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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Organismus ist im Laufe des Lebens einer Vielzahl von Krankheitserregern wie
z. B. Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten ausgesetzt. Die Untersuchung der Vorginge, die im
Kampf gegen diese Pathogene im Korper ablaufen, ist Gegenstand der immunologischen
Forschung. Heute wissen wir, dass das menschliche Immunsystem aus zwei voneinander
abgrenzbaren Einheiten besteht: dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. In den
vergangenen Jahren zeigte sich jedoch, dass diese beiden Teile keineswegs unabhingig
voneinander funktionieren, sondern sich gegenseitig beeinflussen konnen. Es entwickelte sich das
Konzept der ,Transitionalen Immunitdt*, das alle Prozesse umfasst, die zwischen der
Wahrnehmung einer Infektion durch myeloide Zellen oder Epithelzellen und der Aktivierung des
adaptiven Immunsystems stattfinden (Pennington et al., 2005). Im folgenden werden die
wichtigsten Bestandteile und Funktionen der angeborenen und adaptiven Immunitidt kurz

vorgestellt.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem setzt sich aus verschiedenen Komponenten zusammen, die es dem
Organismus ermoglichen, schnell auf Pathogene zu reagieren. So bilden z. B. die Epithelien des
Korpers eine physische Barriere gegen eindringende Krankheitserreger. Sollten Pathogene diesen
Schutz tiberwinden, konnen spezialisierte Zellen, die sogenannten Phagozyten, zu denen unter
anderem Makrophagen und Neutrophile gehoéren, diese durch Phagozytose aufnehmen und
zerstoren. Zu diesem Zweck sind solche Zellen mit Oberflichenrezeptoren ausgestattet, die an
konservierte, pathogene Strukturen binden und somit die Unterscheidung zwischen
Krankheitserregern und korpereigenem Material ermdglichen. Auch die zytotoxisch wirksamen
natiirlichen Killerzellen und das Komplementsystem zéhlen zu den Bestandteilen der angeborenen
Immunitit. Eine wichtige Funktion der Zellen des angeborenen Immunsystems ist die Freisetzung
von Chemokinen und Zytokinen, welche unter anderem die adaptive Immunantwort beeinflussen

(Murphy et al., 2008).
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1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Verlauf einer adaptiven Immunantwort kommt es zu einer antigenspezifischen Reaktion, die in
einem lang anhaltenden Gedéichtnis gegen das jeweilige Antigen miindet. Sie beruht auf der
Wirkung von T— und B-Lymphozyten, welche im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen
gebildet werden (Abramson et al., 1977; Lemischka et al., 1986). Alle B— und T-Zellen tragen
einen einzigartigen Oberflichenrezeptor, welcher der Antigenerkennung dient (Tonegawa, 1983).
T—Zellen erkennen ihr passendes Antigen iiber den T—Zell-Rezeptor, welcher entweder mit dem
Korezeptor CD4 oder CDS8 assoziiert ist. Entsprechend dieses Expressionsmusters werden
T-Zellen in CD4" T-Zellen und zytotoxische CD8" T-Zellen eingeteilt. Eine weitere
Unterscheidung der CD4" T-Zellen erfolgt anhand der Zytokine, die sie nach ihrer Aktivierung
ausschiitten. CD4" T-Helfer-Zellen vom Typ-1 (Thl-Zellen) produzieren vorwiegend
proinflammatorische Zytokine wie IL-2, IFN— und TNF (Mosmann and Coffman, 1989) und
spielen eine wichtige Rolle bei der Beseitigung intrazelluldrer Erreger. T-Helfer—Zellen vom
Typ—2 (Th2—Zellen) schiitten vorwiegend IL—4, IL-5, IL-6 und IL-10 aus, was B—Zellen zur
Antikdrperproduktion anregt und damit vor allem bei der Bekdmpfung extrazelluldrer Erreger von
Bedeutung ist. Neben Thl— und Th2-Zellen sind zwei weitere wichtige CD4" T-Zell-Linien
bekannt. Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind vor allem fiir die Suppression von Immunantworten
notwendig, und IL—17—produzierende T-Zellen (Th17-Zellen) spielen unter anderem in der
mukosalen Immunitiit eine wichtige Rolle (Zhu and Paul, 2008). Die Aufgabe der CD8" T—Zellen
besteht vor allem darin Virus—infizierte Zellen abzutdten. Grundsitzlich gehéren Immunreaktionen,
die durch antigenspezifische CD8" oder CD4" T—Zellen vermittelt werden zur zellvermittelten
Immunitit, die einen der beiden Teile des adaptiven Immunsystems bildet. Der andere Teil ist die
humorale Immunitit, welche auf der Wirkung von Antikérpern beruht (Murphy et al., 2008).

Zur Aktivierung einer antigenspezifischen Immunantwort kommt es in den lymphatischen
Organen, wo sich etwa 95 % der Lymphozyten befinden, wéhrend die restlichen 5 % im Blut
zirkulieren. In den lymphatischen Organen zeigen Zellen der angeborenen Immunitit die
Anwesenheit eines Pathogens an, indem sie bestimmte Antigene dieses Erregers den T—Zellen
prasentieren. Solche Zellen werden antigenprisentierende Zellen genannt. Obwohl auch
Makrophagen und B—Zellen als antigenprisentierende Zellen fungieren konnen, gibt es eine
Zellart, die in ganz besonderem MaB3 dazu fdhig ist. Dabei handelt es sich um die dendritische Zelle
(dendritic cell, DC), deren Vorkommen und Funktion im folgenden Kapitel ausfiihrlich behandelt

wird.
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1.2 Dendritische Zellen

Thren Namen tragen DCs wegen der aullergewdhnlich langen Fortsdtze, die von ihrem Zellkorper
ausgehen. Mit diesen Dendriten konnen sie dichte Netzwerke bilden und ihre Umgebung
grofflachig nach Antigenen absuchen. Da DCs nach einer Infektion als eine der ersten Zellarten
mit dem Pathogen in Kontakt treten und ihre Rezeptoren in der Keimbahn codiert sind, werden sie
der angeborenen Immunitédt zugerechnet. Aufgrund ihrer Fahigkeit eine adaptive Immunantwort
auszuldsen, stellen sie jedoch ein entscheidendes Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem
adaptiven Immunsystem dar (Banchereau et al., 2000). Im folgenden geht es zunédchst darum, wie
DCs naive T-Zellen antigenspezifisch aktivieren. Der anschlieBende Teil wird von der Vielfalt des
DC—Netzwerks handeln, wobei der Schwerpunkt auf den verschiedenen DC—Subtypen der Haut
liegen wird, deren detaillierte Beschreibung schlieBlich Gegenstand der letzten Abschnitte sein

wird.

1.2.1 Antigenprisentation durch dendritische Zellen

DCs konnen sehr effizient Antigene der unterschiedlichsten Erreger prisentieren und somit jeweils
die T-Zell-Antwort auslosen, die zur Beseitigung eines bestimmten Pathogens notwendig ist.
Welche T-Zellen im Zuge einer Immunantwort aktiviert werden, ist davon abhingig, ob DCs
Antigene gebunden an Molekiile des Haupthistokompatibilititskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC) der Klasse—1 (MHC-I) oder Klasse—II (MHC-II) présentieren.
Peptide, die an MHC—-II-Molekiile gebunden auf DCs prisentiert werden, stammen in der Regel
von extrazelluldiren Erregern, die durch Phagozytose, Pinozytose oder rezeptorvermittelte
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. Phagozytierte Pathogene gelangen in Phagosomen.
Im Zuge der Reifung des Phagosoms sinkt sein pH—Wert und es kommt zur Rekrutierung saurer
Proteasen. Diese spalten die Erreger in Peptidfragmente, deren Struktur optimal fiir die Bindung an
MHC-II-Molekiile ist. Neu synthetisierte MHC-II-Molekiile verlassen das endoplasmatische
Retikulum (ER) in Vesikeln, die auf ihrem Weg an die Zelloberfliche mit dem Phagosom
verschmelzen. Dort werden sie mit dem passenden Peptid beladen und Peptid/MHC-II-Komplexe
gelangen anschlieBend an die Zelloberfliche, wo die Erkennung durch naive CD4" T—Zellen erfolgt
(siche Abb. 1.1B) (Murphy et al., 2008).

Peptide, die von Pathogenen stammen, welche sich im Zytosol vermehren, binden an
MHC-I-Molekiile. Das Anfiigen von Ubiquitinresten an Proteine dieser Pathogene markiert sie fiir
den Abbau durch das Proteasom. Nach der Fragmentierung gelangen die Peptide iiber den

Transporter associated with Antigen Processing (TAP) in das ER und bilden dort mit neu
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synthetisierten MHC—I-Molekiilen Peptid/MHC-I-Komplexe. Diese Komplexe werden aus dem
ER geschleust, an die Zelloberflidche transportiert und dort CD8" T-Zellen prisentiert (siche
Abb. 1.1A) (Lin et al., 2008a; Villadangos und Schnorrer, 2007).

Da auch gegen viele extrazellulire Pathogene und Tumorzellen, die phagozytiert werden, eine
spezifische CD8" T—Zell-Antwort ausgeldst wird, muss es Mechanismen geben, mit denen Peptide
dieser schiadlichen Fremdkorper bzw. entarteten Zellen in den MHC—I-Présentationsweg gelangen.
Die Funktionsweise dieses als cross presentation bezeichneten Prozesses ist noch sehr unklar
(siche Abb. 1.1C). Ein Modell postuliert einen von TAP und dem Proteasom abhéngigen Weg, bei
dem Peptide iiber einen bisher ungeklarten Mechanismus aus dem Phagosom in das Zytosol und
somit in den MHC-I-Stoffwechselweg gelangen (Ackerman et al., 2006; Rodriguez et al., 1999).
Andere Autoren beschreiben eine ER—Phagosom—Fusion oder den Transport von Proteinen aus
Endosomen ins ER, wodruch ihre Degradierung im Zytosol ermdglicht wird (Ackerman et al.,
2005; Guermonprez et al., 2003). Weiterhin wurde ein alternativer Weg postuliert, der unabhéngig
von TAP und dem Proteasom funktioniert. Bei diesem Prozess erfolgt sowohl die Erzeugung der
geeigneten Peptide, als auch deren Bindung an MHC-I-Molekiile in den Phagosomen. Allerdings
gibt es bisher keine Erkldrung dafiir wie die MHC—I-Molekiile in das Phagosom gelangen (Pfeifer
etal., 1993).

Die Prédsentation von Antigenen in MHC-Molekiilen reicht nicht aus, um eine adaptive
Immunantwort einzuleiten. Dazu sind weitere Signale erforderlich, die ebenfalls von

antigenprésentierenden DCs stammen.
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Abb. 1.1: Antigenprisentationswege in DCs

(A) Endogene Antigene werden im Zytosol durch das Proteasom abgebaut und gelangen iiber den
Transporter associated with Antigen Processing (TAP) ins endoplasmatische Retikulum (ER), wo sie an
MHC-I-Molekiile gebunden werden. Die gebildeten Komplexe gelangen anschlieBend zur Zelloberfliche.
(B) Extrazelluldre Antigene geraten in den endozytotischen Weg der Zelle. Durch proteolytischen Abbau
erzeugte Peptide binden an MHC-II-Molekiile und werden an der Zelloberflache prasentiert. (C) Exogene
Antigene gelangen iiber einen bisher ungeklarten Mechanismus in den MHC-I-Présentationsweg (cross
presentation) (siehe Text fiir ndhere Erlduterungen) (Villadangos und Schnorrer, 2007).
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1.2.2 T-Zell-Aktivierung durch dendritische Zellen

Die umfassende Aktivierung einer naiven T—Zelle beinhaltet deren antigenspezifische, klonale
Expansion und Differenzierung zu einer der moglichen Effektorzellen (siehe Abschnitt 1.1.2).
Dazu muss die antigenprédsentierende DC drei Signale liefern. ,,Signal 1 wird {iber den
T—Zell-Rezeptor vermittelt, der den passenden Peptid/MHC—Komplex auf der Oberfliche der DC
erkennt. Die Bindung des T—Zell-Rezeptors an seinen Liganden in Abwesenheit der beiden
anderen Signale flihrt zur Inaktivierung von T—Zellen durch Anergie, Deletion oder Induktion
regulatorischer Mechanismen (Joffre et al.,, 2009; Schwartz, 2003). ,,Signal 2“ ist die
Kostimulation. Neben der Bindung von CD28 auf der T-Zell-Oberfliche an CD80 und CD86 auf
der DC tragen eine Vielzahl weiterer positiver und negativer kostimulatorischer Molekiile dazu bei.
,»Signal 3% bestimmt schlieBlich zu welcher Effektorzelle sich eine T-Zelle entwickelt. Produziert
die DC z. B. IL-12 fiihrt dies zur Induktion einer Thl-Zell-Antwort oder zytotoxischen
CDS8" T-Zell-Antwort (Reis e Sousa, 2006).

Die Expression kostimulatorischer Molekiile und die Zytokinsekretion durch DCs werden durch
die Erkennung pathogener Strukturen iiber Rezeptoren der angeborenen Immunitit ausgelost.
Deren wichtigste Vertreter sind der scavenger—Rezeptor, C—Typ—Lektin—Rezeptoren,
Toll like—Rezeptoren (TLR), nucleotide—binding oligomerization domain (NOD)-dhnliche
Rezeptoren und retinoic acid inducible gene (R1G)-I-éhnliche Proteine (Diebold, 2009). Die
Bindung dieser sogenannten pattern recognition receptors (PRRs) an ihre Liganden aktiviert
intrazelluldre Signalkaskaden, an deren Ende in der Regel die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren steht, zu denen z. B. der nuclear factor 'kappa—light—chain—enhancer' of
activated B—cells (NF—B) und verschiedene interferon regulatory factors (IRFs) gehoren (Reis e
Sousa, 2006). Die differentielle Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern der DC
beeinflusst das Expressionsmuster kostimulatorischer Molekiile und die Zytokinproduktion und
somit schlieBlich, welche T—Zell-Antwort induziert wird. Nicht alle DCs besitzen das gleiche
Repertoire an PRRs. Dies stellt eine der Grundlagen fiir die funktionelle Spezialisierung von

verschiedenen DC—Subtypen dar.

1.2.3 Heterogenitit der dendritischen Zellen

Das DC-Netzwerk besteht aus einer Vielzahl verschiedener DCs, die sich durch die Expression
extra— und intrazelluldrer Molekiile, ihre immunologische Funktion sowie ihre Lokalisation im
Organismus unterscheiden. Heute geht man davon aus, dass alle DCs von einer gemeinsamen

h@matopoetischen, pluripotenten Stammzelle aus dem Knochenmark abstammen, aus der
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verschiedene Vorlduferzellen hervorgehen, die sich schlieBlich zu einem oder mehreren
DC-Subtypen differenzieren (Banchereau et al., 2000). Es sei darauf hingewiesen, dass die DCs
der mukosalen Gewebe (Lunge, Lamina propria und Peyer’s Patches) in diesem Abschnitt
vernachléssigt werden, da sie fiir die vorliegende Arbeit nicht von Relevanz sind.

Prinzipiell lassen sich DCs in plasmazytoide und konventionelle DCs unterteilen. Die Rolle
plasmazytoider DCs bei der Antigenprdsentation und T—Zell-Stimulation ist nicht vollstindig
geklért. Sicher ist, dass sie eine wichtige Rolle bei der Produktion von Typ—1-Interferonen spielen
(Diebold, 2009). Zwei Gruppen von konventionellen DCs kommen in den lymphatischen Organen
vor. DCs, welche tiber den Blutkreislauf in Lymphknoten, Milz und Thymus gelangen, werden als
., blood—derived“ bezeichnet. Diese lassen sich weiter in CD8a 'CD4, CD8a CD4 und
CD8a CD4" DCs unterteilen (Villadangos und Heath, 2005; Villadangos und Schnorrer, 2007).
Die zweite Gruppe der konventionellen DCs wird als ,, skin—derived “ bezeichnet und kommt
ausschlieBlich in den Haut—drainierenden Lymphknoten vor. Bei den ,,skin—derived “ DCs handelt

es sich um Zellen, die aus der Haut in die Haut—drainierenden Lymphknoten eingewandert sind.

1.2.4 Das DC-Netzwerk der Haut und der Haut-drainierenden Lymphknoten

Die Haut steht stindig mit der Umwelt des Organismus in Kontakt und bildet die erste
Verteidigungslinie gegen Pathogene. In den vergangenen Jahren zeigte sich, dass die Haut mit
einem vielfidltigen immunologischen Netzwerk ausgestattet ist, das unter anderem drei
verschiedene Arten von DCs einschlie8t (Bursch et al., 2007; Ginhoux et al., 2007; Poulin et al.,
2007). Langerhans Zellen (Langerhans cells, LCs) wurden 1868 erstmals von Paul Langerhans
beschrieben. Sie zeichnen sich durch die Expression des C—Typ—Lektins Langerin (CD207) auf der
Zelloberflache sowie im Zytosol aus. Dort liegt Langerin in membranumgrenzten Organellen
gespeichert vor, die als Birbeck—Granulae bezeichnet werden. LCs befinden sich in der Epidermis,
wo sie netzwerkartig die Keratinozyten umgeben und etwa 2 — 5 % der Gesamtzellzahl ausmachen
(Merad et al., 2008).

In der Dermis befinden sich zwei weitere DC—Subtypen, von denen eine ebenfalls Langerin
exprimiert (Langerin’ dermal DC, Langerin’ dDC). Die zweite DC-Population der Dermis
exprimiert kein Langerin (Langerin~ dermal DC, Langerin® dDC) und ist somit leicht von den
beiden anderen DC—Subtypen der Haut zu unterscheiden (Poulin et al., 2007). Nach einer
Infektion, aber auch unter nicht-inflammatorischen Bedingungen wandern LCs, Langerin’ dDCs
und Langerin™ dDCs tiiber afferente lymphatische Gefdlle in die Haut—drainierenden Lymphknoten,
wo sie etwa die Hilfte aller CD11c’” DCs ausmachen. Die andere Hilfte besteht aus

,,blood—derived“ DCs. (Alvarez et al., 2008; Merad et al., 2008; Villadangos und Schnorrer, 2007).
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In Tab. 1.1 ist eine Ubersicht der DC—Subtypen der Haut und der Haut-drainierenden
Lymphknoten dargestellt.

Tab. 1.1: Ubersicht der konventionellen DC—Subtypen in der Haut und den Haut-drainierenden
Lymphknoten der Maus und der zu ihrer Identifizierung gebriuchlichen Oberfléichenmolekiile

DC—-Subtyp Vorkommen Zellulire Marker

DCs in der Haut und nach ihrer Wanderung in die Haut-drainierenden Lymphknoten
(,,skin—derived“ DCs)"

Langerin' ', MHC-II'", CD11b", CD11c", CD205",

Epidermis CD8a, CD103", EpCAM"", Dectin—1"

Langerhans Zelle (LC) Haut—drainierender Langerin++, MHC-II™™, CD11b", CD11c+,

Lymphknoten CD205"", CD8o, CD103, EpCAM++, Dectin—1"

Langerin' ', MHC-II'"", CD11b™%¢ CD11c¢"",

Langerin” dermale DC Dermis CD205", CDSo, CD103"", EpCAM, Dectin—1~

(Langerin” dDC) Haut—drainierender | Langerin, MHC—II' ", CD11b™*"¢ CD11c¢"",
Lymphknoten CD205, CD8a, CD103"™, EpCAM" °* ~, Dectin—1"

Dermis Langerin , MHC-II", CD11b"", CD11c"", CD205"",
Langerin™ dermale DC CD8a, CD103", EpCAM™

(Langerin™ dDC) Haut—drainierender | Langerin’, MHC-II"™, CD11b™, CD11c",
Lymphknoten CD205"", CD8a, CD103", EpCAM™

,,blood—derived“ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten”

s g Haut—drainierender | Langerin'~, MHC-II'", CD11b, CD11c"",
CD8o CD4 DC Lymphknoten CD205"", CD8a."

Haut—drainierender | Langerin’, MHC-II'", CD11b"™, CD11¢"™,

CD3o CD4 DC Lymphknoten CD205""CD8o

Haut—drainierender | Langerin’, MHC-II'", CD11b"", CD11c¢", CD205,

- +
CD8o CD4 " DC Lymphknoten CDS8a”

,T++< = stark exprimiert, ,,—“ = nicht exprimiert ,,+/—* = nicht auf allen Zellen der Population exprimiert; DC = dendritic cell,
dendritische Zelle; dDC = dermal DC, dermale DC; LC = Langerhans cell, Langerhans Zelle; Ep—CAM = epithelial—cell adhesion
molecule; " Angaben nach Merad et al., 2008 und Bursch et al., 2007 > Angaben nach Villadangos et al., 2007 und Kissenpfennig et al.,
2005

1.2.5 Die Bedeutung von Langerin® dendritischen Zellen fiir die adaptive

Immunitit

Die Beschreibung von Langerin als Marker muriner, epidermaler LCs und die Entwicklung eines
monoklonalen Langerin—spezifischen Antikdrpers erfolgte bereits im Jahr 2002 (Valladeau et al.,
2002). Langerin” DCs in der Dermis wurden dagegen erst im Dezember 2007 entdeckt (Bursch
et al., 2007; Ginhoux et al., 2007; Poulin et al., 2007). Daher gelten viele verdffentlichte
Ergebnisse, die unter der Annahme gewonnen wurden, Langerin sei ein spezifischer Marker fiir
LCs, heute nur noch bedingt, da nicht zwischen Langerin dDCs und LCs unterschieden werden
konnte. In diesem Abschnitt werden also unter anderem Ergebnisse von Studien vorgestellt, bei

denen der Term ,,LCs* Langerin+ Zellen der Epidermis und der Dermis umfasst.
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Lange Zeit galten LCs als die bedeutendsten antigenprdsentierenden Zellen der Haut. Die
Vorstellung, dass LCs unter inflammatorischen Bedingungen Antigene in der Peripherie
aufnehmen, sie zum Haut—drainierenden Lymphknoten transportieren und dort antigenspezifisch
T—Zellen aktivieren, ist als ,Langerhans—Zell-Paradigma*® bekannt geworden (Schuler und
Steinman, 1985; Wilson und Villadangos, 2004). Ubereinstimmend mit diesem Konzept wurde
gezeigt, dass LCs nach der Applikation eines Allergens (Hapten) auf die Haut eine adaptive
T—Zell-Antwort induzieren, die als Kontakthypersensitivititsreaktion bezeichnet wird, und dass sie
nach Infektion mit dem Parasiten Leishmania (L.) major fir die Ausbildung einer
Thl-Zell-Antwort verantwortlich sind (Moll, 1993; Silberberg-Sinakin et al., 1980). AuBerdem
bewiesen Stoitzner et al. durch in vitro— und in vivo—Versuche, dass LCs sehr effizient
CD8" T-Zellen durch cross presentation aktivieren konnen (Stoitzner et al, 2006). Das
,Langerhans—Zell-Paradigma®“ musste erweitert werden, um LCs einzuschlieBen, die unter
nicht-inflammatorischen Bedingungen in die Haut—drainierenden Lymphknoten wandern und dort
korpereigene Antigene préasentieren. Ob dies zur Vernichtung selbst-reaktiver T-Zellen und damit
zur ,,peripheren Toleranz“, oder zur Aktivierung selbst-reaktiver T—Zellen und damit zur
Autoimmunitdt beitrdgt, ist nicht zweifelsfrei gekldrt (Mayerova et al., 2004; Steinman und
Nussenzweig, 2002; Waithman et al., 2007).

Inzwischen deuten allerdings immer mehr Ergebnisse darauf hin, dass das
,Langerhans—Zell-Paradigma® nicht alle Aspekte der adaptiven Immunitit in der Haut erkldren
kann. So beschrieben z. B. Allan et al., dass LCs nicht in der Lage sind
Herpes simplex—Virus—spezifische CD8" T—Zellen zu aktivieren. Ritter et al. zeigten, dass nicht
LCs, sondern Langerin® dDCs L. major—spezifische CD4  T-Zellen aktivieren und 2007
demonstrierten Stocklinger et al., dass LCs nicht notwendig sind, um nach gene
gun—-Immunisierung der Haut eine humorale oder zellvermittelte Immunantwort zu induzieren
(Allan et al., 2003; Ritter et al., 2004b; Stoecklinger et al., 2007).

Es gibt offensichtlich viele offene Fragen zur adaptiven Immunitét in der Haut, im Speziellen in
Bezug auf die Funktion der verschiedenen DC—Subtypen. Mit der Entwicklung von Mausmodellen,
welche den in vivo-Nachweis und die selektive Depletion von Langerin” Zellen erlauben, ergaben

sich neue Moglichkeiten, das DC—Netzwerk der Haut zu untersuchen.

1.2.6 Mausmodelle zur Untersuchung von Langerin® Zellen

Vor Kurzem prisentierten zwei Laborgruppen Mausmodelle, in denen sich Langerin” DCs selektiv
depletieren lassen (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005b). In einer weiteren Arbeit

beschrieben Wissenschaftler ein Mausmodell, in dem LCs von Geburt an fehlen (Kaplan et al.,
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2005). Alle Modelle beruhen auf der Wirkung von Diphtheria Toxin (DT) und der Spezifitit der
Langerin—Expression auf bestimmten DC—Subtypen.

Das heterodimere DT besteht aus einer A— und einer B-Untereinheit. Wéhrend die B—Untereinheit
die Bindung an den Rezeptor heparin—binding EGF-like growth factor (HB—EGF, von hier an
abgekiirzt als DTR = Diphtheria Toxin—Rezeptor) vermittelt, inhibiert die A—Untereinheit im
Zytosol die Proteinbiosynthese der Zelle und induziert damit den schnellen Zelltod. Das murine
Homolog zum HB-EGF bindet nicht an die B—Untereinheit, weshalb Mauszellen nicht anfillig
gegeniiber DT sind. Die transgene Expression des hochaffinen HB—EGF des Menschen in
Mauszellen macht sie sensitiv gegeniiber DT (Saito et al., 2001).

Kissenpfennig ef al. und Bennett et al. fligten die fiir den humanen DTR und fiir das
Fluoreszenzprotein enhanced green fluorescence protein (EGFP) kodierenden Sequenzen in das
C57BL/6—Mausgenom ein (knock in). In einem Modell wurde eine
DTR-EGFP-Expressionskassette in die 3 '—untranslatierte Region des /angerin—Gens insertiert
(Kissenpfennig et al., 2005b). In dem anderen Modell wurde eine DTR-EGFP—-Expressionskassette
in das zweite Exon des /angerin—Gens eingefiigt (Bennett et al., 2005). In beiden als Lang—-DTR
bezeichneten Mausmodellen exprimieren alle Langerin~ Zellen den humanen DTR und sind somit
sensitiv gegeniiber DT (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005b).

Kaplan et al. nutzten ein bacterial artificial chromosome (BAC), welches das Gen fiir humanes
Langerin enthilt und erzeugten damit eine transgene Maus, in der LCs neben murinem Langerin
auch humanes Langerin exprimieren. Indem sie die kodierende Sequenz fiir die toxisch wirksame
A-Untereinheit des DT (DTA) mit der fiir humanes Langerin auf dem BAC fusionierten, konnten
sie eine BAC—transgene Maus auf C57BL/6—Hintergrund generieren, der selektiv LCs von Geburt
an fehlen (Kaplan et al., 2005). Uberraschenderweise zeigen diese sogenannten Lang-DTA-Miuse
normale Anzahlen an Langerin+ dDC in der Dermis und an , blood—derived*
Langerin'CD8a'CD4 ™ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten. Die Ursache dafiir, dass die
Expression von DTA unter der Kontrolle des humanen Langerins in diesen Méusen selektiv zur
Abwesenheit von LCs, aber nicht der anderen Langerin” DCs fiihrt, ist nicht bekannt.

Die beschriebenen Mausmodelle wurden genutzt, um Langerin® DCs genauer zu untersuchen. Ein

wichtiger Aspekt war z. B. ihr Wanderungsverhalten unter inflammatorischen Bedingungen.
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1.2.6.1 Die Wanderung von DCs aus der Haut in die Haut-drainierenden

Lymphknoten

Die transgene Expression von EGFP in Langerin® Zellen erméglicht ihre Verfolgung in vivo.
Kissenpfennig et al. zeigten, dass die Applikation eines Antigens auf die Haut die Wanderung von
LCs und dDCs zum drainierenden Lymphknoten auslost. (Auch in dieser Arbeit umfasste der
Begriff LCs noch LCs und Langerin® dDCs.) Interessanterweise sind dDCs schon nach 24 Stunden,
LCs hingegen erst nach vier Tagen im Lymphknoten nachweisbar. Des Weiteren wandern die
beiden DC—Subtypen zu unterschiedlichen Arealen des Lymphknotens. DDCs befinden sich
vornehmlich im duBleren Paracortex, also am Rand der T-Zell-Zone, die in direkter Nachbarschaft
zu den B—Zell-Follikeln liegt (Kissenpfennig et al., 2005b). Dieser Bereich wurde kiirzlich von
Katakai et al. als sogenannter cortical ridge identifiziert, an dem bevorzugt
DC-B-T—Zell-Interaktionen ablaufen, die fiir die Aktivierung einer adaptiven Immunantwort notig
sind (Katakai et al., 2004). Anders als dDCs wandern LCs nicht in den cortical ridge, sondern in
den inneren Paracortex des Lymphknotens (Kissenpfennig et al., 2005b). Es ist zu vermuten, dass
die unterschiedliche Lokalisation dieser beiden DC—Subtypen, die nach Antigenkontakt aus der
Haut in den drainierenden Lymphknoten wandern, fiir eine differenzierte T—Zell-Aktivierung

sorgt.

1.2.6.2 Die Identifizierung von Langerin” dDCs

Bis 2007 dachten Wissenschaftler, dass es sich bei Langerin” DCs in der Dermis um LCs auf ihrem
Weg zum Haut—drainierenden Lymphknoten handelt. Erst die oben beschriebenen Mausmodelle
ermdglichten die Identifizierung von Langerin’ dDCs als eigenstindiger DC—Subpopulation
(Bursch et al., 2007; Ginhoux et al.,, 2007; Poulin et al.,, 2007). Neben ihrer Lokalisation
unterscheiden sich LCs und Langerin” dDCs in der Expression einiger Oberflichenmolekiile (siehe
Tab. 1.1). AuBlerdem fehlen die im Zytosol von LCs nachweisbaren Birbeck—Granulae in
Langerin’ dDCs. Weiterhin sind Langerin® dDCs radiosensitiv, LCs hingegen radioresistent, und
wihrend LCs wahrscheinlich von Vorlduferzellen aus der Haut abstammen, entstehen
Langerin® dDCs aus Vorliuferzellen aus dem Blut. In Anbetracht der unterschiedlichen Urspriinge
der beiden DC—Subtypen ist es nicht verwunderlich, dass nach der Injektion von 1 pg DT in
Lang-DTR-Miuse LCs und Langerin” dDCs unterschiedliche Repopulationskinetiken aufweisen.
Nach der DT-Applikation verschwinden beide DC—Populationen in der Haut innerhalb von 24 — 48
Stunden komplett. Bereits vier Tage spiter sind Langerin’ dDCs in der Dermis nachweisbar, LCs

in der Epidermis dagegen erst zwei Wochen spiter (sieche Abb. 1.2).
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Im Gegensatz zu der Situation in der Haut verschwinden in den Haut—drainierenden Lymphknoten
nach einer DT-Injektion nur 97 % der Langerin+ ,,skin—derived “ DCs, welche sowohl LCs als auch
Langerin® dDCs umfassen, und nur 70 % der ,, blood—derived* Langerin'CD8co.'CD4  DCs, die
verhédltnismdfig geringe Mengen Langerin exprimieren. Die Ursache fiir diese abweichende
Depletionseffizienz ist bisher nicht geklédrt, konnte jedoch mit den unterschiedlichen
Expressionsstirken von Langerin auf den DC—Subtypen zusammenhéngen. Nach vier bis fiinf
Tagen steigt die Anzahl von Langerin’ DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten wieder an.
Dies wird héchstwahrscheinlich durch die Repopulation von Langerin dDCs in der Dermis und
ihre anschlieBende Wanderung in die Haut—drainierenden Lymphknoten sowie durch die
Wiederkehr der ,, blood—derived* Langerin'CD80.'CD4™ DCs ausgeldst (Kaplan et al., 2008;
Kissenpfennig et al., 2005b).

Die Kontakthypersensitivitdtsreaktion war das erste in vivo—Modell, das in allen in Abschnitt 1.2.6
beschriebenen Mausmodellen angewendet wurde, um die Funktion von LCs und Langerin+ dDCs

bei der Einleitung adaptiver Immunantworten zu untersuchen.

E { Langerin* LCPIR "_4_:1“_5&5_} Langerin* dDCPTR
+DT
1-2 T ; -
Langerin* dDCPTR age -—K Langerin- dDC Langerin* LCPTR
‘%Langerin- dDC ‘%Langerin- dDC 14 Tage > Langerin* dDCPTR

"%Langerirr dDC

Abb. 1.2: DT-induzierte Depletion und Repopulation von Langerin® DCs in der Haut von
Lang-DTR-Miiusen

In Lang-DTR-Méusen werden nach der einmaligen intraperitonealen Injektion von 1 pg DT alle
Langerin’ DCs der Haut innerhalb von einem bis zwei Tagen depletiert. Nach vier Tagen beginnt die
Repopulation der Dermis mit Langerin® dDCs, welche an Tag 14 nach DT-Behandlung nahezu
abgeschlossen ist. Zu diesem Zeitpunkt tauchen erste LCs in der Epidermis auf. (E = Epidermis, D = Dermis,
DT = Diphtheria Toxin, DTR = DT-Rezeptor, LC = Langerhans cell, Langerhans Zelle, dDC = dermal
dendritic cell, dermale dendritische Zelle)

1.2.6.3 Die Bedeutung von Langerin” Zellen in der Kontakthypersensitivititsreaktion

Die immunologische Funktion verschiedener DC—Subtypen der Haut ldsst sich z. B. in der
Kontakthypersensitivititsreaktion untersuchen. Dazu wird ein Hapten auf die Haut, z. B. am Ohr
aufgetragen. Die anschliefende Schwellung dient als MaB fiir die Immunreaktion.

Lang—DTR—-Maéuse aus dem Labor von Kissenpfennig et al., die so mit DT behandelt wurden, dass

ihnen wihrend der Immunisierung LCs, Langerin' dDCs und ,, blood—derived



Einleitung 12

Langerin CD8a'CD4™ DCs fehlen, weisen eine reduzierte Ohrschwellung auf. Durch eine
verdnderte DT—Applikationsstrategie konnte die Kontakthypersensitivitidtsreaktion in diesen
Mausen in selektiver Abwesenheit von LCs untersucht werden. Es zeigte sich, dass in diesem Fall
die Schwellung zwischen DT-behandelten Méusen und Kontrollméusen vergleichbar ist. Daraus
leiteten die Autoren ab, dass LCs nicht fiir die Induktion der Kontakthypersensitivititsreaktion
verantwortlich sind, die anderen Langerin- DC—Subtypen dabei jedoch eine wichtige Rolle spielen
(Wang et al., 2008).

Im Gegensatz dazu sprechen die Ergebnisse von Bennett ef al. fiir eine Involvierung von LCs bei
der Einleitung einer Kontakthypersensitivitdtsreaktion, denn in ihren Untersuchungen weisen
Lang-DTR-Maiuse in der selektiven Abwesenheit von LCs eine verminderte Kontakt-
hypersensitivititsreaktion auf (Bennett et al., 2007).

Da sich die beiden Lang-DTR—Mausmodelle sehr dhnlich sind, liegt die wahrscheinlichste
Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse in der Versuchsstrategie. Es ist denkbar, dass nach dem
Auftragen von geringen Mengen eines Haptens in den Experimenten von Bennett et al. vor allem
LCs in Kontakt mit dem Antigen kommen und anschlieBend die adaptive Immunantwort
aktivieren. Nach dem Auftragen hoher Konzentrationen des Haptens in den Experimenten von
Wang et al. kénnte das Antigen auch die Langerin’ DCs in der Dermis erreichen und LCs konnten
unnoétig werden (Kaplan et al., 2008).

SchlieBlich zeigen Lang—DTA-Maiuse, denen LCs von Geburt an fehlen, im Vergleich mit
Kontrollméusen, eine verstirkte Kontakthypersensitivititsreaktion, woraus die Autoren eine
regulatorische Funktion dieser Zellen ableiteten (Kaplan ef al., 2005). Warum Lang—DTR—-Mduse,
denen selektiv LCs fehlen, nicht ebenfalls eine verstirkte Kontakthypersensitivitdtsreaktion zeigen,
lasst sich nicht einfach erkldren. Eine Ursache konnte die Diversitdt der verwendeten Mausmodelle
sein. So wire es denkbar, dass die andauernde Abwesenheit von LCs in den Lang-DTA-M4iusen
die Entwicklung regulatorischer Mechanismen negativ beeinflusst (Kaplan et al., 2005; Kaplan e?
al., 2008).

Auf eine immunsuppressive Rolle von LCs weisen auch Transplantationsversuche in
LC—defizienten Lang—-DTA-Maéusen hin, die Hauttransplantate abstofen, welche in
Wildtyp—Méusen langfristig akzeptiert werden (Obhrai ef al., 2008).

Ein anderes in vivo—Modell, das sich hervorragend fiir die Untersuchung der Funktion von
DC—Subtypen der Haut eignet, ist das experimentelle Modell der Leishmaniose. Die durch den
Parasiten Leishmania major verursachte Infektion beschrinkt sich in resistenten Mausen auf die
Haut und die Haut—drainierenden Lymphknoten. Fiir die Heilung ist eine adaptive Immunantwort
essentiell, die durch DCs im Haut—drainierenden Lymphknoten ausgeldst wird (Sacks und Noben-

Trauth, 2002).
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1.3 Die Leishmaniose

1.3.1 Die Leishmaniosen des Menschen

Weltweit zdhlt die Leishmaniose zu den wichtigsten Infektionskrankheiten. Es sind
schitzungsweise mehr als zwolf Millionen Menschen in 88 Landern infiziert und jahrlich kommt es
zu etwa zwei Millionen Neuerkrankungen. Fiir die Behandlung werden meist Antimonpriparate
eingesetzt, die allerdings mit starken Nebenwirkungen verbunden sein kdnnen. Somit ist bisher
keine optimale Therapie mdglich und leider gibt es auch keine vorbeugende Impfung (von Stebut,
2007a).

Es gibt etwa 30 Leishmanien—Spezies, die im Menschen verschiedene Formen der Leishmaniose
verursachen konnen. Je nach Symptomatik unterscheidet man in viszerale, mukokutane und kutane
Leishmaniose. L. donovani und L. infantum verursachen mit der viszeralen die schwerste Form der
Leishmaniose. Diese kommt vor allem in Indien, aber auch in Europa, Afrika und Mittel- und
Stidamerika vor. Der gesamte Organismus ist von der Infektion betroffen und es kommt zu Fieber,
Anémie, Gewichtsverlust und dem Anschwellen von Leber und Milz, was unbehandelt sehr hiufig
zum Tode fiihrt. Bei der kutanen Leishmaniose, die im Nahen Osten und im Mittelmeerraum
vorkommt und unter anderem durch L. major und L. tropica verursacht wird, handelt es sich um
die haufigste Form der Krankheit. Dabei kommt es zu lokalen, ulzerierenden Hautldsionen, die
normalerweise innerhalb von mehreren Monaten auch ohne Behandlung ausheilen. Die Gattungen
L. mexicana und L. braziliensis, anzutreffen im siidamerikanischen Raum, verursachen ebenfalls
Hautlédsionen, die sich aber anschlieBend durch Metastasierung des Erregers in den Schleimhduten
von Nase, Mund und Rachen ausbreiten (mukokutane Leishmaniose). Dies fiihrt, wenn nicht sogar
zum Tod, zu lebensldnglichen Entstellungen der Patienten (Ashford, 2000; Gramiccia und Gradoni,

2005; von Stebut, 2007a).

1.3.2 Der Parasit und sein Lebenszyklus

Im Jahr 1903 beschrieben William B. Leishman und Charles Donovan unabhéngig voneinander die
Leishmanien als obligat intrazelluldre Parasiten der Familie Trypanosomatidae (Donovan, 1903;
Leishman, 1903). Der Parasit folgt einem zweiphasigen Lebenszyklus, in dem er in verschiedenen
Formen vorkommt. In ihrem Vektor, der Sandmiicke, liegen sie als gestreckte, etwa 10 — 15 pm
lange, begeifelte, promastigote Leishmanien vor. In ihren Wirten, zu denen vor allem Hunde und

Nager, in geringerem Mal3 auch Menschen, Katzen, Rinder und Pferde gehoren, transformieren sie
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in rundliche, 2,5 — 6,8 um grofBle, unbegeilielte Amastigote. In Abb. 1.3 ist der vereinfachte
Lebenszyklus dargestellt, der damit beginnt, dass eine weibliche Sandmiicke der Gattung
Phlebotomus oder Lutzomyia 10 — 100 infektidse, metazyklische, promastigote Leishmanien durch
einen Stich in die Haut des Wirtes injiziert. Im Sadugetierwirt replizieren die Leishmanien in den
Vakuolen von Zellen des mononukledren Systems, vor allem in Makrophagen. Dort transformieren
sie innerhalb weniger Tage in die amastigote Form und es kommt zur massiven Vermehrung durch
Teilung. SchlieBlich platzt die infizierte Zelle und setzt die Leishmanien in das umgebende Gewebe
frei. Weitere Zellen werden infiziert, die auch in den Blutstrom gelangen und von dort aus bei der
nidchsten Blutmahlzeit von einer Sandmiicke aufgenommen werden koénnen. Im Darm der
Sandmiicke wandeln sich die amastigoten Parasiten wieder in promastigote Parasiten um und der

Zyklus kann von neuem beginnen (Von Stebut, 2007b).

2%,

amastigote promastigote

Leishmanien \V\Leishmanien

P

\ Makrophage \
©

Phagosom

@)

\

Transformation

©

Phagolysosom

Abb. 1.3: Vereinfachter Lebenszyklus von Leishmanien

Infizierte Sandmiicken injizieren metazyklische, promastigote Leishmanien in den Wirt. Die Parasiten
werden von Makrophagen aufgenommen, wandeln sich in die amastigote Form um und replizieren im
Phagolysosom. Dies fiihrt schlieSlich zum Platzen der Wirtszelle. Die dabei freigesetzten Erreger infizieren
umgebende Zellen. Bei einer erneuten Blutmahlzeit nimmt die Sandmiicke amastigote Leishmanien auf, die
sich in ihr zu infektiosen Promastigoten entwickeln.

1.3.3 Die Immunantwort gegen Leishmania major

Wie bereist erwéhnt verursacht L. major ulzerierende, selbst heilende Hautldsionen bzw. die kutane
Leishmaniose. Die durch die Infektion ausgeldste Immunreaktion kann in verschiedene Phasen

unterteilt werden. Im ersten, auch als ,,stille Phase* bezeichneten Abschnitt der Infektion kommt es
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zur Invasion der Makrophagen durch L. major. Der Parasit hat verschiedene Strategien entwickelt,
um die Phagozytose durch seine bevorzugte Wirtszelle zu erzwingen und gleichzeitig dafiir zu
sorgen, dass er in ihr iiberleben kann. Um seiner Abtotung im Makrophagen zu entgehen, inhibiert
der Parasit die Antigenprésentations— und Wanderungsfahigkeit seiner Wirtszelle sowie auch die
Produktion von IL—12 und antimikrobiellem Stickstoffmonoxid (NO). Diese Phase, in der kaum
klinische Symptome zu beobachten sind, dauert vier bis fiinf Wochen. Nach einer massiven
Replikation der Amastigoten und der Infektion weiterer Makrophagen durch freigesetzte Parasiten
kommt es in der zweiten Phase zum Auftreten klinischer Symptome. Hautldsionen werden dabei
durch die Invasion von rekrutierten Zellen, wie Mastzellen, Eosinophilen, Neutrophilen und
Makrophagen ausgeldst. Vor allem Mastzellen tragen zur Ausschiittung des proinflammatorischen
Zytokins TNF bei. Dadurch werden weitere Zellen der angeborenen Immunitit angelockt, die unter
anderem CCL3 und CCL4 bilden, was wiederum zur Rekrutierung weiterer Makrophagen zum
Infektionsherd fiihrt. Etwa sechs Wochen nach der Infektion kommt es schlieBlich zur Einleitung
der adaptiven Thl-Zell-Antwort durch IL—12—produzierende DCs im Haut—drainierenden
Lymphknoten. Th1-Effektorzellen wandern darauthin in die infizierte Haut ein und tragen durch
die Produktion von IFN—y zur Aktivierung der Makrophagen bei. Auch IFN—y—produzierende
CD8" T-Zellen werden wihrend der Immunantwort induziert und unterstiitzen die
Makrophagenaktivierung am Infektionsort. Aktivierte Makrophagen erzeugen intrazelluldr NO,
welches die Parasiten abtotet. Nach einer erfolgreichen Immunantwort gegen L. major persistieren
einige Parasiten im Organismus. Obwohl dies ein gewisses Risiko birgt, z. B. bei einer Koinfektion
mit dem Human Immunodeficiency Virus (HIV), scheint es fiir die Ausbildung einer schiitzenden
Gedichtnis—Antwort unverzichtbar zu sein (Von Stebut, 2007b). Viele der beschriebenen

Erkenntnisse wurden zunéchst im Mausmodell gewonnen und anschlieBend im Menschen bestétigt.

1.3.4 Das experimentelle Modell der Leishmaniose

Die Infektion verschiedener Mausstimme mit L. major hat in den letzten Jahren viel zum
Verstdndnis der Mechanismen beigetragen, die mit Resistenz oder Anfilligkeit gegeniiber diesem
Erreger verbunden sind. Eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst den Infektionsverlauf in Méusen,
der durch die Beobachtung der Gewebeschwellung verfolgt werden kann.

Der genetische Hintergrund der infizierten Méause spielt eine entscheidende Rolle fiir den Verlauf
der Leishmaniose. C57BL/6—Maiuse entwickeln eine Thl-Zell-Antwort gegen L. major (siche
oben), konnen die Krankheit somit vollstindig ausheilen und bilden ein immunologisches
Gedichtnis aus. Dagegen kommt es in BALB/c—M4iusen zu einem chronischen Verlauf der

Infektion, da sie eine Th2—-Zell-Antwort aufweisen, die durch die Produktion von IL—4, IL-5,
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IL-10 und IL-13 gekennzeichnet ist (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Weiterhin wirkt sich die
verwendete Infektionsdosis auf das Maximum der Schwellung und die Parasitenlast aus, welche
nicht zwingend korreliert sind (Ritter et al., 2004a). Viele Versuche werden mit sehr hohen
Parasitendosen (z. B. 3 x 10° inokulierte Parasiten) durchgefiihrt, da sie zu einer starken und damit
gut messbaren Immunreaktion fithren. Um zu verstehen, was wihrend der natiirlichen Infektion
passiert, sollten jedoch auch low dose—Experimente (100 — 3000 inokulierte Parasiten) gemacht
werden. Bei diesen kommt es im Gegensatz zu high dose—Infektionen zu einer Verzogerung der
Parasitenvermehrung und der Immunreaktion. AuBerdem scheinen CD8" T-Zellen in diesen
Infektionsmodellen eine entscheidende Rolle zu spielen, wéihrend sie fiir den Verlauf einer high
dose—Infektion nicht von Bedeutung sind (Belkaid et al., 2000). Zu beachten ist auch, dass die
Verwendung verschiedener L. major—Stdmme zu Divergenzen im Infektionsverlauf fithren kann.
So verursacht z. B. der L. major—-Stamm MHOMY/IL/80/FRIEDLIN eine weitaus schwichere
Pathologie und Immunantwort als der in dieser Arbeit verwendete L. major—Stamm
MHOM/IL/81/FE/BNI (Ritter et al., 2004a). SchlieBlich sei noch erwéhnt, dass unterschiedliche
Infektionsstellen gebrduchlich sind. Einige Labore injizieren die Parasiten intradermal ins Ohr,
andere subkutan in die Pfote oder den Schwanzansatz. Dies konnte den Infektionsverlauf
beeinflussen, denn die zellulire Umgebung, in welche die Parasiten injiziert werden, ist nicht
vollkommen identisch. Mit welchen DC—Subtypen der Haut die Leishmanien in Kontakt kommen,

ist sehr wahrscheinlich entscheidend fiir den Krankheitsverlauf.

1.3.4.1 Die Bedeutung von DC-Subtypen im experimentellen Modell der

Leishmaniose

DCs aktivieren die L. major—spezifische Immunreaktion und sind damit das entscheidende
Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunabwehr gegen den Parasiten. Wéhrend der
Infektion kénnen DCs naiven CD4" T—Zellen iiber MHC-II-Molekiile Leishmanien—Antigen
(L—Ag) prisentieren. Indem sie aulerdem IL—12 ausschiitten, leiten sie eine Th1-Zell-Antwort ein.
AuBerdem konnen DCs L-Ag durch cross presentation auch in MHC-I-Molekiilen prasentieren
und dadurch CD8" T—Zellen in den lymphatischen Organen aktivieren (Von Stebut, 2007b).

Ob die Aktivierung naiver T-Zellen durch infizierte DCs, oder durch solche, die L-Ag
aufgenommen haben, stattfindet, ist nicht zweifelsfrei geklart. Unverdffentlichten Beobachtungen
zufolge kann eine DC, die in der Haut durch einen lebenden Parasiten infiziert wurde, nicht mehr
zum Haut—drainierenden Lymphknoten wandern (Uwe Ritter, personliche Kommunikation). Das

spricht dafiir, dass DCs L-Ag aus der Umgebung aufnehmen, aktiviert werden und dann in den



Einleitung 17

Haut—drainierenden Lymphknoten wandern, um dort naiven T-Zellen L-Ag/MHC—Komplexe zu
présentieren.

SchlieBlich stellt sich die Frage, welcher DC—Subtyp fiir die Einleitung einer adaptiven
Immunantwort gegen L. major verantwortlich ist. Trotz intensiver Forschung in den vergangenen
Jahren wurde diese Frage bisher nicht beantwortet. Frithe Studien zeigten, dass LCs fiir den
L-Ag-Transport und die T-Zell-Aktivierung wichtig sind (Moll, 1993). Neuere Arbeiten weisen
jedoch darauf hin, dass dafiir nicht LCs sondern dDCs oder DCs, die sich im Lymphknoten
befinden, verantwortlich sind (lezzi et al., 2006; Ritter et al., 2004b). Zur Klirung dieses

Sachverhalts soll diese Arbeit beitragen.

1.4  Zielstellung der Arbeit

Die Funktion verschiedener DC—Subtypen der Haut in adaptiven Immunantworten ist bisher nur
unzureichend verstanden, nicht zuletzt da ein wichtiger Bestandteil des DC—Netzwerks der Haut,
die Langerin® dDC, erst im Dezember 2007 identifiziert wurde. Das experimentelle Modell der
Leishmaniose bietet eine hervorragende Méglichkeit, um die Funktion von Langerin® DCs und
anderen DCs in der Haut und in den Haut—drainierenden Lymphknoten bei der Aktivierung
spezifischer T-Zell-Antworten zu untersuchen. Bisher herrscht Unklarheit dariiber, welche Rolle
LCs, Langerin® dDCs und Langerin® dDCs bei der Einleitung einer L. major—spezifischen
Immunantwort spielen. Mit Hilfe von Lang-DTR-Méusen, in denen Langerin’ DCs depletiert
werden konnen, sollte die Involvierung der unterschiedlichen DC-Subtypen bei der
L. major—Infektion untersucht werden. Die drei folgenden Fragen standen im Zentrum der

Untersuchungen:

(1) Wie wirkt sich die Abwesenheit von Langerin’ DCs auf den Infektionsverlauf im high

dose—und im low dose—Modell der L. major—Infektion aus?

(2) Welchen Einfluss hat die Abwesenheit von Langerin® DCs auf die Aktivierung

L. major—spezifischer T-Zell-Subpopulationen und deren Effektorfunktionen?

(3) Spielen LCs und Langerin® dDCs im experimentellen Modell der Leishmaniose bei der
Aktivierung immunpathologischer und immunregulatorischer Komponenten eine

unterschiedliche Rolle?



Material und Methoden

18

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerite

Analysewaage

CO,—Inkubator

Digitalkamera (Nikon E4500)
ELISA-Reader MRX 11

FACSCalibur Flow Cytometer
FACS—Software CELLQuest Pro
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 plus)
Fluoreszenzmikroskop—Kamera (C4742-95)

Fluoreszenzmikroskop—Software Openlab 5.0.2

FuBldicken—Messgerét

Heizblock (Thermomixer, Comfort)
Light Cycler

Magnetriihrer

Mehrkanalpipette ,,Research Pro*
Midi-MACS—Zellseparationssystem
pH-Meter (WTW pH 537)
Photometer

Pipetten

Riihrstrudler

Schiittler

Sterile Arbeitsbank (Hera Safe)
Taqman (ABI PRISM 7000 SDS)
Umkehrmikroskop (Axiovert 200)
Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)
Zentrifuge (Biofuge fresco)

Sartorius AG, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau
Nikon, Diisseldorf

Dynex Technologies GmbH, Berlin
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Zeiss, Jena

Hamamatsu, Herrsching
Improvision, Coventry, UK
Kroeplin GmbH, Schliichtern
Eppendorf, Hamburg

Roche, Penzberg

IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Labotec, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Abimed, Langenfeld

IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf—Nethler-Hinz, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
Applied Biosystems, Darmstadt
Zeiss, Jena

IKA Labortechnik, Staufen

SG Clear, Barsbiittel

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau
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2.1.2 Glas— und Plastikwaren

Deckgldschen

ELISA—-Platten (Microlon)

FACS—R&hrchen

Falcon—Ro6hrchen (15 ml, 50 ml)

Kantilen

Hamilton Mikroliterspritze

Light Cycler—Kapillaren

MicroAmp—Platten (96 Néapfe fiir RT-PCR)
MicroAmp—Kappen (8—er Streifen fiir RT-PCR)

Neubauer—Zahlkammer fiir Leishmanien (Tiefe 20 pm)

Neubauer—Zdhlkammer fiir Zellen (Tiefe 100 pm)
Objekttrager (Superfrost)

Pipettenspitzen

Plastikpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Quarzkiivetten

ReaktionsgefiBe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Sterilfilter (0,22 um und 0,45 um)
Zellkulturplatten (96 Népfe, Rundboden)
Zellkulturplatten (6 Nédpfe, 96 Népfe, Flachboden)
Zellsiebe (Cell Strainer, 70 pm, steril)

Zellsiebe (CellTrics, 30 um, unsteril)

2.1.3 Chemikalien und Losungen

Engelbrecht, Edermiinde
Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen

Heinen + Lowenstein, Darmstadt
Roche, Penzberg

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Hecht—Assistent, Sondheim
Hecht—Assistent, Sondheim

R. Langenbrinck, Teningen
Sarstedt, Niirnberg

Sarstedt, Niirnberg

Hellma, Miilheim

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg
Partec GmbH, Miinster
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Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen Fluka (Neu—-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen)

bezogen.
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2.1.4 Mausstimme und Leishmanien—Stamm

Mausstimme
C57BL/6 (H-2")
BALB/c (H-2%)

Langerin—-EGFP-hDTR (= Lang-DTR) (H-2")

OT-1 (H-2")

OT-II (H-2")

Leishmanien—Stamm

L. major (MHOM/IL/81/FE/BNI)

BNI, Hamburg

UKE, Hamburg

auf C57BL/6-Hintergrund, knock in durch
Einfligen einer
hDTR-EGFP-Expressions—kassette in die
3’—untranslatierte Region des
langerin—Gens (Kissenpfennig et al.,
2005b), BNI, Hamburg
T—Zell-Rezeptor—transgene Maus, deren
T—Zell-Rezeptor einen Komplex aus
H2-K® und dem Peptid OV A,s7-264 erkennt
(Hogquist et al., 1994), MPI fiir
Infektionsbiologie, Berlin
T—Zell-Rezeptor—transgene Maus, deren
T—Zell-Rezeptor einen Komplex aus
H2-K® und dem Peptid OV Aj3p;_339 erkennt
(Barnden et al., 1998), UKE, Hamburg

BNI, Hamburg (Solbach, 1986)

2.1.5 Antikorper und Detektionsreagenzien

FACS—Antikorper

Spezifitit und Konjugation
Ratte—anti-Maus CD4 PE
Ratte—anti-Maus CD4 APC
Ratte—anti-Maus CD4 FITC
Ratte—anti-Maus CD8a. PerCP
Ratte—anti-Maus CD8a APC
Ratte—anti-Maus CD8a. FITC

Klon
CT-CD4
RM4-5
RM4-5
S5H10
S5H10
CT-CD8a

Herkunft

CALTAG, Burlingame, USA
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
CALTAG, Burlingame, USA
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Ratte—anti—-Maus B220 PE RA3-6B2 CALTAG, Burlingame, USA
Ratte—anti-Maus CD45 PerCP 30-F11 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte—anti-Maus CD62L PE MEL-14 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte—anti-Maus IFN—y PE XMG1.2 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte—anti—-Maus IL-10 APC JES5-16E3 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte—anti—-Maus V5.1/5.2 PE MR9—+4 BD Pharmingen, Heidelberg
Maus—anti-BrdU FITC B44 BD Pharmingen, Heidelberg

Isotypkontrollen

Spezifitit und Konjugation Klon Herkunft

Ratte IgG2a APC/FITC/PE R35-95 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte 1gG2b PE R12-3 BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte IgG1 PE R3-34 BD Pharmingen, Heidelberg

Immunfluoreszenz—Antikorper

Spezifitit und Konjugation Klon Herkunft
Ratte—anti—-Maus Langerin Alexa—Fluor—488 eBioRMUL.2 eBioscience, San Diego, USA

ELISA—Antikorper

Spezifitit und Konjugation Klon Herkunft

Ratte—anti-Maus [gG1 HRP keine Angaben Zymed, Karlsruhe
Ratte—anti-Maus [gG2c HRP keine Angaben Zymed, Karlsruhe
Kanninchen—anti-Maus Ig HRP 70259 DAKO, Glastrup, Danemark

Zytokin—ELISA und durchflusszytometrischer Zytokinnachweis
Zur Quantifizierung der Zytokine IFN—y, IL-10, IL-4 und IL-12p40 in den Uberstinden von

Lymphknoten—Zellsuspensionen wurden DuoSet ELISA Development Kits (R&D Systems,
Wiesbaden) verwendet. Alternativ wurden IFN—y, IL-10, IL-12p70, CCL-2, TNF und IL-6
durchflusszytometrisch mit Hilfe eines Cytometric Bead Array (CBA) Kits (BD Pharmingen,
Heidelberg) quantifiziert.
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2.1.6 Material fiir zellbiologische Arbeiten

Reagenzien
2—Mercaptoethanol

Brain Heart Infusion Agar (BHI-Agar)
Bromdesoxyuridin (BrdU)
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE)
Cohn-II (humane IgG—Fraktion)

Concanavalin A (ConA)

Cytofix/Cytoperm— und Perm/Wash—Losung
4’,6-Diamidino—2'—phenylindol Dihydrochlorid (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNAse

Diphtheria Toxin (DT)
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) (500 mM)
Fettstift DakoCytomation Pen

Fotales Kélberserum (FCS)

Golgi—Stop

Glutaraldehyd

Hanks” Buffered Salt Solution mit Ca®", Mg*" (HBSS)
IMID-Medium (ohne L-Glutamin)

Inkomplettes Freunds Adjuvans (IFA)
Ionomycin

Kaninchenblut (defibriniert)

Kollagenase D

Latex—Kugeln

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS, E. coli Stamm 055:B5)
LS—Separationsséulen

Macrophage colony—stimulating factor (M—CSF)
Ovalbumin (OVA)

Pan T Cell Isolation Kit
Phorbol-12—myristat—13—acetat (PMA)
PenicillinG—Streptomycin Losung (100—fach)
Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640-Medium (ohne L-Glutamin)
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Sigma, Deisenhofen

Fluka, Neu—Ulm

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Niederlande

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach
DakoCytomation, Glostrup, DK
Sigma, Deisenhofen

BD Pharmingen, Heidelberg
Plano GmbH, Wetzlar

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Charles River, Sulzfeld

Roche, Mannheim

BD Pharmingen, Heidelberg
PAA, Linz, Osterreich

Sigma, Deisenhofen

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
eigene Herstellung

MWG Biotech, Ebersberg
Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma, Deisenhofen
Gibco/BRL GmbH, Eggenstein
Roche, Penzberg

PAA, Linz, Osterreich
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Trypanblau Sigma, Deisenhofen

Tween 20 Sigma, Deisenhofen

Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser (dH,O) angesetzt. Fiir die Zellkultur
wurden die Medien und Losungen sterilfiltriert (Porengréfe 0,22 pm) und der BHI-Agar fiir den
Blutagar autoklaviert (20 min, 135 °C, 2 bar). Zur Inaktivierung des Komplementsystems im FCS

und Rattenserum wurden diese vor Gebrauch fiir 45 min auf 56 °C erwéarmt.

Ammoniumthiocyanatlosung
3,8 g NH4,SCN
ad 100 ml dH,O

Blutagar

50 ml Kaninchenblut (defibriniert)
50 ml NacCl (0,9 % in dH,0)

1 x PenicillinG—Streptomycin

200 ml BHI-Agar (52 g/ 1 in dH,0)

CFSE-Stammlosung
5 mM in DMSO

Coating—Puffer (ELISA)

Puffer A: 10 mM Na,COs;

Puffer B: 20 mM NaHCOs;

Zu 70 ml Puffer A wurde Puffer B zugegeben, bis ein pH-Wert von 9,6 erreicht war.

Cohn—II-Stammlosung
10 mg / ml in PBS

DAPI-Stammlésung
500 pg/ ml in dH,O

Diphtheria Toxin Stammlosung

20 pg/ml in PBS
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Erythrozyten—Lysepuffer
10 % 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5)
90 % 0,16 M Ammoniumchlorid

FACS—Puffer
3% FCS
0,05 % Natriumazid in PBS

Farbsubstratlosung (ELISA)

200 pl TMB-Stammldsung

1,2 ul Wasserstoffperoxid (30 %)
ad 12 ml Substratpuffer

Griess—1-Losung

0,5 g Sulfonamid

1,25 ml H3PO4 (85 %)
ad 50 ml dH,0

Griess—2—Losung

0,05 g Naphtylethylendiamin—Dihydrochlorid
1,25 ml H3PO4 (85 %)

ad 50 ml dH,0

Kollagenase D—-Stammlésung

10 mg / ml in HBSS

Magnetic Cell Sorting (MACS)—Puffer
2 mM EDTA
0,5 % BSA in PBS

Ovalbumin (OVA)-Stammlosung
10 mg / ml in PBS

24
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PBS (10 x) (Phosphate Buffered Saline)
80 g NaCl

2 g KClI

14,4 g Na,HPO,

2,4 ¢ KH,PO,

ad 11dH,0

pH 7,4

RPMI-Vollmedium

RPMI 1640-Medium

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1—fach PenicillinG—Streptomycin (Penicillin: 100 units / ml), Streptomycin: 100 ug / ml)
50 uM 2—Mercaptoethanol

Stopppuffer (ELISA)
2 M H,SO,

Substratpuffer (ELISA)
100 mM NaH,PO,
pH 5,5

TMB-Stammlésung
30 mg Tetramethylbenzidin
5 ml DMSO

Trinkwasser fiir den in vivo—Proliferationstest
300 mg Glucose

75 mg BrdU

ad 150 ml H,O fiir einen Kéifig mit 3 Méusen

Waschpuffer (ELISA und epidermal sheets)
0,05 % Tween 20 in PBS

25
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2.1.7 Material fiir molekularbiologische Arbeiten

Reagenzien

AmpliTAQ Gold Kit Applied Biossystems, Darmstadt
Ampuva—Wasser Fresenius, Bad Homburg
Desoxyribonukleotide (dINTPs) Applied Biossystems, Darmstadt
Glycogen Fermentas, St.Leon—Rot
Proteinase K Roche, Penzberg

Puregene Cell Lysis Solution Quiagen, Hilden

Puregene Precipitation Solution Quiagen, Hilden

Puregene Hydration Solution Quiagen, Hilden
Rinderserumalbumin (BSA) Roche, Penzberg

Primer und Sonden fiir die Real-Time—Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Alle verwendeten Primer und Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL in Hamburg
hergestellt.

Leishmania—18S rRNA

Primer ISS1: 5'-GCT CCA AAA GCG TAT ATT AAT GCT GT-3’

Primer ISRV: 5'-TCC TTC ATT CCT AGA GGC CGT GAG T-3’

Sonde Dif 1c: 5'-GGT TTT AAA GGT CTA TTG GAG ATT ATG GAG CTG TGC G—FL-3’
Sonde Dif 3: 5'-LC640-CAA GCG CTT TCC CAT CGC AAC CTC GGT—PH-3’
Maus—p—Aktin

Primer: 5'-TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A-3’

Primer: 5'-GGA TGC CAC AGG ATT CCA TAC CCA-3’

Sonde: 5"«(FAM) TAT GCT C(TAMRA) TCC CTC ACG CCA TCC TGC GT-3’

Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen
Desoxyribonukleotid—Gemisch (dANTPs)
je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Proteinase K—Stammlosung

20 mg / ml in Ampuva—Wasser

BSA-Stammlésung

1 mg / ml in Ampuva—Wasser
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Leishmanien—Kultur

Die Kultivierung promastigoter L. major—Parasiten erfolgte in RPMI-Vollmedium auf Blutagar bei
28 °C und 5 % CO,. Fiir die Herstellung der Blutagar—Platten wurden 50 pl Blutagar im
45 °~Winkel in eine unbeschichtete Zellkulturplatte mit 96 Népfen gegossen, so dass die Hélfte des
Bodens frei von Agar blieb. Im Bereich vor dem Blutagar wuchsen die Leishmanien in 150 pl
RPMI-Vollmedium zu einer konfluenten Schicht. Wochentlich wurden die Parasiten aus acht
Niépfen entnommen, mit 15 ml RPMI-Vollmedium gemischt und auf eine neue Zellkulturplatte
verteilt. Alle sieben bis neun Wochen erfolgte eine Mauspassage, um die Virulenz der Leishmanien
zu erhalten. Dies geschah durch die Infektion von BALB/c—Méusen mit 3 x 10° L. major—Parasiten
in die rechte Hinterpfote. Nach vier Wochen konnten die Parasiten aus den Pfoten isoliert werden,
indem diese mit einer Schere steril zerkleinert und durch ein Zellsieb (70 um) gedriickt wurden.
Nach Zentrifugation bei 3000 g und 4 °C fiir 10 min wurde das Zellpellet in 16 ml

RPMI-Vollmedium resuspendiert und zur Kultur auf eine Blutagarplatte ausgesét.

2.2.1.2 Herstellung von Leishmanien—Antigen

Fir die Herstellung von l6slichem Leishmanien—Antigen (L-Ag) wurden promastigote
L. major—Parasiten in der stationdren Wachstumsphase aus den Blutagarplatten entnommen und
dreimal mit 10 ml sterilem PBS gewaschen (Zentrifugation bei 3000 g und 4 °C fiir 10 min).
Anschliefend wurde eine 1:10—Verdiinnung der Parasiten in Paraformaldehyd—Ldsung in einer
Neubauer—Zzhlkammer (20 pm Tiefe, Kammerfaktor 5 x 10%) ausgezihlt. Die Parasiten wurden
mit PBS auf 1 x 10° L. major / ml eingestellt und in 200 pl-Aliquots in ReaktionsgefiBe gefiillt. Es
schlossen sich drei Zyklen an, in denen die Parasiten je 3 min abwechselnd im 55 °C warmen
Wasserbad und fliissigem Stickstoff inkubiert wurden. Das so gewonnene L—-Ag wurde bis zur

weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.
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2.2.1.3 Zellziihlung

Die Zahl lebender Zellen in einer Kultur ldsst sich mit Hilfe einer Neubauer—Z&hlkammer unter
Verwendung des Trypanblau—Ausschlusstests bestimmen. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der
durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol eindringt und diese Zellen tiefblau farbt.
Vitale Zellen erscheinen unter dem Mikroskop leuchtend hell. Zur Zellzdhlung wurde ein Aliquot
der entsprechenden Zellsuspension in einem Verhéltnis von 1:10 mit Trypanblau versetzt und in
einer Neubauer Zéhlkammer (Tiefe 100 um) ausgezédhlt. Aus dem Produkt der durchschnittlichen
Anzahl der Zellen aus den vier GroBquadraten mit dem Kammerfaktor 1 x 10*, der Verdiinnung

und dem Volumen der Zellsuspension ergab sich die Gesamtzellzahl aller lebenden Zellen.

2.2.1.4 Blutentnahme und Gewinnung von Serum

Fiir die Bestimmung L. major—spezifischer und DT—spezifischer Immunglobuline im Serum von
Maidusen wurden ihnen 100 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen. Nach vollstdndiger
Gerinnung des Blutes wurde das Serum durch Zentrifugation (10 min, 10000 g, Raumtemperatur)

gewonnen und im ELISA eingesetzt.

2.2.1.5 Generierung von Knochenmarksmakrophagen

Markophagen reifen aus murinen Stammzellen in Anwesenheit von M—CSF, das im Uberstand von
L929—Zellen in hohen Konzentrationen enthalten ist. Fiir die Generierung der
Knochenmarks—Stammzellen wurden Femur und Tibia einer C57BL/6—Maus unter der Sterilbank
entnommen und die Zellen mit RPMI-Vollmedium herausgespiilt. Jeweils 0,25 x 10° Zellen / ml
wurden in 2 ml Makrophagen—Kulturmedium (IMID-Medium mit 30 % L929-Uberstand und 5 %
Pferdeserum) aufgenommen und in den Vertiefungen einer Zellkulturplatte mit sechs Néapfen
kultiviert. Am dritten Tag der Kultivierung wurden weitere 2 ml Makrophagen—Kulturmedium
zugegeben und an den Tagen sechs und acht nach Préparation nochmals je 2 ml Medium durch
frisches ersetzt. Die Knochenmarksmakrophagen wurden an Tag 10 geerntet und fiir weitere

Versuche verwendet.
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2.2.1.6 Bestimmung der DT-induzierten Nitrit—Produktion durch Makrophagen

Um zu untersuchen, ob DT Makrophagen zur Produktion von Nitrit anregt, wurden je 3 x 10°
Knochenmarksmakrophagen in RPMI-Vollmedium in jede Vertiefung einer 96—Napf
Zellkulturplatte pipettiert und in einem Endvolumen von 200 pl mit verschiedenen Stimuli fiir 18
Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei wurde DT in den Endkonzentrationen von
0,5 pg / ml, 0,1 pg / ml oder 0,01 pg / ml zugesetzt und LPS als Positivkontrolle mit einer
Endkonzentration von 5 pg / ml. Nach der Inkubation wurden die Zellkulturiiberstdnde in der
Griess—Reaktion eingesetzt.

Die Griess—Reaktion ist eine etablierten Methode fiir die Analyse von Nitrit in fliissigen Medien.
Dabei bildet Nitrit in einer zweischrittigen Reaktion mit den beiden Griessreagenzien ein
Azoprodukt, das bei einer Wellenldnge von 540 nm ein Absorptionsmaximum aufweist und somit
photometrisch bestimmt werden kann. 100 ul des Zellkulturiiberstands wurden in eine
Zellkulturplatte mit 96 Nipfen gegeben und dann wurden je 50 pl Griess—1-Losung und
anschlieend je 50 pl Griess—2-Losung hinzugegeben. Darauthin wurde innerhalb von 10 min die
Extinktion bei 540 nm an einem ELISA—Reader bestimmt. Zuvor wurde eine Eichkurve mit

Natriumnitrit im Konzentrationsbereich 0 — 50 uM aufgenommen.

2.2.1.7 Isolierung von Zellen aus Milzen und Lymphknoten

Um murine Milzzellen oder Lymphknotenzellen zu gewinnen, wurden die Organe unter der
Sterilbank entnommen und auf ein mit RPMI-Vollmedium getrdnktes Zellsieb gelegt.
AnschlieBend wurden die Organe mit der stumpfen Seite einer 5 ml-Spritze durch das Zellsieb
gerieben, das anschlieBend mit 20 ml RPMI-Vollmedium durchgespiilt wurde. Es erfolgte die
Zentrifugation der Proben fiir 10 min bei 300 g und 4 °C. Die Lymphknotenzellen konnten direkt
fiir alle folgenden Versuche weiterverwendet werden. Dies galt auch fiir Milzzellen, die fiir die
DNS-Isolierung benutzt wurden, aber nicht fiir solche, die fiir den adoptiven Transfer eingesetzt
werden sollten. In diesem Fall schloss sich die Lyse der Erythrozyten an. Dazu wurden die Zellen
5 min bei Raumtemperatur in Erythrozyten—Lysepuffer inkubiert und nach Zugabe von 10 ml

RPMI-Vollmedium nochmals fiir 10 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert.
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2.2.1.8 Isolierung von Zellen aus Mauspfoten

Zur Isolierung von Zellen aus Mauspfoten wurden die Pfoten am Gelenk abgetrennt und mit einer
Schere grob zerkleinert. Sie wurden in ein Reaktionsgefdl mit 1 ml HBSS und 100 pl
Kollagenase D—Stammldsung gegeben. Anschlieend erfolgte fiir 30 min der Verdau des Gewebes
bei 37 °C auf einem Schiittler. Die Zugabe von 10 ul EDTA-L&sung fiihrte zur Inaktivierung der
Kollagenase D. Das verdaute Gewebe wurde wie oben beschrieben durch ein Zellsieb (70 pm)
gedriickt und anschlieBend mit 10 ml RPMI-Vollmedium durchgespiilt. Nach der Zentrifugation
(300 g, 4 °C, 10 min) wurden die Zellen direkt fiir FACS—Analysen verwendet.

2.2.1.9 Anreicherung von Zellen durch magnetische Zellsortierung (MACS)

Die Aufreinigung von T—Zellen aus den Milzzellsuspensionen von OT—1—- und OT-II-Méusen
erfolgte mit Hilfe des Pan T Cell Isolation Kit nach den Angaben des Herstellers. Bei dieser
Methode werden bestimmte Zellen durch spezifische Biotin—gekoppelte Antikdrper markiert und
durch die Bindung an magnetische Beads, die mit gegen Biotin gerichteten Antikdrpern verbunden
sind, getrennt. Nach Inkubation mit den jeweiligen Beads bei 4 °C im Dunkeln wurden die
Zellsuspensionen mit MACS—Puffer gewaschen (300 g, 4 °C, 10 min) und auf eine magnetische
Saule aufgetragen. Dabei wurden die T—Zellen negativ selektiert. Die Zellfraktionen wurden
aufgefangen, zentrifugiert (300 g, 4 °C, 10 min), in Zellkulturmedium aufgenommen und gez&hlt.
Die Reinheit der einzelnen Zellfraktionen lief sich durch spezifische FACS—Farbungen bestimmen

und betrug zwischen 85 und 95 % (Daten nicht gezeigt).

2.2.1.10 Markieren von Zellen mit CFSE

1x 10’ aufgereinigte T-Zellen von OT-I- und OT-II-Miusen oder 1 x 10’
Gesamt—Lymphknotenzellen wurden bei 300 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und in 10 ml
PBS / 3 % FCS resuspendiert. 200 pl einer 1:100—Verdiinnung der CFSE-Stammldsung in PBS
wurden hinzugefiigt und die Suspension fiir zehn Sekunden gemischt, bevor sie fiir 10 min bei
37 °C im abgedunkelten Wasserbad inkubiert wurde. Die Zellen wurden im Anschluss dreimal mit
30 ml eiskaltem PBS / 3 % FCS gewaschen (300 g, 4 °C, 10 min) und abschlieBend wurden die
aufgereinigten T—Zellen in PBS und die Lymphknotenzellen in RPMI-Vollmedium aufgenommen

und ausgezihlt. Mittels FACS—Analyse erfolgte die Uberpriifung der CFSE-Markierung.
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2.2.1.11 Stimulation von Lymphknotenzellen

In dieser Arbeit wurden Gesamt—Lymphknotenzellen von naiven und infizierten
Lang—DTR—Mdéusen in vitro stimuliert, um ihr Prolifertionsverhalten und die Zytokinproduktion zu
untersuchen. Dazu wurden je 3 x 10° CFSE—gefirbte Zellen in RPMI-Vollmedium in jede
Vertiefung einer Zellkulturplatte mit 96 Népfen pipettiert und in einem Endvolumen von 200 pl
mit verschiedenen Stimuli fiir drei Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Als Stimuli wurden
LPS (Endkonzentration im Napf: 10 pg / ml), ConA (Endkonzentration im Napf: 2 ug / ml) oder
L-Ag (das Iésliche Aquivalent von drei L. major—Parasiten pro Lymphknotenzelle) eingesetzt. Am
Ende der Inkubation wurde der Uberstand abgenommen und fiir den Zytokin-ELISA eingesetzt.

Die Zellen wurden geerntet und fiir die FACS—Analyse verwendet.

2.2.1.12 Durchflusszytomtrie (FACS—Analyse)

Das Verfahren der Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellsuspensionen auf
Einzelzellebene. Es beruht darauf, dass Zellen einzeln hintereinander durch eine Kapillare des
FACS-Geridtes den Lichtstrahl eines Argon—lonen—Lasers passieren. Die Vorwértsstreuung
korreliert dabei mit der ZellgroBe, wihrend die seitliche Streuung ein MaB fiir die zelluldre
Granularitdt darstellt. Der Einsatz von fluoreszenzkonjugierten Antikorpern erlaubt den Nachweis
verschiedene Proteine einer Zelle, die sich auf der Zelloberfliche oder intrazelluldr befinden
konnen. Die Antikorper, die spezifisch Proteine erkennen, besitzen einen Fluoreszenzfarbstoff, der
entweder durch den Argon—lonen—Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm oder durch den roten
Dioden—Laser mit einer Wellenldnge von 635 nm angeregt werden kann. In dieser Arbeit wurden
die folgenden Fluorochrome verwendet: Fluorescein—Isothiocyanat (FITC) in der Fluoreszenz 1
(FL1), Phycoerythrin (PE) in FL2, Peridinin—Chlorophyll-Protein (PerCP) in FL3 und
Allophycocyanin (APC) in FL4. Die Fluoreszenzintensitit ist direkt proportional zur Anzahl der zu
untersuchenden Molekiile auf oder in einer einzelnen Zelle. Ausgewertet werden die Daten
entweder in einem Histogramm (Einparameterdarstellung) oder in einem Dotplot

(Zweiparameterdarstellung).

Analyse der Expression von Oberfldchenmolekiilen

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie angewendet, um Zellen aus Mauspfoten oder
Lymphknoten zu untersuchen. Fiir die extrazellulire Farbung wurden maximal 1 x 10° Zellen in ein
FACS—Ro6hrchen iiberfiihrt und pelletiert (300 g, 4 °C, 5 min). Zum Blockieren der Fc—Rezeptoren

auf den Zellen, was eine unspezifische Anlagerung der Firbeantikorpers verhindert, wurden die
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Zellen in 100 ul Cohn—II-Stammldsung resuspendiert und fiir 20 min bei 4 °C inkubiert. Zum
Waschen der Zellen wurden nach jedem Inkubationsschritt 3 ml FACS—Puffer hinzugegeben und
die Proben 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die FITC—, PE—, PerCP—
bzw. APC-konjugierten Primérantikérper anit—-CD4 (1:250), anti-CD8a (1:250), anti—-B220
(1:500), anti-CD62L (1:250) und anti—-CD45 (1:600) verdiinnt in FACS—Puffer zu den Zellen
gegeben und die Ansédtze wurden fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Dabei wurden Mehrfachfarbungen
mit Fluorochrom—konjugierten Antikdrpern durchgefiihrt, indem die Antikdrper in ihrer
entsprechenden Verdiinnung gemeinsam auf die Zellen pipettiert wurden. Nach der Férbung
erfolgte die Aufnahme und Auswertung der gefiarbten Zellen mit Hilfe des FACSCalibur Flow
Cytometers sowie dem Programm CELLQuest Pro.

Fir FACS—Analysen von naiven oder infizierten Mauspfoten wurden die Zellen in 160 pl
FACS—Puffer resuspendiert. Kurz vor der Analyse wurden die Proben auf einen 30 um Zellfilter
(30 pum) gegeben und mit 160 pl FACS-Puffer durchgespiilt. Nach Zugabe von
10000 Latex—Kugeln wurde die Probe mit dem FACS—Geridt analysiert. Dabei wurde die
Aufnahme gestoppt, sobald 3000 Latex—Kugeln detektiert wurden. Uber das Produkt der Anzahl
der aufgenommenen Zellen mit 3,33 (Anteil der aufgenommenen Zellen in der Probe) lieB sich
somit die Gesamtzellzahl, aber auch die Anzahl verschiedener Zellpopulationen in der Pfote

berechnen.

Intrazelluldrer Zytokinnachweis im Durchflusszytometer

Um intrazelluldr IL-10 und IFN—y nachweisen zu kénnen, wurden je 3 x 10° Lymphknotenzellen in
der Vertiefung einer Zellkulturplatte mit 96 Népfen in einem Volumen von 200 pl fiir vier Stunden
mit PMA (Endkonzentration im Napf: 10 ng / ml) und lonomycin (Endkonzentration im Napf:
500 ng / ml) bei 37 °C inkubiert. Aulerdem wurde in jeden Napf 1 pl Golgi—Stop pipettiert, um
den Transport von Proteinen aus der Zelle zu inhibieren. AnschlieBend erfolgte die Fiarbung
extrazellularer Molekiile, wie oben beschrieben. Danach wurden die Zellen fiir die intrazellulére
Féarbung fiir 20 min bei 4 °C mit 100 pl Cytofix/Cytoperm—Ldsung fixiert und permeabilisiert und
anschlieBend zweimal mit 1 ml Perm/Wash—Ldsung gewaschen. Die Antikdrper gegen IL-10 und
IFN—y wurden im Verhéltnis 1:100 in der Perm/Wash—Losung verdiinnt und 100 pl wurden zu den
Zellen gegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen erneut zweimal

gewaschen und fiir die Analyse in 200 pl FACS—Puffer aufgenommen.

Analyse des in vivo-BrdU—Einbaus

Zum Nachweis der in vivo—Proliferation von T-Zellen wurde ein BrdU-Test durchgefiihrt, der
spéter in diesem Teil der Arbeit im Detail beschrieben wird. Das Verfahren beruht auf dem Einbau

von BrdU in die DNS von proliferierenden Zellen, die durch Farbung mit einem Antikdrper gegen
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BrdU durchflusszyometrisch nachgewiesen werden konnen. Zunichst erfolgte die Féarbung
extrazellulirer Molekiile nach dem oben beschriebenen Protokoll. Danach erfolgte der
Zellaufschluss mit Cytofix/Cytoperm (siche oben) an den sich die Inkubation der Zellen in 100 pl
PBS /1 % BSA / 0,01 % Triton—X100 fir 10 min bei 4 °C zum Aufbrechen des Zellkerns
anschloss. Danach wurden die Zellen erneut fiir 5 min bei Raumtemperatur mit 100 ul
Cytofix/Cytoperm inkubiert, mit 1 ml Perm/Wash—Ldsung gewaschen und dann fiir 60 min bei
37 °C mit 30 pg DNAse / 100 pl PBS inkubiert. Nach dem Waschen mit Perm/Wash wurden 2,5 pl
des FITC—konjugierten anti-BrdU Antikorpers direkt in den Riicklauf zum Zellpellet pipettiert. Der
Ansatz wurde gemischt und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem letzten
Waschschritt wurde die Probe in FACS—Puffer aufgenommen und im Duchflusszytometer

analysiert.

Durchflusszytometrischer Nachweis von Zytokinen mit Hilfe des CBA—Kits
Die Quantifikation der sechs Zytokine 1L—-10, IFN—y, IL-6, IL-10, TNF und IL-12p70 in den

Zellkulturiiberstinden von Lymphknoten—Zellsupensionen, die mit LPS, ConA oder L-Ag
stimuliert wurden, erfolgte mit dem Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit
entsprechend der Angaben des Herstellers. Sechs Bead—Populationen (Kiigelchen), die jeweils mit
spezifischen Antikorpern gegen das entsprechende Zytokin beschichtet wurden, haben
verschiedene Fluoreszenzintensititen. Treffen Beads auf das entsprechende Zytokin in der Probe
entsteht eine Antigen—Antikorperbindung, die nach Inkubation und Waschen anschlieend mit dem
Phycoerythrin (PE)-Detektionsreagenz markiert werden kann. Die Proben kdénnen dann im
Durchflusszytometer anaylsiert werden und mit Hilfe der CBA—Software werden die einzelnen

Zytokinkonzentrationen berechnet.

2.2.1.13 Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)

Mit Hilfe eines ELISA kdnnen in einer Losung enthaltene Proteine spezifisch nachgewiesen
werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit diente dieser Test zur Bestimmung von Zytokinen in
Zellkulturiiberstdanden und zum Nachweis L. major—spezifischer Immunglobuline im Serum

infizierter Méause.

Zytokin—ELISA

Im sogenannten ,,Sandwich“~ELISA wurde zunéchst ein Zytokin—spezifischer Primérantikdrper,
verdiinnt in Coating—Puffer, an die Oberfliche einer ELISA—Platte (50 pl / Napf) gebunden. Die
Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Nach 24 Stunden wurden nicht gebundene Antikorper
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durch viermaliges Spiilen mit Waschpuffer entfernt und unspezifische Bindungsstellen durch eine
zweistlindige Inkubation mit PBS / 1 % BSA (150 pl / Napf) bei 37 °C blockiert. AnschlieBend
wurden 50 pl Probe in die entleerten Népfe aufgetragen. Um die Konzentration des Zytokins in der
jeweiligen Probe ermitteln zu kdnnen, ist es nodtig, auf jeder Platte eine fortlaufende Standardreihe
in Doppelwerten mitzufithren. Nach einer weiteren Inkubation iiber Nacht bei 4 °C wurden die
Platten viermal mit Waschpuffer gereinigt, bevor der zweite biotinylierte Antikdrper (verdiinnt in
PBS / 0,1 % BSA, 50 pl / Napf) hinzugefiigt wurde. Nach einer Stunde bei 37 °C wurden die
Platten erneut gewaschen und mit 50 pl eines Konjugats aus Streptavidin und
Meerrettich—Peroxidase (1:200 in PBS / 0,1 % BSA) beladen.

Biotin besitzt eine hohe Affinitit zu Streptavidin, so dass sich nach 30 min stabile Komplexe
gebildet haben. Die Detektion erfolgte nach viermaligem Waschen mit 100 pul einer Substratlosung.
Das enthaltene TMB wird durch die Peroxidase, die proportional zu dem vorhandenen Zielmolekiil
im Napf vorhanden ist, in einen blauen Farbstoff umgewandelt. Sobald die Standardreihe deutlich
zu erkennen war, wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 pl 2 M H,SO,4 pro Well gestoppt, was
zu einem Farbumschlag zu Gelb fiihrte. Die quantitative Auswertung erfolgte durch eine

photometrische Messung bei 450 nm im ELISA—Reader.

Leishmanien—ELISA

Fiir den Leishmanien—ELISA wurden zunédchst promastigote L. major—Parasiten von der
Blutagarplatte geerntet, wie beschrieben mit PBS gewaschen und anschlieend mit PBS auf eine
Konzentration von 2 x 10° / ml eingestellt. 50 pl dieser Suspension wurden in jedes Well einer
Microlon ELISA-Platte gefiillt. Die Platte wurde fiir 8§ min bei 3000 g zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Im Anschluss wurden die Parasiten durch Zugabe von 50 pl 0,25 %
Glutaraldehyd in PBS fiir 5 min fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden unspezifische
Bindungen durch Inkubation mit 200 pul PBS / 1 % BSA iiber Nacht bei 4 °C blockiert. Ein
erneutes Waschen fithrte zur Entfernung des Blockpuffers, bevor 50 pl Probenldsung als
Doppelwerte hinzugefiigt wurden, die tiber Nacht bei 4 °C inkubierten.

Es war erforderlich, die Platten danach erneut dreimal mit PBS / 0,05 % Tween 20 zu waschen, ehe
50 pl Isotyp spezifischer Ratte—anti-Maus Antikorper, in Blockpuffer geldst, hinzugefiigt werden
konnte. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C und dreimaligem Waschen mit PBS / 0,05 %
Tween 20 wurden 100 pl der Substratlosung in jedes Well gegeben. Die Reaktion wurde mit 25 pl
2 M H,S0, gestoppt, sobald die Kontrolle eine leichte Blaufarbung annahm. Die Intensitdt der
Blauférbung lie sich mittels OD bei 450 nm messen. Die gemessenen Probenwerte wurden
anschliefend durch die Werte eines naiven Serums dividiert, um relative ELISA—Einheiten (REUSs)

zu erhalten.
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2.2.1.14 Histologische Untersuchung von epidermal sheets

Die Kontrolle der Depletionseffizienz von DT erfolgte in regelmédfigen Abstinden. Dazu wurden
epidermal sheets von den Ohren DT-behandelter Lang—DTR-Maiuse angefertigt und
immunohistochemisch untersucht. Nach der Abtrennung der Mausohren wurden die beiden
Ohrhilften mit einer feinen, vorne gebogenen Pinzetten auseinander gerissen und mit der dem
Mauskorper zugewandten Seite auf einen Tropfen 3,8 %—ige Ammoniumthiocyanatldsung in einer
Petrischale gelegt. Die Inkubation erfolgte fiir 25 min bei 37 °C im Brutschrank. Die Ohrhélften
wurden auf einen frischen Tropfen PBS {iiberfiihrt und mit Hilfe einer Pinzette wurde die Epidermis
vorsichtig abgeldst. AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung der Epidermis mit der dem
Maiusekorper abgewandten Seite nach unten auf einen Tropfen eiskaltes Aceton auf einen
Objekttrager. Sie wurde fiir 15 min bei 4 °C fixiert. Der nichste und alle folgenden Waschschritte
erfolgten durch die Zugabe eines Tropfen PBS / 0,05 % Tween 20, der nach 5 min Einwirkzeit
wieder abgenommen wurde. Vor der Firbung wurde das s/eet mit einem Fettstift umkreist. Alle
Farbeschritte erfolgten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. Nach 20 min Inkubation in
Blockpuffer (PBS / 0,05 % BSA) und erneutem Waschen wurden die epidermal sheets mit dem
Alexa—Fluor—488—konjugierten anti-Langerin Antikorper (1:100) und DAPI (1:1000) in einem
Volumen von 100 pl Blockpuffer fiir 30 min inkubiert. Vor der mikroskopischen Analyse wurden

die sheets in Permafluor eingebettet, das iiber Nacht bei 4 °C aushirtete.

2.2.2 Tierversuche

Fir alle Tierversuche wurden weibliche, sechs bis acht Wochen alte Mause verwendet.

2.2.2.1 Behandlung von Miiusen mit DT

Fiir die Depletion von Langerin® Zellen in Lang-DTR-Miusen und fiir die Uberpriifung
DT-induzierter Nebeneffekte in C57BL/6—Maidusen wurde den Versuchstiere 1 pg DT in einem
Volumen von 100 ul PBS intraperitoneal injiziert. Dazu wurde die DT-Stammldsung im Verhéltnis
1:1 mit PBS verdiinnt. Fiir die jeweiligen DT-Behandlungsprotokolle sei auf die entsprechenden

Figuren und Textstellen im Ergebnisteil verwiesen.
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2.2.2.2 Infektion, Messung der Schwellung und DTH-Reaktion

Promastigote Leishmanien in der stationdren Wachstumsphase wurden aus den Blutagarplatten
entnommen und dreimal mit 10 ml sterilem PBS gewaschen (Zentrifugation bei 3000 g und 4 °C
fiir 10 min). Anschlieend wurde eine 1:10—Verdiinnung der Parasiten in Paraformaldehyd-Losung
in einer Neubauer Zdhlkammer (20 um Tiefe, Kammerfaktor 5 x 10%) ausgezéhlt. Zur Infektion von
Miusen wurden 3 x 10° (high dose—Modell) oder 3 x 10° (low dose-Modell) L. major—Parasiten in
50 pl Volumen in die rechte Hinterpfote subkutan injiziert. Durch die wochentliche Messung des
Durchmessers beider Hinterpfoten wurde der Infektionsverlauf anhand der Zunahme des
Pfotendurchmessers verfolgt. Dabei wurde die prozentuale Zunahme des Durchmessers der
infizierten rechten Pfote gegeniiber der linken naiven Pfote in Prozent angegeben.

Um die Gedachtnis—T-Zell-Antwort zu untersuchen, wurden drei Wochen nach dem Abheilen der
Primérinfektion 3 x 10° (high dose-Modell) oder 3 x 10° (low dose~Modell) L. major-Parasiten in
50 pl Volumen in die linke Hinterpfote subkutan injiziert und der Infektionsverlauf, wie oben
beschrieben, dokumentiert.

Eine weitere Mdglichkeit die Gedédchtnis—T—Zell-Antwort zu untersuchen, besteht in der
DTH-Reaktion (delayed type hypersensitivity reaction). Miuse, die mit 3 x 10° L. major—Parasiten
in die rechte Pfote infiziert wurden, erhielten an Tag 15 nach Infektion eine Injektion von 20 pl
L-Ag (das I6sliche Aquivalent von 1 x 10" L. major—Parasiten) in die linke Pfote. Im Abstand von
24 Stunden wurde die Pfotenschwellung gemessen und als prozentualer Anstieg gegeniiber einer

2 mm dicken Pfote, was dem Durchschnittswert einer naiven Pfote entspricht, dargestellt.

2.2.2.3 In vivo—Proliferationstest OV A—spezifischer T-Zellen

CD8" T-Zellen aus den Milzen von OT-I-Miusen und CD4" T-Zellen aus den Milzen von
OT-II-Méusen wurden iiber magnetische Zellseparation angereichert und im Verhéltnis 1:1
gemischt. Nach der CFSE-Markierung der T-Zellen wurden sie in einem Volumen von 200 pl
PBS intravends in Lang—-DTR-Maduse injiziert. 24 Stunden spédter wurden die Méduse mit
Ovalbumin—Protein (OVA) immunisiert.

Dazu wurden 500 pl der OVA-Stammlosung und 500 pl inkomplettes Freunds Adjuvans (IFA) in
zwei getrennten Hamilton—Mikroliterspritzen aufgezogen, die anschlieBend iiber einen Konnektor
verbunden wurden. Die beiden Losungen wurden solange miteinander vermischt, bis eine feste
Emulsion entstanden war. AnschlieBend wurden je 20 ul des Gemisches, die 100 pg OVA—Protein
enthielten, subkutan in die Pfoten der Tiere injiziert. Nach drei Tagen wurden die poplitealen

Lymphknoten isoliert und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
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2.2.2.4 In vivo—Proliferationsnachweis wihrend der L. major-Infektion

In dieser Arbeit wurde die Proliferation von T—Zellen in vivo untersucht. Dieses Verfahren beruht
auf dem Einbau von BrdU in die DNS sich teilender Zellen, die dann durchflusszytometrisch
nachgewiesen werden konnen. Zu diesem Zweck erhielten Lang—DTR—Mausen, die mit 3 x 10’
L. major—Parasiten infiziert wurden, jeweils 3 Tage vor dem Analysezeitpunkt mit BrdU

angereichertes Trinkwasser, dem zusétzlich Glucose beigemischt war.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 DNS—Gewinnung aus Gewebeproben

Die Bestimmung der Parasitendichte von L. major—infizierten Gewebeproben erfolgte in dieser
Arbeit mit Hilfe von RT-PCR—-Analysen. Dazu musste zundchst DNS aus infizierten Pfoten und
Lymphknoten gewonnen werden.

Die abgeschnittenen Pfoten wurden mit Scheren zerkleinert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt, das 1 ml Cell Lysis Solution enthielt. Die Lymphknoten wurden durch ein Zellsieb
(70 pm) in ein 50 ml Réhrchen gerieben und 10 min bei 400 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml PBS aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und erneut 10 min bei
400 g und 4 °C zentrifugiert. Anschlieend wurde zu den Lymphknotenzellen 1 ml Cell Lysis
Solution gegeben. Allen Proben wurde 1 pl Proteinase K zugegeben und die Ansdtze inkubierten
bei 55 °C tiber Nacht im Thermoschiittler mit 1200 rpm.

Am nédchsten Tag wurden die Proben zunédchst 5 min auf Eis gestellt, bevor 230 pl Protein
Precipitation Solution hinzupipettiert wurden. Nach dem Durchmischen und weiteren 5 min auf Eis
wurden die Proben 5 min bei 400 g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden 600 pl Isopropanol
und 2 pl Glycogen in 2 ml ReaktionsgefiBen vorgelegt, zu denen der Uberstand der Proben
dekantiert wurde. Es schloss sich ein weiterer Zentrifugationsschritt an, an dessen Ende der
Uberstand verworfen und 700 pl 70 % Ethanol zum Pellet pipettiert wurden. Nach einem erneuten
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und das Pellet bei 37 °C im
Heizblock getrocknet. Schlieflich wurden 200 pl Hydration Solution zugefiigt. Anschlieend
wurde die DNS—Konzentration der Proben iiber die OD bei 260 nm im Photometer bestimmt und

mit Ampuva—Wasser auf 500 pg DNS / ul eingestellt.
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2.2.3.2 RT-PCR zur Parasitendichtebestimmung

Um die Parasitenlast der infizierten Gewebe zu untersuchen wurden zwei separate
RT-PCR—Analysen durchgefiihrt. Die Reaktion im Light Cycler diente dem Nachweis der
Leishmania—18S rRNA und die im Tagman wurde fiir die Quantifizierung von Maus—p—Aktin
durchgefiihrt. Die gemessenen Kopienzahlen wurden miteinander ins Verhiltnis gesetzt und als

relative Parasitendichte dargestellt.

Ansatz fir die Light Cycler-PCR

2,4 ul Ampuva—Wasser
2,0 ul 10 x PCR Puffer
2,8 ul MgCl, 25 mM
1,6 ul dNTP's 2,5 mM
0,5 uI BSA 1 mg/ ml
0,7 ul ISS1 10 uM
1,0 ul ISRV 10 pM
0,4 pl Dif 1¢ 10 uM
0,4 ul Dif 3 10 uM
0,2 pul Amplitaq Gold Polymerase ATG
+ 8,0 pl DNS—Losung

Diese PCR wurde in Glaskapillaren angesetzt, die sich wéhrenddessen in einem gekiihlten Stinder
befanden. Vor der Messung wurden die Kapillaren mit Deckeln verschlossen und bei 300 g 1 min

zentrifugiert.

Programm fiir die Light Cycler-PCR

Nach einem initialen Denaturierungsschritt fiir 15 min bei 95 °C folgten 45 Zyklen aus
Denaturierung fiir 15 Sekunden bei 95 °C, Anlagerung der Primer fiir 30 Sekunden bei 60 °C und
Elongation fiir 30 Sekunden bei 72 °C. AbschlieBend erfolgte die Bestimmung des
Schmelzpunktes. Die DNS—Doppelstrange wurden hierfiir zunéchst fiir 20 Sekunden bei 95 °C
denaturiert und spezifische bei 60 °C renaturiert. Anschlieend wurde die Temperatur sukzessiv
um 0,01 °C / Sekunde auf 90 °C erhdht. Zum Schluss fand ein Kiihlschritt bei 40 °C fiir 30

Sekunden statt.
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Ansatz fir die Tagman—PCR

24,7 ul Ampuva—Wasser
5 ul 10x PCR—Puffer
6 ul Magnesiumchlorid 25 mM
4 pldNTPs 2,5 mM
0,6 pl DMSO
2 pl p-Aktin—forward 10 uM
2 pl p—Aktin—reverse 10 pM
0,5 pl Sonde fiir murines —Aktin 10 pM
0,2 pl Amplitaq Gold Polymerase ATG
+ 5 pl DNS-Losung ( 1:10-Verdiinnung der Proben mit einer Konzentration von 500 pg DNS / ul)

Die p—Aktin—PCR wurde in einer speziell fiir den Tagman geeigneten Platte mit 96 Nipfen
angesetzt. Neben den Proben wurde je eine 1:10—Verdiinnungsreihe einer Lymphknoten— und einer

Pfotenprobe mit vermessen.

Programm fiir die Tagman—PCR

Einer initialen Denaturierung fiir 15 min bei 95 °C folgten 45 Zyklen mit jeweils 20 Sekunden zur
Denaturierung bei 95 °C sowie 40 Sekunden bei 58 °C zur Oligonukleotidanlagerung und

Elongation.

2.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4.0, wobei fiir

die Berechnung der Signifikanzen der ungepaarte Student’s t—test durchgefiihrt wurde.
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3 Ergebnisse

Die hier durchgefiihrten Arbeiten dienten der Untersuchung der Bedeutung von Langerin” DCs bei
der Einleitung und dem Verlauf einer L. major—spezifischen Immunantwort. Dies geschah mit
Hilfe von Lang-DTR-Miusen, in denen alle Langerin” Zellen einen hochaffinen Rezeptor fiir
Diphtheria Toxin (DT) exprimieren und daher durch die Injektion von DT depletiert werden
konnen (Kissenpfennig et al., 2005b). Der Ergebnisteil ist in zwei Abschnitte unterteilt, in denen
die Ergebnisse von Experimenten dargestellt werden fiir die Lang—DTR-M4iuse mit 3 x 10° (siche

Abschnitt 3.1) bzw. 3 x 10’ (siche Abschnitt 3.2) L. major—Parasiten infiziert wurden.
/)

3.1 Die Funktion von Langerin® DCs im high dose-Modell der

L. major—Infektion

Fir die Einddmmung einer L. major—Infektion ist eine T—Zell-vermittelte Immunantwort
unentbehrlich (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Ritter et al. zeigten, dass wihrend einer
L. major-Infektion Langerin® dDCs naive CD4" T—Zellen aktivieren (Ritter et al., 2004b). Neben
Langerin- dDCs kommen in der Haut Langerin® LCs und Langerin® dDCs vor, deren Rolle im
experimentellen Modell der Leishmaniose bisher nicht bekannt ist. Es wird auch diskutiert, dass
DCs, die nicht in der Haut, sondern in den Haut—drainierenden Lymphknoten lokalisiert sind, bei
einer L. major—spezifischen Immunantwort eine wichtige Funktion haben (lezzi et al., 2006). Mit
Hilfe von Lang-DTR-Miusen, in denen sich Langerin® Zellen durch DT-Injektion depletieren
lassen, wurde die Immunantwort gegen L. major in An— und Abwesenheit von Langerin® DCs
untersucht und miteinander verglichen (Kissenpfennig et al., 2005b). In diesem Teil wird zunéchst
erldutert, wie die DT—induzierte Depletion und mdgliche Nebenwirkungen des Toxins kontrolliert
wurden. Der anschlieBende Teil beschéftigt sich mit der Einleitung und der frithen Phase der
L. major—spezifischen adaptiven Immunantwort. Im letzten Teil geht es um die Untersuchung

klinischer Parameter der L. major—Infektion.
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3.1.1 Der Einfluss von DT auf C57BL/6— und Lang—DTR-Miuse

In Lang-DTR-Miusen exprimieren alle Langerin” Zellen den hochaffinen, humanen DT-Rezeptor.
Die Injektion von DT fiihrt zur vollstindigen Depletion von Langerin” Zellen in der Haut und zu
einer nahezu vollstindigen Depletion der Langerin® DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten
(Bursch et al., 2007). Epidermal sheets von Mausohren, die mit DAPI und einem anti—Langerin
Antikorper gefiarbt wurden, dienten der Kontrolle der DT—induzierten Zelldepletion. In Abb. 3.1 ist
zu sehen, dass die Epidermis von unbehandelten Lang—DTR—-M4iusen mit einem dichten Netzwerk
von Langerin® LCs durchzogen ist (Abb. 3.1A), welche in DT-behandelten Tieren vollstindig
verschwinden (Abb. 3.1B).

Abb. 3.1: DT—induzierte Depletion von Langerin® Zellen in Lang-DTR-M:iusen

1 pg DT wurde intraperitoneal in Lang-DTR—-Mause injiziert. Nach vier Tagen wurden epidermal sheets der
Ohren angefertigt und mit einem Antikorper gegen Langerin (griin) geférbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI
(blau) dargestellt. Gezeigt ist die gefarbte Unterseite der Epidermis einer (A) unbehandelten und einer (B)
DT-behandelten Lang—DTR—Maus. (VergroBerung: 400—fach)

In dieser Arbeit sollte die L. major—spezifische Immunantwort in Abwesenheit von
Langerin® Zellen, also in DT-behandelten Lang-DTR-Miusen, untersucht werden. Zunichst
wurden zwei Vorversuche durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob DT selbst einen Einfluss auf die
L. major-Infektion hat. Makrophagen sind die natiirlichen Wirtszellen von L. major. Um
auszuschlieBen, dass DT zur Aktivierung von Makrophagen fiihrt, wurden
Knochenmarksmakrophagen mit DT inkubiert. AnschlieBend wurde die Menge an Nitrit im
Zellkulturiiberstand bestimmt, das von aktivierten Makrophagen gebildet wird. Es zeigte sich, dass
die Inkubation mit DT, im Gegensatz zur Stimulation mit der Positivkontrolle LPS, nicht zur
Produktion von Nitrit durch Makrophagen und damit nicht zu ihrer Aktivierung fiihrt (Abb. 3.2A).
SchlieBlich wurden DT—-behandelte und unbehandelte C57BL/6—Méuse mit L. major—Parasiten
infiziert. In beiden Gruppen zeigte sich der fiir resistente Méuse iibliche Infektionsverlauf, der
durch einen rapiden Anstieg der Pfotenschwellung bis Tag 28 und ein anschlieendes schnelles
Abklingen der Schwellung gekennzeichnet ist. Da sich der Infektionsverlauf DT—behandelter
C57BL/6—Maiuse nicht von dem bei unbehandelten C57BL/6—Maiusen unterscheidet, konnte ein

Einfluss von DT auf die L. major—Infektion ausgeschlossen werden (Abb. 3.2B).
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Abb. 3.2: DT verursacht keine Makrophagenaktivierung oder Verinderung einer L. major-Infektion
in C57BL/6-Mjiusen

(A) Makrophagen wurden aus Knochenmark von C57BL/6—Maéusen hergestellt und fiir 18 Stunden in
Gegenwart von LPS, DT oder Medium inkubiert. Mittels Griess—Reaktion wurde die Konzentration von
Nitrit im Kulturiiberstand bestimmt. (B) Unbehandelte (n = 3, [l]) und DT-behandelte (n = 3, [])
C57BL/6-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die rechte Pfote infiziert. Der Infektionsverlauf
wurde durch wochentliche Messung der infizierten Pfote kontrolliert und als relative Zunahme gegeniiber der
nicht infizierten Pfote dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM. (n.n. = nicht nachweisbar)

3.1.2 Die L. major—spezifische Inmunantwort in Lang—-DTR-M:usen

Wihrend einer L. major—Infektion kommt es zur Induktion einer adaptiven Immunantwort im
drainierenden Lymphknoten der infizierten Haut. Im Fall einer Infektion in die Pfote ist dies der
popliteale Lymphknoten (Bogdan und Rollinghoff, 1998). Nach Infektion mit 3 x 10° Parasiten ist
eine Schwellung des Lymphknotens bereits nach vier Tagen zu beobachten. Dies wird durch die
Aktivierung und anschlieende Proliferation L. major—spezifischer Immunzellen verursacht. An
Tag 7 ist hdufig bereits eine geringe Schwellung der infizierten Pfote zu beobachten, was unter
anderem auf die Infiltration von Immunzellen zuriickzufiihren ist. Um die Einleitung und die friihe
Phase der adaptiven Immunantwort in der Pfote und im drainierenden Lymphknoten zu
untersuchen, wurden Tag 4 und Tag 10 als Analysetage bestimmt. Die Analyse der zelluldren
Zusammensetzung des Lymphknotens sollte zunichst eine Ubersicht dariiber geben, was nach einer

L. major—Infektion im drainierenden Lymphknoten passiert.
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3.1.2.1 Zelluliire Zusammensetzung des Lymphknotens

Zunichst sollte tiberpriift werden wie sich die zelluldre Zusammensetzung des Lymphknotens
wihrend der L. major-Infektion éndert und ob die Abwesenheit von Langerin® DCs einen Einfluss
darauf hat. Dazu wurden von naiven Méusen und an Tag 4 und Tag 10 nach Infektion
Lymphknotenzellen von DT-behandelten und unbehandelten Lang—DTR—-M4usen isoliert und mit
anti—-CD4, anti—~CD8 und anti—-B220 (zum Nachweis von B—Zellen) Antikorpern geférbt. In beiden
Mausgruppen stiegen die Zahlen aller drei Lymphozytenpopulationen und damit auch die
Gesamtzellzahl des Lymphknotens in vergleichbarem AusmaB an. Im Detail stieg die
Gesamtzellzahl innerhalb von zehn Tagen im Durchschnitt um das 18—fache, die Zahl der
CD4" T-Zellen um das 13—fache und die der CD8" T—Zellen und B220" B—Zellen um das 15—fache
an. Letzteres war {iberraschend, da B—Zellen bei einer effektiven Immunantwort gegen L. major
eine untergeordnete Rolle spielen (Sacks und Noben-Trauth, 2002) (Abb. 3.3A-D).
A —=— Lang-DTR Kontrolle B

—8— Lang-DTR DT-Behandlung
(1pg DT i.p. Tag -7, Tag 0, Tag 7)

Gesamtzellzahl CD4" T-Zellen
9.0x10 64 1.5x10°+
_ p=0,0555 _
= z
N 6.0x10°4 N 1.0x10°4
d) Q
N N
& 4
= =
S 3.0x10- S 5.0x105-
2 £
< <
0 1 0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
C Tage nach Infektion D Tage nach Infektion
CD8" T-Zellen B220" B-Zellen
1.5x10°+ 1.5x10°+
3 =
N 1.0x10° N 1.0x10°
L Q
N N
Q Q
E . E S
S 5.0x10°4 S 5.0x10°4
) S
< <
0 T T T T T T 1 0 1
2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tage nach Infektion Tage nach Infektion

Abb. 3.3: Zellulire Zusammensetzung des Lymphknotens unbehandelter und DT-behandelter
Lang-DTR-M:use in der friihen Phase einer L. major—Infektion

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. Die drainierenden, poplitealen Lymphknoten wurden von naiven Méusen (Tag 0) und an Tag 4 und
10 nach Infektion isoliert und ihre zelluldre Zusammensetzung untersucht. (A) Die Gesamtzellzahl wurde mit
Hilfe einer Neubauer—Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt. (B—-D) Zellen wurden mit anti-CD4,
anti-CD8 und anti-B220 Antikorpern geférbt und ihre absolute Zellzahl im Durchflusszytometer analysiert.
Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM aus zwei unabhingigen, zusammengefassten Experimenten mit
jeweils mindestens vier Méusen pro Gruppe und Zeitpunkt.
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CD4" und CD8" T-Zellen wurden weiter nach der Expressionsstirke des Oberflichenmolekiils
CD62L eingeteilt und ihre Anzahl durchflusszytometrisch quantifiziert. Die
Oberfldchenexpressionsstirke dieses Lektins nimmt ab, wenn T-Zellen den drainierenden
Lymphknoten verlassen, um zum Infektionsherd zu wandern (Hogg und Landis, 1993). Demnach
handelt es sich bei Zellen, die CD62L stark exprimieren (Abb. 3.4A, B; roter Rahmen) um naive
Zellen, wohingegen ein niedriges Expressionslevel (Abb. 3.4A, B; blauer Rahmen) ein Marker fiir
aktivierte Zellen ist. Die Zellzahl aller analysierten T—Zell-Populationen stieg wéhrend des
Fortschreitens der Infektion an. Es zeigte sich, dass die Zahl aktivierter (CD62L"°")
CD8" T-Zellen in DT-behandelten Miusen an Tag 4 gegeniiber den Kontrollméusen signifikant
reduziert war (81880 + 7575 Kontrolle vs. 52940 + 7485 DT-behandelt; p = 0,0187). An Tag 10
war diese Reduktion nicht mehr zu beobachten (Abb. 3.4F). Die Menge naiver (CD62L"")
T—Zellen sowie die Zahl aktivierter CD4" T—Zellen unterschied sich zu keinem Zeitpunkt zwischen
den beiden Mausgruppen (Abb. 3.4A-E).

Dies war ein erster Hinweis auf eine Funktion von Langerin’ DCs bei der Aktivierung
L. major—spezifischer CD8" T—Zellen. Im folgenden wurde untersucht, wie sich die Abwesenheit

von Langerin” DCs auf die antigenspezifische Expandierbarkeit von Lymphozyten auswirkt.

3.1.2.2 Proliferation in vitro-restimulierter Lymphozyten

Um die Rolle von Langerin® DCs bei der Expansion L. major-spezifischer Lymphozyten zu
untersuchen, wurden Lymphknotenzellen an Tag 4 und Tag 10 aus DT-behandelten und
unbehandelten Lang—-DTR—-Maéusen isoliert und in einem in vitro—Proliferationstest eingesetzt. Zu
diesem Zweck erfolgte die Markierung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE (Ritter
et al., 2004b). Die Fluoreszenzintensitdt einer CFSE—markierten Zelle wird bei jeder Zellteilung
halbiert, so dass sich durch die zusétzliche Farbung von Oberflichenmolekiilen die Proliferation
von T— und B-Zellen durchflusszytometrisch nachweisen lésst. In der Ubersichtsabbildung 3.5 ist
zu sehen, dass sowohl Zellen aus DT-behandelten als auch unbehandelten Méausen nach Inkubation
mit den polyklonalen Stimuli ConA fiir T-Zellen bzw. LPS fiir B—Zellen stark proliferierten.

Wurde kein Stimulus zugesetzt (Medium) proliferierten die Zellen kaum.
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Abb. 3.4: Verminderte Anzahl aktivierter CD8" T—Zellen in den Lymphknoten DT-behandelter
Lang-DTR-M:use an Tag 4 nach Infektion

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. Von naiven Méusen (Tag 0) und an Tag 4 und Tag 10 nach Infektion wurden die poplitealen
Lymphknotenzellen isoliert und die Anzahl von naiven und aktivierten CD4" bzw. CD8" T—Zellen bestimmt.
Dazu wurden Zellen mit anti-CD4, anti-CD8 und anti-CD62L Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Zu sehen ist die Expression von CD62L auf (A, C, E) CD4" T—Zellen
bzw. (B, D, F) CD8" T—Zellen. (C, D; roter Rahmen in A, B) Wihrend naive T-Zellen CD62L stark
exprimieren, (E, F; blauer Rahmen in A, B) weisen aktivierte T—Zellen niedrige Mengen CD62L auf der
Zelloberflache auf. Dargestellt ist die Zusammenfassung von zwei unabhéngigen Experimenten. Jeder Punkt
reprasentiert eine individuell analysierte Maus. (*p = 0,0187)
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Abb. 3.5: Reprisentative Histogramme von proliferierenden T-— und B-Zellen aus den Lymphknoten
L. major-infizierter Lang—DTR—Miiuse nach in vitro—Restimulation

Unbehandelte Lang—DTR—Maiuse (gefiillte Histogramme) und solche, die sieben Tage vor und am Tag der
Infektion mit DT behandelt wurden (offene Histogramme), wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert.
An Tag 4 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert und mit CFSE markiert. Jeweils
3x10° CFSE-gefirbte Zellen wurden mit L—-Ag, Medium, ConA oder LPS restimuliert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen CD4, CD8 und B220 gefiarbt und durchflusszytometrisch
untersucht. In den dargestellten Histogrammen sind die CFSE—Profile der verschiedenen Zellpopulationen zu
sehen. Da die Fluoreszenzintensitit von CFSE bei jeder Zelleilung um die Hélfte reduziert wird, konnte der
Anteil proliferierender Zellen (CFSE"™**) an der jeweiligen Gesamtlymphozytenzahl bestimmt werden
(siehe Zahlen in den Histogrammen). Das Ergebnis ist reprasentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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Um die antigenspezifische Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten zu untersuchen,
wurden die Zellen mit L-Ag inkubiert. An Tag 4 nach Infektion war die CD8" T—Zell-Proliferation
bei DT-behandelten Mausen im Gegensatz zur Kontrolle signifikant reduziert (32,8 + 3 %
Kontrolle vs. 20,2 + 3 % DT-behandelt; p = 0,0047) (Abb. 3.6B). An Tag 10 proliferierten
CDS8" T—Zellen bereits weniger (21,7 = 3 % Kontrolle vs. 15,9 + 1 % DT-behandelt) (Abb. 3.6B).
Zu spiteren Zeitpunkten war der prozentuale Anteil proliferierender CD8" T—Zellen nicht hoher als
in der Negativkontrolle (Medium) (Daten nicht gezeigt). Die L-Ag—induzierte Proliferation von
CD4" T-Zellen stieg hingegen bis Tag 28 kontinuierlich an. Dabei konnte zu keinem Zeitpunkt ein
Unterschied zwischen DT—behandelten und unbehandelten Lang—-DTR—-Maéusen festgestellt werden
(Tag 4: 24,5 = 4 % Kontrolle vs. 18,4 + 3 % DT—behandelt; Tag 10: 31,7 + 4 % Kontrolle vs. 35,1
+ 2 % DT-behandelt; Daten fiir die spéateren Zeitpunkte nicht gezeigt) (siche Abb. 3.6A).
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Abb. 3.6: Reduzierte L. major-spezifische CD8" T-Zell-Proliferation in DT-behandelten
Lang-DTR-M:usen an Tag 4 nach Infektion

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. An Tag 4 und Tag 10 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert und mit
CFSE markiert. Jeweils 3 x 10° CFSE—gefirbte Zellen wurden mit L-Ag restimuliert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit Antikérpern gegen CD4 und CDS8 geférbt und durchflusszytometrisch untersucht. (A)
Dargestellt ist der Anteil proliferierender CD4" T—Zellen (CFSE“'Edr'g) an der Gesamtzahl CD4" T—Zellen
bzw. (B) der Anteil proliferierender CD8" T-Zellen (CFSE"*™) an der Gesamtzahl CD8" T—Zellen. Drei
unabhéngige Experimente wurden zusammengefasst. Jeder Punkt représentiert eine individuell analysierte
Maus. (**p = 0,0047)

Die reduzierte Anzahl aktivierter (CD62L™"¢) CD8" T-Zellen in den Lymphknoten
DT-behandelter Miuse (Abb. 3.4F) konnte also durch die verminderte Expansion CD8" T—Zellen
ausgelost worden sein. Dagegen wird die CD4  T-Zell-Antwort durch die DT-Behandlung
offenbar nicht beeinflusst. Im folgenden wurde untersucht, ob sich die verminderte
CD8" T-Zell-Antwort in den Haut-drainierenden Lymphknoten auch in der Anzahl von Zellen

niederschlégt, welche die infizierten Pfoten infiltrieren.
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3.1.2.3 Infiltration aktivierter T—Zellen in die Pfote

Nach der Induktion der T—Zell-vermittelten adaptiven Immunantwort in den Lymphknoten
L. major—infizierter Maduse kommt es zur Auswanderung aktivierter L. major—spezifischer
T—Zellen zur Infektionsstelle. Dort tragen sie durch die Produktion von Effektorzytokinen zur
Beseitigung der Infektion bei (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Die Infiltration von T—Zellen und
weiterern Immunzellen verursacht unter anderem die Schwellung der Pfote, die nach Infektion mit
3 x 10° L. major—Parasiten bereits ab Tag 7 zu beobachten ist. Da alle infiltrierenden Zellen den
hdmatopoetischen Marker CD45 exprimieren, konnen sie durch Fiarbung mit einem anti-CD45
Antikorper von nicht-hdmatopoetischen Zellen in der Pfote unterschieden werden (Abb. 3.7A,
roter Rahmen). Die Gesamtzahl infiltrierender CD45" Zellen unterschied sich zu keinem
Analysezeitpunkt zwischen DT-behandelten und Kontrollmdusen (Abb. 3.7B). Wihrend in naiven
Pfoten etwa 62000 CD45" Zellen detektiert werden konnten, stieg ihre Zahl bis Tag 4 im
Durchschnitt um das 6—fache und bis Tag 10 um das 13—fache an (Abb. 3.7B).

A B m Lang-DTR Kontrolle

O Lang-DTR DT-Behandlung
(lpgi.p. Tag-7, Tag 0, Tag 7)

(=
(=]
=
S CD45" Zellen
oo
25 2.0x106+
®8
¥ o
- o
lﬁ 3 S o
o = L] o
& S
> 1.0x10° a
o i - B n Hgn EUD
100 1ol 102 10 a0t S = 0o = Ofh
CD45 PerCP < -“ ol | =}
% l. [m]
0l —m= ngh oRn
Tag 0 Tag 4 Tag 10

Abb. 3.7: Die DT-Behandlung hat keinen Einfluss auf die Infiltration von CD45" Zellen in die
L. major-infizierte Pfote

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. Am Tag 0 (naiv) und Tag 4 und 10 nach Infektion wurde die Gesamtzahl von infiltrierenden CD45"
Zellen in die infizierte Pfote durchflusszytometrisch analysiert. Dafiir wurden Zellsuspensionen der
infizierten Pfoten hergestellt und mit einem anti-CD45 Antikorper gefiarbt. Dargestellt ist die
Zusammenfassung von drei unabhidngigen Experimenten. Jeder Punkt reprdsentiert eine individuell
analysierte Maus.

Um die Zahl aktivierter T—Zellen in den Pfoten zu analysieren, wurden Zellsuspensionen mit
anti—-CD45, anti—-CD4, anti—-CD8 und anti-CD62L Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die Anzahl naiver (Abb. 3.8A, B; roter Rahmen) und aktivierter (Abb. 3.8A, B; blauer
Rahmen) T-Zellen nahm wéhrend der Infektion in DT—behandelten und Kontrollmiusen zu (Abb.

3.8C-F). Allein die Anzahl aktivierter (CD62L"*""®) CD8" T-Zellen war an Tag 4 bei
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DT-behandelten Mdusen im Gegensatz zur Kontrolle signifikant reduziert (4068 + 709 Kontrolle
vs. 2390 + 386 DT-behandelt; p = 0,0477) (Abb. 3.8F).
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Abb. 3.8: Verminderte Anzahl aktivierter CD8" T-Zellen
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DT-behandelter Lang—DTR-Miiuse an Tag 4 nach Infektion
Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. Am Tag 0 (naiv) und Tag 4 und 10 nach Infektion wurde die Zahl infiltrierender T—Zellen in die
infizierte Pfote bestimmt. Dazu wurden Zellsuspensionen der infizierten Pfoten hergestellt, mit anti-CD45,
anti-CD4, anti-CD8 und anti-CD62L Antikoérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Zu sehen
ist die Expression von CD62L auf (A, C, E) CD45'CD4" T-Zellen bzw. (B, D, F) CD45'CD8" T—Zellen. (C,
D; roter Rahmen in A, B) Wahrend naive T—Zellen CD62L stark exprimieren, (E, F; blauer Rahmen in A, B)
weisen aktivierte T-Zellen niedrige Mengen auf der Zelloberflache auf. Dargestellt ist die Zusammenfassung
von drei unabhingigen Experimenten. Jeder Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus.

(*p=0,0477)

in L. major-infizierten Pfoten
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Somit wurde gezeigt, dass an Tag 4 nach Infektion die durch DT-Behandlung ausgeldste Depletion
von Langerin’ DCs zu einer reduzierten Induktion L. major—spezifischer CD8" T—Zellen in den
Lymphknoten fiihrt (siche Abb. 4.3F und 6.5B). Dies hat eine reduzierte Einwanderung aktivierter
CDS8" T-Zellen in die infizierten Pfoten zur Folge (Abb. 3.8F). Eine wichtige Frage war, ob die
drei verschiedenen Langerin® DC—Subtypen, die in der Haut und den Haut—drainierenden
Lymphknoten vorkommen, die L. major-spezifische CD8" T-Zell-Antwort auf unterschiedliche

Art beeinflussen.

3.1.2.4 Aktivierung L. major—spezifischer T-Zellen in der Abwesenheit von LCs

Alle LCs und Langerin~ dDCs in der Haut und 70 % der ,, blood—derived** Langerin' CD8a.' CD4~
DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten verschwinden innerhalb von 24 Stunden nach
DT-Injektion in Lang-DTR-Miusen. Es wurde gezeigt, dass erste Langerin~ dDCs innerhalb von
vier Tagen nach DT—Behandlung in die Haut zuriickkehren, LCs hingegen erst nach zwei Wochen
(Poulin et al., 2007). Die Wiederkehr der ,, blood—derived“ Langerin' CD8o.'CD4~ DCs, welche in
den Haut—drainierenden Lymphknoten vorkommen, erfolgt wahrscheinlich mit einer &hnlichen
Kinetik, wie die der Langerin’ dDCs. Die unterschiedlichen Repopulationskinetiken von LCs und
den beiden anderen Langerin® DCs nach DT-Applikation erméglichen es, den Einfluss von
Langerin’ DC-Subtypen separat voneinander zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde der Proliferationstest mit den CFSE—gefirbten Lymphknotenzellen
wiederholt (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Allerdings beinhaltete das Experiment dieses Mal eine dritte
Gruppe, in der die DT-Behandlung der Lang—-DTR-Maiuse nur einmal an Tag —7 erfolgte.
Wiéhrend der ersten vier Tage der Infektion waren in diesen Méusen die Populationen von
Langerin’ dDCs und ,, blood—derived“ Langerin' CD8c.'CD4~ DCs nahezu vollstindig aufgefiillt,
aber es waren keine LCs vorhanden. Im Gegensatz dazu waren in der bisher beschriebenen
DT-behandelten Gruppe in diesem Zeitraum keine Langerin’ DCs in der Haut und nur 30 % der
,,blood—derived “ Langerin+CD80c+CD4_ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten anwesend.
An Tag 4 wurden die Lymphknotenzellen isoliert, mit CFSE markiert und mit L-Ag restimuliert.
Anschlielend wurde der Anteil proliferierender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Es zeigte
sich, dass CD4" T-Zellen aus den Lymphknoten beider Gruppen DT-behandelter
Lang-DTR-Maduse in gleichem MaB proliferierten, wie die Zellen, die aus Kontrollmausen isoliert
wurden (43,8 + 4 % Kontrolle vs. 45,0 £ 3 % DT-behandelt an Tag —7 und Tag 0 vs. 37,4 £ 4 %
DT-behandelt an Tag —7) (Abb. 3.9A). CD8" T—Zellen aus Miusen, die im Abstand von sieben
Tagen DT-Injektionen erhielten, proliferierten signifikant weniger als die aus Kontrollmédusen

(35,6 = 7 % Kontrolle vs. 10,8 + 2 % DT-behandelt an Tag —7 und Tag 0; p = 0,0031) (Abb. 3.9B;
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vgl. Abb. 3.6B). In den Lymphknoten—Zellsuspensionen von Lang-DTR-Méusen, die an Tag —7
mit DT behandelt wurden und denen somit wiahrend der Infektion selektiv LCs fehlten, war der
Anteil proliferierender CD8" T—Zellen beinahe so hoch wie in der Kontrollgruppe (35,6 = 7 %
Kontrolle vs. 23,9 + 5 % DT-behandelt an Tag —7) (Abb. 3.9B).
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Abb. 3.9: Die einmalige DT-Behandlung von Lang—-DTR-M:iiusen fiihrt nicht zu einer verringerten
L. major—spezifischen CD8" T—Zell-Proliferation

Unbehandelte (i), zweimal mit DT behandelte ([_]) und einmalig mit DT behandelte (O) Lang-DTR-Miuse
wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert. An Tag 4 nach Infektion wurden die poplitealen
Lymphknotenzellen isoliert und mit CFSE markiert. Jeweils 3 x 10° CFSE—gefirbte Zellen wurden mit L-Ag
restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD4 und CD8 gefirbt und
durchflusszytometrisch untersucht. (A) Dargestellt ist der Anteil proliferierender CD4" T—Zellen (CFSE"°""¢)
an der Gesamtzahl CD4" T—Zellen bzw. (B) der Anteil proliferierender CD8" T-Zellen (CFSE™**) an der
Gesamtzahl CD8" T-Zellen. Zwei unabhiingige Experimente wurden zusammengefasst. Jeder Punkt
représentiert eine individuell analysierte Maus. (**p = 0,0031)

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Langerin’ DCs, mit Ausnahme von LCs, bei der Induktion
L. major-spezifischer CD8" T—Zellen eine Rolle spielen. Als niichstes sollte untersucht werden, ob
Langerin’ DCs auch bei der Immunantwort gegen andere subkutan applizierte Antigene eine Rolle

bei der Aktivierung von CD8" T—Zellen spielen.
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3.1.3 Ovalbumin-spezifische Immunantwort in Lang—-DTR-M:iusen

In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss von Langerin® DCs auf die
in vivo—T—Zell-Proliferation nach subkutaner Applikation des Modellantigens Ovalbumin (OVA)
untersucht werden. Die DT-Behandlung der Lang—DTR-Maéuse erfolgte wie schon im
vorangegangenen Abschnitt so, dass es moglich war die Immunantwort in Abwesenheit mehrerer
Langerin” DC—Subpopulationen (DT—behandelt an Tag —7 und Tag der OVA-Injektion) bzw. in
selektiver Abwesenheit von LCs (DT-behandelt an Tag —7) zu untersuchen. Fiir das Experiment
wurden OVA-spezifische CD4" T-Zellen aus den Milzen von OT-II-Miusen und
OVA-spezifische CDS" T—Zellen aus den Milzen von OT-I-Miusen isoliert, im Verhiltnis 1:1
gemischt und mit CFSE markiert. Etwa 1 x 10’ CFSE—markierte Zellen wurden intravends in die
beiden Gruppen DT-behandelter und in unbehandelte Lang—-DTR—-Mdéuse injiziert. Einen Tag
spiater wurde OVA in IFA oder nur PBS subkutan in die Pfoten der Tiere gespritzt. Nach drei
Tagen wurden die poplitealen Lymphknoten isoliert. Zum Nachweis OV A—spezifischer T—Zellen
wurde der VB5.1/5.2 Antikorper verwendet, der an eine Kette der transgenen T—Zell-Rezeptoren
bindet, die OVA, in MHC-I- bzw. MHC-II-Molekiile gebunden, erkennen (Bill et al., 1990).
Nach Farbung der Zellen mit anti-CD4, anti—-CD8 und anti—V5.1/5.2 Antikorpern erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse.

In allen Mausgruppen, die eine PBS— statt einer OVA-Injektion erhielten, konnten die

"o in den poplitealen Lymphknoten identifiziert

transferierten T—Zellen nach drei Tagen als CFSE
werden (Abb. 3.10A, obere Reihe). In den drei unteren Reihen der Abb. 3.10A ist zu sehen, dass
CD4" und CD8" T-Zellen in Miusen, die mit OVA immunisiert wurden, proliferierten und somit
als CFSE"*""¢ nachgewiesen werden konnten. Die statistische Analyse zeigt, dass die Proliferation
OV A—spezifischer CD8" T-Zellen in Lang—DTR—-Mdéusen, die zweimal mit DT behandelt wurden,
signifikant reduziert war (96,7 + 0 % Kontrolle vs. 92,1 £ 1 % DT-behandelt an Tag —7 und am
Tag der OVA-Injektion; p < 0,0001) (Abb. 3.10C). Diese Reduktion war in den einmal mit DT
behandelten Méusen nicht zu sehen (96,7 = 0 % Kontrolle vs. 96,6 = 0 % DT—behandelt an Tag
~7; p = 0,0006) (Abb. 3.10C). Die in vivo—Proliferation OVA-spezifischer CD4" T-Zellen
unterschied sich nicht zwischen den einzelnen Gruppen (96,7 £ 0 % Kontrolle vs. 96,9 = 0 %
DT-behandelt an Tag —7 und am Tag der OV A—Injektion vs. 96,6 = 0 % DT-behandelt an Tag —7)

(Abb. 3.10B).
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Abb. 3.10: In vivo—Proliferation OVA—spezifischer T-Zellen in Lang—-DTR-M:usen nach subkutaner
Applikation des Antigens

OV A-spezifische CD8" T-Zellen aus den Milzen von OT-I-Miusen und OVA-spezifische CD4" T-Zellen
aus den Milzen von OT-II-Méusen wurden iiber MACS—Separation angereichert, im Verhéltnis 1:1
gemischt und mit CFSE gefirbt. AnschlieBend wurden je 1 x 10’ CFSE' T-Zellen intravends in
Lang-DTR-M4use injiziert, die zweimal (A) oder einmal (&) mit DT behandelt worden waren oder
unbehandelt geblieben sind (A). 24 Stunden spédter wurde OVA—Protein in IFA in die Pfoten dieser Méuse
injiziert. Nach drei Tagen wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert, mit Antikdrpern gegen CD4,
CDS8 und Vp5.1/5.2 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. (A) In den repriasentativen Dotplots sind
ausschlieBlich VB5.1/5.2" Zellen zu sehen. Die Plots zeigen die CFSE-Profile von OV A-spezifischen CD4"
und CD8" T—Zellen. In der oberen Reihe ist die Kontrolle dargestellt, fiir die Lang-DTR-Méuse PBS in die
Pfote injiziert bekamen. Die statistische Analyse zeigt (B) den Anteil proliferierender CD4" T-Zellen
(CFSE"%"¢) an der Gesamtzahl OV A-spezifischer CD4" T—Zellen bzw. (C) den Anteil proliferierender CD8"
T—Zellen (CFSE™*") an der Gesamtzahl OV A—spezifischer CD8" T—Zellen. Zwei unabhingige Experimente
wurden zusammengefasst. Jeder Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus. (***"p <0,0001;
#x42p = 0,0006)
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Somit spielen Langerin® DCs, mit Ausnahme von LCs, wahrscheinlich auch bei der Induktion einer
OV A-spezifischen CD8" T-Zell-Antwort eine wichtige Rolle. Fiir eine CD4" T-Zell-Antwort
sind Langerin” DCs weder nach einer L. major-Infektion noch nach der subkutanen Immunisierung

mit OVA notwendig.

Nachdem die zelluliren Grundlagen der L. major—Infektion in An— und Abwesenheit von
Langerin’ DCs analysiert wurden, sollte als nichstes eine wichtige Effektorfunktion der dabei

aktivierten Immunzellen untersucht werden: die Zytokinpoduktion.

3.1.4 L. major—spezifische Zytokinproduktion in Lang—-DTR—-M:usen

Viele Immunzellen iiben ihre Funktion durch die Sekretion 18slicher Faktoren aus. Auch wihrend
einer L. major—Infektion spielen Zytokine eine entscheidende Rolle bei der Eliminierung der
Parasiten. In diesem Teil geht es um die Produktion von IFN—y und IL-10 wéhrend der
L. major-Infektion und darum, ob Langerin’ DCs einen Einfluss darauf haben. IFN—y ist ein
wichtiges T—Zell-Effektorzytokin. Wéhrend einer L. major—Infektion sind IFN—y—produzierende
CD4" Th1-Zellen fiir die Eindimmung der Infektion unerlésslich. Das produzierte IFN—y fiihrt zur
Aktivierung infizierter Makrophagen, so dass diese in die Lage versetzt werden die intrazelluldren
Parasiten abzutdten (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Anders als IFN—y, spielt IL—10 vor allem bei
der Regulation der L. major—spezifischen adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle (Belkaid
et al., 2002a). Zuerst erfolgte der Nachweis dieser beiden Zytokine in den Zellkulturiiberstinden
von Gesamt-Lymphknotenzellen mittels ELISA. AnschlieBend wurde durch intrazelluldre
Zytokinfarbung bestimmt, in welchem Mal die einzelnen T—Zell-Subpopulationen an der

Produktion von IFN—y und IL—-10 beteiligt sind.

3.1.4.1 Zytokinsekretion durch Gesamt-Lymphknotenzellen

Um die Zytokinproduktion von Lymphknotenzellen zu analysieren, wurden die
Zellkulturiiberstdnde der in Abschnitt 3.1.2.2 beschriebenen Proliferationstests gesammelt und die
Menge an freigesetztem IFN—y und IL-10 gemessen. Fiir diesen Proliferationstest wurden
Lymphknotenzellen an Tag 4 und Tag 10 aus DT-behandelten und Kontrollméiusen isoliert und

antigenspezifisch in Gegenwart von L—-Ag restimuliert.
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Es zeigte sich, dass die Zellen aus beiden Mausgruppen zu jedem analysierten Zeitpunkt
vergleichbare Mengen an IFN—y und IL-10 produzierten (Abb. 3.11). Die IFN—y—Sekretion war zu
Beginn der Infektion noch gering, nahm jedoch im Verlauf bis Tag 28 kontinuierlich zu (Tag 4:
1173 + 336 pg / ml Kontrolle vs. 1020 + 372 pg / ml DT-Behandlung; Tag 10: 9362 + 1536 pg / ml
Kontrolle vs. 11570 + 1233 pg / ml DT-Behandlung, Daten fiir die spédten Zeitpunkte nicht gezeigt)
(Abb. 3.11A). IL-10 wurde vor allem wiéhrend der frithen Phase der Infektion produziert (Tag 4:
528 + 169 pg / ml Kontrolle vs. 628 + 192 pg / ml DT-Behandlung; Tag 10: 377 + 125 pg / ml
Kontrolle vs. 395 + 139 pg / ml DT-Behandlung) (Abb. 3.11B). Zu spiteren Zeitpunkten war
IL—-10 kaum noch nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Auch die Produktion von IL-12p40 und IL—4
wurde untersucht, allerdings lagen die Mengen beider Zytokine nur knapp oberhalb der
Nachweisgrenze. Auch hier waren keine Unterschiede zwischen DT-behandelten und
unbehandelten Lang—DTR—-Maéusen zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.11: Vergleichbare Zytokinsekretion von Lymphknotenzellen aus unbehandelten und
DT-behandelten Lang—DTR-M:iusen nach in vitro—Restimulation mit L-Ag

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. An Tag 4 und Tag 10 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert. Jeweils
3 x 10° Zellen wurden mit L-Ag oder Medium restimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden gesammelt und
mittels ELISA auf die Menge an freigesetztem (A) IFN—y und (B) IL-10 hin untersucht. Drei unabhingige
Experimente wurden zusammengefasst. Jeder Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus.
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3.1.4.2 Produktion von IFN—y und IL-10 durch T—Zell-Subtypen

Es ist wichtig zu untersuchen, welche Zellen an der Produktion eines bestimmten Zytokins beteiligt
sind. Zu diesem Zweck erfolgten in dieser Arbeit intrazelluldre Zytokinfarbungen. An Tag 4 und
Tag 10 nach Infektion mit L. major—Parasiten wurden Zellen aus den drainierenden Lymphknoten
von DT-behandelten und unbehandelten Lang-DTR—-Maéusen isoliert und mit PMA und Ionomycin
in Gegenwart von Golgi—Stop restimuliert. Nach vier Stunden wurden die Zellen mit anti—-CD4 und
anti—-CD8 Antikorpern extrazelluldr und mit anti—-IFN—y oder anti—IL-10 Antikérpern intrazelluldr
gefdrbt und im Durchflusszytometer analysiert.

Es zeigte sich, dass ein groBerer Anteil CD8" T—Zellen als CD4" T—Zellen positiv fiir IFN—y war.
So waren an Tag 4 durchschnittlich 13 % aller CD8" T—Zellen positiv fiir IFN—y, an Tag 10 sogar
20 % (Abb. 3.12F). Hingegen wurde IFN—y an Tag 4 in etwa 2 % und an Tag 10 in etwa 5 % der
CD4" T—Zellen nachgewiesen (Abb. 3.12E). Die IL-10-Produktion war nahezu auf CD4" T—Zellen
beschrinkt. An Tag 4 waren durchschnittlich 0,2 % aller CD4" T—Zellen positiv fiir IL-10 und an
Tag 10 etwa 0,8 % (Abb. 3.12G). Eine Produktion von IL-10 durch CD8" T—Zellen wurde zu
keinem Zeitpunkt beobachtet (Abb. 3.12D, H). Im Ubrigen trafen alle Beobachtungen fiir
DT-behandelte und Kontrollméuse gleichermalen zu.

Bei der gleichzeitigen Farbung von IFN—y, IL-10 und CD4 fiel auf, dass ein bedeutender Anteil
CD4" T-Zellen gleichzeitig IFN—y und IL-10 produzierte (Abb. 3.13A, roter Rahmen). Es ist
bekannt, dass bei der Infektion mit bestimmten L. major—Stimmen solche
“selbst—kontrollierenden” Th1-Zellen wichtig fiir die Regulation der adaptiven Immunantwort sind

(Anderson et al., 2007).
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Abb. 3.12: Die Anteile Zytokin—produzierender T-Zellen in den Lymphknoten von
L. major-infizierten Lang—DTR-Miiusen werden nicht durch die DT-Behandlung beeinflusst

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. majorParasiten
infiziert. An Tag O (naiv), Tag 4 und Tag 10 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen
isoliert und vier Stunden mit PMA und lonomycin in Gegenwart von Golgi—Stop restimuliert.
Zytokin—produzierende T-Zellen wurden durchflusszytometrisch nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen mit
anti-CD4 und anti-CD8 Antikorpern extrazelluldr und mit anti-IFN—y und anti-IL-10 Antikérpern
intrazelluldr geférbt. Die représentativen Dotplots zeigen fiir Tag 10 das Vorhandensein von IFN—y in (A)
CD4" und (B) CD8" T—Zellen bzw. das Vorhandensein von IL-10 in (C) CD4" und (D) CDS8" T—Zellen. Die
Zahlen oben rechts geben den prozentualen Anteil der Zellen in den einzelnen Quadranten an der
Gesamtzellzahl an. (E-H) Die statistische Analyse zeigt den Anteil Zytokin—produzierender Zellen an der
Gesamtzahl der entsprechenden T—Zell-Subpopulation. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir zwei unabhédngige
Experimente. Jeder Punkt représentiert eine individuell analysierte Maus. (n.n. = nicht nachweisbar)



Ergebnisse 58

An Tag 10 nach Infektion war in DT-behandelten Lang—DTR-Méiusen der Anteil
IFN—y/IL-10—doppelt-positiver Zellen an der Gesamtzahl der CD4" T—Zellen im Vergleich zu
Kontrollméusen signifikant reduziert (0,8 = 0,1 % Kontrolle vs. 0,4 £ 0,1 % DT-Behandlung;
p = 0,0003) (Abb. 3.13B). Demzufolge konnten LCs fiir die Aktivierung dieser besonderen
“selbst—kontrollierenden” Th1—Zellen wichtig sein. Dieser Schluss ergibt sich daraus, dass bei dem
angewendeten DT-Behandlungsprotokoll zwischen Tag 4 und Tag 7 der Infektion Langerin® dDCs
und mehr als 30 % der ,, blood—derived“ Langerin'CD8ca. ' CD4 DCs in den Miusen vorhanden

waren, aber LCs wihrend der gesamten zehn Tage fehlten.
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Abb. 3.13: Reduktion des prozentualen Anteils IFN—y/IL-10-doppelt—positiver Zellen an der
Gesamtmenge CD4" T—Zellen in den Lymphknoten DT-behandelter Lang—-DTR-Miuse

Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR—Méuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. An Tag O (naiv), Tag 4 und Tag 10 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen
isoliert und vier Stunden mit PMA und lonomycin in Gegenwart von Golgi—Stop restimuliert.
CD4" T-Zellen, die gleichzeitig IFN—y und IL-10 produzieren, wurden durchflusszytometrisch
nachgewiesen. Dazu wurden Zellen mit einem anti-CD4 Antikorper extrazellular und mit anti-IFN—y und
anti-IL-10 Antikérpern intrazelluldr gefirbt. (A) Der Dotplot zeigt CD4" T-Zellen. (B) Die statistische
Analyse zeigt den Anteil doppelt—positiver Zellen an der Gesamtzahl CD4" T—Zellen. Die Ergebnisse aus
zwei Experimenten wurden zusammengefasst. Jeder Punkt représentiert eine individuell analysierte Maus.
(***p =0,0003)

Zusammenfassend zeigen die Zytokinstudien, dass das Fehlen von Langerin® DCs keinen
entscheidenden Einfluss auf die Induktion IFN—y— und IL—-10-produzierender T—Zellen hat.
Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass LCs fiir die Aktivierung IFN—y/IL—10—doppelt—positiver
CD4" T—Zellen wichtig sind.

Bisher wurde die Bedeutung von Langerin’ DCs bei der Einleitung und der frithe Phase der
adaptiven L. major—spezifischen Immunantwort anhand der Induktion verschiedener
Lymphozytenpopulationen und der Zytokinproduktion untersucht. Im ndchsten Teil sollte nun der

Infektionsverlauf analysiert werden.
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3.1.5 Bedeutung von Langerin® DCs fiir den Verlauf einer L. major—Infektion

Bisher wurde die adaptive Immunantwort nach einer L. major—Infektion vor allem durch die
Anwendung zellbiologischer Methoden charakterisiert. Im folgenden Abschnitt werden die
Ergebnisse anderer Untersuchungen beschrieben, die dazu dienten den Infektionsverlauf, die
Parasitenlast, die Gedidchtnis—T-Zell-Antwort und die humorale Immunitdt in An— und
Abwesenheit von Langerin® DCs zu analysieren. Zunichst wird jedoch auf ein Problem

eingegangen, das bei Langzeitstudien in Lang—DTR—-M4iusen auftaucht.

3.1.5.1 Einfluss haufiger DT-Behandlung auf C57BL/6— und Lang—-DTR-Mjiuse

Langerin’ dDCs und ,, hlood—derived“ Langerin' CD8a'CD4™ DCs tauchen bereits vier Tage nach
einer DT-Behandlung wieder in der Dermis bzw. in den Haut—drainierenden Lymphknoten auf.
Eine L. major—Infektion, respektive die Schwellung der infizierten Pfote, dauert bei
Lang-DTR-Méusen etwa 80 Tage an. Damit die Abwesenheit aller Langerin® Zellen wihrend des
gesamten Infektionsverlaufs gewdhrleistet ist, miissten Lang—DTR—Mause also 80 Tage lang jeden
dritten Tag mit DT behandelt werden. Im rechten Bild der Abb. 3.14A ist eine Lang—DTR—Maus
abgebildet, die 15 Tage lang jeden dritten Tag mit DT behandelt worden ist. Im Gegensatz zu
unbehandelten Kontrollmiusen (Abb. 3.14A, linkes Bild) wiesen diese Mause Verschorfungen im
Halsbereich auf und waren abgemagert.

Von Lang-DTR- und C57BL/6—Maéusen, die jeden dritten Tag DT injiziert bekamen, wurden
Serumproben gewonnen und auf den Gehalt DT—spezifischer Antikorper hin iiberpriift. In beiden
Gruppen wurden hohe Mengen DT—spezifischer Antikdrper nachgewiesen, wobei C57BL/6—Méuse
sogar hohere Mengen aufwiesen. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass sie im
Gegensatz zu Lang—DTR—-Maiusen keine resorbierenden, hochaffinen DT—Rezeptoren besitzen
(Abb. 3.14B).

Eine DT-Behandlung im Abstand von drei Tagen iiber einen lidngeren Zeitraum war also
ausgeschlossen. Deshalb wurden Lang—DTR-Maiuse fiir die im Anschluss beschriebenen
Experimente jeden siebten Tag mit DT behandelt, wobei keinerlei Beschwerden auftraten und auch
keine DT-spezifischen Antikérper produziert wurden (Daten nicht gezeigt). Das bedeutet aber,
dass nach jeder DT-Behandlung fiir die Dauer von etwa drei Tagen Langerin® dDCs in der Dermis
und mehr als 30 % der ,, blood—derived “ Langerin+CD8a+CD4_ DCs in den Haut—drainierenden
Lymphknoten vorhanden sind. Nur LCs sind wegen ihrer langsameren Repopulationskinetik
wéhrend des gesamten Analysezeitraums abwesend. Bei der Beurteilung der folgenden Ergebnisse

muss dies stets bedacht werden.
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Abb. 3.14: DT-spezifische Nebenwirkungen bei C57BL/6— und Lang—-DTR—-Miusen nach wiederholter
DT-Behandlung im Abstand von drei Tagen

Lang-DTR- (n = 3) und C57BL/6— (n = 3) Miuse wurden fiir 15 Tage jeden dritten Tag mit DT behandelt.
(A) An Tag 15 wiesen DT-behandelte Lang—DTR—Maiuse (rechtes Bild) im Gegensatz zu unbehandelten
Maéusen (linkes Bild) Verschorfungen im Halsbereich auf. Die Méduse aflen und tranken nicht mehr, was zum
Gewichtsverlust fiihrte. (B) Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde C57BL/6— (graue Balken) und
Lang-DTR- (weille Balken) Méusen Blut entnommen. Mittels ELISA wurde die Menge DT—spezifischer
Antikérper im Serum nachgewiesen. Dargestellt ist das Verhidltnis der OD der Probe und eines
Referenzserums einer unbehandelten Maus.

3.1.5.2 Klinische Parameter der Infektion

Zuerst sollte die Auswirkung der wochentlichen DT-Behandlung auf den Infektionsverlauf in
Lang-DTR-Méusen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Miuse subkutan mit 3 x 10°
L. major—Parasiten in die rechte Pfote infiziert. AnschlieBend erfolgte die wochentliche Messung
der Pfotenschwellung. Innerhalb von zwei Wochen war bereits die stirkste Pfotenschwellung
messbar und bis zum endgiiltigen Abheilen der Schwellung dauert es weitere acht bis zehn
Wochen. Dabei waren die Infektionsverldufe in DT-behandelten und unbehandelten
Lang-DTR—-Maiusen nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 3.15). Dies war nicht {iberraschend, da
in vorhergehenden Experimenten bereits gezeigt wurde, dass die Induktion L. major—spezifischer
CD4" Thl-Zellen und die Produktion von IFN—y auch in wéchentlich mit DT behandelten
Lang-DTR—-Mdusen stattfindet. Allerdings konnte in allen Experimenten in DT-behandelten
Lang-DTR—-Madusen wihrend der friihen Phase der Infektion eine leicht erhohte Pfotenschwellung
nachgewiesen werden (Abb. 3.15).

Der Infektionsverlauf stimmte gut mit den Parasitenlasten iiberein, deren Bestimmung an den

Tagen 7, 14 und 28 nach Infektion mit Hilfe von RT-PCR—Analysen erfolgte (Abb. 3.16). An
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Tag 14 nach Infektion war die relative Parasitendichte in den Pfoten DT—behandelter Mduse
signifikant erhoht (Abb. 3.16B). Zu allen anderen Zeitpunkten und in den Lymphknoten

unterschieden sich die Parasitenlasten nicht voneinander (Abb. 3.16).
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Abb. 3.15: Die wochentliche DT-Behandlung hat keinen signifikanten Einfluss auf den Verlauf der
L. major-Infektion in Lang—DTR—-Miiusen

Unbehandelte (Jll) und DT—behandelte (J) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die
rechte Pfote infiziert. Der Infektionsverlauf wurde durch wochentliche Messung der infizierten Pfote
kontrolliert und als relative Zunahme gegeniiber der nicht infizierten Pfote dargestellt. Abgebildet sind die
Mittelwerte £ SEM. Die Daten eines reprasentativen von sechs unabhéngigen Experimenten mit mindestens
drei Méusen pro Gruppe sind dargestellt.
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Abb. 3.16: Die DT-Behandlung fiihrt zu einer hoheren Parasitenlast in L. major—infizierten Pfoten an
Tag 14 nach Infektion

Unbehandelte (Ji]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Maiuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die
Pfote infiziert. An Tag 7, 14 und 28 nach Infektion wurden Zellsuspensionen aus (A) poplitealen
Lymphknoten und (B) Pfoten hergestellt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die DNS isoliert. In
zweil separaten RT-PCRs wurden die Kopienzahlen von Leishmania—18S rRNA und Maus—B—Aktin
quantifiziert, deren Verhéltnis als relative Parasitendichte dargestellt ist. Abgebildet sind die Mittelwerte +
SEM. Die Daten eines représentativen von drei unabhéngigen Experimenten mit mindestens drei Méusen pro
Gruppe sind dargestellt. (¥*p = 0,047)
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Um zu iiberpriifen, ob Langerin® DCs fiir die Entwicklung einer funktionellen
Gedichtnis—T—Zell-Antwort wichtig sind, wurden Lang—DTR-Miuse nach Abklingen der
Primérinfektion in die linke Pfote reinfiziert. Zur Heilung der Reinfektion kam es bei
DT-behandelten und Kontrollméusen innerhalb von etwa 30 Tagen und damit erfolgte sie um
einen Faktor drei schneller als im Fall der Primérinfektion (Abb. 3.16A). Eine effiziente delayed
type hypersensitivity reaction (DTH—Reaktion) ist ebenfalls ein Zeichen fiir eine funktionelle
Gedachtnis—T—Zell-Antwort. Auch hier zeigten beide Mausgruppen ein schnelles An— und
Abschwellen der linken Pfote, in die an Tag 15 wahrend der Primérinfektion L-Ag injiziert wurde
(Abb. 3.16B). Dies bedeutet, dass L. major—spezifische Geddchtnis—T—Zellen in Abwesenheit von
Langerin’ DCs induziert werden.

SchlieBlich wurde der Einfluss von Langerin® DCs auf die L. major—spezifische humorale
Immunitdt untersucht. Dazu wurden Seren von DT-behandelten und unbehandelten
Lang-DTR-Maéusen an Tag 20 und Tag 40 nach Infektion gewonnen. Im ELISA erfolgte die
Bestimmung der relativen Menge L. major—spezifischer Antikdrper, bezogen auf ein naives
Referenzserum. Weder der Gehalt an Thl-Zell-Antwort—assoziiertem IgG2c, noch an
Th2—Zell-Antwort—assoziiertem IgG1 unterschied sich zwischen den beiden Gruppen (Abb. 3.17A,
B).
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Abb. 3.17: Kein Einfluss der DT-Behandlung auf den Verlauf der L. major—Reinfektion und der
DTH-Reaktion in Lang—-DTR-Miiusen

Unbehandelte (Jll) und DT—behandelte ((J) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die
rechte Pfote infiziert. (A) 30 Tage nach Abklingen der Primirinfektion wurden die Miuse mit 3 x 10°
L. major-Parasiten in die linke Pfote reinfiziert. Der Verlauf der Reinfektion wurde durch wochentliche
Messung der infizierten Pfote kontrolliert und als relative Zunahme gegeniiber der abgeheilten Pfote
dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM. Die Daten eines reprasentativen von vier unabhéngigen
Experimenten mit mindestens drei Méusen pro Gruppe sind dargestellt. (B) An Tag 15 nach Infektion wurde
den Miusen L—-Ag (entsprechend der Anzahl von 2 x 107 Parasiten) in die linke Pfote injiziert. 24, 48 und 72
Stunden spéter wurde die Schwellung der Pfote gemessen und als relative Zunahme gegeniiber einer naiven
Pfote dargestellt. Die Ergebnisse aus zwei unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Jeder
Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus.
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Abb. 3.18: Kein Einfluss der DT-Behandlung auf die Produktion L. major—spezifischer Antikorper in
Lang-DTR-Miiusen

Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die
rechte Pfote infiziert. An Tag O (naiv) und Tag 20 und Tag 40 nach Infektion wurde den Méusen Blut
entnommen. Mittels ELISA wurden L. major—spezifische (A) IgG2c und (B) IgG1 Antikdrper nachgewiesen.
Dargestellt ist das Verhéltnis der OD der Probe und eines Referenzserums einer naiven Maus. Die Daten
eines reprisentativen von drei unabhdngigen Experimenten mit mindestens drei Méusen pro Gruppe sind
dargestellt. Jeder Punkt représentiert eine individuell analysierte Maus.

Damit endet der Teil, der die L. major—spezifische Immunantwort im high dose—Modell zum
Untersuchungsgegenstand hatte. Zusammenfassend lisst sich sagen, dass Langerin® DCs nicht fiir
die Beseitigung der Infektion wichtig sind, was damit zu erkldren ist, dass eine
CD4" Thl-Zell-Antwort nicht durch die DT-Behandlung beeinflusst wird. Zusitzlich wurde
gezeigt, dass Langerin” dDCs und/oder ,, blood—derived* Langerin'CD8c.'CD4™ DCs eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung L. major—spezifischer CD8" T—Zellen spielen. Im nichsten Teil geht es
um die Immunantwort im low dose-Modell der L. major—Infektion in An— und Abwesenheit von

Langerin” DCs.

3.2 Die Funktion von Langerin® DCs im low dose-Modell der

L. major—Infektion

Bei der natiirlichen Infektion iibertrdgt die Sandmiicke etwa 100 L. major—Parasiten. Daher ist es
aulerordentlich wichtig, auch im Labor die Infektion mit geringen Parasitenzahlen zu untersuchen.
Innerhalb der letzten zehn Jahre konnte gezeigt werden, dass es nach Infektion von
C57BL/6—Méusen mit einer geringen Dosis L. major—Parasiten (100 — 3000 Parasiten) zu einer
lang andauernden silent phase kommt, die durch die Abwesenheit von Pathologie (Vermehrung des
Parasiten) und Immunitit (adaptive Immunantwort) gekennzeichnet ist (Belkaid et al., 2000).

Weiterhin wird vermutet, dass CD8" T—Zellen, anders als im high dose—Modell, fiir die
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Bekdmpfung der Infektion von entscheidender Bedeutung sind, da sie eine anféngliche
Th2—Zell-Antwort in Richtung Thl1-Zell-Antwort lenken (Belkaid ef al., 2002b; Uzonna et al.,
2004). Gemeinsam haben high dose—und low dose—Modell unter anderem, dass fiir die Heilung der
Infektion IFN—y—produzierende CD4" Th1-Zellen unerlésslich sind (Belkaid et al., 2000).

Das Ziel der im folgenden beschriebenen Untersuchungen war es die durch L. major—Parasiten des
Stammes MHOM/IL/81/FE/BNI verursachte Infektion mit geringen Parasitenzahlen zum ersten
Mal im Detail zu beschreiben. Insbesondere die Bedeutung von Langerin’ DCs sollte untersucht
werden. Nach Infektion DT-behandelter und unbehandelter Lang—DTR-Miuse mit 3 x 10°
L. major—Parasiten wurde der klinische Verlauf und die L. major—spezifische adaptive
Immunantwort analysiert. Am Ende der beiden Teile werden die Ergebnisse jeweils in
Zusammenhang mit denen aus den high dose—Untersuchungen gesetzt, um Gemeinsamkeiten und

Unterschiede der beiden Modelle herauszuarbeiten.

3.2.1 Klinische Parameter der Infektion

Um den Infektionsverlauf im /ow dose—Modell zu untersuchen, wurden DT-behandelte und
unbehandelte Lang—-DTR—Méuse mit 3 x 10’ L. major—Parasiten subkutan in die rechte Pfote
infiziert und die Pfotenschwellung wurde wochentlich gemessen. In DT-behandelten und
Kontrollmiusen konnte erst nach vier bis fiinf Wochen eine Pfotenschwellung festgestellt werden,
die im Anschluss fiir maximal sechs Wochen bestehen blieb, so dass die Infektion nach etwa 80
Tagen beseitigt war (Abb. 3.19A). Es wurden auch Versuche durchgefiihrt, in denen Méause mit
1000 oder 300 Parasiten infiziert wurden, jedoch konnte in diesen Fillen keine Pfotenschwellung
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Daher wurden in allen folgenden Experimenten
3 x 10° L. major—Parasiten fiir die Infektion verwendet.

In Reininfektionsexperimenten zeigte sich, dass DT—behandelte und Kontrollméuse auch nach
Infektion und anschlieBender Reinfektion mit 3 x 10’ Parasiten zu einer funktionellen
Gediachtnis—Antwort in der Lage sind. So heilten die reinfizierten Pfoten innerhalb von drei bis vier

Wochen vollstindig ab (Abb. 3.19B).
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Abb. 3.19: Kein veriinderter Infektionsverlauf in DT-behandelten Lang—DTR—-M:iusen nach Infektion
mit geringen Parasitenzahlen

Unbehandelte (Jll) und DT-behandelte () Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die
rechte Pfote infiziert. (A) Der Infektionsverlauf wurde durch wochentliche Messung der infizierten Pfote
kontrolliert und als relative Zunahme gegeniiber der nicht infizierten Pfote dargestellt. (B) 30 Tage nach
Abklingen der Primirinfektion wurden die Mause mit 3 x 10° L. major—Parasiten in die linke Pfote
reinfiziert. Der Verlauf der Reinfektion wurde durch wochentliche Messung der infizierten Pfote kontrolliert
und als relative Zunahme gegeniiber der abgeheilten Pfote dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte +
SEM. Die Daten eines reprisentativen von zwei unabhéngigen Experimenten mit mindestens drei Mausen
pro Gruppe sind dargestellt.

Um die Parasitenlast der infizierten Gewebe zu untersuchen, wurden Lang—DTR-Maiuse mit
3x 10° L. major-Parasiten infiziert. In wochentlichen Abstinden wurde DNS aus Lymphknoten—
und Pfotenproben gewonnen, um sie via RT-PCR zu analysieren. Wahrend der ersten vier Wochen
vor und ab der achten Woche der Infektion waren keine oder nur sehr wenige Parasiten in den
untersuchten Geweben nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Nur zwischen Woche vier und sieben
nach Infektion, und damit iibereinstimmend mit der Anschwellungsphase, waren in den Pfoten von
allen untersuchten Méusen und in einigen Lymphknoten Parasiten detektierbar (Abb. 3.20A, B).
Die Parasitenlast unterschied sich zu keinem der analysierten Zeitpunkte zwischen DT—behandelten
und unbehandelten Lang—-DTR—-Mausen.

Zur Untersuchung der humoralen Immunantwort wurde an Tag 20 und 40 nach Infektion Blut von
DT-behandelten und Kontrollmiusen abgenommen. Der Gehalt L. major—spezifischer Antikorper
im Serum wurde mittels ELISA analysiert. In beiden Mausgruppen waren an Tag 20 kaum
L. major—spezifische Immunglobuline detektierbar und an Tag 40 konnten nahezu ausschlieflich
IgG2c Antikorper, wenn auch in sehr geringen Konzentrationen, detektiert werden (Abb. 3.20C,

D).
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Abb. 3.20: Keine Beeinflussung der Parasitenlasten und der Produktion L. major—spezifischer
Antikdoper in DT-behandelten Lang—DTR—M:iusen nach Infektion mit geringer Parasitenzahl
Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Méiuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. (A, B) An Tag 30, 40 und 50 nach Infektion wurden Zellsuspensionen aus (A) poplitealen
Lymphknoten und (B) Pfoten hergestellt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die DNS isoliert. In
zwei separaten RT-PCRs wurden die Kopienzahlen von Leishmania—18S rRNA und Maus—3—Aktin
quantifiziert, deren Verhéltnis als relative Parasitendichte dargestellt ist. Es wurden fiinf bis acht Méuse pro
Gruppe und Zeitpunkt analysiert. Abgebildet sind die Mittelwerte = SEM. (C, D) An Tag 0 (naiv) und Tag 20
und Tag 40 nach Infektion wurde den Mausen Blut entnommen. Mittels ELISA wurden L. major—spezifische
(C) 1gG2c und (D) IgG1 Antikorper nachgewiesen. Dargestellt ist das Verhéltnis der OD der Probe und eines
Referenzserums einer naiven Maus. Jeder Punkt représentiert eine individuell analysierte Maus.

Im Vergleich mit dem high dose—Modell lisst sich feststellen, dass es nach Infektion mit 3 x 10’
L. major—Parasiten zu einer deutlich verzogerten Reaktion auf die injizierten Parasiten kam, und
dass alle untersuchten Parameter weit weniger ausgeprdgt waren, z. B. lag die hdchste
Pfotenschwellung nach Infektion mit 3 x 10° Parasiten bei 35 — 50 % und damit doppelt so hoch
wie die im low dose-Modell. Entsprechend dem leichteren Verlauf waren auch die Parasitenlasten
der infizierten Gewebe um einen Faktor von etwa zehn reduziert, wenn Lang—-DTR—-Maiuse mit
3x 10°, statt 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert wurden. Gemeinsamkeiten zwischen den
Modellen bestanden unter anderem in der Gesamtdauer der Infektion und Reinfektion, die jeweils
nicht ldnger als 80 bzw. 30 Tage war sowie darin, dass die DT-Behandlung sich nicht auf die
untersuchten Parameter auswirkte. Ob und wie Langerin® DCs die adaptive Immunantwort im low

dose—Modell beeinflussen, wurde im letzten Teil dieser Arbeit untersucht.
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3.2.2 Adaptive Inmunantwort im low dose—Modell

Die Qualitit der L. major—spezifischen T—Zell-Antwort konnte durch die Restimulierbarkeit
ex vivo—isolierter Lymphknotenzellen im Proliferationstest nachgewiesen werden (vergleiche
Abschnitt 3.1.2.2). Zu diesem Zweck erfolgte die Infektion von DT—behandelten Lang—DTR— und
Kontrollmiuse mit 3 x 10° Parasiten. AnschlieBend wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion Lymphknotenzellen isoliert, mit CFSE geféarbt und mit L-Ag restimuliert.

Ubereinstimmend mit dem Infektionsverlauf konnte zu den friihen Zeitpunkten keine
L. major—spezifische T-Zell-Proliferation detektiert werden, das hei3t nach L-Ag—Restimulation
war der Anteil proliferierender Zellen nicht groBer als in der Negativkontrolle (Medium) (Daten
nicht gezeigt). Erst bei Lympknotenzellen, die ab Tag 20 aus Lang—-DTR—-Méusen isoliert wurden,
konnte eine Induktion der Proliferation durch Inkubation mit L-Ag nachgewiesen werden. Die
stidrkste antigenspezifische Proliferation beider T—Zell-Subpopulationen war an Tag 40 nach
Infektion nachweisbar (CD4" T—Zellen: 8,9 + 2 % Kontrolle vs. 8,1 = 1 % DT-Behandlung;
CDS8" T—Zellen: 7,4 = 1 % Kontrolle vs. 5,9 + 1 % DT-Behandlung) (Abb. 3.21A, D). Kurz darauf
nahm die L-Ag-induzierte Proliferation wieder ab und an Tag 50 entsprach sie der

Negativkontrolle (Medium) (Abb. 3.21A, B, D, E).



Ergebnisse 68

A m  Lang-DTR Kontrolle D

O Lang-DTR DT-Behandlung
(1pg DT i.p. Tag -7, Tag 0, dann wdchentlich)

L-Ag L-Ag
20+ 20+
0 & " 0 &
< 5 <
55 o § 8 -
ST o 23 10 o
5 N oo -y 5 N 2 o .
o + oo 3+ T3 O
A " . &8 " o = On
O o ] [ ] m O
5] 2 —_ m s O
N M = n ML - T
Tag 20 Tag 40 Tag 50 Tag 20 Tag 40 Tag 50
B Medium E Medium
201 204
o & o &
Zs LR
¥ ¥
Q © o T
Lg E 104 o Lg E 104
S + S+
g% 2w
[Sia) o S o
O - . o2l O o =
- i -
0-—_.- % L 3 E - O o -" % [} _& - =1
Tag 20 Tag 40 Tag 50 Tag 20 Tag 40 Tag 50
C ConA F ConA
701 95+
] [ ]
~ 601 - - u ~ 90{ = "
S S -
€< 504 o Op g . E:'
55 o 55 %13 og
5T 40 - i 53 " og W o
82 30 o =l .‘@ s N 80 LI ol
=i S s s .
an 20 o & - - O
O L] O 704
104 m]
0 6
Tag 20 Tag 40 Tag 50 Tag 20 Tag 40 Tag 50

Abb. 3.21: Vergleichbare Proliferation von in vitro-restimulierten T-Zellen aus den Lymphknoten von
DT-behandelten und unbehandelten Lang-DTR—M:iusen nach Infektion mit 3 x 10° Parasiten
Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR—Méuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. An Tag 20, 30 und 40 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert und mit
CFSE markiert. Jeweils 3 x 10° CFSE—gefirbte Zellen wurden mit (A, D) L-Ag, (B, E) Medium oder (C, F)
ConA restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen CD4 und CDS8 gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. (A, B, C) Dargestellt ist der Anteil proliferierender CD4" T—Zellen
(CFSE“fEdrfg) an der Gesamtzahl CD4" T—Zellen bzw. (D, E, F) der Anteil proliferierender CD8" T—Zellen
(CFSE"%"¢) an der Gesamtzahl CD8" T—Zellen. Jeder Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus.

Mit Hilfe des oben beschriebenen Proliferationstests kann keine Aussage iiber die
T—Zell-Proliferation in vivo getroffen werden. Dazu wurde ein in vivo—Proliferationstest
durchgefiihrt, der darauf beruht, dass von Méusen oral aufgenommenes BrdU bei jeder Zellteilung
in die DNS der Tochterzellen eingebaut wird. Durch die Farbung mit einem anti—-BrdU Antikorper
kann die Zellteilung durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Fiir das Experiment wurden
DT-behandelte und Kontrollméuse mit 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert und jeweils drei Tage

vor dem entsprechenden Analysezeitpunkt bekamen sie mit BrdU angereichertes Wasser zu
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trinken. An Tag 0 (naiv), 10, 20, 30, 40 und 50 nach Infektion wurden Zellsuspensionen der
infizierten Pfoten und Lymphknoten hergestellt. Die Zellen wurden extrazelluldr mit anti—-CD4,
anti-CD8 und anti—~CD45 (nur im Fall der Pfoten) und intranukledr mit anti-BrdU Antikérpern
gefirbt und im Durchflusszytometer analysiert. In Abb. 3.22 ist der Anteil proliferierender (BrdU")
CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen in den infizierten Lymphknoten und Pfoten dargestellt. Es
zeigte sich, dass eine moderate Vermehrung BrdU" Zellen in beiden Organen erst ab Tag 30
erfolgt. In Lymphknoten und Pfoten erreichte der Anteil proliferierender T-Zell-Subpopulationen
maximal den doppelten Wert von dem, der in der Naivkontrolle gemessen wurde und war damit
sehr gering. Somit bestdtigten die in vivo—Untersuchungen die Ergebnisse des
in vitro—Proliferationstests, in dem es auch sehr spit zu einer sehr schwachen antigenspezifischen
Proliferation der T—Zellen kam (vergleiche Abb. 3.21A, D). Auch in diesen Untersuchungen

wurden keine Unterschiede zwischen DT—behandelten und unbehandelten Mausen festgestellt.
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Abb. 3.22: Kein Einfluss der DT-Behandlung auf die in vivo—Proliferation von T-Zellen nach
Infektion mit 3 x 10° L. major—Parasiten

Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Miuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die in vivo—Proliferation von T—Zellen durch BrdU-Einbau
bestimmt. Dafiir wurde den Tieren jeweils drei Tage vor Analyse BrdU ins Trinkwasser gemischt. Es wurden
Zellsuspensionen der drainierenden Lymphknoten und der infizierten Pfoten hergestellt. Die Zellen wurden
extrazelluldr mit anti-CD4, anti-CD8 und anti—-CD45 und intranukledr mit anti—-BrdU Antikdrpern gefarbt
und im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt ist der Anteil (A, C) proliferierender (BrdU")
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl CD4" T—Zellen bzw. (B, D) proliferierender (BrdU") CD8" T-Zellen an
der Gesamtzahl CD8" T—Zellen im (A, B) drainierenden Lymphknoten oder (C, D) in den infizierten Pfoten.
Es wurden drei Méuse pro Gruppe und Zeitpunkt analysiert. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM.
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Weiterhin sollte im low dose—Modell untersucht werden wie sich die zellulire Zusammensetzung
des Infiltrats im Verlauf der Infektion entwickelt. Um die Gesamtzellzahl und die Anzahl
aktivierter T-Zellen nachzuweisen, wurden Zellsuspensionen der Pfoten von DT-behandelten und
Kontrollméusen mit anti-CD45, anti-CD4, anti—-CD8 und anti-CD62L Antikorpern gefiarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. In beiden Mausgruppen war nur zwischen Tag 30 und 50 nach
Infektion eine Zunahme von CD45" Zellen in den infizierten Pfoten nachzuweisen, wobei diese an
Tag 40 am hochsten war. Schon an Tag 50 verringerte sich die Anzahl der infiltrierenden Zellen
wieder (Abb. 3.23A). Proportional zur Gesamtzellzahl verhielt sich die Zahl aktivierter
(CD62L™"¢) CD4" und CD8" T-Zellen (Abb. 3.23B, C). Noch deutlicher als im in
vitro—Proliferationstest war bei der Infiltration zu sehen, dass die CD8" T—Zell-Antwort bei
Weitem nicht so ausgeprigt ist, wie die CD4" T—Zell-Antwort. An Tag 40 waren durchschnittlich
7000 aktivierte CD4" T—Zellen, aber nur 1000 aktivierte CD8" T—Zellen in den infizierten Pfoten
von DT-behandelten und unbehandelten Lang-DTR—Maiusen zu finden (Abb. 3.23B, C). Wie
aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse zu erwarten war, hatte die DT-Behandlung keinen

Einfluss auf die Zusammensetzung des Infiltrats (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Infiltration von Zellen in die Pfoten nach Infektion mit 3 x 10° L. major-Parasiten
Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR-Méuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. Am Tag 0 (naiv) und Tag 30, 40 und 50 nach Infektion wurde die Zahl infiltrierender Zellen in den
infizierten Pfoten durchflusszytometrisch analysiert. Dafiir wurden Zellsuspensionen der infizierten Pfoten
hergestellt und mit anti-CD45, anti-CD4, anti-CD8 und anti-CD62L Antikdrpern gefarbt. (A) Dargestellt ist
die Gesamtzahl (A) CD45" Zellen, (B) aktivierter CD62L""8CD4" T-Zellen und (C) aktivierter
CD62L"*"¢CD8" T—Zellen. Jeder Punkt reprisentiert eine individuell analysierte Maus.
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SchlieBlich sollte auch die Zytokinproduktion infizierter Lymphknotenzellen im low dose—Modell
untersucht werden. Dazu wurden die Zellkulturiiberstdinde aus dem in vitro—Proliferationstest
(siche oben) gesammelt und mit Hilfe eines CBA—Kits analysiert. An Tag 20 konnte keine
L-Ag-induzierte Produktion von Zytokinen durch Lymphknotenzellen DT—behandelter oder
unbehandelter Lang—-DTR-Maiuse detektiert werden (Daten nicht gezeigt). An Tag 40 nach
Infektion produzierten Lymphknotenzellen aus beiden Mausgruppen relativ hohe Mengen IFN—y,

TNF und IL-10 (Abb. 3.23A, B, C). Die Sekretion von CCL-2, IL-6 und IL-12p70 wurde
hingegen nicht durch die Inkubation mit L-Ag induziert (Abb. 3.23D, E, F).

A ® Lang-DTR Kontrolle
O Lang-DTR DT-Behandlung D
(1pg DT i.p. Tag -7, Tag 0, dann wochentlich)
IFN-y CCL-2
120004 2004
o
n =]
(1]
]
E E —
<, 6000 . w 100 u
o n oy n (u]
—a_ n [u]
(] oo
[ L |:|E| ]
o o
0 ] 0 - an 0
L-Ag Medium L-Ag Medium
B IL-10 E IL-6
12004 12+
o ]
o
" o
E E N e
= 6004 m - = 6 ] —0— ]
]
= - oo = DD —H
Ay o o
LT o -
—as —0
0 0
L-Ag Medium L-Ag Medium
C TNF F IL-12p70
600 16+
]
L u] o
" o
- - " oo u
E 300 " E g = o
o o B} o " o
u
[ ]
L 1] DDD
o= - —— 0
L-Ag Medium L-Ag Medium

Abb. 3.24: Vergleichbare Zytokinsekretion durch in vitro-restimulierte Lymphknotenzellen von
DT-behandelten und unbehandelten Lang-DTR—M:iusen nach Infektion mit 3 x 10° Parasiten

Unbehandelte (Jl]) und DT-behandelte ((]) Lang-DTR—Méiuse wurden mit 3 x 10° L. major—Parasiten
infiziert. An Tag 40 nach Infektion wurden die poplitealen Lymphknotenzellen isoliert. Jeweils 3 x 10°
Zellen wurden mit L-Ag oder Medium restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellkulturiiberstinde
gesammelt und die Menge an sekretiertem (A) IFN—y, (B) IL-10, (C) TNF, (D) CCL-2, (E) IL-6 und (F)

IL-12p70 wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe des CBA—Kits bestimmt. Jeder Punkt reprisentiert eine
individuell analysierte Maus.
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Bei der Betrachtung der adaptiven Immunantwort im low dose—Modell lésst sich im Vergleich mit
dem high dose—Modell feststellen, dass es zu einer deutlich verzogerten T—Zell-Antwort und
Zytokinproduktion in den drainierenden Lymphknoten und folglich zu einer spiten Infiltration
aktivierter Effektor—T—Zellen in die infizierten Pfoten kam. Alle untersuchten Parameter waren
dabei weit weniger ausgeprigt als nach der Infektion mit 3 x 10° Parasiten. Interessanterweise
konnte eine starke CD8" T—Zell-Antwort, wie an Tag 4 im high dose-Modell, zu keinem Zeitpunkt
beobachtet werden. Auch in Bezug auf die adaptive Immunantwort gab es keine Unterschiede

zwischen DT-behandelten und Kontrollméusen.
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4 Diskussion

Fiir die erfolgreiche Eliminierung der obligat intrazelluldren L. major—Parasiten ist eine
Th1-Zell-Antwort unerlésslich, die in den Lymphknoten induziert wird, welche die infizierte Haut
drainieren (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Hierbei nehmen DCs eine zentrale Rolle ein. Die
murine Haut ist mit einem immunologischen Netzwerk ausgestattet, das verschiedene
DC—Subtypen enthélt. Welche Funktion diese DC—Populationen im experimentellen Modell der
Leishmaniose erfiillen, ist trotz intensiver Forschung in den vergangenen Jahren nicht bekannt und
wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des Lang—DTR—-Mausmodells untersucht, in welchem sich

Langerin” DCs durch die Injektion von DT depletieren lassen.

4.1 DT-induzierte Zelldepletion in Lang—DTR-M:iusen

In Lang—-DTR-Mausen ist die zelluldre Expression des C-Typ—Lektins Langerin an die des
hochaffinen, humanen DTR gekoppelt, iiber den DT in das Zytoplasma aufgenommen wird. Dort
blockiert DT die Proteinbiosynthese und 16st somit innerhalb kurzer Zeit den Zelltod aus
(Kissenpfennig et al., 2005b). In den in dieser Arbeit verwendeten Lang—DTR—Maéusen fiihrt die
Injektion von DT innerhalb von 24 — 48 Stunden zur Depletion aller Langerin® Zellen in der Haut,
zu einer 97 %—igen Depletion der ,, skin—derived“ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten
und zu einer 70 %-igen Depletion der ,, blood—derived“ Langerin'CD8c'CD4™ DCs in den
Haut—drainierenden Lymphknoten. In dieser Arbeit wird die 97 %-—ige Depletion der
., skin—derived“ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten als vollstdndige Depletion
interpretiert, denn es ist auszuschlieBen, dass die verbleibenden 3 % dieser Zellen einen
substantiellen Einfluss auf die Immunantwort haben.

Bereits vier Tage nach der DT-Injektion sind wieder erste Langerin’ dDCs in der Dermis und
kurze Zeit spiter in den Haut—drainierenden Lymphknoten nachweisbar. Bis Tag 14 nach
DT-Behandlung wird die Population sukzessive aufgefiillt (Poulin et al., 2007). Wahrscheinlich
kehren die ,, blood—derived“ Langerin'CD80."CD4™ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten
mit einer dhnlich schnellen Kinetik zuriick, jedoch sind diesbeziiglich bisher keine genauen
Untersuchungen durchgefiihrt worden. Erste LCs sind nicht vor Tag 14 nach DT-Behandlung in
der Epidermis und den Haut-drainierenden Lymphknoten zu finden, und es dauert etwa sechs
Wochen bis die Population vollstindig aufgefiillt ist (Kaplan et al., 2008; Kissenpfennig et al.,
2005b).
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Die Anwendung eines Mausmodells, in dem sich Langerin® Zellen durch DT-Behandlung
depletieren lassen, erfordert die Kontrolle des Toxins sowie moglicher Nebenwirkungen. Wiahrend
dieser Doktorarbeit wurden im Abstand von zwei bis vier Wochen epidermal sheets von
DT-behandelten Lang-DTR—Maéusen angefertigt. Da in diesen Mausen durch Firbung mit einem
Antikorper gegen Langerin niemals LCs in der Epidermis detektierbar waren, demonstrierten diese
Kontrollen sowohl die Wirksamkeit des DT als auch die Stabilitit der DTR—Expression in den am
Bernhard—Nocht-Institut geziichteten Méusen (siche Abb. 3.1).

Um in Lang-DTR-Méusen die maximal erreichbare Depletion von Langerin® DCs fiir die Dauer
einer L. major—Infektion zu gewéhrleisten, miissten die Mause fiir etwa 80 Tage wiederholt im
Abstand von drei Tagen mit DT behandelt werden, da bereits vier Tage nach DT-Injektion
Langerin+ dDCs in der Dermis und ,, blood—derived Langerin+CD80c+CD4_ DCs in den
Haut—drainierenden Lymphknoten auftauchen. Eine DT-Behandlung an jedem dritten Tag fiihrte
allerdings schon nach 15 Tagen zu starken Nebenwirkungen in Lang-DTR—-Maiusen. Neben den
physischen Beeintrdchtigungen (Gewichtsverlust, Verschorfungen im Halsbereich) wiesen die
Maiause DT-spezifische Antikérper im Blut auf (siehe Abb. 3.14). Da parallel behandelte
C57BL/6—Méiuse sogar schneller, hohere Titer als die Lang-DTR-M4iuse aufwiesen, liegt die
Vermutung nahe, dass die beobachteten Effekte eine Reaktion auf nicht absorbiertes DT sind
(Daten nicht gezeigt). Wochentlich mit DT behandelte Lang—DTR—-Maiuse hatten hingegen keine
DT-spezifischen Antikdrper im Serum (Daten nicht gezeigt). Dass diese Art der DT-Behandlung
an sich den Infektionsverlauf beeinflusst, konnte ausgeschlossen werden, da infizierte
C57BL/6-Maéuse, die jeden siebten Tag mit DT behandelt wurden, einen vergleichbaren
Krankheitsverlauf aufwiesen, wie die unbehandelten Kontrolltiere (siche Abb. 3.2). Entsprechend
dieser Daten wurden Lang-DTR—Mdéuse in dieser Arbeit maximal jeden siebten Tag mit DT
behandelt. In Langzeitstudien konnte also die L. major—spezifische Immunreaktion in vollstdndiger
Abwesenheit von LCs und partieller Abwesenheit von Langerin® dDCs und von ,, blood-derived *

Langerin' CD8a.'CD4~ Zellen analysiert werden.

4.2 LCs sind nicht an der Einleitung einer L. major—spezifischen

Th1-Zell-Antwort beteiligt

Bereits 2004 zweifelten zwei Publikationen die Rolle von LCs bei der Einleitung einer
L. major—spezifischen Th1-Zell-Antwort an (Lemos et al., 2004; Ritter et al., 2004b). Lemos et al.
benutzten ein Mausmodell, in dem ausschlieBlich CD8a" und CD11b" Zellen, aber angeblich nicht

LCs MHC-II-Molekiile exprimieren und somit CD4" T-Zellen L-Ag prisentieren konnen. Da
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diese Méuse eine fiir resistente Méause normale L. major—spezifische Immunreaktion entwickelten,
schlussfolgerten die Autoren, dass LCs fiir die Heilung der Infektion entbehrlich sind. Die
Wissenschaftler konnten jedoch nicht iiberzeugend demonstrieren, dass LCs in ihrem Modell
tatséchlich keine MHC—II-Molekiile exprimieren, denn sie fiihrten keine Farbung gegen Langerin
durch, welches damals der einzig bekannte LC—spezifische Marker war (Lemos et al., 2004). Ritter
et al. zeigten hingegen eindeutig, dass L-Ag CD4" T-Zellen in den Haut—drainierenden
Lymphknoten durch Langerin- DCs présentiert wird (Ritter ef al., 2004b). In dieser Arbeit konnte
jedoch nicht tiberpriift werden, ob LCs einen indirekten Einfluss auf die adaptive Immunantwort
gegen L. major haben, z. B. durch die Freisetzung 16slicher Mediatoren am Infektionsort oder den
Transport von L-Ag zum Haut—drainierenden Lymphknoten. Dies war erst mit der Entwicklung
der Lang-DTR—Maus moglich.

Um die Bedeutung von LCs fiir den Infektionsverlauf zu untersuchen, wurden wdochentlich mit DT
behandelte und unbehandelte Lang—DTR-Maéiuse mit hohen und geringen Dosen von
L. major—Parasiten infiziert. Zu bestimmten Zeitpunkten nach der Infektion wurde die
FuBlschwellung gemessen, die Parasitenlast von Haut—drainierenden Lymphknoten und Pfoten
bestimmt, die Produktion L. major—spezifischer Antikorper untersucht und die Fahigkeit zur
Ausbildung einer Gedachtnis—T—Zell-Antwort analysiert. Es zeigte sich, dass die Infektion in
Abwesenheit von LCs so effizient eingedimmt werden konnte wie in der Kontrollgruppe. Auch die
Parasitenlasten der infizierten Gewebe, die humorale Immunitidt sowie die Qualitdt der
Gedéichtnis—T-Zell-Antwort glichen sich in LC-defizienten und Kontrollmiusen (siche
Abb. 3.15 — 3.18 fiir das high dose—Modell; Abb. 3.19 — 3.20 fiir das low dose—Modell).

Um zu untersuchen, ob die Abwesenheit von LCs die Anzahl antigenspezifischer CD4" T—Zellen in
den Haut—drainierenden Lymphknoten beeinflusst, wurden Lymphknotenzellen aus mit 3 x 10°
L. major—Parasiten infizierten Lang—DTR—-Maiusen isoliert und mit L—-Ag restimuliert. Weder
wihrend der frithen Phase der Infektion (Tag 4 und 10) noch zu spiteren Zeitpunkten (Tag 14, 21
und 28; Daten nicht gezeigt) unterschieden sich die Proliferationsraten der CD4" T—Zellen
zwischen LC—defizienten und Kontrollméusen (siche Abb. 3.6A). Die beiden Mausgruppen wiesen
an Tag 4 und 10 nach Infektion vergleichbare Zahlen aktivierter CD4" T—Zellen in den infizierten
Haut—drainierenden Lymphknoten (siehe Abb. 3.6E) und Pfoten (sieche Abb. 3.8E) auf. SchlieBlich
zeigten intrazelluldre Zytokinanalysen, dass die entscheidende Effektorfunktion der induzierten
Th1-Zellen unabhidngig von LCs ist, da die prozentualen Anteile der IFN—y—produzierenden
CD4" T-Zellen in den Haut-drainierenden Lymphknoten und Pfoten von DT-behandelten und
Kontrollméusen einander dhnelten (sieche Abb. 3.12A, E; Daten fiir Pfoten nicht gezeigt).

Dass die Induktion der L. major—spezifischen CD4" T-Zell-Antwort tatsichlich nicht von LCs
abhdngig ist und es sich nicht um eine Beobachtung handelt, welche durch die gleichzeitige

Abwesenheit der anderen Langerin” DCs in der Dermis und dem Haut-drainierenden Lymphknoten
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hervorgerufen wird, zeigten Experimente, in denen Lang—-DTR—Maéusen nur sieben Tage vor der
Infektion, nicht aber am Tag der Infektion mit DT behandelt wurden. Diesen Méusen fehlten
wihrend der ersten vier Tage der Infektion ausschlielich LCs, da die Populationen der anderen
Langerin’ DCs bereits wieder aufgefiillt waren. An Tag 4 nach Infektion mit L. major war in diesen
Miusen die CD4" T-Zell-Proliferation identisch zu der von Zellen aus unbehandelten
Lang—-DTR-Maéusen (siche Abb. 3.9A).

Mit Hilfe von Immunisierungsexperimenten mit dem Modellantigen OVA sollte in einem weiteren
Modell gezeigt werden, dass die Abwesenheit von LCs keinen Einfluss auf die
CD4" T-Zell-Aktivierung nach der subkutanen Applikation eines Antigens hat. Dazu wurden
OVA-spezifische CD4" T-Zellen in DT-behandelte und unbehandelte Lang-DTR-Méuse
transferiert und ihre Proliferation nach Injektion von OVA in die Mauspfoten bestimmt. Es zeigte
sich, dass auch in diesem Modell die Abwesenheit von LCs keinen Einfluss auf die
CD4" T-Zell-Proliferation hatte (siche Abb. 3.10A, B).

Die beschriebenen Ergebnisse stimmen sehr gut mit neueren Untersuchungen iiberein, in denen
sich immer deutlicher herauskristallisiert, dass LCs fiir die Aktivierung einer adaptiven
Immunantwort nicht von Bedeutung sind. So kommt es in Abwesenheit von LCs zur effizienten
Kontakthypersensitivitétsreaktion (Bursch et al., 2007; Kissenpfennig et al., 2005b; Wang et al.,
2008). Es zeigte sich, dass weder die humorale noch die zellvermittelte Immunitit nach gene
gun—Immunisierungen vom Vorhandensein von LCs abhingig ist (Nagao et al., 2009; Stoecklinger
et al., 2007). AuBlerdem sind LCs nicht fiir die Einleitung einer Herpes simplex—Virus—spezifischen
Immunantwort notwendig (Allan et al., 2003; Allan et al., 2006). Beziiglich des Immunsystems der
Haut stellt sich somit die Frage, welche Zellen fiir die Aktivierung einer adaptiven Immunantwort

verantwortlich sind.

4.2.1 Welcher DC-Subtyp aktiviert CD4" T-Zellen wihrend der

L. major-Infektion?

Da LCs offensichtlich nicht fiir die Aktivierung einer L. major—spezifischen Thl-Zell-Antwort
notwendig sind, muss ein anderer DC—Subtyp diese Aufgabe erfiillen. Es wire moglich, dass
andere DCs in der Haut (Langerin” dDCs oder Langerin~ dDCs) oder ,, blood—derived“ DCs, die in
den Haut—drainierenden Lymphknoten lokalisiert sind, diese Aufgabe libernehmen. Zusitzlich
wurde kiirzlich ein weiterer DC—Subtyp beschrieben, der wahrscheinlich von Monozyten abstammt
und wihrend einer L. major—Infektion auftritt. Da bisher jedoch nicht zweifelsfrei geklért ist, ob es

sich dabei um Vorlduferzellen der ,, skin—derived“ DCs oder eine eigenstindige DC—Subpopulation
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handelt, wird diese Zellart in den folgenden Betrachtungen nicht weiter beriicksichtigt (Leon et al.,
2007; Merad et al., 2008).

Um die Frage zu beantworten, ob Langerin+ dDCs oder , blood-derived*
Langerin' CD8a'CD4~ DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten bei der Aktivierung
L. major-spezifischer CD4" T—Zellen involviert sind, wurden Lang-DTR-Miuse, die sieben Tage
vor und am Tag der Infektion mit DT behandelt wurden, mit 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert.
Diesen Madusen fehlten wihrend der ersten vier Tage der Infektion neben LCs auch die beiden
anderen Langerin’ DC-Subtypen. Die Proliferation von CD4" T-Zellen, die an Tag 4 nach
Infektion aus den Haut—drainierenden Lymphknoten isoliert und mit L-Ag restimuliert wurden,
unterschied sich nicht zwischen DT—behandelten und unbehandelten Miusen (siche Abb. 3.9A).
Auch die Anzahl aktivierter CD4" T—Zellen in den infizierten Haut—drainierenden Lymphknoten
(siche Abb. 3.4E, Tag 4) und Pfoten (siche Abb. 3.8E, Tag 4) war von der Abwesenheit aller
Langerin® DCs nicht beeinflusst. Und schlieBlich produzierten in den Haut-drainierenden
Lymphknoten DT-behandelter Lang-DTR-Miuse gleiche Anteile an CD4" T-Zellen IFN—y wie in
den Kontrolltieren (siche Abb. 3.12E, Tag 4).

Zu spiteren Zeitpunkten ldsst sich die Bedeutung von Langerin~ dDCs und von ,, blood—derived
Langerin' CD8a'CD4~ DCs bei der L. major—spezifischen Thl-Zell-Antwort in diesem
Mausmodell nicht zuverldssig untersuchen. Dies liegt daran, dass sie in Lang-DTR-Maéusen
aufgrund ihrer schnellen Repopulationskinetik zwischen den wochentlichen DT-Behandlungen fiir
einen Zeitraum von zwei bis drei Tagen in geringen Mengen in der Dermis bzw. den
Haut—drainierenden Lymphknoten vorhanden waren (Poulin et al., 2007). Aufgrund der hier
gewonnenen Daten fiir Tag 4 nach Infektion, dem Zeitpunkt, an dem es in den Haut—drainierenden
Lymphknoten zur Induktion der adaptiven Immunantwort kommt, in Zusammenhang mit dem
Befund von Ritter et al., dass L-Ag in den Haut—drainierenden Lymphknoten mit Langerin~ Zellen
assoziiert ist, scheint es jedoch sehr unwahrscheinlich, dass Langerin+ dDCs oder ,, blood—derived
Langerin' CD8a'CD4 DCs fiir die L. major—spezifische Thl1-Zell-Antwort wichtig sind (Ritter
et al., 2004b).

Unter der Annahme, dass LCs und andere Langerin® DCs keine Rolle bei der
L. major—spezifischen Thl-Zell-Aktivierung spielen, scheint es nahe liegend, dass
Langerin- dDCs L-Ag in der Haut aufnehmen, in die Haut—drainierenden Lymphknoten wandern
und dort naive CD4" T-Zellen antigenspezifisch aktivieren. Es wire jedoch ebenso méglich, dass
, blood—derived* DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten in die L. major—spezifische
CD4" T-Zell-Aktivierung involviert sind. Fiir letzteres sprechen Ergebnisse von lezzi et al., die
zeigen, dass auch nach der operativen Entfernung der Inokulationsstelle kurz nach der Infektion
eine schiitzende Th1-Zell-Antwort in den Haut—drainierenden Lymphknoten ausgelost wird (Iezzi

et al., 2006). Auf welchem Weg L-Ag die ,, blood—derived DCs in den Haut—drainierenden
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Lymphknoten erreichen soll, ist unklar. Folgende Szenarien wéren denkbar: (1) Infizierte Zellen
setzten losliches L—-Ag am Infektionsort frei, das mit der Lymphfliissigkeit passiv in die
Haut—drainierenden Lymphknoten geschwemmt wird. Solange das Molekulargewicht des Antigens
kleiner als 70 kDa ist, gelangt es in die T-Zell-Zone, wo es von DCs aufgenommen und présentiert
werden kann (Lammermann und Sixt, 2008). (2) L-Ag wird am Infektionsort durch
Langerin- dDCs aufgenommen und prozessiert. Diese Zellen wandern in die Haut—drainierenden
Lymphknoten und iibergeben L-Ag/MHC-II-Komplexe an dort lokalisierte DCs, welche es
CD4" T-Zellen prisentieren. Dieser MHC—Peptid-Transfer ist unter dem Begriff cross dressing
bekannt geworden, und wird in Abschnitt 4.4.2 erneut aufgegriffen werden (Dolan et al., 2006).
Ein Schwachpunkt dieser beiden Szenarien besteht darin, dass unklar ist, wie eine DC ohne
Kontakt mit dem Parasiten kostimulatorische Molekiile exprimieren (,,Signal 2*) und IL—12
produzieren (,,Signal 3*“) kann, um eine funktionelle CD4" T-Zell-Antwort einzuleiten.
(3) L. major-Parasiten werden mit der Lymphe in den subkapsuldren Sinus des Haut—drainierenden
Lymphknotens geschwemmt, wo sie aufgrund ihres zu hohen Molekulargewichts stecken bleiben.
Dort lokalisierte antigenprésentierende Zellen konnten dann zur Prozessierung des Parasiten und
anschlieBenden Présentation oder Weitergabe von L-Ag an andere DC—Subtypen beitragen

(Lammermann und Sixt, 2008).

Die hier diskutierten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass LCs fiir eine schiitzende
L. major—spezifische Thl-Zell-Antwort entbehrlich sind. Weiterhin gibt es starke Hinweise
darauf, dass auch die anderen Langerin® DCs nicht fiir die Aktivierung von CD4" T-Zellen
wéhrend der Infektion verantwortlich sind. Ob Langerin~ dDCs oder ,, blood—derived“ DCs in den
Haut—drainierenden Lymphknoten diese Aufgabe erfiillen, bleibt offen und wird der
Untersuchungsgegenstand weiterer Arbeiten sein. Als nichstes stellte sich die Frage, welche
Funktion, wenn nicht die Aktivierung der schiitzenden Immunantwort, LCs im experimentellen

Modell der Leishmaniose erfiillen.

4.3 Die Rolle von LCs bei der Regulation der L. major—Infektion

Da in den vergangenen Jahren vermehrt Hinweise auftauchten, dass LCs fiir die Regulation
adaptiver Immunantworten notig sein kdnnten, wurde ihr immunregulatorisches Potential in der
L. major—Infektion untersucht.

Bei der Kontrolle der adaptiven Immunantwort gegen L. major spielen natiirliche regulatorische
T—Zellen (nTreg) eine wichtige Rolle. Belkaid et al. demonstrierten, dass wéhrend einer Infektion

in resistenten Mausstimmen nTregs am Infektionsort auftauchen, welche durch IL-10-abhéngige



Diskussion 79

und IL-10—unabhéngige Mechanismen die Funktion lokaler Effektorzellen regulieren. Dies fiihrte
zu einer unvollstindigen Beseitigung des Parasiten, was wiederum wichtig fiir die Ausbildung des
immunologischen Gedichtnisses ist und so zur protektiven Immunitét beitrdgt (Belkaid et al.,
2002a; Suvas et al., 2004). Somit sorgen nTregs in der L. major—Infektion fiir eine Balance
zwischen Wirt und Pathogen, die letztlich beiden zugute kommt (Belkaid, 2007). Kiirzlich konnte
ein L. major—Stamm isoliert werden, der in normalerweise resistenten C57BL/6—Méusen einen
chronischen Infektionsverlauf verursacht (Anderson et al., 2005). Kurze Zeit spiter zeigten die
Autoren, dass in dieser Infektion nicht nTregs, sondern andere CD4" T—Zellen an der Regulation
der Immunantwort beteiligt sind. Dabei handelt es sich um Thl—Zellen, die neben IFN—y auch
IL-10 produzieren (Anderson et al., 2007). In einer parallelen Studie wurde demonstriert, dass
diese Zellen auch an der Immunsuppression einer Toxoplasma gondii—Infektion beteiligt sind. Hier
zeigte sich zudem, dass IL—10 nur transient von den Thl-Zellen exprimiert wird, was darauf
hindeutet, dass es sich um einen negativen Feedback—Mechanismus handeln kdnnte (Jankovic
et al., 2007).

Um zu untersuchen, ob LCs einen Einfluss auf die Regulation der L. major—spezifischen
Immmunantwort haben, fand eine Analyse der oben beschriebenen regulatorisch wirksamen
CD4" T-Zell-Populationen (nTregs, IFN—y/IL—10-doppelt-positive T-Zellen) in DT-behandelten
und unbehandelten Lang-DTR-Méusen statt. Die DT-Injektion erfolgte dabei, wie gewohnlich,
beginnend sieben Tage vor der Infektion und anschlieend jeweils im Abstand von einer Woche.
Fiir alle durchgefiihrten Experimente wurden die Mause mit 3 x 10° L. major—Parasiten infiziert.

Der Anteil von nTregs in Haut—drainierenden Lymphknoten und Pfoten wurde mit Hilfe einer
Féarbung gegen den fiir diese Zellpopulation spezifischen Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead
box protein 3) bestimmt. Er unterschied sich zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (Tag 7, 14, 21,
28) zwischen LC—defizienten und Kontrollméusen (Daten nicht gezeigt). Die Bestimmung des
Anteils IFN—y/IL-10—doppelt—positiver CD4" T—Zellen in den Haut—drainierenden Lymphknoten
erfolgte durch intrazelluliren Zytokinnachweis. An Tag 10 nach Infektion war dieser in
LC—defizienten Miusen im Vergleich zu Kontrollméusen signifikant verringert (siche Abb. 3.13).
Es scheint unwahrscheinlich, dass diese Beobachtung durch das Fehlen anderer Langerin” DCs, als
LCs verursacht wird, denn Langerin® dDCs und ,, blood—derived“ Langerin'CD8ca'CD4~ DCs
waren zwischen den wochentlichen DT-Behandlungen fiir mindestens drei Tage, ndmlich
zwischen Tag 4 und Tag 7, wieder in den Maéusen vorhanden. Der Anteil der
IFN—y/IL—-10—doppelt—positiven CD4" T—Zellen in den Haut—drainierenden Lymphknoten nahm zu
spateren Zeitpunkten in beiden Mausgruppen ab. Zwischen DT-behandelten und Kontrollmausen
waren keine Unterschiede mehr nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Dass diese Zellen nur wihrend
eines kurzen Zeitraums der Infektion detektierbar sind, stimmt mit dem Befund iiberein, dass

Th1—Zellen IL-10 nur transient in Folge eines negativen Feedback—Mechanismus exprimieren
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(Jankovic et al., 2007). Weiterhin konnten in keiner der untersuchten Gruppen
IFN—y/IL-10—doppelt-positive CD4" T—Zellen in den infizierten Pfoten nachgewiesen werden, was
darauf hindeutet, dass diese Zellen die Aktivierung der adaptiven Immunantwort in den
Haut—drainierenden Lymphknoten regulieren, aber nicht die Effektorzellen am Infektionsort (Daten
nicht gezeigt).

Die gewonnenen Ergebnisse geben Grund zu der Annahme, dass LCs in die Immunregulation einer
L. major—Infektion eingreifen konnen, indem sie die Aktivierung von
IFN—y/IL-10—doppelt—positiven CD4" T—Zellen beeinflussen. In weiteren Untersuchungen sollte
iiberpriift werden, ob dies liber direkten Kontakt zwischen LC und T—Zelle oder iiber indirekte
Mechanismen erfolgt. Weiterhin sollte analysiert werden, ob IFN—y/IL-10-doppelt—positive
CD4" T-Zellen generell an der Regulation der Infektion mit dem in dieser Arbeit verwendeten
Parasitenstamm beteiligt sind oder ob es sich um einen unspezifischen Effekt handelt, der durch die
hohe Parasitendosis verursacht wird.

Eine immunregulatorische Wirkung von LCs konnte bisher vor allem im Lang—DTA-Mausmodell
von Kaplan et al. nachgewiesen werden. Diesen Méusen fehlen LCs von Geburt an, wéihrend alle
anderen Zelltypen, unter ihnen auch Langerin+ dDCs und , blood—derived*
Langerin' CD8a'CD4~ DCs, vorhanden und uneingeschriinkt funktionsfihig sind (Kaplan et al.,
2005). Diese Méause weisen in Experimenten, in denen ihnen ein Hapten auf die Haut aufgetragen
wird, eine verstirkte Kontakthypersensitivititsreaktion auf, was die Autoren auf eine mangelnde
Immunregulation zuriickfithren (Kaplan et al., 2005). In einer weiteren Studie demonstrierten die
Wissenschaftler, dass ein Hauttransplantat einer ménnlichen Maus, das in der Regel von weiblichen
Maiusen desselben Stammes akzeptiert wird, von LC—defizienten Lang—-DTA—M4iusen abgestoflen
wird. Daraus schlossen die Autoren, dass LCs fiir die Akzeptanz dieses Transplantats durch die
Unterdriickung der Immunreaktion notwendig sind (Kaplan et al., 2005; Obhrai et al., 2008). Bei
der Interpretation von Ergebnissen, die mit dem Lang—-DTA—-Mausmodell gewonnen werden, muss
beachtet werden, dass sich das Immunsystem der Haut dieser Tiere in Abwesenheit von LCs
entwickelt. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass entwicklungsbiologische Verdnderungen

zu den beobachteten Effekten fithren (Kaplan ef al., 2005; Obhrai ef al., 2008).

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass LCs nicht durch die Aktivierung von Th1—Zellen,
sondern, wenn iiberhaupt, iiber die Induktion suppressiver Mechanismen an der adaptiven
Immunantwort gegen L. major beteiligt sind. Neben CD4" Thl-Zellen und regulatorisch
wirksamen T—Zellen scheinen auch CD8" T—Zellen eine wichtige Rolle in der Infektion zu spielen.
Uber die genaue Funktion und die Aktivierung dieser Zellpopulation im experimentellen Modell

der Leishmaniose ist bisher nur sehr wenig bekannt.
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4.4 Die Funktion von CD8" T-Zellen im experimentellen Modell der

Leishmaniose

CD8" T-Zellen spielen nicht nur bei der Beseitigung von Virus—Infektionen, sondern auch bei der
Bekimpfung anderer Krankheitserreger eine wichtige Rolle. Die Funktion von CD8" T-Zellen in
der L. major—Infektion ist nicht vollstandig geklart. Einige Untersuchungen sprechen fiir eine
wichtige Rolle in Sekundérinfektionen mit dem Parasiten (Muller, 1992; Muller et al., 1993;
Muller et al., 1994). Frithe Studien, in denen Miause mit anti-CD8 Antikorpern behandeltet
wurden, zeigten, dass CD8" T—Zellen auch fiir die Heilung einer Primérinfektion essentiell sind
(Titus et al., 1987). Neuere Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass CD8" T—Zellen fiir die
Kldrung einer Erstinfektion nicht zwingend erforderlich sind. In diesen Arbeiten war der
Infektionsverlauf in C57BL/6—Maéusen, die 2-Mikroglobulin— oder CD8-defizient waren,
identisch zu dem in Kontrollméusen (Huber et al., 1998; Wang et al., 1993). Wurden CD8" und
CD8—depletierte Mause jedoch statt mit hohen Parasitenzahlen, mit nur etwa 100 Parasiten
intradermal ins Ohr infiziert, konnten sie die Infektion nicht beseitigen (Belkaid et al., 2002b).
Weitere Untersuchungen demonstrierten, dass in diesem Fall CDS8" T-Zellen wichtig sind, da sie
die transiente Th2—Zell-Antwort in eine Thl-Zell-Antwort umkehren (Belkaid et al., 2002b;
Uzonna et al., 2004). Es ist zu beachten, dass in den Studien von Belkaid et al. und Uzonna et al.
ein anderer L. major-Stamm als in der vorliegenden Arbeit benutzt wurde. Ob CD8" T-Zellen
wihrend einer intradermalen Infektion mit wenigen L. major—Parasiten des hier verwendeten
Stammes essentiell sind, ist nicht bekannt. Im Prinzip kénnten CD8" T—Zellen sowohl iiber die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie z. B. IFN—y, als auch iiber ihre zytotoxische
Funktion zur Beseitigung einer L. major—Infektion beitragen (Ruiz und Becker, 2007).

Die Arbeit von Huber et al. zeigte zwar eindeutig, dass CD8" T—Zellen nicht nétig sind, um eine
Infektion mit 2 x 10’ L. major—Parasiten des Stammes MHOMY/IL/81/FE/BNI erfolgreich
einzuddmmen, allerdings untersuchten die Autoren weder, ob und wie CD8" T—Zellen in den
Kontrollméusen an der Immunantwort beteiligt sind, noch wie sich die CD8" T-Zell-Defizienz im
Fall einer low dose—Infektion auswirkt (Huber et al., 1998). Daher war ein Bestandteil der
vorliegenden Arbeit die CD8" T-Zell-Antwort in einem resistenten Mausstamm nach Infektion mit
3x10° oder 3 x 10° L. major-Parasiten des Stammes MHOM/IL/81/FE/BNI genauer zu
analysieren.

Nach Infektion mit 3 x 10° L. major—Parasiten stieg die Anzahl CD8" T—Zellen in den
Haut—drainierenden Lymphknoten in Lang-DTR—Kontrollmiusen innerhalb der ersten zehn Tage
um mehr als das zehnfache an (siehe Abb. 3.3C). Auch die Zahl der CD8" T—Zellen, welche die
infizierten Pfoten infiltrierten, nahm bis Tag 10 um ein Vielfaches zu (siche Abb. 3.8B, D, F).
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SchlieBlich proliferierten nach Restimulation mit L-Ag bis zu 60 % der CD8" T—Zellen, die an
Tag 4 aus den Haut—drainierenden Lymphknoten von L. major—infizierten Lang—DTR—-Maiusen
isoliert wurden (siche Abb. 3.6B, Tag 4). Uberraschenderweise unterschied sich damit die
CD8" T-Zell-Antwort wihrend der friilhen Phase der Infektion quantitativ kaum von der
CD4" T-Zell-Antwort. Allerdings proliferierte bereits an Tag 14 nach Infektion nur noch ein
geringer Anteil von CD8" T-Zellen aus den Haut-drainierenden Lymphknoten antigenspezifisch
(< 10 %) und dementsprechend traten nur noch wenige aktivierte CD8" T—Zellen in den infizierten
Pfoten auf (Daten nicht gezeigt). Hingegen kam es zu diesen spiten Zeitpunkten zur Verstiarkung
der CD4" T-Zell-Antwort (Daten nicht gezeigt). Was die Effektorfunktion der friih auftretenden
CD8" T-Zellen betrifft, zeigten intrazellulidre Zytokinfirbungen, dass sie in der Lage sind IFN—y,
aber nicht IL-10 zu produzieren (siche Abb. 3.12A, E, D, H). Es ist also unwahrscheinlich, dass es
sich dabei um regulatorisch wirksame CD8" T—Zellen handelt (Smith und Kumar, 2008).

Nach einer Infektion mit 3 x 10 Parasiten kam es im Gegensatz zur high dose—Infektion erst sehr
spat zur Einleitung der adaptiven Immunantwort. Das zeigte unter anderem die
L-Ag—Restimulation von Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten aus den Haut—drainierenden
Lymphknoten isoliert worden waren. Erst an Tag 40 war die antigenspezifische Proliferation beider
T-Zell-Subtypen am stirksten, wobei die CD8" T-Zell-Antwort schwicher als die
CD4" T-Zell-Antwort war (sieche Abb. 3.21). Noch deutlicher wurde die vergleichsweise geringe
Beteiligung von CD8" T—Zellen bei der Analyse der aktivierten T-Zellen in den infizierten Pfoten.
An Tag 40 waren mit 7000 CD4 CD62L"*"" T—Zellen etwa siebenmal mehr aktivierte
CD4" T-Zellen als CD8" T—Zellen detektierbar. Tatsichlich waren zu keinem der analysierten
Zeitpunkte signifikant mehr CD8'CD62L"*"*¢ T—Zellen in den infizierten als in naiven Pfoten
nachweisbar (sieche Abb. 3.23C). Somit konnte im Gegensatz zur high dose—Infektion eine
verhiltnismiBig starke CD8" T-Zell-Antwort in der low dose-Infektion zu keinem Zeitpunkt
nachgewiesen werden. Ob CD8" T-Zellen dennoch fiir die Beseitigung der low dose—Infektion
essentiell sind, wie die Ergebnisse von Belkaid et al. vermuten lassen, ist offen und sollte mit Hilfe

einer CD8”~ Maus beantwortet werden (Belkaid ez al., 2002b).

Die durchgefiihrten Untersuchungen deuten also darauf hin, dass CD8" T—Zellen unter bestimmten
Umsténden an einer adaptiven Immunantwort gegen L. major—Parasiten des hier verwendeten
Stammes MHOM/IL/81/FE/BNI beteiligt sind. Eine starke CD8" T-Zell-Antwort war jedoch nur
nach Infektion mit einer hohen Parasitenzahl und in der frithen Phase der Immunantwort
nachweisbar. Es ist vorstellbar, dass bei einer sehr hohen Parasitenlast CD8" T—Zellen die Infektion
so lange in Schach halten, bis die Th1-Zell-Antwort stark genug ist, um die Erreger zu beseitigen.
Wie es zur Aktivierung einer L. major—spezifischen CD8" T-Zell-Antwort kommt ist ebenso

wenig geklirt, wie die Frage, welche Zellen dafiir verantwortlich sind.
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4.4.1 Die Aktivierung L. major-spezifischer CD8" T—Zellen

L. major—Parasiten befinden sich in der Regel in den Phagosomen ihrer Wirtszellen. Das bedeutet,
dass infizierte Zellen nur iiber cross presentation eine CD8" T—Zell-Antwort einleiten kénnen. Mit
L. major infizierte Makrophagen aktivieren offensichtlich keine naiven CD8" T—Zellen, sind jedoch
in der Lage von L. major stammende Peptide an MHC-I-Molekiile gebunden auf ihrer
Zelloberfliche zu prisentieren, wodurch sie die Zytokinfreisetzung durch CD8" T-Effektorzellen
induzieren konnen (Bertholet ef al., 2005). In vitro—Untersuchungen zeigten, dass im Gegensatz zu
Makrophagen, DCs, die mit L. major infiziert sind, sehr effizient naive CD8" T—Zellen aktivieren.
Somit sind DCs héchstwahrscheinlich fiir die Einleitung der adaptiven CD8" T-Zell-Antwort
wihrend der Infektion hauptverantwortlich (Bertholet et al., 2005). Diese Daten stimmen mit
Ergebnissen iiberein, die auf eine Spezialisierung von DCs fiir die cross presentation hinweisen
(den Haan et al., 2000; Lin et al., 2008a; Rodriguez et al., 1999).

Wie L. major bzw. L-Ag in den MHC—I-Prisentationsweg der DC gelangt, ist bisher nicht geklért.
Bertholet ef al. entwickelten einen L. major—Stamm, der ein chimidres OVA—Protein sezerniert
(Bertholet et al., 2005). Mit diesen Parasiten infizierte DCs présentieren
OV A-Peptid/ MHC-I-Komplexe auf ihrer Zelloberfliche und aktivieren naive OV A—spezifische
CDS8" T-Zellen in vitro und in vivo. Dieser Prozess ist unabhiingig von TAP. Weiterhin l6sen
TAP—defiziente DCs, welche mit Parasiten des L. major—Stammes MHOM/IL/80/FRIEDLIN
infiziert und mit in vivo—aktivierten antigenspezifischen CD8" T—Zellen inkubiert wurden, eine
robuste IFN—y—Produktion durch diese T—Zellen aus. SchlieBlich ist der Infektionsverlauf in
TAP—defizienten Méusen nach der intradermalen Injektion von 10* L. major—Parasiten des
Stammes MHOM/IL/80/FRIEDLIN nicht anders als in Wildtyp—Mausen (Bertholet ef al., 2006).
Daraus ldsst sich ableiten, dass L—-Ag iiber einem TAP-unabhingigen Prozess CD8" T—Zellen

prasentiert wird und es stellt sich die Frage, welcher DC—Subtyp dazu in der Lage ist.
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4.4.2 Langerin® DCs sind an der Aktivierung L. major-spezifischer

CD8" T—Zellen beteiligt

Bis zu diesem Zeitpunkt existiert keine Arbeit, die untersucht hat, welchen Einfluss verschiedene
DC-Subtypen auf die Einleitung einer L. major—spezifischen CD8" T—Zell-Antwort haben. Wie
bereits erwédhnt, befinden sich in der murinen Haut mindestens drei verschiedene DC—Subtypen,
die nach einer Infektion mit L. major mit dem Parasiten in Kontakt geraten konnen. Aulerdem
kommen weitere DC—Subtypen in den Haut—drainierenden Lymphknoten vor, welche ebenfalls
eine Rolle bei der Aktivierung von CD8" T-Zellen spielen konnten. Mit Hilfe von
Lang-DTR-Miusen erfolgte die Untersuchung der Rolle von Langerin’ DCs bei der Aktivierung
der L. major—spezifischen CD8" T—Zell-Antwort im high dose-Modell.

Mit L-Ag restimulierte Lymphknotenzellen aus Lang—DTR-Maiusen, die so mit DT behandelt
wurden, dass ihnen wéhrend der ersten vier Tage der Infektion nur LCs fehlten, zeigten zu diesem
Zeitpunkt eine unverinderte CD8" T—Zell-Antwort (sieche Abb. 3.9B). Fehlten jedoch neben LCs
auch Langerin® dDCs und 70 % der ,, blood—derived“ Langerin'CD80'CD4 DCs in den
Haut—drainierenden Lymphknoten, kam es zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation von
L. major—spezifischen CD8" T-Zellen nach L-Ag-Restimulation (siehe Abb. 3.9B). Auch die
Anzahl aktivierter CD8" T—Zellen in den infizierten Haut—drainierenden Lymphknoten (siehe
Abb. 3.4F, Tag 4) und Pfoten (siehe Abb. 3.8F, Tag 4) war in diesen Versuchen deutlich verringert.
An Tag 10 nach Infektion, wenn die CD8" T-Zell-Antwort bereits wieder am Abklingen ist, waren
keine Unterschiede zwischen DT—behandelten und Kontrollm&usen festzustellen (siche Abb. 3.4F,
3.6B und 3.8F, Tag 10). Dabei muss allerdings beachtet werden, dass zwischen Tag 4 und Tag 10
in wochentlich mit DT behandelten Lang-DTR—Méusen Langerin+ dDCs und ,, blood—derived “
Langerin CD8a'CD4™ DC teilweise zuriickgekehrt waren. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die
Reduktion der voriibergehend auftretenden CD8  T-Zell-Antwort in DT-behandelten
Lang—DTR-Maéusen der Grund fiir die stirkere Pfotenschwellung zu Beginn der Infektion ist (siche
Abb. 3.15), welche sich in der erhohten Parasitenlast in den infizierten Pfoten an Tag 14 nach
Infektion widerspiegelt (siche Abb. 3.16B).

Die Ergebnisse der Infektionsexperimente zeigen eindeutig, dass LCs fiir die Aktivierung
L. major—spezifischer CD8" T-Zellen nicht notwendig sind. Gleichzeitig deuten sie auf eine
wichtige Rolle von Langerin’ dDCs und/oder ,, blood—derived* Langerin'CD8c.'CD4™ DCs bei
dieser Aufgabe hin. Da die L. major—spezifische CD8" T-Zell-Antwort in Abwesenheit von
Langerin’ dDCs und ,, blood—derived* Langerin'CD8ca.'CD4™ DCs aber nicht um 100 % reduziert
war, konnen wahrscheinlich auch andere DCs diese Funktion erfiillen. Es sei denn, die 30 % der

. blood—derived " Langerin'CD80'CD4” DCs, die nach jeder DT-Behandlung in den
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Haut—drainierenden Lymphknoten verbleiben, sind fiir die beobachtete CD8" T—Zell-Antwort in
DT-behandelten Lang—DTR—M4usen verantwortlich. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass
die ,, blood-derived*“ Langerin'CD80."CD4 DCs eine hohe Ahnlichkeit zu den ,, blood—derived
CD8c.'CD4™ DCs in den Haut—drainierenden Lymphknoten aufweisen, die besser als alle anderen
DCs CD8" T-Zell-Antworten gegen exogene Antigene auslsen konnen (Lin ef al., 2008a).

Sollten DCs, die sich im Haut—drainierenden Lymphknoten befinden, fiir die Aktivierung
L. major—spezifischer CD8" T—Zellen verantwortlich sein, stellt sich die Frage wie sie in Kontakt
mit dem Parasiten bzw. L-Ag kommen. Es wurde bereits in anderen Studien gezeigt, dass
,blood-derived"* CD80.'CD4™ DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten zellulire Antigene
von einwandernden Langerin' dDCs oder LCs aufnehmen und iiber cross presentation
CDS8" T—Zellen aktivieren konnen (Allan et al., 2006; Belz et al., 2004; Carbone et al., 2004). Ein
weiterer Mechanismus besteht im Transfer von Peptid/MHC-I-Komplexen von einer
einwandernden auf eine im Haut—drainierenden Lymphknoten befindliche DC. Dieser Prozess wird
als cross dressing bezeichnet (Qu et al., 2009; Smyth et al., 2008). Eine andere Moglichkeit ist,
dass L—-Ag passiv mit der Lymphe in die Haut—drainierenden Lymphknoten geschwemmt und dort
von DCs aufgenommen wird (siche Abschnitt 4.2.1).

In einem anderen Modell sollte die Hypothese getestet werden, dass Langerin® DCs, mit Ausnahme
von LCs, fiir die Aktivierung von CD8" T-Zell-Antworten in den Haut-assoziierten lymphatischen
Geweben zustindig sind. Dazu wurden CFSE—gefirbte, OVA-spezifische CD8" T-Zellen in
DT-behandelte und unbehandelte Lang—-DTR—Mause transferiert und anschlieBend OVA in deren
Pfoten injiziert. Es zeigte sich, dass die transferierten CD8 T-Zellen in LC—defizienten Méusen
genauso stark proliferierten wie in Kontrollmdusen (sieche Abb. 3.10A, C). Hingegen war die
Proliferation bei zusitzlicher Abwesenheit von Langerin’ dDCs und , blood—derived
Langerin' CD8a'CD4™ DCs signifikant reduziert (siche Abb. 3.10A, C). Also spielen auch in
diesem Versuch Langerin® DCs, mit Ausnahme von LCs, eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
OVA-spezifischer CD8" T—Zellen. Auch in anderen Modellsystemen konnte gezeigt werden, dass
Langerin’ DCs CD8" T-Zell-Antworten stimulieren.

4.4.2 Langerin’ DCs aktivieren CD8" T—Zellen

Im Jahr 2006, als die Heterogenitit der Langerin—exprimierenden DCs noch nicht aufgeklért war,
zeigten Stoitzner et al., dass ,LCs*“ in der Lage sind fiiber cross presentation
CD8" T-Zell-Antworten gegen Antigene in der Haut auszuldsen (Stoitzner et al., 2006). Unter
Beriicksichtigung des heutigen Wissens um die anderen Langerin® DCs und der Ergebnisse dieser

Arbeit ist anzunehmen, dass nicht ausschlieBlich LCs diesen Effekt vermittelten. In einer



Diskussion 86

Folgearbeit untersuchten die Autoren, ob LCs bei der epikutanen Immunisierung gegen
Tumorantigene eine Rolle spielen, indem sie CD8" T—Zellen mit einer Spezifitit fiir diese Antigene
aktivieren. Dazu fiihrten sie Immunisierungen in Lang—-DTR—Maéusen durch, die so mit DT
behandelt wurden, dass ithnen neben LCs auch die anderen Langerin+ DCs fehlten. Obwohl zu
diesem Zeitpunkt bekannt war, dass mehrere Langerin® DC—Subtypen in der Dermis und in den
Haut—drainierenden Lymphknoten vorkommen, schlussfolgerten sie, dass LCs iiber cross
presentation CD8" T—Zellen aktivieren (Stoitzner et al., 2008). Angesichts der Ergebnisse der
vorliegenden Doktorarbeit sollte genauer untersucht werden, ob in diesen Experimenten nicht eher
Langerin” DCs, die keine LCs sind, CD8" T—Zellen aktivieren (Brewig et al., 2009).

Weitere Studien zeigten, dass Langerin’ DCs bei der Aktivierung von CD8" T—Zellen nach einer
Influenza—Infektion beteiligt sind (GeurtsvanKessel et al., 2008). AuBlerdem demonstrierte eine
Studie, dass CD103" DCs in den bronchoalveolaren Lymphknoten iiber cross presentation
CD8" T-Zellen nach Inhalation eines Antigens aktivieren. Langerin° dDCs sind im Gegensatz zu
LCs ebenfalls CD103", und es wire denkbar, dass CD103" DCs einen gemeinsamen Ursprung
haben, der sich auch in einer einheitlichen funktionellen Spezialisierung niederschligt (del Rio et
al., 2007).

Angesichts der steigenden Anzahl von Daten, die zeigen, dass Langerin® DCs
CD8" T-Zell-Antworten gegen exogene Antigene auslosen konnen, taucht die Frage auf, ob
Langerin selbst in den Prozess der cross presentation involviert ist. Langerin ist ein
C-Typ—Lektin—Rezeptor und an der Aufnahme von HIV und Candida albicans beteiligt (de Witte
et al., 2007, Takahara et al., 2004). Zudem ist bewiesen worden, dass Langerin und
Birbeck—Granulae in endozytotischen Prozessen involviert sind (Valladeau et al., 2000). Um zu
untersuchen, ob die Aufnahme von Antigenen iiber Langerin zur effizienten cross presentation
fiihrt, erzeugten Wissenschaftler einen monoklonalen Antikdrper, der Langerin erkennt und an den
ein Antigen gekoppelt ist. Damit ist der gezielte Transfer dieses Antigens iiber Langerin in die DC
moglich. In vivo—Untersuchungen zeigten, dass die auf diesem Weg mit Antigen beladenen DCs
Peptid/ MHC-I- und Peptid/ MHC-II-Komplexe auf der Zelloberfliche prisentieren und CD8" und
CD4" T-Zell-Antworten stimulieren. Also fiihrte der gezielte Antigentransfer iiber Langerin zur
cross presentation (Idoyaga et al., 2008).

Interessanterweise zeigen Langerin’~ Miuse keinen verdnderten Infektionsverlauf nach einer
L. major—Infektion (Kissenpfennig et al., 2005a). Dies stimmt mit unseren Daten {iberein, die
zeigen, dass trotz der reduzierten CDS8  T-Zell-Aktivierung in DT-behandelten
Lang-DTR-Maéusen der Krankheitsverlauf nicht signifikant verdndert ist.

Zusammenfassend zeigen die hier durchgefiihrten Ergebnisse, dass LCs fiir eine

L. major-spezifische CD8" T-Zell-Antwort ebenso wenig von Bedeutung sind wie fiir eine
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CD4" T-Zell-Antwort. Anders als im Fall der CD4" T-Zell-Aktivierung, die génzlich unabhingig
von Langerin® DCs ist, scheinen Langerin® dDCs und/oder , blood-derived*
Langerin' CD8a'CD4™ DCs aber eine wichtige Rolle bei der Induktion von L. major—spezifischen

CD8" T—Zellen durch cross presentation zu spielen.

4.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt eindeutig, dass Langerhans Zellen (LCs), im Gegensatz zu der
bisherigen Annahme, nicht an der Einleitung einer L. major—spezifischen Thl-Zell-Antwort
beteiligt sind. Es bleibt allerdings unbeantwortet, welche Zellen Antigen in der Haut aufnehmen,
zum Lymphknoten wandern und dort CD4" T—Zellen aktivieren. Um dies zu analysieren, sollten
histologische Untersuchungen im Zentrum der anschlieBenden Untersuchungen stehen. Damit
konnte in situ gezeigt werden, welche DC—Subtypen mit L—-Ag assoziiert sind und mit
CD4" T-Zellen im Haut-drainierenden Lymphknoten in Kontakt treten.

Dartiber hinaus lieferte diese Arbeit Hinweise auf eine regulatorische Funktion von LCs. In einem
Modell, das die spezifische Beladung von LCs mit einem Antigen erlaubt, lieBe sich die
Modulation der T-Zell-Antwort gegen dieses Antigen untersuchen. Um die Bedeutung von LCs
bei der Induktion immunsuppressiver Mechanismen wéhrend einer L. major—Infektion genauer
analysieren zu konnen, wére ein Mausmodell erforderlich, in dem die selektive Abwesenheit von
LCs tiber den gesamten Zeitraum der Infektion gewéhrleistet werden kann. Zwar existiert mit der
Lang-DTA-Maus bereits ein Modell, in dem selektiv LCs von Geburt an fehlen, allerdings hat es
den Nachteil, dass entwicklungsbiologische Effekte der LC—Defizienz nicht ausgeschlossen werden
konnen (Kaplan et al., 2005). Mit Hilfe der wachsenden Kenntnis der Marker verschiedener
DC-Subtypen sollte es mdglich sein ein Mausmodell zu generieren, in dem selektiv die Depletion
von LCs induziert werden kann.

Die vorgestellten Ergebnisse deuten auf eine Involvierung von Langerin® dDCs und/oder von
,,blood—derived Langerin+CD8a+CD4_ DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten bei der
Aktivierung von CD8" T-Zellen nach einer L. major—Infektion hin. Mit Hilfe histologischer
Analysen und eines in vivo—cross presentation assays sollte zundchst die Population identifiziert
werden, die L-Ag in MHC-I-Molekiilen prisentiert (Lin et al., 2008b). Anschliefend wire es
interessant den Mechanismus aufzuklidren, {iber den L. major-Antigen in den

MHC-I-Prisentationsweg der entsprechenden DC—Population gerit.
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5 Zusammenfassung

Der obligat intrazelluldre Parasit Leishmania (L.) major verursacht im Menschen die kutane Form
der Leishmaniose. Die Erreger werden durch den Stich einer Sandmiicke in die Wirtshaut
ibertragen und infizieren dort Zellen des mononukledren Systems. Im experimentellen
Mausmodell der Leishmaniose ist die Resistenz gegen L. major mit einer T-Helfer—Antwort vom
Typ 1 (Thl-Zell-Antwort) verbunden. Im Verlauf dieser Immunreaktion regen
IFN—y—produzierende CD4" T—Zellen infizierte Makrophagen zur Bildung von antimikrobiellem
Stickstoffmonoxid an, was schlielich zur Beseitigung der intrazelluldr lebenden Parasiten fiihrt.

Der gingigen Lehrbuchmeinung nach aktivieren dendritische Zellen (dendritic cells, DCs), die
Leishmanien am Infektionsort aufgenommen und prozessiert haben, L. major—spezifische T-Zellen
in den Haut—drainierenden Lymphknoten. Die Haut von Madusen enthdlt nach heutigem
Kenntnisstand drei verschiedene DC—Subtypen. Langerhans Zellen (Langerhans cells, LCs), die
positiv fiir das C-Typ—Lektin Langerin (CD207) sind, befinden sich ausschlieBlich in der
Epidermis, wihrend in der Dermis sowohl Langerin® als auch Langerin- DCs vorkommen. Die
Funktion dieser Zellen in der kutanen Immunitét ist bisher kaum verstanden. In dieser Arbeit sollte
untersucht werden, wie die unterschiedlichen DC—Subtypen der Haut bei der Aktivierung der
adaptiven Immunantwort gegen L. major involviert sind.

Dazu wurden Lang—DTR-Maéiuse verwendet, die den hochaffinen, humanen Diphtheria
Toxin—Rezeptor (DTR) unter der Kontrolle des /angerin—Gen—Promotors exprimieren. Die
Behandlung mit Diphtheria Toxin (DT) fiihrt in diesen Méusen zur selektiven Depletion von
Langerin’ DCs. Um den Einfluss von Langerin’ DCs auf den Verlauf der L. major—Infektion und
auf die frithe Phase der adaptiven Immunantwort zu analysieren, wurden Lang—DTR—-Maéuse mit
DT behandelt und subkutan mit L. major—Parasiten infiziert.

Der Infektionsverlauf und die Parasitenlast der infizierten Gewebe dhnelten sich in
DT-behandelten Lang—DTR—Maéusen und unbehandelten Kontrollmdusen. Auch die Produktion
von L. major—spezifischen Immunglobulinen und die Aktivierung von Gedichtnis—T-Zellen wurde
durch die DT-Behandlung nicht beeinflusst. Die Untersuchung der antigenspezifischen
T-Zell-Antwort zeigte, dass die Depletion von Langerin’ DCs zu keiner Verinderung der
CD4" T-Zell-Antwort fiihrte und auch die IFN—y—Produktion nicht beeinflusste. Allerdings kam es
in DT-behandelten Lang-DTR-Miusen zu einer stark reduzierten Induktion von CD8" T—Zellen.
Durch eine Variation des DT-Behandlungsprotokolls konnte demonstriert werden, dass nicht LCs,
sondern andere Langerin® DCs fiir die Aktivierung der L. major-spezifischen

CD8" T-Zell-Antwort verantwortlich sind.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Langerin® DCs bei der Einleitung
einer schiitzenden Th1-Zell-Antwort gegen L. major keine Rolle spielen. Ob Langerin~ dermale
DCs oder DCs, welche sich in den Haut—drainierenden Lymphknoten befinden,
L. major—spezifische CD4" T-Zellen aktivieren, wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
Dariiber hinaus lieferte die reduzierte CD8  T-Zell-Aktivierung in L. major—infizierten
DT-behandelten Lang-DTR—-M4usen erstmals einen Hinweis auf die Bedeutung der vor Kurzem
identifizierten Langerin’ dermalen DCs bei der Einleitung CD8" T-Zell-Antworten gegen

extrazelluldre Pathogene in der Haut.
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