trotzdem induziert die Inkubation der Fibroblasten mit
NK-Zellen eine Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) durch die induzierbare NO-Synthase
(INOS), wodurch die Parasitenlast in diesen Zellen drastisch abnimmt. Interessanterweise sind
die infizierten Fibroblasten in der Lage die NK-Zellen zu aktivieren. Vermutlich erfolgt diese
Aktivierung iiber Typ-I-Interferone, deren Induktion in Fibroblasten nach Infektion mit 7.
cruzi im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte.

Die Aktivitét gegen die intrazelluldren 7. cruzi hdangt jedoch auch in den Fibroblasten stark
von der Produktion des NO ab. Wurde diese Synthese blockiert, blieb die Anzahl an Parasiten
in den Zellen nahezu unverdndert. Die Blockade von IFN-y dagegen fiihrte zwar zu einer
erheblichen Einschrinkung der Aktivitit gegen 7. cruzi, hob sie aber nicht auf, was auf IFN-
y-unabhédngige Prozesse hindeutet. Eine Beteiligung von Typ-I-Interferonen ist auch in
diesem Fall denkbar, da auch in den mit Fibroblasten co-kultivierten Milzzellen eine
Induktion dieser Zytokine nachgewiesen werden konnte. Typ-I-Interferone besitzen sowohl
aktivierendes Potential auf Lymphozyten als auch auf Makrophagen und dendritische Zellen.
Auch Fibroblasten besitzen die Fahigkeit auf Typ-I-Interferone zu reagieren, wodurch weitere
Hinweise der Beteiligungen von Fibroblasten an der Abwehr von intrazelluldren Pathogenen
vorliegen.
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