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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Ein Organismus ist in seiner Umwelt fortwdhrend dem Kontakt mit Krankheitserregern
wie Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten ausgesetzt. Daher ist fiir die Erhaltung der
biologischen Integritiit des Individuums und zur Gewihrleistung seines Uberlebens ein
funktionstiichtiges und vielschichtiges Abwehrsystem notwendig, das Krankheits-
erreger, korperfremde Stoffe und auch entartete korpereigene Zellen sofort als
,gefihrlich oder ,.fremd* erkennt und bekdmpft (Ubersicht bei Janeway et al., 2002;
Janeway Jr., 1992).

Das Immunsystem hoherer Vertebraten ist duBBerst komplex aufgebaut. Es besteht aus
einem System von ineinander greifenden Mechanismen, das sich aus Abwehrzellen der
weillen Blutkorperchen (Leukozyten), aus loslichen Komponenten und aus den
lymphatischen Organen und Geweben zusammensetzt. Dabei dienen die sog. priméiren
lymphatischen Organe, zu denen Knochenmark und Thymus zdhlen, der Entstehung,
Entwicklung und Reifung von Immunzellen. Die sekundéren lymphatischen Organe
sind diejenigen Gewebe, in denen die Immunzellen aktiviert werden. Dazu gehoren
Lymphknoten, Mandeln, Milz und lymphatische Gewebe auf Schleimhduten wie z.B.
die Peyerschen Plaques (Peyer-Platten) im Darm (Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

Schon das Eindringen eines Erregers wird dadurch erschwert, dass der Organismus iiber
ausgekliigelte unspezifische Schutzbarrieren verfiigt. Dazu zéhlen physikalische Barrie-
ren wie die Epithelien und Endothelien der Haut- und Schleimhédute, biochemische
Abwehrmechanismen durch Enzyme, z.B. Proteasen oder Lysozym, und chemische
Mechanismen wie die bakterizide und fungizide Wirkung von Schleimen u. a. Sekreten.
Trotz der genannten Schutzbarrieren kann es Fremdstoffen gelingen, in den Korper
einzudringen. Dann werden die Mechanismen der unspezifischen und spezifischen

Abwehr aktiviert, die eng miteinander verzahnt sind.

1.1.1 Die angeborene Immunitit

Die unspezifische angeborene Immunitét, die dabei zuerst aktiv wird, ist nicht auf

bestimmte Krankheitserreger ausgerichtet. Der unspezifischen Abwehr von Fremd-
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stoffen (Bakterien, Viren, anorganischen Partikeln usw.) und u. U. auch dem Abbau von
korpereigenen Stoffen, z.B. von Erythrozytentriimmern u. &., dienen bestimmte geldste
Stoffe wie Proteine (z.B. Komplementfaktoren, Akute-Phase-Proteine), Zytokine wie
die Interferone sowie aggressive Verbindungen (z.B. O,-Radikale). Uberdies sind an
den unspezifischen Abwehrvorgdngen ,Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und
Zellen, die inflammatorische Mediatoren freisetzen (Basophile, Mastzellen und
Eosinophile), beteiligt. Des weiteren Zellen, die durch Phagozytose korperfremde
Substanzen unschéddlich machen (Phagozyten, Fresszellen), also Monozyten/
Makrophagen und die neutrophilen Granulozyten. Die Phagozyten besitzen z.B.
Rezeptoren fiir Kohlenhydrate wie Mannose, welche normalerweise nicht auf Zellen
von Vertebraten vorkommt, und kénnen dadurch zwischen korpereigen und korper-
fremd unterscheiden (Fraser et al., 1998). Auf diese Weise sind sie gegen eine ganze
Reihe von Bakterien wirksam. Doch haben andere Erreger im Laufe der Evolution
»gelernt”, sich gegen die Phagozyten zu ,,wehren“. Bestimmte Erreger sind z.B. in der
Lage, die Phagolysosomenbildung zu unterdriicken (Mykobakterien), die Phagozytose
iiberhaupt zu verhindern oder aber, einmal phagozytiert, den Granulozyten abzutdten
(z.B. Streptokokken und Staphylokokken). Gegen solche Erreger und gegen die meisten

Viren ist das spezifische Immunabwehrsystem wirksam.

1.1.2 Die adaptive Immunitit

Die spezifische erworbene (adaptive) Immunitét beruht vornehmlich auf der Aktivitét
von zwei Klassen spezialisierter Zellen, den Antigen-spezifischen B- und
T-Lymphozyten, beziehungsweise auf den von ihnen abgeleiteten Effektormolekiilen
und Effektorzellen. Beide Lymphozyten-Klassen werden aus pluripotenten hémato-
poetischen Stammzellen im Knochenmark gebildet (Abramson ef al., 1977; Lemischka
et al., 1986). Als Vorlauferzellen wandert kontinuierlich ein Teil von ihnen aus dem
Knochenmark in den Thymus, wo die T-Lymphozyten ihre Spezifitit (Immun-
kompetenz) erwerben (Kruisbeek, 1999). Dies geschieht nach neueren Erkenntnissen
ein Leben lang (Jamieson ef al., 1999). Der andere Teil der Lymphozyten reift direkt im
Knochenmark (bone marrow) zu den B-Lymphozyten aus (Rosenberg und Kincade,
1994). Vom Knochenmark und vom Thymus gelangen die Immunzellen in die Blut-
und die Lymphbahnen, wo ein geringer Prozentsatz von ihnen zirkuliert. Der tiberwie-
gende Anteil der naiven Lymphozyten sammelt sich in den lymphatischen Organen, wo
durch komplexe Wechselwirkungen mit verschiedenen Zellen die Ausbildung von

spezifischen Immunreaktionen erfolgt (Ubersicht bei Janeway et al., 2002).
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1.1.3 Molekulare Grundlagen der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten

Die B- und T-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberfliche spezifische Rezeptoren
(B-Zell-Rezeptor, BCR bzw. T-Zell-Rezeptor, TCR), mit deren Hilfe sie definierte
Strukturen, die sog. Antigene, erkennen und Immunreaktionen einleiten konnen. Die
Féhigkeit der B- und T-Zellen, auf diverse unbekannte Antigene zu reagieren, liegt in
der Vielfalt dieser Rezeptoren (nach Schitzungen ungefihr 10" verschiedene) begriin-
det. Thre Diversitdt entsteht wihrend der Entwicklung, bei der Genabschnitte durch
einzigartige Rekombinationsprozesse so miteinander verkniipft (rearrangiert) und
mutiert werden, dass jede B- bzw. T-Zelle einen einzigartigen Rezeptor tragt (Tone-
gawa, 1983).

B-Zellen besitzen membranstindige Immunglobulin-Molekiile als Antigen-Rezeptoren
und differenzieren nach Erkennen des passenden Antigens mit T-Zell-Hilfe zu
Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen und B-Gedéchtniszellen aus. Diese
konnen bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen fiir eine schnellere
Immunreaktion sorgen. Dabei werden die Antigene von den Immunglobulinen oder
Antikérpern in ihrer nativen Form gebunden (Ubersicht bei Poljak, 1991).
Immunglobuline konnen Erreger nicht direkt vernichten, sondern markieren sie als
Angriffsziel fiir andere Abwehrsysteme wie das Komplementsystem (Opsonisierung).
Neben dem Antigen-Kontakt bendtigen B-Zellen fiir ihre Aktivierung eine zusétzliche
Unterstiitzung durch Antigen-spezifische T-Helfer-Zellen (DeFranco, 1987).

Anders als Immunglobuline werden die T-Zell-Rezeptoren ausschlieBlich als Trans-
membran-Molekiile produziert und erkennen Antigene nur in prozessierter Form, wenn
sie als Peptide in einem Komplex mit Haupthistokompatibilitits-Molekiilen
(major histocompatibility complex, MHC) préasentiert werden (Babbit ef al., 1985). Die-
ses Phdnomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet und beschrdnkt die Aktivierung
von T-Zellen auf die Erkennung von Zell-gebundenem Antigen. Der TCR besteht aus
einem a/f- oder bei einer kleinen Subpopulation der T-Zellen aus einem 7/ -Heterodi-
mer und ist eng mit weiteren akzessorischen Membranproteinen assoziiert. Zu letzteren
gehort der CD3-Komplex, der fiir die Signaltransduktion durch den TCR verantwortlich
ist (Ubersicht bei Weiss und Littman, 1994). Ferner zihlen die akzessorischen Ko-
rezeptoren CD4 und CDS, die die MHC-Molekiile auf der APC binden, zum TCR-
Komplex. Der Korezeptor CD4 interagiert mit Molekiilen der MHC-Klasse II
(Cammarota etal., 1992), der Korezeptor CD8 dagegen mit Molekiilen der
MHC-Klasse I (Gao et al., 1997).
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Anhand der Expression der genannten Korezeptoren werden T-Lymphozyten in CD4-
positive (CD4") T-Helfer-Zellen (Ty) und CD8-positive (CD8") zytotoxische T-Zellen
(CTL) unterteilt.

Die Hauptaufgabe der CD8" T-Zellen besteht darin, infizierte oder maligne entartete
Korperzellen abzutoten, indem sie verschiedene Effektormechanismen einsetzen. Sie
exprimieren zum einen den Fas-Liganden, der bei Fas-tragenden Zellen Apoptose indu-
zieren kann, zum anderen konnen sie zielgerichtet zytotoxische Granula ausschiitten,
die Perforin und Proteasen enthalten (Ubersicht bei Squier und Cohen, 1994). Dariiber
hinaus vermoégen CTL Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) freizusetzen, das u.a. zur
Aktivierung von Makrophagen beitragt. Aullerdem kann es die Replikation von Viren
blockieren und sogar deren Eliminierung aus infizierten Zellen bewirken, ohne dass die
Zellen dabei getotet werden (Ubersicht bei Harty et al., 2000). Die Aktivierung der CTL
erfolgt durch Zellen, auf deren Oberfliche ihr TCR sein spezifisches Antigen im
Komplex mit MHC-Klasse [-Molekiilen erkennt. Zur Prisentation von Peptid-
Antigenen durch MHC-I-Molekiile sind fast alle kernhaltigen Korperzellen in der Lage.
Die présentierten Peptide besitzen eine Lange von nur 8 bis 10 Aminosduren (AS) und
stammen aus dem proteolytischen Abbau von Proteinen im Zytosol (Ubersicht bei
Harding und Unanue, 1990; Rammensee, 1995).

CD4" T-Zellen dagegen werden durch Antigen-Peptide aktiviert, die mit MHC-Mole-
kiilen der Klasse II assoziiert sind. Diese werden beinahe ausschlieBlich auf sog.
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APC) exprimiert, zu denen die Mono-
zyten/Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen gehoren (Ubersicht bei Chesnut
und Grey, 1985). Auf MHC-Klasse II werden Peptide prasentiert, die 12 bis 24 AS lang
sind und von vesikuldren oder extrazelluliren Antigenen stammen, die durch Phagozy-
tose von den APC aufgenommen und dann prozessiert wurden (Rammensee, 1995). Die
Hauptaufgabe der CD4" T-Zellen besteht in der Unterstiitzung und Kontrolle anderer
Zellen des Immunsystems. Daher werden sie auch als T-Helfer-Zellen bezeichnet. Sie
{iben ihre Funktion sowohl durch direkten Zell-Zell-Kontakt (Ubersicht bei Grewal und
Flavell, 1998) als auch iiber die Freisetzung 16slicher Mediatoren - Zytokine - (Uber-
sicht bei Paul und Seder, 1994) aus.

Anhand ihres Zytokinprofils wurden CD4" T-Zellen urspriinglich in zwei Haupt-Typen
unterteilt (Mosmann und Sad, 1996). Von diesen beiden sezernieren die Typ 1-Helfer-
T-Zellen (Tyl) Interleukin-2 und inflammatorische Zytokine wie IFN-y, wodurch sie
v. a. zur Aktivierung von Makrophagen beitragen (zellvermittelte Immunitit), wéhrend
die Typ 2-Helfer-T-Zellen (Ty2) durch Produktion von Interleukin-4, -5 und -10 eine
Aktivierung von B-Zellen und damit die Antikorperproduktion (humorale Immunant-

wort) fordern (Ubersicht bei Moser und Murphy, 2000). Inzwischen wurde eine weitere
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Unterklasse von T-Zellen beschrieben, die immunsuppressive Funktionen ausiibt und
andere Zytokinprofile als die genannten Tyl- und Ty2-Zellen aufweist. Diese Zellen
werden als regulatorische T-Zellen (Tyeg) bezeichnet und wiederum in mehrere Gruppen
unterteilt (McGuirk und Mills, 2002): Typ 1-Te-Zellen (Trl) sezernieren groe Men-
gen an IL-10 und geringe bis moderate Mengen an TGF-3 (Groux et al., 1997; Doetze
et al., 2000; McGuirk et al., 2002; MacDonald et al., 2002); Typ 3-T-Zellen (Ty3) pro-
duzieren vor allem TGF-B (Chen et al., 1994; Fukaura et al., 1996), und CD4 CD25"
T-Zellen inhibieren Immunantworten durch Zell-Zell-Kontakt (Shevach et al., 2000).
Auch CD8" Treg-Zellen wurden jiingst identifiziert. Diese sezernieren entweder 1L-10
oder TGF-B (Garba et al., 2002; Gilliet und Liu, 2002).

Die durch Antigenkontakt vermittelten Signale alleine aktivieren naive T-Lymphozyten
- ebenso wie B-Lymphozyten - nicht. Stattdessen fiihren solche isolierten Signale zur
Eliminierung der Zelle durch Apoptose oder aber zu Anergie, einem Zustand, in dem
sich die T-Zelle auch bei optimaler Stimulation durch ihr spezifisches Antigen nicht
mehr aktivieren ldsst (Schwartz, 1990). Zur vollstindigen Aktivierung naiver
T-Lymphozyten werden zwei Signale benotigt (Ubersicht Croft und Dubey, 1997). Die
Bindung des TCR und seines jeweiligen Korezeptors CD4 oder CD8 an den MHC-
Peptid-Komplex 16st eine partielle Aktivierung aus, die zur Zellvergroerung sowie
einer verstarkten Expression von CD69, CD44 und der IL-2-Rezeptor alpha-Kette flihrt
(Sagerstrom et al., 1993; Ho et al., 1994). Erst eine Kostimulation durch die APC
ermdglicht eine volle Aktivierung der T-Zelle, die sodann IL-2 sezerniert, proliferiert
und zu einer Effektorzelle differenziert. Das am besten untersuchte kostimulatorische
Signal ist die Interaktion von CD28 mit Mitgliedern der B7-Familie, die der Immunglo-
bulin-Superfamilie angehoren (June ef al., 1994). Dazu zihlen B7.1 (CD80) und B7.2
(CD86), die sich auf der Oberfliche von aktivierten T-Lymphozyten sowie aktivierten
professionellen APC nachweisen lassen (Hathcock et al., 1994). Thr Interaktionspartner,
das CD28-Molekiil, wird bei Mausen konstitutiv auf allen, beim Menschen auf etwa
80 % der T-Zellen exprimiert (Lenschow et al., 1996).

Auch Negativregulatoren haben Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung. Beispielsweise ist
ein weiterer Ligand von B7.1 und B7.2 das CTLA-4, dessen Expression durch den akti-
vierten TCR induziert werden kann und das im Vergleich mit CD28 eine hohere Affi-
nitdt zu den B7-Proteinen besitzt. Es fungiert als Antagonist von CD28 und kann die
T-Zell-Aktivierung beenden (Waterhouse et al., 1996; Bluestone, 1997). Die Balance
kostimulatorischer und inhibitorischer Signale soll gewéhrleisten, dass eine unangemes-

sene oder fehlgeleitete T-Zell-Aktivierung vermieden wird.
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Zytokine spielen eine zentrale Rolle bei der Beeinflussung der Richtung der Immun-
antwort, die flir einen optimalen Schutz gegen das jeweilige infektiose Agens
notwendig ist. Die Freisetzung von IL-12 durch APC beispielsweise stimuliert die Pro-
duktion von IFN-y durch Tyl-Zellen. Dieses Zytokin wiederum aktiviert effizient
Makrophagen und ermdglicht es ihnen, intrazellulire Organismen, z.B. Parasiten wie
Trypanosomen, Leishmanien oder Plasmodien, abzutéten (Frosch et al., 1996; Maro-
vich et al., 2000). Die Abwesenheit von IL-12 dagegen erlaubt Ty2-Antworten.

Viele Immunantworten - wie z.B. die Generierung Antikorper-produzierender B-Zellen,
die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und die Expansion oder Aktivierung von
NK-Zellen oder Ty-Zellen - sind direkt oder indirekt abhdngig von IL-2 (Smith, 1984;
Choromanski und Kuhn, 1987). Vor allem fiir die Proliferation Antigen-stimulierter
T-Zellen ist IL-2 ein essentieller Wachstumsfaktor. Das lédsst eine Korrelation zwischen
klonaler Expansion und IL-2-Produktion vermuten. Diese Vermutung wird gestiitzt
durch Experimente mit T-Zellen aus IL-2-defizienten Méusen, die in vitro auf eine
optimale TCR-Stimulation hin bedeutend weniger gut proliferieren als T-Zellen nor-
maler Mause (Schorle et al., 1991). IL-2 scheint daher eine Schliisselrolle bei der
Regulierung zelluldrer Immunantworten zu spielen. Durch Anwesenheit von IL-1 und
Mitogen oder Antigen werden T-Lymphozyten dazu stimuliert, ihren eigenen Wachs-
tumsfaktor, das IL-2, auszuschiitten sowie dessen Oberfldchenrezeptor, also den IL-2-
Rezeptor, herzustellen. Die Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor 16st das Signal zur
Teilung aus und induziert damit die Proliferation der T-Zelle. Mit Hilfe dieses autokri-
nen Mechanismus kann die stimulierte T-Zelle nun auch in der Abwesenheit des

urspriinglichen Stimulus weiter proliferieren.

Pathogene konnen das Zytokinprofil von Immunantworten beeinflussen. Viele intrazel-
lulare Erreger, wie z.B. Viren, Leishmanien, Mykobakterien oder Trypanosomen,
stimulieren die infizierten APC zur Freisetzung von IL-12 und begiinstigen auf diese
Weise Tyl-Antworten (Cella et al., 2000; Marovich et al., 2000; Henderson et al.,
1997; Frosch et al., 1996). Manche Wiirmer dagegen reduzieren die IL-12-Produktion
mit Hilfe inhibitorischer Faktoren, so dass die Entstehung von Ty2-Antworten gefordert
wird (Velupillai und Harn, 1994; Meyer et al., 1996).
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1.2 Das Protozoon Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi wurde vom Entdecker Carlos Chagas nach dem Direktor des
Institutes Oswaldo Cruz benannt. Es handelt sich bei 7. cruzi um Einzeller (Protozoa),
die innerhalb der Gruppe der Geilleltiere (Flagellata) zur Ordnung der Kinetoplastida
gehoren. Diese sind durch den Besitz eines speziellen Zellorganells, des sog.
Kinetoplasten, charakterisiert. Der Kinetoplast ist ein DNA-haltiger Abschnitt des lang
gestreckten Mitochondriums, der stets nahe am Ursprung der Geif3el liegt.

T. cruzi gehort zur Familie der Trypanosomatidae, deren besonderes Merkmal ein
Gestaltwandel im Verlauf ihres Entwicklungszyklus ist. Dabei folgen unterschiedlich
strukturierte Stadien mit verschiedenem Geifelansatz aufeinander (Polymorphismus),
die nach dem jeweiligen Ansatz der Begei3elung als amastigot, epimastigot, promasti-
got bzw. trypomastigot bezeichnet werden. Alle Stadien besitzen nur eine Geilel,
allerdings von unterschiedlicher Lange. Bei den sog. amastigoten Formen ragt die
GeiBBel nicht liber die Zelloberfliche hinaus, ist aber prinzipiell vorhanden, wie
elektronenmikroskopische Untersuchungen belegen. Die Geil3el, die stets in einer mehr
oder minder langen Geil3eltasche beginnt und die mit einem typischen Basalapparat im
Plasma verankert ist, dient dem Parasiten nicht nur zur Fortbewegung, sondern auch zur
Verankerung im wirbellosen Wirt. Alle Stadien von 7. cruzi werden von einer einfachen
Zellmembran begrenzt, unter der spiralig angeordnete Mikrotubuli ein stabiles Zyto-
skelett bilden. Die Vermehrung der Trypanosomen erfolgt stets durch Langsteilung,
wobei der Basalapparat und der Kinetoplast vor der Kernteilung verdoppelt werden
(Ubersicht bei Mehlhorn und Piekarski, 2002).

Die Verbreitung von T. cruzi erfordert aktive Ubertriiger (Vektoren), in denen eine ganz
bestimmte zyklische Entwicklung ablaufen muss (obligater Entwicklungsgang). Der
Parasit wird durch blutsaugende Wanzen der Familie der Reduviidae (Raubwanzen)
ibertragen. Er konnte in 53 von insgesamt 92 Arten dieser Insekten nachgewiesen wer-
den (Lang und Loscher, 2000). Dabei sind vor allem die an menschliche Behausungen
adaptierten Spezies von Bedeutung, unter denen die Gattungen Triatoma (speziell die
Art Triatoma infestans) und Rhodnius (Art Rhodnius prolixus) geographisch am wei-
testen verbreitet sind (Dias et al., 2002). Die etwa 3 cm groBen Raubwanzen kdnnen
lebenslang (d.h. maximal 2 Jahre) die Erreger der Chagas-Krankheit iibertragen. Da
hungrige Wanzen sogar vollgesogene Artgenossen anstechen und aussaugen, kann auf
diese Weise innerhalb der Wanzenpopulation selbst eine Ausbreitung der Chagas-
Erreger erfolgen. Die Raubwanzen, die sich an die Umgebung des Menschen angepasst
haben, sind iiberwiegend nachtaktiv und verstecken sich tagsiiber in den Ritzen einfach

konstruierter Wohnrdume. Zur Nahrungsaufnahme suchen sowohl die ménnlichen als
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auch die weiblichen Insekten schlafende Menschen auf, die sie vorwiegend in der Néhe
des Mundes oder der Augen stechen, um ihre Blutmahlzeit zu sich zu nehmen. Dabei
setzen sie sofort neben der Stichstelle Kot ab, welcher die humanpathogenen Parasiten
enthédlt. Der Stich an sich ist schmerzlos, allerdings beginnt die betroffene Region
anschlieend zu jucken, was zum Einreiben der 7. cruzi -haltigen Fézes in die Stich-
wunde und damit zur Infektion fiihrt. Auch iiber intakte Schleimhdute konnen die Para-

siten in die Blutbahn des menschlichen Wirtes gelangen (Meyer, 2001).

1.2.1 Entwicklungszyklus von 7. cruzi

Der Entwickungszyklus von 7. cruzi wurde in seinen Grundziigen vor nahezu einem
Jahrhundert aufgeklért (Chagas, 1909). Er erstreckt sich iiber zwei Wirtstypen, Wirbel-
tier und Insektenvektor, wodurch es sich bei diesem Parasiten um eine sog. heteroxene
Art handelt. In Abbildung 1.1 ist er schematisch dargestellt.

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von 7. cruzi.
Detaillierte Erléuterungen sind dem Text zu entnehmen. Quelle: TDR/Wellcome Trust (WHO,
2003a).

Innerhalb der ersten Tage nach Einbringen der infektidsen Formen von T. cruzi (den
metazyklischen Trypomastigoten) in die Blutbahn des Menschen oder eines anderen
Séugetier-Wirtes, werden die Trypanosomen in den regionalen Lymphknoten von
Zellen des retikuloendothelialen Systems (v.a. Makrophagen) phagozytiert. Im Blut
besitzt diese Form des Parasiten eine C- oder S-formige Gestalt der Linge von 15-
20 um. Die metazyklischen Trypomastigoten sind auch dazu in der Lage, aus der Blut-

bahn heraus aktiv in Gewebszellen einzudringen, wobei sie zwar Muskel- und Nerven-
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zellen bevorzugen, eigentlich aber alle kernhaltigen Korperzellen befallen konnen
(Burleigh und Woolsey, 2002). Dabei werden die Wirtszellen iiber spezifische Rezepto-
ren erkannt (Ruiz et al., 1993; Schenkman et al., 1993). So heften sich die Parasiten bei
der aktiven Invasion einer Wirtszelle erst einmal mit Hilfe entsprechender Liganden an
die Sialinsdure (z.B. Neuraminsdure) und Lektine der Wirtszellmembran an (Ming
et al., 1993). Alsdann 16sen Enzyme der Trypanosomen (¢rans-Sialidase, Penetrine) in
der Wirtszelle Signalwege aus, die zu einer zielgerichteten Rekrutierung sowie Fusion
von Wirtszell-Lysosomen mit der Plasmamembran und damit zur Generierung einer
sog. parasitophoren Vakuole fiihren (Rodriguez et al., 1999). In dem sauren Milieu der
Vakuole sezerniert 7. cruzi Poren-formende Molekiile, die die Lyse der Vakuolenwand
bewirken, und so die Freisetzung der Parasiten ins Zytosol ermoglichen (Andrews und
Whitlow, 1989; Andrews, 1993). Im Zytoplasma der Wirtszelle entwickeln sich die
Trypanosomen zu 3-5 um groflen ovalen amastigoten Formen (Tyler und Engman,
2001), den Stadien, iiber die sie sich im Sduger-Organismus ausschlieBlich vermehren.
Die Amastigoten vervielfiltigen sich durch Zweiteilung so stark, dass zystenartige
,Nester entstehen, weshalb die befallenen Wirtszellen auch als Pseudozysten bezeich-
net werden (Dvorak und Howe, 1976; Andrews, 1993). Diese enthalten zuletzt bis zu
500 Parasiten (Piekarski, 1987). Mit dem Aufreilen der Pseudozyste erfolgt schlielich
via epi- und promastigoter Zwischen-Stadien die Transformation zu den trypomasti-
goten Formen (Kollien und Schaub, 2000), die wiederum in die Blutbahn gelangen und
sich in einem kontinuierlichen Wechsel von Gewebs- und Blutformen replizieren, so
dass sich die Parasiten im gesamten Organismus ausbreiten. Ein Durchgang des
intrazelluldren Replikationszyklus dauert 3-5 Tage (Burleigh und Woolsey, 2002). Die
Blutstadien besitzen auf3en auf der Zellmembran eine etwa 10-15 nm dicke Schicht, die
als ,,surface coat* bzw. Glykokalyx bezeichnet wird und Schutz vor Antikérpern und

Komplement des Wirtes bietet.

Werden die im Blut zirkulierenden trypomastigoten (und bis zu 10 % amastigoten)
Formen bei der Blutmahlzeit von einer Raubwanze aufgenommen (Andrews et al.,
1987; Ley et al., 1988), dann durchlaufen sie den Vektorzyklus. Sie wandeln sich im
Mitteldarm der Wanze via amastigoter Form (die in diesem Zusammenhang manchmal
als sphaeromastigote Form bezeichnet wird [Tyler und Engman, 2001]) zur epimasti-
goten Form um und vermehren sich intensiv durch Langsteilungen. Da Amastigote,
Sphaeromastigote und Epimastigote proliferativ sind, erscheint der Ubergang von einer
dieser Formen zur anderen kontinuierlich (Tyler and Engman, 2001). Im Rektum der
Wanze heften sich die teilungsaktiven epimastigoten Formen iiber hydrophobe

Wechselwirkungen an der Rektumwand fest (Schmidt ez al., 1998) und differenzieren
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zu nicht-replikativen infektiosen trypomastigoten Formen (Bonaldo efal., 1988;
Kleffmann et al., 1998). Diese metazyklischen, d.h. iibertragungsbereiten, trypomasti-
goten Formen konnen wéhrend einer Blutmahlzeit des Insekts mit den Ausscheidungen
auf die Haut eines neuen Wirtes gelangen, womit sich der Zyklus schlief3t.

Auf die Ubertriger aus dem Insektenreich wirkt 7. cruzi kaum oder gar nicht schidi-
gend, so dass selbst bei starkem Befall eine ungehemmte Erreger-Verbreitung infolge

ungestorter Flugleistung des Insekts erfolgen kann.

1.2.2 Epidemiologie

Die durch T. cruzi verursachte Chagas-Krankheit kommt endemisch in 21 Léandern
Zentral- und Stidamerikas vor, weshalb die Erreger auch als ,,amerikanische Trypano-
somen® und die Krankheit als ,,amerikanische Trypanosomiasis® bezeichnet wird. Sie
bedroht etwa 120 Millionen Menschen, d.h. zirka 25 % der lateinamerikanischen Be-
volkerung, und stellt damit eine der grofiten Tropenparasitosen dar. Nach Schitzungen
sind 16-18 Millionen Menschen mit 7. cruzi infiziert. Davon leiden 2-3 Millionen
bekanntermalen unter chronischen Komplikationen, weitere Millionen werden
ebensolche in den nichsten Jahren entwickeln. Es werden jahrlich 300.000 neue
Krankheitsfalle gemeldet und im Jahr 2002 wurden 13.000 Todesfille offiziell
verzeichnet (Weltgesundheitsbericht, 2002). Schitzungen, die auf Ergebnissen einiger
langjdhriger Studien beruhen, gehen davon aus, dass jahrlich sogar 45.000 Menschen an
den Komplikationen der Chagas-Krankheit versterben (Knobloch, 1996).

Aufgrund des Verbreitungsgebietes der iibertragenden Raubwanzen kam die Chagas-
Krankheit urspriinglich fast ausschlielich in ldndlichen Gebieten vor. Dabei ist das
Infektionsrisiko abhingig vom sozialen und wirtschaftlichen Umfeld, denn die Vekto-
ren finden v. a. in den Strohwénden von Slumsiedlungen in lindlichen Gegenden und
ungeplanten Stadtansammlungen geeignete Lebensbedingungen. Seit einigen Jahrzehn-
ten (den 70er Jahren) tragen die ldndlich-urbanen Wanderbewegungen in Lateinamerika
zur Ausbreitung der Erkrankung in nichtendemische Gebiete bei, primir iiber nicht-
tiberpriifte Bluttransfusionen. Nicht selten wird in den USA bei Immigranten aus
Lateinamerika eine Chagas-Krankheit nachgewiesen (Hagar und Rahimtoola, 1991;
Kirchhoff, 1993).

Als Reservoir fiir die Erreger der Chagas-Krankheit kommen zahlreiche Haus- und
Wildtiere in Frage, die den Raubwanzen als Blutspender dienen und die selbst nicht

erkranken. 7. cruzi halt sich mit Hilfe von Hunden, Katzen, Ratten, Giirtel- und Faul-
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tieren sowie Fledermdusen u. a. Tieren in ldndlichen wie auch in urbanisierten Regionen
auf (Herrera und Urdaneta-Morales, 1992; Gurtler et al., 1993).

Eines der wichtigsten Erreger-Reservoire ist jedoch der infizierte Mensch. Denn neben
der Ubertragung durch Raubwanzen ist der zweitwichtigste Ubertragungsweg der iiber
Transfusionen mit Blut infizierter Personen (Nickerson et al., 1989; Knecher et al.,
1994). Dabei ist nicht ungewdhnlich, dass 10-20 % der Bluttransfusionen in Endemie-
gebieten kontaminiert sind. Zwischen 1960 und 1989 waren in Blutbanken in Santa
Cruz (Brasilien) sogar 53 % der Blutproben mit 7. cruzi infiziert - bedeutend mehr als
mit Hepatitis oder HIV (WHO, 2003b). Des weiteren konnen auch kongenitale bzw.
konnatale Ubertragungen von infizierten Miittern auf den Fétus auftreten, wobei die
Letalitit der Infektion in diesen Fillen sehr hoch ist (Gurtler et al., 2003). Aullerdem
sind Infektionen liber die Muttermilch oder Organtransplantationen bekannt (Figueiredo
et al., 1990).

1.2.3 Krankheitsbild

Die in Siidamerika von T. cruzi tibertragene Krankheit wurde nach ihrem Entdecker,
dem brasilianischen Arzt Dr. Carlos Chagas (1879-1934), als Chagas-Krankheit
bezeichnet. Dieser beschrieb die Krankheit erstmalig im Jahre 1909 (Chagas, 1909).
AuBerdem beschrieb er den Lebenszyklus des Parasiten, identifizierte die Insekten, die
die Parasiten iibertragen, und einige Kleinsduger, die als Reservoirwirte fungieren.

Bei der Infektion des Menschen mit 7. cruzi werden eine akute, eine intermedidre und
eine chronische Phase der Erkrankung unterschieden. Die jeweilige Erregervirulenz und
die Wirtsreaktion bestimmen unterschiedliche Verldufe der Krankheit (Knobloch,
1996). Die Infektion erfolgt meist in der frithen Kindheit, in der es auch zu schweren

Verldufen mit Todesfolge kommen kann.

Bei der Inokulation der Trypanosomen kann an der Wanzenstichstelle eine starke akute
Entziindungsreaktion mit Bildung eines Hautknotens, eines sog. Chagoms, hervorgeru-
fen werden. Das Chagom enthilt trypomastigote Erregerformen und erreicht nach weni-
gen Tagen seine maximale Grofle, bildet sich allerdings auch ohne Behandlung nach
einigen Wochen spontan zuriick. Da die Wanzen vorwiegend im Gesicht, in der Nahe
des Mundes oder der Augen stechen, kommt es haufig (bei bis zu 50 % der Fille It.
Lang und Ldscher, 2000) zu einer einseitigen Rotung und Schwellung von Wange,
Augenlid und Bindehaut des betroffenen Auges (Romafia-Zeichen, Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Romafa-Zeichen bei einem jungen Miidchen.
Akute Chagas-Krankheit bei einem jungen Médchen mit dem Romafia-Zeichen am Auge.
Quelle: WHO, 2003c.

Eine beginnende Chagas-Krankheit wird oft nicht bemerkt, weil die etwa ein bis vier
Wochen nach der Infektion einsetzende akute Phase vollig asymptomatisch verlaufen
kann. Zudem sind die Symptome uncharakteristisch bzw. vielgestaltig und werden
daher oftmals fehlgedeutet, so dass in weniger als 10 % der Fille die Diagnose der Try-
panosomen-Infektion gestellt wird. Charakteristisch filir die akute Chagas-Krankheit ist
ein kurzer Krankheitsverlauf mit einer himatogenen Verbreitung des Parasiten, die zur
Invasion verschiedener Gewebe und Organsysteme fiihrt sowie zu Fieber und Entziin-
dungen in den Geweben, in denen sich die Trypanosomen aufhalten. Vor allem bei Kin-
dern treten vereinzelt Myokarditis oder Meningoenzephalitis auf, die bereits in der
akuten Krankheitsphase den Tod zur Folge haben konnen. Abgesehen von den letztge-
nannten Fillen ist es so, dass sich alle Symptome innerhalb von einigen Wochen bis

Monaten verlieren.

Die sich anschlieBende sog. intermediére (Latenz-) Phase der Chagas-Krankheit verlduft
klinisch vollig symptomlos und kann 10 bis 20 Jahre oder ldnger andauern. Wahrend
zwei Drittel der Infizierten lebenslang in dieser Phase verbleiben, ohne duferlich jemals
wieder nennenswerte Krankheitszeichen aufzuweisen (indeterminierte Form), treten
beim letzten Drittel nach vielen Jahren Symptome auf, die die chronische Phase der
Krankheit charakterisieren. Diese Symptome sind die Folgen der Organldsionen, die
schlieBlich als Chagasleiden manifest werden (Kirchhoff und Neva, 1985). Dabei wird
tiberwiegend vorgefunden, dass eine zunehmende Zerstdrung des Herzmuskels und des
Reizleitungssystems (Junqueira Jr. et al., 1992) zu Herzverdnderungen fiihrt, die einer
chronischen Myokarditis entsprechen (Chagas-Kardiomyopathie). Diese werden ver-
mutlich sowohl durch die zellzerstorende Wirkung der Trypanosomen selbst als auch
durch zellvermittelte Autoimmunreaktionen hervorgerufen und fithren hiufig zu einer
Vergroferung des Herzens. Nicht selten tritt bei den Betroffenen ein plotzlicher Herztod
ein (Maguire et al., 1987), der ohne Autopsie als akuter Herzinfarkt missdeutet wird.
Diese Herzbeteiligung stellt die Haupttodesursache der Chagas-Krankheit dar.

Neben dem Herz-Kreislaufsystem ist in der chronischen Phase der Chagas-Krankheit

vor allem der Gastrointestinaltrakt betroffen. Hier fiihrt die Zerstéorung von Nervenzel-
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len (Ganglienzellen des Meiflnerschen u. Auerbachschen Plexus) zu einem Tonus- und
Motilititsverlust mit einer enormen Erweiterung der Organe. Sie entwickeln sich zu
sog. Megaorganen wie Megadsophagus und Megakolon. Auch diese Infektionsfolgen
konnen letztendlich zum Tod fithren (Tanowitz et al., 1992).

1.2.4 Diagnostik

Die Diagnose einer akuten Krankheit mit 7. cruzi ist in der Regel durch den direkten
Nachweis von Parasiten im peripheren Blut des Patienten mittels Ausstrich oder mit
Hilfe des sog. ,.Dicken Tropfens® moglich. In der chronischen Phase der Chagas-
Krankheit ist der Direktnachweis des Erregers schwieriger, weil aufgrund seiner
intrazelluldiren Vermehrung nur noch sehr wenige zirkulierende Trypomastigoten im
Blut des Infizierten vorkommen. In diesem Fall ist auch heutzutage noch die 1914 von
Brumpt entwickelte Xenodiagnose eine sehr gute Nachweismethode. Dabei werden in
Laboratorien geziichtete, parasitenfreie Raubwanzen zur Blutmahlzeit auf der Haut des
Patienten fixiert und ein bis zwei Monate danach auf Parasiten im Darm hin untersucht.
Alternativen zu dieser Nachweismethode stellen der Antigennachweis und die PCR dar.
Im chronischen Stadium lassen sich mit Hilfe von ELISA oder Immunfluoreszenz bei
tiber 95 % der Patienten IgG-Antikorper detektieren, wihrend im akuten Stadium IgM-
Antikorper nachweisbar sind. Es kann sogar die nach der akuten Phase keine weiteren
Schéaden verursachende indeterminierte Form der Chagas-Krankheit anhand der idioty-
pischen Serumantikdrper von den schweren chronischen Verlaufsformen unterschieden
werden, bei denen andere AntikOrperqualititen gebildet werden, die moglicherweise an
der Pathogenese beteiligt sind (Reis et al., 1993a). Die empfindlichste Nachweisme-
thode scheint die Amplifikation mittels PCR und anschlieBende Detektion Parasiten-
spezifischer DNA zu sein, die auch bei der Aufarbeitung von Gewebsproben gut
einsetzbar ist (Avila et al., 1991; Diaz et al., 1992; Kirchhoff et al., 1996).

1.2.5 Therapie

Die Chemotherapie der Chagas-Krankheit ist problematisch, denn die bisher im klini-
schen Einsatz befindlichen Medikamente sind toxisch und sollten zu Beginn einer
Therapie nur stationér verabreicht werden. Zudem miissen sie iiber relativ lange Zeit-
rdume gegeben werden, sind in einigen endemischen Lindern gar nicht erhiltlich oder
sehr teuer und wirken nur in der Hélfte der Fille (TDR, 2003). Zwei Préparate werden
in der Behandlung bisher eingesetzt, die hauptséchlich in der akuten Krankheitsphase
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wirksam sind, da sie v. a. die Parasiten im Blut vernichten. Das eine (Nifurtimox) muss
fiir 50-120 Tage eingenommen werden und das andere (Benznidazol) fiir zirka 60 Tage.
Bei einigen T. cruzi -Stimmen konnten inzwischen Resistenzen gegen die genannten
Mittel aufgezeigt werden. Eine erfolgversprechende Alternative konnte das Préiparat
Allopurinol sein, fiir das in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass es bei
geringerer Nebenwirkungsrate die Parasiten dhnlich effektiv eliminiert (Gallerano et al.,
1990). In Tierversuchen wurde auch ein protektiver Effekt des Fungizids Ketoconazol
nachgewiesen. Die Wirkung der Chemotherapeutika in der chronischen Phase ist
begrenzt, da die morphologischen Schidden bereits eingetreten sind. Daher steht bei der

chronischen Erkrankung eine symptomatische Behandlung im Vordergrund.

1.2.6 Bekampfung und Prophylaxe

Eine Pravention der 7. cruzi -Infektion durch Chemoprophylaxe oder Schutzimpfung ist
bislang nicht mdglich. Da 7. cruzi -Antigene aufgrund &hnlicher Epitope des Parasiten
mit menschlichen Geweben moglicherweise Autoimmunitdt stimulieren konnen
(vgl. 1.2.8), werden die Aussichten auf Entwicklung einer effektiven Vakzine kontro-
vers beurteilt (Reed, 1998).

Bei der Bekdmpfung der amerikanischen Trypanosomiasis steht die Vernichtung des
Insekten-Vektors im Vordergrund (Schofield und Dias, 1999). Insektizide in Form von
Sprays, Wandfarben und Dampfe freisetzenden Raucherkanistern bekdmpfen Raubwan-
zen in den menschlichen Behausungen wirksam, miissen allerdings wiederholt
eingesetzt werden. Amerikanische Einrichtungen haben zu dem Zweck Programme zur
zentral organisierten Raubwanzenvernichtung ins Leben gerufen wie die Initiative der
»Southern Cone-Linder” Argentinien, Bolivien, Brasilien, Chile, Paraguay und Uru-
guay (1991) und die Initiative der Anden-Lénder u. der zentralamerikanischen Lander
(1997). Anhand der Befallsrate von Haushalten mit Raubwanzen wird die Effektivitét
der Vektoren-Bekdmpfung gemessen (Gurtler et al., 1994). AuBlerdem werden systema-
tisch Blutspenden untersucht, um die Verbreitung iiber Bluttransfusionen zu
unterbinden. Dazu tiberpriifen Blutbanken ihre Proben mittels ELISA auf spezifische
Antikorper (Knecher ef al., 1994). Bemerkenswerte Erfolge bei der Unterbrechung einer
Transmission sind bereits in einigen Lidndern zu verzeichnen. So wurden inzwischen
Uruguay (1997) sowie Chile (1999) und ein Grofiteil der endemischen Staaten Brasi-
liens (2000) als frei von Vektor- und Transfusions-vermittelten Ubertragungen der
Chagas-Krankheit zertifiziert. Ein langfristiger Erfolg im Kampf gegen die amerikani-

sche Trypanosomiasis hingt allerdings stark von der Verbesserung der Lebens- und
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Wohnverhéltnisse in Endemiegebieten ab, da die Vektoren in den meisten Léndern
nicht strikt auf die menschlichen Unterkiinfte beschrdnkt sind und es somit nicht
moglich ist, sie vollig auszuldschen. Daher miissen die Behausungen in erster Linie
unpassend fiir eine erneute Kolonisierung durch Wanzen aus sylvatischen Biotopen
gemacht werden. Zudem bedarf die Bevolkerung in endemischen Gebieten umfassender
Gesundheitsaufkldrung. Die Eliminierung der Krankheit als ein groBes offentliches
Gesundheitsproblem ist moglicherweise ein erreichbares Ziel, die Ausrottung aufgrund

ithrer zoonotischen Natur dagegen unmoglich.

1.2.7 Immunologie der 7. cruzi -Infektion

Die Erreger der Chagas-Krankheit kdnnen von Makrophagen phagozytiert werden oder
dringen aktiv in sie ein, um sich darin zu replizieren. Dabei wird ein Teil der Trypano-
somen in den Makrophagen abgetotet, wobei u.a. reaktive Stickoxide beteiligt sind
(Vespa et al., 1994; Aliberti et al., 1999). Abbauprodukte der Trypanosomen aus den
Phagolysosomen werden auf der Zelloberflaiche der Makrophagen mit MHC II-Mole-
kiilen den CD4" T-Zellen prisentiert, Abbauprodukte aus dem Zytoplasma mit MHC I-
Molekiilen den CD8" T-Zellen. Auf diese Weise konnen die entsprechenden T-Zellen
aktiviert werden. Dass T-Zellen bei der Vermittlung einer Resistenz gegen 7. cruzi eine
Schliisselrolle spielen, wurde deutlich durch die Beobachtung, dass sich durch
gereinigte T-Zellen (nicht aber B-Zellen) von immunisierten Méusen ein Schutz auf
suszeptible Wirte passiv tibertragen liel (Reed, 1980; Araujo, 1989). Dabei sind sowohl
CD4" T-Zellen als auch CD8" T-Zellen wichtig (Kumar und Tarleton, 1998; Miyahira
et al., 1999; Rodrigues et al., 1999). Die Abwesenheit einer der beiden Populationen
fiihrt zu verstirkter Suszeptibilitit. Die CD8" T-Zellen, die direkt infizierte Wirtszellen
abtoten konnen, sind an der Abwehr der akuten Infektion wesentlich beteiligt (Tarleton,
1990 und 1991; dos Santos etal., 1992). In der chronischen Phase der Infektion
dominieren sie die zelluldren Infiltrate der Chagas-Myokarditis und beteiligen sich
moglicherweise an der Zytolyse und Fibrose des Myokards (Reis ef al., 1993b). Eine
Hauptrolle bei der Bildung einer protektiven Immunitdt gegen die Chagas-Krankheit
scheinen die IL-2- und IFN-y-sezernierenden Ty 1-Subpopulationen von T-Helfer-Zellen
zu spielen (Nickell et al., 1993), deren protektive Kapazitat auf der IFN-y-vermittelten
Aktivierung von Makrophagen und der Hilfe fiir Antikorper-produzierende B-Zellen
beruht.

Die Infektion mit 7. cruzi wird anfangs von einer starken Aktivierung des Immun-

systems begleitet, doch selbst wenn alle der potentiellen Immun-Effektoren des
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infizierten Wirtes aktiviert werden, erfolgt eine vollstindige Befreiung vom Parasiten
selten oder nie (Tarleton, 2001). Das Versagen der Wirts-Immunabwehr ist wahr-
scheinlich auf Immun-supprimierende Aktivititen der Trypanosomen zuriickzufiihren.
Um iiber die gesamte Lebensspanne des Wirtes in dessen Geweben persistieren zu kon-
nen, haben die Trypanosomen neben der Verminderung ihrer extrazellularen Exposition
(durch eine Replikation innerhalb von Zellen) diverse effiziente Mechanismen
entwickelt, die es ihnen erlauben, der Zerstorung durch das Immunsystem zu entgehen.
T. cruzi gehort damit zu den erfolgreichsten der intrazelluldren Parasiten iiberhaupt
(Reed, 1998). Beispielsweise induziert der Parasit (wahrscheinlich u.a. aufgrund LPS-
dhnlicher Substanzen) in vivo eine polyklonale Lymphozytenaktivierung, die alle
peripheren lymphoiden Zellpopulationen betrifft (Minoprio et al., 1989).

Paradoxerweise zeigen T-Zellen, die in der akuten Phase der Infektion isoliert werden,
jedoch eine stark reduzierte Reaktivitit gegeniiber (Parasiten-) Antigenen und poly-
klonalen Aktivatoren (Abrahamsohn und Coffman, 1995). Diese funktionelle Defizienz
scheint an der Fihigkeit des Parasiten, der Immunantwort zu entkommen und im Wirt
persistieren zu konnen, beteiligt zu sein (Kierszenbaum, 1981). Die molekularen
Grundlagen der starken Suppression der zelluldiren Immunantwort sind trotz zahlreicher
Studien noch nicht vollstindig geklart. Es wurden verschiedenste Mechanismen
vorgeschlagen, die von der Sezernierung suppressiver Mediatoren durch aktivierte
Makrophagen bis hin zum programmierten Zelltod reichen, der durch TCR-CD3-
Aktivierung ausgelost wird (Abrahamsohn und Coffman, 1995; Harel-Bellan ef al.,
1985; Lopes und DosReis, 1996). Neben einer Verwicklung suppressiver Zell-
Populationen (T-Zellen, NK-Zellen oder Makrophagen) in das Phanomen der Immun-
suppression bei der Chagas-Krankheit (Goni et al., 2002), wurden auch einige Molekiile
charakterisiert, die von 7. cruzi selber stammen und die Synthese proinflammatorischer
Zytokine sowie Chemokine durch Wirtszellen stimulieren. Darunter Glykosyl-
phosphatidylinositol-verankerte Glykoproteine von Trypomastigoten, kurz tGPI mucins,
und DNA (Almeida und Gazzinelli, 2001; Shoda et al., 2001). Des weiteren wurde
gezeigt, dass von T. cruzi sezernierte Faktoren dazu fdhig sind, unmittelbar eine
Vielzahl immunologischer Funktionen zu beeinflussen. Zu diesen zédhlen u.a. ein
,»B-Zell-Aktivator-Antigen® namens 7c24 und ein immunsuppressives Protein mit der
Bezeichnung 7c¢52 (Ouaissi et al., 2001). AuBlerdem wurden als Pathogenititsfaktoren
das T. cruzi -Antigen SAPA (Shed acute phase antigen) mit Neuraminidase-
trans-Sialidase-Aktivitdt beschrieben, welches infolge T-Suppressor/zytotoxischer
T-Zell-Aktivierung u. Sezernierung der immunregulatorischen Substanz Prostaglan-
din E2 die Proliferation von T-Lymphozyten hemmt (Guevara et al., 2000), und das
T. cruzi -Membranglykoprotein AGC10, welches bei Subpopulationen aktivierter
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T-Lymphozyten die Biosynthese von IL-2 und IL-2-Rezeptor-Molekiilen unterdriickt
(Kierszenbaum et al., 1999 und 2002).

1.2.8 Parasiten-spezifische Immunitit versus Autoimmunitit

Die pathologische Basis der chronischen Chagas-Krankheit, vor allem der chronischen
Chagas-Kardiomyopathie, wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv diskutiert. Dass
diese durch immunologische Mechanismen vermittelt wird, konnte anhand von Experi-
menten mit Nacktmiusen eindeutig demonstriert werden. Bei einer Infektion mit
T. cruzi weisen diese Méuse, die aufgrund einer als nude bezeichneten Mutation keine
reifen T-Zellen besitzen, zwar extrem hohe Parasitenlasten im Gewebe auf, entwickeln
jedoch keine Herz-Entziindungen (Soares ef al., 2001). Beziiglich der Spezifitit der
pathogenen Immunantwort in der 7. cruzi -Infektion gibt es kontroverse Ansichten.

Die Hypothese der Parasiten-Persistenz schldgt diesbeziiglich vor, dass die pathogene,
inflammatorische Antwort ausschlieBlich gegen 7. cruzi -Antigene von persistierenden
Parasiten gerichtet ist (Higuchi et al., 1997; Tarleton, 2001). Die Autoimmunitits-
Hypothese besagt, dass es sich zumindest bei der chronischen Chagas-Kardiomyopathie
um eine Autoimmunkrankheit handelt, die bei einigen Individuen durch die 7. cruzi -
Infektion ausgeldst wird (Cunha-Neto und Kalil, 1995; Leon und Engman, 2001). In
erster Linie hatte die Tatsache, dass bei der chronischen Chagas-Kardiomyopathie
histologisch keine oder nur sehr wenige Trypanosomen nachweisbar waren, zu der
Annahme gefiihrt, dass Autoimmunvorginge durch Autoantikérper oder autoreaktive
T-Zellen beteiligt sein konnten. Diese konnten dabei aufgrund einer molekularen
Mimikry zwischen Parasiten- und Wirts-Antigenen entstehen. Inzwischen konnten
wiahrend T. cruzi -Infektionen tatsdchlich Antikorper gegen eine Vielzahl von Selbst-
Antigenen nachgewiesen werden, so z.B. von Antigenen, die in Herz- (McCormick und
Rowland, 1989; Cunha-Neto et al., 1995) und Nervengeweben (Ribeiro dos Santos
etal., 1979; Van Voorhis und Eisen, 1989) exprimiert werden. Kreuzreagierende
Antikdrper zwischen ribosomalen Proteinen von 7. cruzi und dem B-adrenergen sowie
dem Muscarin-Rezeptor wurden entdeckt (Masuda et al., 1998; Lopez Bergami et al.,
2001). AuBlerdem wurden autoreaktive T-Lymphozyten mit Spezifititen fiir Herz- oder
Nervengewebs-Antigene in an Chagas erkrankten Mausen sowie Menschen gefunden
(Rizzo etal., 1989; Cunha-Neto efal., 1996). Im Laufe einer T. cruzi -Infektion
aktivierte autoreaktive T-Zellen sind hinreichend fiir die Induktion einer Myokarditis in
nicht-infizierten Mausen, wie der adoptive Transfer von T-Zellen aus Milzen chronisch

infizierter Méuse in nicht-infizierte Rezipienten belegen konnte (Girones et al., 2001).
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SchlieBlich verhindert die Induktion immunologischer Toleranz gegeniiber Antigenen
des Myokards eine experimentelle chronische Chagas-Myokarditis (Pontes-de-Carvalho
etal., 2002), was die Hypothese eines Autoimmun-vermittelten Pathogenitits-
Mechanismus unterstiitzt.

Andererseits wurde inzwischen mittels verschiedenster Methoden (Immunhistochemie,
Standard-PCR und in situ -PCR) demonstriert, dass auch bei chronischer Chagas-
Krankheit Trypanosomen bzw. T. cruzi -Antigene in den erkrankten Geweben von
Nagetieren und Menschen vorhanden sind (Ben Younes-Chennoufi efal., 1988;
Higuchi et al., 1993; Jones et al., 1993; Bellotti et al., 1996; Reis et al., 1997; Vago
etal., 1996; Lane etal., 1997, Palomino et al., 2000), was fiir die Hypothese der
Parasiten-Persistenz  spricht. Zudem belegen Studien, dass die anti-parasitdre
Chemotherapie neben der Reduktion der Parasitenlast auch die klinischen Symptome im
Menschen vermindert (Viotti et al., 1994; Tarleton, 2001; Cancado, 2002). Daher wird
angenommen, dass fiir die Progredienz von Gewebeschdden bzw. eines Herzmuskel-
schadens die Anwesenheit von Parasiten erforderlich ist, obwohl eine klare Assoziation
zwischen dem Grad des Gewebebefalls und der Intensitit der inflammatorischen
Antwort nicht belegt werden konnte. In einigen Maus-Modellen scheinen die Parasiten-
spezifischen Immunantworten die einzige Ursache fiir eine Chagas-Kardiomyopathie zu
sein (Tarleton et al., 1997), wiahrend das in anderen Maus-Modellen (Buckner et al.,
1999) und dem Menschen (Mortara et al., 1999) nicht der Fall zu sein scheint.
Moglicherweise sind die beiden beschriebenen Hypothesen miteinander vereinbar, und
sowohl Parasiten-spezifische Immunantworten als auch Autoimmun-Vorgénge spielen
eine Rolle in der Pathologie der Chagas-Krankheit. Persistierende Parasiten kdnnten
Effektorzellen aktivieren, die entweder gegen Selbstantigene oder gegen Parasiten-

antigene gerichtet sind (Girones und Fresno, 2003).

Wihrend der chronischen Phase der Chagas-Krankheit kann eine Immunsuppression die
Infektion ,reaktivieren”. Dies wird vor allem in Féllen einer immunsuppressiven
Therapie zur Vermeidung einer Transplantat-AbstoBung (Jardim und Takayanagui,
1994; Almeida et al., 1996) und bei AIDS-Patienten (Ferreira et al., 1991; Rocha et al.,
1994; Sartori et al., 1995) deutlich und kann als ein weiteres Indiz fiir eine langjdhrige

Persistenz von 7. cruzi im Menschen gedeutet werden.

Die meisten Erkenntnisse beziiglich Infektionen mit 7. cruzi wurden mit Hilfe von
Experimenten an Méusen gewonnen. Das Maus-Modell ist sehr geeignet, weil fiir die
Untersuchung der Chagas-Krankheit Méause mit denselben Parasiten infiziert werden

konnen, die auch die humane Erkrankung hervorrufen. Zudem tritt auch bei Méusen
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eine akute Phase mit hoher Parasitimie im Blut sowie eine chronische Phase der
Infektion auf (Reed, 1998). Dabei ist die Auspragung der Krankheit sowohl von dem
verwendeten Trypanosomen- als auch Mausstamm abhéngig (Andrade et al., 1985).
Suszeptible BALB/c-Méuse beispielsweise entwickeln bei Infektion mit dem Tulahuén-
Stamm von 7. cruzi eine extrem hohe Parasitdmie in der akuten Phase, die z. T. schon
vor Eintritt in die chronische Phase zum Tod fiihrt (Tanowitz et al., 1981; Andrade
et al., 1985).

1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Wiéhrend der Infektion mit 7. cruzi kommt es sowohl beim Menschen als auch bei
Maiusen zu einer Immunsuppression, die eine Bekdmpfung des Parasiten und anderer, in
den Korper eindringender Pathogene beeintrdchtigt. Diese Immunsuppression ist
dadurch gekennzeichnet, dass Immunantworten gegen Mitogene sowie Parasiten-
spezifische und Parasiten-unspezifische Antigene unterdriickt werden (Kierszenbaum,
1982; Cetron et al., 1993). Sie wird fiir die Disseminierung und Persistenz des Parasiten
im infizierten Wirt, die zur Pathologie der chronischen Chagas-Krankheit fithren kann,
verantwortlich gemacht (Goni ef al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte die Immunantwort gegen intrazelluldre
Trypanosomen untersucht werden. Insbesondere sollte iberpriift werden, ob sich
ruhende T-Zellen von T. cruzi -infizierten Antigen-prisentierenden Zellen stimulieren
lassen, und auf welche Weise eine Infektion die nachfolgende T-Zell-Antwort
beeinflusst. Im Falle einer beeintridchtigten T-Zell-Antwort sollte untersucht werden,
welche Mechanismen an der Vermittlung suppressiver Effekte beteiligt sein konnten.
Zu diesem Zweck sollten die in anderen Infektionsmodellen beschriebenen immun-
suppressiven Mechanismen untersucht werden.

Zunichst sollte ein in vitro -System entwickelt werden, um die Einfliisse einer 7. cruzi -
Infektion auf die nachfolgende Aktivierung von T-Zellen zu untersuchen. In diesem
sollten Makrophagen nach Infektion als Antigen-priasentierende Zellen fiir die Stimula-
tion von T-Zellen, die einen transgenen T-Zell-Rezeptor mit definierter Spezifitit fiir
Ovalbumin-Peptide tragen, eingesetzt werden. Dabei sollte dann die Antigen-
spezifische Stimulation der Zellen niher betrachtet werden. Es sollte untersucht werden,
ob die beteiligten Immunzellen die Sekretionsmuster von pro- und anti-inflammatori-
schen Zytokinen dndern. Im Vordergrund sollte schlieBlich die Charakterisierung der
molekularen Mechanismen stehen, die zu einer verdnderten Interaktion zwischen

infizierten APC und den durch sie stimulierten T-Zellen fithren.



2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Lebende Organismen und Zell-Linien

Tab. 2.1: Mausstimme
Die verwendeten Méuse wurden im hauseigenen Tierstall geziichtet. Sie wurden im Alter von 6-10

Wochen fiir Experimente eingesetzt.

Maus-Stamm MHC-Haplotyp, Eigenschaften Referenz, Herkunft
BALB/c H-2¢ BNI, Hamburg
C57BL/6 H-2° BNI, Hamburg
BALB/c IL-12 p40”~  H-2% BNI, Hamburg;

Mause, die defizient fiir die Produktion von =~ Magram et al. (1996)
IL-12 p40 sind

C57BL/6 TLR-2" H-2° freundlicherweise zur Verfii-
Mause, die defizient fiir die Expression des  gung gestellt von C. Holscher,
Toll-Rezeptors TLR-2 sind Borstel;
Takeuchi ef al. (1999)
DO11.10 H-2¢, BNI, Hamburg;
T-Zell-Rezeptor-transgene Méause, deren urspriinglich zur Verfiigung

TCR einen Komplex aus I-A% und dem aus gestellt von D. Loh, USA;
Hiihner-Ovalbumin stammenden 17er-Peptid Hosken ef al. (1995)
OVA323_339 erkennt

OT-1 H-2" BNI, Hamburg;
T-Zell-Rezeptor-transgene Méuse, deren urspriinglich zur Verfiigung
TCR einen Komplex aus H2-K® und dem aus  gestellt von P. Knolle,
Hithner-Ovalbumin stammenden 8er-Peptid ~ Heidelberg;
OV Ajs7.964 erkennt Hogquist et al. (1994)
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Tab. 2.2: Trypanosomen
Die Parasiten wurden am BNI kultiviert und zur Aufrechterhaltung der Virulenz in ménnlichen BALB/c-

Maiusen passagiert.

Stamm Beschreibung, Herkunft

Trypanosoma cruzi Tulahuén pathogener Stamm von Trypanosoma cruzi; Weltgesundheits-
organisations-Referenz-Stamm M/HOM/CH/00/Tulahuén C2;
urspriinglich zur Verfiigung gestellt von H. Mossmann, Freiburg

Tab. 2.3: Zell-Linien

Die Zell-Linien waren in der Arbeitsgruppe vorhanden und wurden urspriinglich iiber die ATCC bezogen.

Zell-Linie Beschreibung, Herkunft

DOI11.10 murines T-Zell-Hybridom, dessen TCR einen Komplex aus I-A*
und dem aus Hithner-Ovalbumin stammenden 17er-Peptid
OV Asy3.339 erkennt;
Kappler et al. (1981)

86HG39 humane Glioblastom-Zell-Linie;
Bilzer et al. (1991)

L929 murine Fibroblasten-Zell-Linie;
Sanford et al. (1948)

RT2.3 HD6 I-AY transfizierte murine Fibroblasten-Zell-Linie;
Lechler et al. (1985)

2.1.2 Peptide

Tab. 2.4: Peptide
Alle Peptide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) oder Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt und
HPLC-gereinigt bezogen.

Bezeichnung AS-Sequenz Protein Prisentation in

OVAp ISQAVHAAHAEINEAGR OVAss33 H2-A“
OVAp SIINFEKL OV Ass7.264 H2-K"
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2.1.3 Antiseren und Antikorper

Tab. 2.5: Antikorper fiir ELISA

Bezeichnung (Klon)

Referenz, Herkunft

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

Biotin Ratte anti-Maus IFN-y (XMG1.2)
Ratte anti-Maus IL-2 (JES6-1A12)
Biotin Ratte anti-Maus IL-2 (JES6-5H4)
Ratte anti-Maus IL-10 (JES5-2A5)
Biotin Ratte anti-Maus IL-10 (SXC-1)
Ratte anti-Maus IL-12 p40/p70 (C15.6)

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

Ratte anti-Maus TGF-61 (A75-2.1)
Biotin Ratte anti-Maus TGF-81 (A75-3.1)

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

Tab. 2.6: Antikorper und Fusionsproteine fiir Blockade-Experimente

Die Antikdrper fiir in vitro -Blockaden wurden entweder am Institut als Uberstinde von Hybridoma-

Zellen gewonnen oder in NA/LE (No Azide, Low Endotoxin)-Qualitit bezogen, d.h. ohne Azid, um die

Zellen in Kultur nicht zu schadigen.

Bezeichnung (Klon)

Referenz, Herkunft

Ratte anti-Maus CD16/CD32 (Fcy I1I/II Rezeptor; 2.4G2)

Ratte anti-Maus CD43 (S7)
Ratte anti-Maus CD86 (B7-2; GL1)

Hamster anti-Maus CTLA-4 (UC10-4F10-Uberstand)

Fab-Fragment von anti-Maus CTLA-4

Ratte anti-Maus IFN-y (XMG1.2-Uberstand)

Ratte anti-Maus IL-12 p40/p70 (C15.6)
Ratte anti-Maus TGF-81 (A75-2.1)
Kontroll-Hamster 1gG1, k (A19-3)
Kontroll-Ratte IgG1 (R3-34)

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

BNI, Hamburg

BNI, Hamburg

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

CTLA-4 Ig (Fusionsmolekiil aus dem extrazelluldren Anteil BNI, Hamburg
des humanen CTLA-4 und dem Fc-Teil eines humanen IgG-
Antikdrpers)

CDS83-Ig (Fusionsmolekiil aus dem extrazellularen Anteil BNI, Hamburg
des murinen CD83-Molekiils und dem Fc-Teil eines huma-
nen IgG-Antikorpers)




2 Material & Methoden

Tab. 2.7: Antikorper fiir Inmunfluoreszenzen und FACS-Analysen

Bezeichnung (Klon)

Referenz, Herkunft

anti-7. cruzi -Kaninchenserum

Ratte anti-Maus CD4-FITC (CT-CD4, RM4-5)
Ratte anti-Maus CD4-PE (CT-CD4, RM4-5)
Ratte anti-Maus CDS8-FITC (CT-CD8a)

Ratte anti-Maus CDS8-PE (CT-CD8a)

Ratte anti-Maus CD11b-FITC (M1/70.15)
Ratte anti-Maus CD11b-PE (M1/70.15)
Hamster anti-Maus CD11c-PE (HL3)

Ratte anti-Maus CD25-PE (PC61 5.3)

Maus anti-Maus CD32/16 Fc gamma II/IIT (Ly-17.1, 17.2)
Ratte anti-Maus CD45R (B220)-PE (RA3-6B2)
Ratte anti-Maus CD80 (B7-1; 1G10)

Ratte anti-Maus CD86 (B7-2; GL1)

Maus anti-Maus DO11-10 TCR-FITC (KJ1-26)
Maus anti-Maus DO11-10 TCR-PE (KJ1-26)
Maus anti-Maus H-2K*-FITC (SF1-1.1)

Maus anti-Maus H-2K°-FITC (AF6-88.5)

Ratte anti-Maus MHC II I-A”%4/ I-EY* (M5/114.15.2-
Uberstand)

Maus anti-Maus I-E*-FITC (14-4-4S)
Maus anti-Maus VB 5.1, 5.2 TCR-FITC (MR9-4)
Maus anti-Kaninchen IgG-TRITC

Ziege anti-Ratte IgG-FITC
Ziege anti-Ratte IgG-PE

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von der Medizinischen Zentraldiagnostik

des BNI, Hamburg

CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
PharMingen, BD, Hamburg
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg

BNI, Hamburg

PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg

Jackson Immuno Research Laboratories,

West Grove, USA
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Verwendete Chemikalien wurden in analytischem Reinheitsgrad von den Firmen Fluka
(Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen,

sofern dies nicht anders vermerkt ist.

Tab. 2.8: Reagenzien mit Bezugsquelle

Die Bezugsquellen hier nicht aufgefiihrter spezieller Reagenzien sind bei den jeweiligen Methoden

vermerkt.

Reagens Hersteller Reagens Hersteller

Anti-Fade-Losung BiomedDia, murines IL-10 PharMingen, BD,
Zweibriicken (rekombinant) Hamburg

BSA Serva Feinbiochemika, | murines IL-12 PharMingen, BD,
Heidelberg (rekombinant) Hamburg

CD4" T Cell Isolation ~ Miltenyi Biotec GmbH, | murines IFN-y PharMingen, BD,

Kit Bergisch Gladbach (rekombinant) Hamburg

CDS8' T Cell Isolation ~ Miltenyi Biotec GmbH, | murines TGF-81 PharMingen, BD,

Kit Bergisch Gladbach (rekombinant) Hamburg

Cohn-II (humane Sigma, Deisenhofen Nylonwolle Biotest, Dreieich

gamma-Globuline)

DAPI Sigma-Aldrich Chemie | Pferdeserum Sigma, Deisenhofen

Fotales Kélberserum
(FCS)

Gentamycin

*H-Thymidin
[1 mCi/ml]

Iscove’s Medium

Laufmittel fiir FACS

L-Glutamin (100x)

murines GM-CSF
(rekombinant)

murines IL-2
(rekombinant)

GmbH, Steinheim
Sigma, St. Louis, USA

PAA, Linz, Osterreich

Amersham,
Buckinghampshire, UK

PAA, Linz, Osterreich

Becton Dickinson
Immunocytometry
Systems, San Jose, CA,
USA

PAA, Linz, Osterreich

Biomol, Hamburg

PharMingen, BD,
Hamburg

Pristane (2,6,10,14-
Tetramethylpentadecan)

RPMI 1640 ohne L-
Glutamin

Szintillationsfliissigkeit
fir B-Counter
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween 20

Wachsstift

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

PAA, Linz, Osterreich
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Serva Feinbiochemika,
Heidelberg

Gibco BRL, Paisley,
UK

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

DAKO, Glostrup,
Déanemark
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2.1.5 Kulturmedien, Puffer und Stammlésungen

Sédmtliche Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fiir die
Verwendung in der Zellkultur wurden hitzeunempfindliche Losungen autoklaviert
(135 °C, 2 bar, 20 min), wéhrend hitzeempfindliche Losungen sterilfiltriert wurden
(Porengrofe 0,2 pm).

Fotales Kalberserum (FCS) wurde zur Inaktivierung der Komplementfaktoren fiir

30 min auf 56 °C erhitzt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Beschichtungs-Puffer Losung I 10 mM Na,CO;
fiir ELISA Losung 11 20 mM NaHCO;
Zu 70 ml Losung I wird soviel Losung II gegeben, bis pH 9,6 erreicht ist

Cohn-II-Stammlésung 10 mg/ml in 1 x PBS

Einfriermedium FCS 50 % (v/v)
RPMI 10 % FCS 40 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)

Erythrozyten-Lysis-Puffer 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5) 10 % (v/v)

0,158 M Ammoniumchloridlosung 90 % (v/v)

FACS-Puffer FCS 25 ml (Endkonz. 2,5 % [v/v])
NaN; 1 g (Endkonz. 0,1 % [w/v])
ad 111 x PBS

Grief3 I Sulfonamid 0,5 g (Endkonz. 1 % [w/v])
H;PO, 1,25 ml (Endkonz. 2,5 % [v/v])
ad 50 ml H,O dest.

GrieB} 11 Naphtylethylendiamin-Dihydrochlorid 0,05 g (Endkonz. 0,1 % [w/v])
H;PO, 1,25 ml (Endkonz. 2,5 % [v/v])
ad 50 ml H,O dest.

Knochenmarks-M¢-Medium Iscove’s Medium 500 ml
L929-Uberstand 150 ml
FCS 50 ml
Pferdeserum 25 ml

Komplettes RPMI-Medium RPMI 1640 500 ml
FCS 50 ml
L-Glutamin 200 mM 5ml

Gentamycin [10 mg/ml] 2,5 ml
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MACS-Puffer

PBS (20 x)

PBS-Tween fiir ELISA

Stopp-Puffer fiir ELISA

Substrat-Puffer fiir ELISA

Substratlosung fiir ELISA

TMB-Losung

Trypanblau-Stammlésung

Trypsin/EDTA

BSA
EDTA
in I x PBS

NazHPO4 x 2 Hzo
NaH2P04 X H20
NaCl

ad 1 1 H,O dest.

ergibt fiir 1 x PBS dann pH 7,2

0,05 % (v/v) Tween 20 in 1 x PBS

2 M H,S0,

NaH2P04 X H20
NaOH konz.
ad 1 1 H,O dest.

TMB-Losung
H,0,, 30 %
in Substrat-Puffer

Tetramethylbenzidin (TMB)
DMSO

2mgin 100 ml 1 x PBS

Trypsin
EDTA
in 1 x PBS

0,5 % (w/v)
2 mM

32g
53¢
164 g

13,8 g (Endkonz. 100 mM)
bis pH 5,5

1:60
1:10.000

60 mg
10 ml

0,25 % (w/v)
1 mM
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2.1.6 Gerite und Hilfsmittel

Tab. 2.9: Geriite und Hilfsmittel mit Bezugsquelle

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage

B3-Szintillationszédhler,,1450 MicroBeta TriLux
Liquid Scintillation & Luminescence Counter*

CO,-Inkubator

Deckgldschen

Digitalwaage

ELISA-Reader ,,Lambda E*

Eppendorf ReaktionsgefaBie (0,5; 1,5; 2 ml)
FACS-Rohrchen

FACScan Flow Cytometer

FACS Sorter FACSCalibur

Filter Top-Flaschen (50 ml, 25 cm?)

Gewebekultur-Einsétze (8-Loch-Streifen, 0,2 pm
Anopore-Membran)

Gewebekulturflaschen (10, 30 ml)
Gewebekulturplatten (6-, 24-, 96-Loch)
Glaspipetten

Heizblock ,,Thermomixer 5436

Kaniilen

Kippschiittler ,, DUOMAX 2030
Kryordhrchen (1,8 ml)

Lab-Tek Chamber Slides (8-, 16-Loch, Glas)
MACS Pre-Separation Filter

MACS-Sdulen (MACS Separation Columns MS,
LS)

MACS Separator (mit MiniMACS und
MidiMACS Separations-Einheiten)

Magnetriihrer , IKAMAG RCT*
Mehrkanalpipetten ,,Research pro*
Mehrwegehahn Discofix
MICROLON-ELISA-Platten
Mikroskop ,,Wilovert*

Mischgerit (Vortexer) ,,MS 1 Minishaker*
Multipetten ,,Research pro*
Objekttriger

Pasteurpipetten

Petrischalen, beschichtet
Petrischalen, unbeschichtet
pH-Meter ,, WTW pH 537

Sartorius AG, Gottingen
EG & G Wallac, Turku, Finnland

Heraeus Instruments, Hanau
Engelbrecht, Edermiinde
Kern & So6hne, Alberstadt
MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson Immunocytometry Systems,

San Jose, CA, USA

Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Nunc, Roskilde, Ddnemark

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen
Nunc, Roskilde, Ddnemark

Nunc, Roskilde, Danemark

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Hund, Wetzlar

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Engelbrecht, Edermiinde

Brand, Wertheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Labotec, Wiesbaden
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Bezeichnung

Hersteller

Photomikroskop ,,Axioskop 2plus* mit digitaler
Kameraanlage

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe ,,pipetus-akku®
Plastikpipetten

Spritzen

Sterile Arbeitsbank ,,.Lamin Air HB 2448
Sterilfilter (Porengrofe 0,2 pm)
Sterilfilter (Porengrofle 0,45 um)
Wasserbad ,,Thermomix MM*
Wasserdeionisierungsanlage ,,SG Clear*

Zahlkammer nach Neubauer (0,1 x 0,0025 mmz)
Zellerntegerit ,INOTECH Zellharvester-System*
Zentrifugenréhrchen, Spitzboden (15, 50 ml)
Zentrifugen:

- Cytospin-Zentrifuge ,,Cytospin 3%

- Tisch-/Mikrozentrifuge ,,Centrifuge 5415 C*

- Heraeus ,,Megafuge 1.0%, ,Megafuge 1.0 R,
,»Omnifuge 2.0 RS*

Carl Zeiss, Oberkochen; Kamera: Hamamatsu;
Software ,,Openlab‘, Improvision, Coventry, UK

Gilson Medical Electronics, Frankreich;
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen;
Gilson, Villiers-le-bel, Frankreich;
Sarstedt, Niimbrecht

Hirschmann, Eberstadt

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Braun, Melsungen

Heraeus Instruments, Hanau

Millipore, Bedford, MA, USA
Schleicher & Schuell, Dassel

Braun, Melsungen

SG Wasserautbereitung u Regenerierstation GmbH,
Bremen

Brandt, Melsungen
INOTECH AG, Dottikon, Schweiz
Becton Dickinson, Heidelberg

Shandon-Life Sciences International GmbH,
Frankfurt
Eppendorf, Hamburg

Heraeus-Sepatech, Hanau

2.2 Methoden

2.2.1 Zellpraparation und Zellkultur

2.2.1.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer Wasserdampf-gesittigten 5 %igen CO,-Atmo-

sphire (CO;,-Brutschrinke) in komplettem RPMI-Medium kultiviert. In Abhdngigkeit
von der Zelldichte wurden Zell-Linien alle 3-4 Tage mit frischem Medium verdiinnt
(1:5 bis 1:20).
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Adhidrent wachsende Zellen wie 86HG39 wurden passagiert, nachdem sie in ein
konfluentes Wachstumsstadium eingetreten waren. Dazu wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA inkubiert, bis sie sich von der
Oberfliche des Zellkulturgefdfles ablosen lieBen. Der enzymatische Verdau wurde
durch die Serumbestandteile frischen Mediums abgestoppt, und die Zellen wurden
erneut zweimal gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in Medium
aufgenommen, die Zellen verdiinnt und auf einer groBeren Oberflache ausgesit.

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank ausgefiihrt.

Labormaterialien aus Kunststoff sowie hitzeunempfindliche Losungen wurden auto-
klaviert (135 °C, 2 bar, 20 min), wahrend hitzeempfindliche Lésungen sterilfiltriert
wurden (PorengroBBe 0,2 um). Die Sterilisierung von Glasgeriten erfolgte 3 Stunden
lang bei 180 °C.

Die Sedimentierung eukaryotischer Zellen wurde grundsétzlich durch Zentrifugation bei
1.200 rpm fiir fiinf Minuten (Megafuge 1.0 R) erreicht.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung konnen eukaryotische Zellen in fliissigem Stickstoff
bei -196 °C gelagert werden. Dafiir ist der Zusatz von stark hygroskopischem
Dimethylsulfoxid (DMSO) notwendig, das den Zellen Wasser entzieht und so die
Bildung von Eiskristallen im Zellinnern verhindert.

Zum Einfrieren wurden 5x10° bis 1x10’ Zellen pelletiert und in 1 ml eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert. Sie wurden in ein vorgekiihltes Kryorohrchen iiberfiihrt
und zunéchst langsam auf -70 °C abgekiihlt, bevor sie schlieBlich 24 Stunden spiter in
fliissigem Stickstoff eingefroren wurden.

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, miissen sie schnell aufgetaut

und sofort mit Medium gewaschen werden, damit das toxische DMSO entfernt wird.

2.2.1.3 Zellzihlung

Die Zahl lebender Zellen wurde unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer mit
Hilfe des Trypanblau-Ausschlu3tests bestimmt. Lebende Zellen schlieBen den Farbstoff
Trypanblau aktiv aus und sind so von toten Zellen, bei denen der Farbstoff ins

Zellinnere eindringt, zu unterscheiden.



2 Material & Methoden 30

Ein Aliquot einer Zellsuspension wurde zur Bestimmung der Zellzahl mit dem gleichen
Volumen an Trypanblau-Losung versetzt und unter Beriicksichtigung des Verdiinnungs-

faktors in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

2.2.1.4 Praparation von Milzzellen

Die Milz einer sechs bis zehn Wochen alten Maus wurde steril herauspripariert und die
Milzzellen mit Hilfe einer Spritze und 0,4 um-Kaniile mit 5 ml Erythrozyten-Lysis-
Puffer herausgespiilt. Nach vollstindiger Lyse der Erythrozyten wurde die
Zellsuspension mit Medium vermischt und zur weiteren Verwendung der Zellen

dreimal gewaschen.

2.2.1.5 Priparation von peritonealen Exsudat-Zellen (PEC)

Fiinf Tage vor der Isolierung von PEC wurden einer sechs bis acht Wochen alten Maus
500 pl Pristane intraperitoneal injiziert, um die Einwanderung von Immunzellen - vor
allem Makrophagen - in den Bauchraum (Peritoneum) des Tieres zu induzieren.

Das Peritoneum der Pristane-behandelten Maus wurde mit 20-25 ml eiskaltem Medium
gespiilt. Die dabei gewonnenen Zellen wurden pelletiert und bei Bedarf durch
hypotonische Lyse von Erythrozyten befreit (2 ml Erythrozyten-Lysis-Puffer, RT,
3 min). Die Zellen wurden gewaschen, gezéhlt und am gleichen Tag verwendet.

Die Préiparation von PEC aus einem Pristane-behandelten Tier fiihrte zu einer Ausbeute
von bis zu 1x10’ Zellen. Diese enthalten typischerweise 90 % CD11b" Zellen
(Makrophagen; Daten nicht gezeigt).

Fiir Experimente mit PEC aus in vivo -Infektionen wurden die Méuse nicht mit Pristane
vorbehandelt. In diesen Fillen wurde eine Ausbeute von zirka 1x10° Zellen pro Maus

erzielt.

2.2.1.6 Generierung von Knochenmarks-Makrophagen

Zur Priparation von Makrophagen aus dem Knochenmark wurden Femur und Tibia
einer 6-8 Wochen alten Maus steril herauspripariert. Die Knochenmarkszellen wurden
mit Hilfe einer Spritze und 0,6 pm-Kaniile mit reinem RPMI-Medium herausgespiilt,
pelletiert und gezihlt. 0,25 bis 1x10° Zellen pro Milliliter wurden in Knochenmarks-

Makrophagen-Medium aufgenommen und zur Kultivierung auf unbeschichtete 6-Loch-
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Gewebekulturplatten (2 ml/Loch) oder Petrischalen (10 ml/Schale) verteilt. An jedem
zweiten oder dritten Kulturtag wurde das Medium gewechselt. Zwischen dem 8. und 12.

Tag nach der Praparation wurden die Knochenmarks-Makrophagen verwendet.

2.2.1.7 Generierung von dendritischen Zellen aus Knochenmark (bmDC)

Die Gewinnung dendritischer Zellen erfolgte nach der Methode von Lutz et al. (1999)
aus Knochenmark-Progenitorzellen.

Dazu wurden Femur und Tibia einer sechs bis acht Wochen alten Maus steril
herausprépariert. Mit Hilfe einer Spritze und 0,6 pm-Kaniille wurden die
Knochenmarkszellen mit Medium herausgespiilt. Von den isolierten Knochenmarks-
zellen wurden 2x10° in 10 ml Medium mit 20 ng/ml murinem GM-CSF (200 U) in
unbeschichteten Petrischalen kultiviert. An Tag 3 wurden 10 ml Medium mit 20 ng/ml
GM-CSF dazugegeben, an Tag 6 und 8 jeweils 10 ml des Mediums (mit 20 ng/ml GM-

CSF) erneuert. Die DC wurden zwischen Tag 6 und 8 verwendet.

2.2.1.8 Priparation von T-Zellen iiber Nylonwolle

Fir die Anreicherung von T-Zellen aus einer Milzzellsuspension mit Hilfe dieser
Methode wurden die unterschiedlichen Eigenschaften von T-Zellen, B-Zellen und APC
beziiglich ihrer Adhdrenz ausgenutzt. Dabei wurde als Sdulen-Matrix Nylonwolle
eingesetzt, an der nur B-Zellen und Granulozyten adhérieren, nicht aber T-Zellen.

Fiir die praktische Durchfiihrung wurde eine 10 ml-Spritze mit 1 g Nylonwolle gestopft
und autoklaviert. Die autoklavierte Sdule wurde mit 50 ml Medium equilibriert und fiir
mindestens 1,5 Std. bei 37 °C inkubiert. Wahrenddessen wurden Milzzellen prapariert
(2.2.1.4), maximal 1,5x10® Zellen in 2 ml 37 °C warmen Mediums aufgenommen und
schlieBlich auf die equilibrierte Siule gegeben. Nach Zugabe der Zellsuspension wurde
die Sdule mit 500 ul warmem Medium nachgespiilt, geschlossen und schlieBlich mit
3 ml warmem Medium bedeckt, um sie vor dem Austrocknen zu schiitzen. Nach 45-
mintitiger Inkubation bei 37 °C wurden die T-Zellen mit 15 ml warmen Mediums von
der Saule eluiert, wihrend B-Zellen und andere APC an der Nylonwolle haften blieben.
Die Zellen wurden gezdhlt und sofort weiter verwendet. Die mit dieser Methode

angereicherten Zellen enthielten typischerweise 60-80 % ap-TCR" Zellen.

Bei einigen Priparationen wurden die Gesamtmilzzellen fiir ein- bis zwei Stunden in

30 ml-Gewebekulturflaschen im Brutschrank inkubiert, bevor sie auf die Nylonwolle-
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Sdule gegeben wurden. Wihrend dieser Inkubation konnten dann bereits Makrophagen
und ein Teil der B-Zellen an das Plastik der Gewebekulturflaschen adhéarieren. Dadurch,
dass anschlieBend nur die nicht-adhdrenten Zellen entnommen und weiter {iiber
Nylonwolle-Sdulen aufgereinigt wurden, konnte der Anteil an T-Zellen in der

Prédparation noch etwas erhoht werden

2.2.1.9 Negative Selektion von CD4 - und CDS8 -Lymphozyten

Eine gezielte Isolierung von CD4- bzw. CDS8-Lymphozyten aus Gesamtmilzzellen
erfolgte mit Hilfe des CD4" bzw. CDS" T Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec
durch Depletion aller anderen vorhandenen Zellpopulationen. CD4" bzw. CD8" Zellen
wie B-Zellen, NK-Zellen, DC, Makrophagen und Granulozyten werden bei dieser
Methode indirekt magnetisch markiert. Dies geschieht mit einer Mischung Biotin-
konjugierter Antikorper als erstem Markierungs-Reagenz, die in einem zweiten Schritt
mit an Magnetpartikel gekoppelten anti-Biotin mAK inkubiert werden. Die auf diese
Weise magnetisch markierten CD4" bzw. CD8" Zellen werden auf einer sog. MACS-
Sdule in dem Magnetfeld des entsprechenden MACS-Separators zuriickgehalten,
wihrend die nicht markierten CD4" bzw. CD8" T-Zellen die Siule passieren. Mit dieser

Methode wird eine sehr hohe Reinheit der gewiinschten Zellen von bis zu 98 % erreicht.

Fir die praktische Durchfilhrung wurden Milzzellen (2.2.1.4) mit MACS-Puffer
gewaschen und der Uberstand komplett abgenommen. Das Zellpellet wurde in 40 pl
Puffer pro 10" Gesamtzellen aufgenommen, mit 10 ul Biotin-AK-Cocktail pro 10’
Gesamtzellen versetzt, durchmischt und fiir 10 min bei 4 °C (Kiihlschrank) inkubiert.
Danach wurden 30 pl Puffer und 20 pl Anti-Biotin MicroBeads pro 10’ Gesamtzellen
zugegeben, vermischt und fiir weitere 15 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Zellen nach Zugabe von 10 ml Puffer bei 1.200 rpm und 4 °C fiir zehn
Minuten zentrifugiert (Megafuge 1.0 R) und das entstehende Pellet in 1 ml Puffer
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde schlieBlich durch einen Pre-Separation
Filter (zur Vereinzelung der Zellen) auf eine im Magnetfeld eines MACS-Separators
platzierte MACS-Séule entsprechender Bindungs-Kapazitit gegeben, die zuvor mit
Puffer equilibriert worden war. Die Sdule wurde mit Puffer gespiilt und dabei das Eluat
mit den gewiinschten T-Zellen aufgefangen. Die Zellen wurden gezéhlt und sofort

weiter verwendet.
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2.2.1.10 Positive Selektion von CD90 -Lymphozyten

Eine weitere Moglichkeit zur Isolierung von T-Lymphozyten aus Gesamtmilzzellen
bestand in der Anreicherung von CD90" Zellen mit Hilfe von Magnetpartikel-
markierten Antikorpern (CD90 MicroBeads, Miltenyi Biotec). CD90 (Thyl.2) wird auf
den Thymozyten, peripheren T-Zellen und einigen interepithelialen T-Zellen der
meisten Mausstimme exprimiert. CD90" Zellen werden bei dieser Methode direkt mit
an Magnetpartikel gekoppelten anti-CD90 mAK magnetisch markiert. Die auf diese
Weise markierten CD90" Zellen werden auf einer sog. MACS-Siule in dem Magnetfeld
des entsprechenden MACS-Separators zuriickgehalten, wihrend die nicht markierten
CD90" Zellen die Sdule passieren. Nach Entfernen der Sdule aus dem Magnetfeld
konnen die darin zuriickgehaltenen CD90" Zellen eluiert werden. Die praktische

Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.11 Depletion von CD11b-positiven Zellen

Um nach einer Anreicherung von T-Zellen iiber Nylonwolle-Saulen die T-Zell-Fraktion
noch griindlicher von Makrophagen und Monozyten zu befreien, wurden in einigen
Fiéllen CD11b-positive Zellen depletiert. Dies geschah mit Hilfe von Magnetpartikel-
markierten Antikdrpern (CD11b MicroBeads, Miltenyi Biotec). CD11b (Mac-1) wird
auf Makrophagen/Monozyten und in geringerem Ausmall auf Granulozyten und
NK-Zellen exprimiert. Ferner weisen Untergruppen dendritischer Zellen CD11b auf.
CD11b" Zellen werden - analog zu der zuvor beschriebenen Methode - direkt mit an
Magnetpartikel gekoppelten anti-CD11b mAK magnetisch markiert. Die auf diese
Weise markierten CDI11b’ Zellen werden auf einer sog. MACS-Siule in dem
Magnetfeld des entsprechenden MACS-Separators zuriickgehalten, wihrend die nicht
markierten CD11b" Zellen die Séule passieren. Die praktische Durchfiihrung erfolgte
nach Anleitung des Herstellers und die von CD11b" Zellen befreiten T-Zellen konnten

direkt in Experimenten eingesetzt werden.

2.2.1.12 Bestimmung der Zellproliferation (Proliferationstest)

Die Analyse der Proliferation von Zellen kann durch Messung des Einbaus von
radioaktivem Thymidin erfolgen. Das Prinzip beruht hierbei darauf, dass jede
wachsende und sich teilende Zelle DNA synthetisiert und den Zellen mit radioaktivem
Thymidin ¢ H-Thymidin) ein Baustein der DNA (Nukleotid) als radioaktiv markierte
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Substanz zur Verfiigung gestellt wird. Die Menge der aufgenommenen Radioaktivitét

kann dabei als MaB fiir die Proliferation der untersuchten Zellen herangezogen werden.

Fiir die praktische Durchfiihrung wurde der Uberstand von in 96-Loch-Gewebekultur-
platten kultivierten Zellen bis auf ein Restvolumen von 50 ul abgenommen.
AnschlieBend wurden 50 pl frisches Medium sowie 20 pl *H-Thymidin-haltiges
Medium [0,01 mCi/ml] zugegeben, so dass sich eine Endkonzentration von 0,2 uCi *H-
Thymidin pro Ansatz ergab. Als Negativkontrollen dienten Triplikate mit 50 pl
Medium, die keine Zellen enthielten. Nach einer Inkubationszeit von 18 Stunden wurde
die Proliferation der Zellen durch Einfrieren (-20 °C) der Gewebekulturplatte gestoppt.
Zur Auswertung des Thymidin-Einbaus wurden die Zellen mit Hilfe eines automati-
schen Zellerntegerits geerntet, wobei sie mit Aqua dest. lysiert und durch einen
Glasfaserfilter gesaugt wurden. Das Filterpapier, in dem die DNA der Zellen zuriick-
blieb, wurde in einer Mikrowelle getrocknet und danach mit Szintillationsfliissigkeit
getrankt in eine Plastikhiille eingeschweif3t. Die Szintillationsfliissigkeit wandelt die
nicht direkt messbare p-Strahlung in Lichtblitze um, so dass die Radioaktivitit
schlieBlich in einem B-Szintillationszdhler bestimmt werden kann. Die Radioaktivitit

wird in Zerfdllen pro Minute (counts per minute, cpm) angegeben.

2.2.2 Arbeiten mit 7. cruzi

2.2.2.1 Kultivierung von T. cruzi in Gewebe (in vitro -Kultivierung)

Fiir die Vermehrung von 7. cruzi in vitro wurden Zellen der humanen Glioblastom-Zell-
Linie 86HG39 in 50 ml-Gewebekulturflaschen zu einem halbkonfluenten Zellrasen
expandiert und mit trypomastigoten Blutformen aus 7. cruzi -infizierten Maiusen
beimpft. Innerhalb der néchsten Tage infizierten die Trypanosomen die 86HG39-Zellen
(Sanderson et al., 1980). In der folgenden intrazelluldren Phase waren keine freien
Trypanosomen in der Zellkultur zu erkennen, da die Parasiten im Zytosol der Zellen
expandierten. Nach fiinf bis zehn Tagen konnten die Parasiten, die von ihren sterbenden
Wirtszellen freigesetzt wurden, mit dem Kultur-Uberstand gesammelt und bei 600 rpm
fir finf Minuten (Megafuge 1.0 R) zentrifugiert werden, um Wirtszellreste zu
entfernen. Die Trypanosomen wurden schlieflich durch Zentrifugation bei 1.600 rpm

fiir zehn Minuten (Megafuge 1.0 R) sedimentiert und mit Medium gewaschen, bevor sie
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zur Infektion einer neuen 86HG39-Kultur eingesetzt oder fiir Experimente verwendet
wurden.

Bei der Vermehrung von Trypanosomen in vitro besteht jedoch die Gefahr, dass die
Parasiten auf Dauer ihren Phanotyp verdndern und ihre Infektiositét verlieren konnen.
Um das zu vermeiden, wurde im Rahmen dieser Arbeit die in vitro -Kultur der Parasiten
regelmifBig durch Infektion mit direkt aus Stammerhaltungs-Méduse-Blut gewonnenen

Trypanosomen neu gestartet.

2.2.2.2 Kultivierung von 7. cruzi in Miusen (in vivo -Kultivierung zur
Stammerhaltung)

Um die Virulenz von T. cruzi zu erhalten, wurden die Parasiten in Médusen passagiert.
Diese Stammerhaltung erfolgte in einem Rhythmus von zirka 10 Tagen durch den
Transfer von Blut aus infizierten BALB/c-Méusen mit hoher Parasitdmie in nicht-
infizierte BALB/c-Mause.

Dafiir wurden einer infizierten Maus 1-2 ml Blut unter Narkose mit Metofane (Janssen,
Neuss) durch Herzpunktion entnommen und mit 20 pl Heparin (200 Einheiten/ml)
versetzt. In Abhéngigkeit von der Parasitenlast wurden dann 100 bis 500 pl dieses
Frischblutes der nichsten BALB/c-Maus intraperitoneal injiziert.

Alternativ konnte das Blut auch mit 20 % (v/v) Glyzerin versetzt und bei -80 °C

aufbewahrt werden, bevor es wieder zur Infektion verwendet wurde.

2.2.2.3 Bestimmung der Parasitimie im Blut bei 7. cruzi -Infektion

Der Verlauf einer Infektion mit 7. cruzi wurde anhand der Anzahl an Parasiten im Blut
der Maus verfolgt. Hierzu wurde der infizierten Maus die Schwanzvene punktiert, so
dass ein Tropfen Blut heraustrat. Von dem Blut wurden 2,5 pul abgenommen, mit 22,5 pl
Tris-Ammoniumchlorid (0,87 % (w/v) NH4Cl) verdiinnt und fiir einige Minuten
inkubiert. Nach Lyse der Erythrozyten wurden 10 pl dieser Suspension in einer
Neubauer-Zdhlkammer unter dem Mikroskop ausgezdhlt, wobei nur die beweglichen

Trypomastigoten beriicksichtigt wurden.
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2.2.2.4 Infektion von Miusen mit 7. cruzi (in vivo -Infektion)

Fiir Infektionen von Méusen mit einer definierten Anzahl an Parasiten wurde Blut von
infizierten Stammerhaltungs-Méusen verwendet. Wie unter Punkt 2.2.2.2 beschrieben,
wurde einer infizierten Maus unter Narkose mit Metofane Blut mittels Herzpunktion
entnommen und mit Heparin versetzt. Nachdem die Menge der darin enthaltenen
lebenden Trypanosomen durch Auszdhlung in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt
worden war (wobei nur bewegliche Trypomastigote beriicksichtigt wurden), wurden die
isolierten Trypanosomen mit sterilem PBS auf 2x10*ml eingestellt. Diese wurden
unmittelbar zur Infektion eingesetzt, indem jeder zu infizierenden Maus 500 pl Blut-
PBS-Gemisch mit 1x10* Trypanosomen intraperitoneal injiziert wurden. 12-18 Tage
nach der Infektion wurden die Miuse - nach Bestimmung der Parasitdmie im Blut -
getdtet und Peritoneal-Makrophagen (2.2.1.5) oder Milzzellen (2.2.1.4) fiir die

nachfolgenden Experimente prépariert.

2.2.2.5 In vitro -Infektion von Zellen mit 7. cruzi

Die entsprechende Anzahl zu infizierender Zellen wurde in 100 pl Medium in den
Vertiefungen einer 96-Loch-Gewebekulturplatte vorgelegt. Wahrend einer einstiindigen
Inkubation im Brutschrank konnten Antigen-prisentierende Zellen an der Platte
adhédrieren. Auf die zu infizierenden Zellkulturansitze wurden jeweils 100 ul Medium
mit Trypanosomen aus der 86HG39-Gewebekultur pipettiert, so dass sich die
gewiinschte MOI (multiplicity of infection) ergab. Die Ansidtze wurden 24 oder 48
Stunden lang im Brutschrank inkubiert und anschlieBend mindestens dreimal mit
frischem Medium gewaschen, um extrazelluldr verbliebene Parasiten zu entfernen.
Danach wurden die Zellen direkt in Stimulations-Experimenten (2.2.3) eingesetzt.

Die Anzahl der intrazelluliren 7. cruzi pro Zelle wurde durch eine Immunfirbung
tiberpriift. Dazu wurden zusdtzlich APC in ,,Chamber-Slides* oder auf Glas-
deckgldschen kultiviert und infiziert wie unter Punkt 2.2.4.2 beschrieben.
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2.2.3 Invitro -Stimulation von Immunzellen

2.2.3.1 T-Zell-Assay

Um zu testen, wie die Interaktion von T-Zellen mit APC durch eine Infektion mit
T. cruzi beeinflusst wird, wurde ein Testsystem unter Nutzung TCR-transgener T-Zellen
entwickelt. Verwendet wurden T-Zell-Hybridome oder T-Zellen aus den Mausstimmen
DO11.10 (CD4" T-Zellen; der transgene TCR erkennt einen Komplex aus dem 17er-
Peptid OV A3»3.339 und I-Ad) und OT-1 (CD8+ T-Zellen; der transgene TCR erkennt
einen Komplex aus dem 8er-Peptid OV A;s7.264 und H2-Kb).

Wenn nicht anders beschrieben, wurden 2x10° T-Zellen (2.2.1.8 bzw. 2.2.1.9) pro
Vertiefung einer 96-Loch-Rundbodenplatte mit 1x10° APC stimuliert. Ein Teil der
Antigen-prasentierenden Zellen wurde zuvor mit Trypanosomen infiziert (in vitro -
Infektion, 2.2.2.5) bzw. ist aus infizierten Mausen prépariert worden (in vivo -Infektion,
2.2.2.4). Die entsprechenden Peptid-Antigene wurden in unterschiedlichen Konzen-
trationen direkt in den T-Zell-Assay gegeben. Aufgefiillt wurden die einzelnen Ansitze
auf ein Endvolumen von 300 pl mit frischem Medium. Es wurden generell
Dreifachwerte untersucht. Fiir Kontroll-Messungen ohne APC oder ohne T-Zellen
wurde der entsprechende Zelltyp weggelassen.

Nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubation (oder zu anderen definierten Zeitpunkten) wurden
Kultur-Uberstinde fiir die Zytokin-Bestimmung mittels ELISA (2.2.6) abgenommen.
Des weiteren wurde in einigen Ansétzen die Proliferation der T-Zellen (2.2.1.12) oder

die Expression von bestimmten Oberfldchenmolekiilen (2.2.5) untersucht.

In Vorversuchen wurde die Anzahl der eingesetzten APC variiert. Des weiteren wurden
verschiedene Mengen an T-Zellen ausgetestet. Wurden zu viele PEC eingesetzt,
verbrauchten diese vermutlich zu viele Nihrstoffe, die den T-Zellen dann im weiteren
Verlauf des Experimentes nicht mehr zur Verfiigung standen. Eine zu geringe Dichte an
PEC verhinderte aber auch eine ausreichende Aktivierung. Es stellte sich heraus, dass
eine optimale Stimulation mit einer Anzahl von 1x10° PEC pro Ansatz in 96-Loch-
Gewebekulturplatten, zusammen mit zwei T-Zellen pro APC, erreicht wird. Dieses

Verhiéltnis der Zellen wurde nach Mdglichkeit fiir alle weiteren Experimente eingesetzt.
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2.2.3.2 Stimulation des T-Zell-Assays mit anti-CD3

Mit anti-CD3 konnen T-Zellen unabhingig von ihrem spezifischen Antigen iiber den
T-Zell-Rezeptor-Komplex stimuliert werden (polyklonale Aktivierung). Dazu wurde in
den entsprechenden T-Zell-Assay anstelle von spezifischem Antigen-Peptid (OVAp)
anti-CD3 mAK (Uberstand der Hybridom-Zell-Linie 145-2C11, BNI, Hamburg)

gegeben, so dass sich eine Endkonzentration von 3 pg/ml ergab.

2.2.3.3 T-Zell-Assay in Gegenwart blockierender Agenzien

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Zytokine oder Stimulationswege auf die
Vermittlung  immunsuppressiver  Effekte  durch T cruzi -infizierte  Antigen-
prisentierende Zellen wurden unterschiedliche Blockade-Experimente durchgefiihrt.

Dazu wurden in die T-Zell-Assays hemmende Agenzien wie z.B. Antikorper, die
bestimmte Zytokine neutralisieren (anti-IFN-y, anti-IL-12 oder anti-TGF-81), oder
Antikorper bzw. Fab-Fragmente, die verschiedene Kostimulatoren blockieren kdnnen
(anti-CD86, anti-CTLA-4, Fab-Fragment von anti-CTLA-4 oder CTLA-4-Ig), gegeben.

Tab. 2.10: Zur Blockade eingesetzte Agenzien

Blockade von Eingesetztes Agens Endkonzentration
CD43 Ratte anti-Maus CD43 10 bzw. 50 pg/ml
CD86 (B7-2) Ratte anti-Maus CD86 10 pg/ml
CTLA-4 Ig 50 pg/ml
CTLA-4 Hamster anti-Maus CTLA-4 10 bzw. 100 pg/ml
Fab-Fragment von anti-Maus CTLA-4 10 bzw. 100 pg/ml
IFN-y Ratte anti-Maus IFN-y 20 pg/ml
IL-12 Ratte anti-Maus IL-12 p40/p70 10 pg/ml
NO Aminoguanidin (Sigma, St. Louis, MO, USA) -5 mM

TGF-81 Ratte anti-Maus TGF-81 10 pg/ml
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2.2.3.4 Blockade des Kontaktes infizierter APC mit T-Zellen durch
Gewebekultur-Einséiitze (Transwell-Experimente)

Jeweils 1x10° frisch priparierte Peritoneal-Makrophagen (2.2.1.5) aus infizierten bzw.
nicht-infizierten BALB/c-Miusen wurden mit 2x10° DO.11.10-Milzzellen (2.2.1.4) in
96-Loch-Flachbodenplatten mit OV Ap stimuliert.

Dabei wurden zum einen Makrophagen und Milzzellen vereint in der unteren Kammer
eines Transwell-Einsatzes kultiviert, zum anderen die Makrophagen in der unteren
Kammer von den Milzzellen in der oberen Kammer durch eine Membran mit einer
Porengréfie von 0,2 um getrennt voneinander kultiviert.

Fiir die praktische Durchfithrung wurden zuerst die Makrophagen in 175 pul Medium in
der unteren Kammer vorgelegt. Die Milzzellen wurden in 50 pl Medium entweder
direkt dazugegeben (Kontakt) oder aber nach Einhdngen der Gewebekultur-Einsétze in
die obere Kammer des Transwells pipettiert (kein Kontakt). Als zusétzliche Kontrolle
wurden die Milzzellen ohne Peritoneal-Makrophagen als exogene APC unter den
beschriebenen Bedingungen eingesetzt und mit Peptid stimuliert. Die Platten wurden fiir
24 bzw. 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei den Kulturen, die 48 Stunden inkubiert
wurden, wurde nach 24 Stunden 30 ul frisches Medium in der oberen Kammer
dazugegeben, um Verdunstungsverluste auszugleichen. Nach der gewiinschten
Inkubationszeit wurden die Gewebekultur-Einsdtze herausgenommen, die Kultur-
Uberstinde aus beiden Kammern vereinigt und anschlieBend zur Zytokin-Bestimmung
(2.2.6) eingesetzt.

2.2.3.5 Restimulation von T-Zellen nach Stimulation durch infizierte bzw. nicht-
infizierte APC (Transfer-Experimente)

Um zu untersuchen, inwieweit sich T-Zellen nach einer Stimulation durch infizierte
Antigen-prasentierende Zellen wieder durch frische nicht-infizierte APC restimulieren
lassen, wurden Transfer-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 3x10° frisch
priparierte Peritoneal-Makrophagen (2.2.1.5) aus infizierten bzw. nicht-infizierten
BALB/c-Méusen in 5ml Medium in einer 6-Loch-Gewebekulturplatte vorgelegt.
Wihrend einer Inkubation iiber Nacht bei 37 °C konnten die Makrophagen am Boden
der Platte adhérieren. Die nicht-adhirenten Zellen wurden anschlieBend durch Waschen
mit Medium entfernt. Dann wurden jeweils 6x10° DO.11.10-T-Zellen (2.2.1.9) auf die
Makrophagen gegeben und die Ansétze fiir 24 bis 48 Stunden in 5 ml Medium mit
1 pg/ml OVAp stimuliert. Danach wurden die T-Zellen abgenommen, indem sie mit

Medium von den am Boden der Gewebekulturplatte adhdrierenden APC abgespiilt
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wurden. Die auf diese Weise gewonnenen T-Zellen wurden so auf 24- bzw. 96-Loch-
Gewebekulturplatten verteilt, dass sie mit engem Kontakt zueinander fiir 3 Tage bei
37 °C im Brutschrank weiter kultiviert werden konnten. Fiir einige Experimente wurden
die Zellen zuvor noch einmal mit Hilfe des CD4" T Cell Isolation Kit von
moglicherweise kontaminierenden APC befreit. Nach dreitdgiger Inkubation wurden je
1x10° der T-Zellen und 5x10* frisch priparierte PEC aus nicht-infizierten BALB/c-
Maiusen in 96-Loch-Platten mit 0,5 bzw. 1 pg/ml OVAp erneut fiir 24 bzw. 48 Stunden
stimuliert. Nach der gewiinschten Inkubationszeit wurden die Kultur-Uberstinde zur

Zytokin-Bestimmung (2.2.6) abgenommen.

2.2.3.6 Sialidase-Behandlung von T-Zellen

Die enzymatische Abspaltung der Sialinséurereste auf der Oberfliche von T-Zellen
wurde eingesetzt, um einen moglichen trans-Sialidase-Effekt von T. cruzi zu unter-
suchen bzw. auszuschlieBen. Dazu wurden die T-Zellen mit aus Clostridium
perfringens gewonnener Neuraminidase (Sialidase von der Firma Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) behandelt, bevor sie im Stimulations-Assay eingesetzt wurden. Fiir
die praktische Durchfithrung wurden 1x10” T-Zellen in 500 pl Serum-freiem Medium
resuspendiert und mit 0,05 U Sialidase fiir 30 min bei 37 °C im Heizblock inkubiert,
wobei sie auf hochster Stufe geschiittelt wurden. AnschlieBend wurden die Zellen

dreimal mit Serum-freiem Medium gewaschen und sofort im T-Zell-Assay eingesetzt.

2.2.3.7 Fixierung von APC mit Paraformaldehyd

Vor einigen Stimulationsexperimenten wurden die APC fixiert. Dazu wurden MHC-II-
transfizierte RT2.3HD6-Fibroblasten nach ihrer in vitro -Infektion (2.2.2.5) fiir 20 min
bei RT in 200 ul 1 % PFA (w/v) in PBS bzw. die Kontrollen in 200 pul PBS inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen und als APC zur

Stimulation von T-Zellen eingesetzt (T-Zell-Assay, 2.2.3.1).
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2.2.4 Immunfluoreszenzfirbungen

2.2.4.1 Cytospin (Immunfiarbung von Cytozentrifugationen)

Die Expression von Oberflichenmolekiilen nicht-adhdrenter Zellen wurde untersucht,
indem die Zellen auf Objekttrager zentrifugiert und gefarbt wurden. Dazu wurden 100-
200 pul Zellsuspension, die etwa 1x10* bis 1x10° Zellen enthielten, in einen Trichter
gegeben, der iiber einem gelochten Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) und
darunterliegendem Objekttriger angebracht war. Durch Zentrifugation in der Cytospin-
Zentrifuge (600 rpm, 10 min) wurden die Zellen auf den Objekttrdger transferiert,
wobei sie sich durch die Zentrifugalkraft gleichmiBig darauf ausbreiteten, wahrend der
Papierfilter die Fliissigkeit aufnahm.

Uber Nacht wurden die Cytospins getrocknet, dann 10 min in Aceton fixiert und zum
Trocknen einige Stunden stehen gelassen. AnschlieBend wurden die auf dem
Objekttrager aufgebrachten Zellen mit einem Wachsstift umkreist, um so definierte
Volumina an Férbelosung einsetzen zu konnen. Die fixierten Zellen wurden entweder
sofort gefarbt oder bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Vor der Féarbung der Cytospins wurden die Fc-Rezeptoren der Zellen mit 20 ul Cohn-II
fiir mindestens 15 min blockiert. Dieser Arbeitsgang sowie die darauf folgenden
Féarbungen wurden in einer feuchten Kammer bei RT durchgefiihrt. Die Zellen wurden
mit dem jeweiligen Antikorper in einer Verdiinnung von 1:100 bis 1:500 in PBS fiir
30-60 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in einem mit PBS gefiillten
Objekttragerstinder fiir je 5-10 min wurde im Falle der indirekten Immunfluoreszenz
der zweite, fluoreszenzmarkierte Antikdrper (1:100 bis 1:500 Verdiinnung in PBS) auf
die Zellen gegeben. Im Anschluss an eine dreiflig bis sechzigminiitige Inkubation im
Dunkeln wurden die Objekttriger erneut dreimal in PBS gewaschen und die Zellen
anschlieBend unter einem Tropfen Anti-Fade-Solution mit einem Deckgldschen
bedeckt. Bei der Verwendung von Primir-Antikdrpern, die selbst Fluoreszenzfarbstoft-
konjugiert waren, oder bei Ansdtzen der Zellkern (DNA)-Farbung mit DAPI (4',6-
Diamino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid) wurde ohne einen zweiten Farbeschritt
eingedeckt. Um das Ausmal} unspezifischer Bindung der Fluoreszenz-markierten Zweit-
Antikdrper beurteilen zu konnen, wurde bei indirekter Féarbung stets eine
Negativkontrolle ohne Primédr-Antikorper mitgefithrt. Die Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.
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2.2.4.2 Immunfirbung adhirent wachsender Zellen

Die Expression von Oberflichenmolekiilen adhidrent wachsender Zellen wurde
untersucht, indem die Zellen direkt auf Objekttragern (in speziellen Zellkulturkammern,
»Lab-Tek Chamber Slides*) oder auf Glasdeckgldschen kultiviert und gefarbt wurden.
Dazu wurden Zellsuspensionen von z.B. 1x10° bis 2x10° PEC in ,,Chamber Slides*
gegeben, deren Kammergrofle der der Vertiefung einer 96-Loch-Gewebekulturplatte
entsprach. Darin wurden die Zellen kultiviert, bis sie an der Wachstumsoberfldche
adhérierten. Bei Bedarf konnten sie z.B. mit 7. cruzi infiziert werden (2.2.2.5). Eine
Kultivierung in gréoBerem MaBstab konnte auf runden, sterilen Deckgldschen erfolgen,

die in die Locher einer 24-Loch-Gewebekulturplatte gelegt wurden.

Vor Durchfithrung der Immunfarbung wurden die adhédrenten Zellen mit 1 %iger (w/v)
Paraformaldehydldsung fixiert (mind. 15 min bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C) und
anschlieBend mit PBS gewaschen. Darauthin wurden die fixierten Zellen
permeabilisiert, indem sie mit 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS fiir 15 Minuten
inkubiert wurden. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurde RPMI 10 % FCS fiir
30 min bei RT (oder iiber Nacht bei 4 °C) zu den Zellen gegeben, um unspezifische
Bindungen von Antikdrpern zu blockieren.

Die Farbung der Zellen letztendlich verlief analog zu der Farbung von Cytospins.

2.2.5 Durchfluflzytometrie (FACS)

Zur Quantifizierung der Expression von Oberflaichenmolekiilen oder zur Bestimmung
der Anteile unterschiedlicher Zellpopulationen in einem Ansatz anhand ihres
Repertoires an Oberflichenmarkern wurden durchfluzytometrische Messungen
durchgefiihrt. Dabei konnen mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierers
(fluorescence-activated cell sorter, FACS) - auch Durchflulzytometer genannt -
einzelne Zellen klassifiziert werden. Das Gerét misst die ZellgroBe, die Granuladichte
und die Fluoreszenz gebundener fluoreszierender Antikorper, wédhrend die Zellen

einzeln an einem Fotodetektor vorbeistromen.

Bei dieser Methode wurden alle Reagenzien kalt gehalten und die einzelnen
Versuchsschritte auf Eis bzw. bei 4 °C durchgefiihrt.
Jeweils 1x10° bis 1x10° der zu untersuchenden Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen

pipettiert und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Fc-Rezeptoren der Zellen
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wurden mit 25 ul Cohn-II fiir mindestens 15 Minuten blockiert, um eine unspezifische
Bindung von Antikérpern zu verhindern. Pro Ansatz wurde 1 pl Erst-Antikorper in
25 ul FACS-Puffer oder 50 ul eines konzentrierten Hybridoma-Kultur-Uberstandes
hinzugegeben und fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit FACS-
Puffer gewaschen und danach der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte spezies- und
isotypspezifische Zweit-Antikorper (1 pl) in 100 ul FACS-Puffer hinzugegeben, falls
der Erst-Antikérper noch nicht Fluoreszenz-markiert war. Nach 30-miniitiger
Inkubation im Dunkeln wurden ungebundene Antikoérper durch dreimaliges Waschen
mit FACS-Puffer entfernt und die gefarbten Zellen schlieBlich in 300 pul 1 % (w/v) PFA
in PBS fixiert. Um das Ausmall unspezifischer Bindung der Fluoreszenz-markierten
Zweit-Antikorper beurteilen zu konnen, wurde bei indirekter Féarbung stets eine
Negativkontrolle ohne Erst-Antikorper durchgefiihrt. Messung und Auswertung der
Féarbungen erfolgte mit Hilfe eines DurchfluBzytometers (FACScan oder FACSCalibur
Flow Cytometer) unter Verwendung der dazugehorigen Software CellQuest (Becton
Dickinson, Heidelberg). Bei der Auswertung wurden nur vitale Zellen beriicksichtigt.
Die mittlere Fluoreszenz von mit spezifischen Antikérpern gefarbten Zellen wurde als
Histogramm gegen den Logarithmus der Zellzahl aufgetragen und der prozentuale
Anteil an gefarbten Zellen von allen vitalen Zellen bestimmt. Als Negativkontrolle
dienten Fluoreszenz-markierte unspezifische Antikdrper (Isotypkontrolle), ungefarbte

Zellen oder Zellen, die nur mit dem Zweit-Antikorper gefdarbt wurden.

2.2.6 Enzym-gekoppelter Inmunsorbent-Assay (enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA)

Mit Hilfe eines sog. indirekten ELISAs oder Sandwich-ELISAs ist es moglich, in einer
Losung enthaltene Proteine spezifisch nachzuweisen und zu quantifizieren, selbst wenn
sie in sehr niedriger Konzentration vorliegen. Dabei bindet das gesuchte Antigen an
einen immobilisierten Antikdrper und wird anschlieBend durch einen zweiten
Antikdrper detektiert. Durch die Verwendung von biotinylierten Zweit-Antikorpern und
Streptavidin-Enzym-Konjugaten wird eine Amplifikation des Signals erreicht. Mit
dieser Methode wurde die Konzentration an Zytokinen in verschiedenen Zellkultur-

Uberstéinden gemessen.

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten ELISAs wurden Mikrotiterplatten (96-Loch,
MICROLON-ELISA-Platten) mit einem fiir das nachzuweisende Zytokin spezifischen
Capture-Antikorper in Beschichtungs-Puffer (50 pl pro Loch) beschichtet. Die
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Assoziation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen
der Antikérper mit der Materialoberfliche. Antikorper, die nicht gebunden hatten,
wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS-Tween entfernt. Um unspezifische
Bindungen der folgenden Antigene oder Antikdrper zu verhindern, wurden noch freie
Oberflachenbindungsstellen auf der ELISA-Platte durch zweistiindige Inkubation mit
1 % (w/v) BSA in PBS (200 pl/Loch) bei RT abgesittigt. AnschlieBend wurden in die
entleerten Platten-Vertiefungen jeweils 50 pl zu untersuchender Kultur-Uberstand
gegeben. Zudem wurde auf jeder Platte eine Standardreihe mit definierten
Konzentrationen des entsprechenden rekombinanten Zytokins mitgefiihrt. Es folgte eine
Inkubation bei 4 °C iiber Nacht, wonach viermal mit PBS-Tween gewaschen wurde,
bevor der zweite, biotinylierte Detektions-Antikorper in 0,1 % (w/v) BSA in PBS
(50 ul/Loch) aufgetragen wurde. Nach zweistiindiger Inkubation bei RT wurde die
Platte erneut viermal gewaschen. Dann wurden je 50 ul eines Konjugats aus
Streptavidin und HRPO (DAKO, Glostrup, Dénemark) in 0,1 % (w/v) BSA in PBS
(1:10.000) in die Vertiefungen gegeben. Biotin bindet mit einer sehr hohen Affinitét
spezifisch an Avidin, so dass sich nach einer Stunde bei RT stabile Komplexe zwischen
dem biotinylierten Antikérper und dem Enzym-markierten Streptavidin gebildet hatten.
Eine Quantifizierung erfolgte nach sechsmaligem Waschen mit PBS-Tween {iber eine
charakteristische Farbreaktion mit 100 pul frisch angesetzter Substratlosung. Das in der
Substratlosung enthaltene TMB wurde dabei durch die Peroxidase, die proportional zu
dem nachzuweisenden Zielmolekiil im jeweiligen Ansatz vorhanden war, in einen
blauen Farbstoff umgewandelt. Die Farbreaktion lief so lange, bis die Standardreihe
ausreichend zu erkennen war (ca. 10 min) und wurde dann durch Zugabe von 25 pl
Stopp-Puffer beendet, wobei ein Farbumschlag zu Gelb erfolgte. Die Absorption der
einzelnen Losungen wurde mit Hilfe des ELISA-Readers vermessen (photometrische
Messung bei 405 nm).

Zur Detektion von TGF-B1 in den Zellkultur-Uberstinden musste dieses erst inaktiviert
werden. Dafiir wurden 50 pl Probe mit 2 ul 1 M HCI versetzt und 15 min bei RT oder
1 Std. bei 4 °C inkubiert. Danach wurde mit 2 ul 1 N NaOH neutralisiert, und der
ELISA konnte wie beschrieben durchgefiihrt werden.
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Tab. 2.11: Konzentrationen der beim ELISA eingesetzten Antikorper

Zytokin Capture-Antikorper Biotin-Antikorper
IL-2 1 pg/ml 1 pg/ml
IL-10 2 pg/ml 1 pg/ml
IL-12 2 pg/ml 0,5 pg/ml
IFN-y 2 pg/ml 0,5 pg/ml
TGF-B1 5 pg/ml 2 pg/ml

2.2.7 Stickstoffmonoxid (NO)-Bestimmung nach Grief3

Die Konzentration an Stickstoffmonoxid (NO) in Zellkultur-Uberstinden wurde mit
Hilfe des ,,GrieB-Nachweises* (Green ef al., 1982) bestimmt. Dazu wurden 100 pl
Kultur-Uberstand in einer 96-Loch-Flachbodenplatte mit je 50 ul GrieB 1 und 50 pl
GrieB3 II versetzt. Zusétzlich wurde eine Standardreihe aus NaNO; mit einer Maximal-
Konzentration von 125 uM NO auf der Platte mitgefiihrt. Proportional zur Menge an
NO in der untersuchten Losung bildeten sich durch Zugabe der Grief3-Reagenzien
farbige Komplexe. Nach Abschluss der Farbentwicklung wurde die Absorption der
einzelnen Losungen bei einer Wellenldnge von 560 nm mit Hilfe des ELISA-Readers

vermessen.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Immunantwort gegen intrazellulire Trypanosomen
untersucht werden. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob sich ruhende T-Zellen
von Trypanosoma cruzi -infizierten Antigen-présentierenden Zellen stimulieren lassen,

und ob ein Einfluss auf die nachfolgende T-Zell-Antwort nachweisbar ist.

3.1 Etablierung eines Systems zur Stimulation von T-Zellen durch
T. cruzi -infizierte APC

Um die Einfliisse einer 7. cruzi -Infektion auf die nachfolgende Aktivierung von
T-Zellen zu untersuchen, wurde ein in vitro -System entwickelt (Abb. 3.1). In dem hier
etablierten System wurden als Antigen-prisentierende Zellen entweder Makrophagen
oder dendritische Zellen eingesetzt. Diese wurden in vitro mit verschiedenen Mengen
an T. cruzi -Trypomastigoten infiziert (2.2.2.5). Die infizierten APC wurden mit naiven
MHC-Klasse I- oder II-restringierten T-Zellen und dem entsprechenden Antigen
kultiviert. Als T-Zellen kamen dabei Zellen zum Einsatz, die einen transgenen T-Zell-
Rezeptor mit definierter Spezifitit fiir Ovalbumin-Peptide trugen. Es wurden zunéchst
T-Zell-Hybridome, im weiteren Verlauf der Arbeit dann gereinigte T-Zellen von TCR-
transgenen DO11.10- oder OT-1-Miusen verwendet.

Es wurden verschiedene Systeme von transgenen T-Zellen, Peptiden und APC
eingesetzt: Die hauptsidchlich verwendeten T-Zellen aus DO11.10-M&usen exprimieren
einen TCR, der einen Komplex aus I-A und dem aus Hiihner-Ovalbumin stammenden
17er-Peptid OV Asp3.339 erkennt (Hosken ef al., 1995). Im Gegensatz zu den vorher
genannten CD4" T-Helfer-Zellen sind die des weiteren verwendeten T-Zellen aus OT-1-
Miusen CDS8" zytotoxische T-Zellen. Sie exprimieren einen TCR, der das aus Hiihner-
Ovalbumin stammende 8er-Peptid OV Ajs7.264 bei Prisentation auf H2-K°-Molekiilen
erkennt (Hogquist et al., 1994). (Peptidsequenzen siehe Tab. 2.4)
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Abb. 3.1: Schema des in vitro -Modells zur Stimulation von T-Zellen durch 7. cruzi -infizierte

APC.

APC (Makrophagen oder DC) von BALB/c- bzw. C57BL/6-Méusen wurden mit verschiedenen
Mengen an T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24- bis 72-stiindiger Infektion wurden die
Kulturen gewaschen, um freie Parasiten zu entfernen. Danach wurden T-Zell-Hybridome oder
gereinigte T-Zellen von DO11.10- bzw. OT-1-Méusen und das entsprechende Ova-Peptid als
Antigen zugegeben. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Kultur-Uberstéinde abgenommen
und analysiert. Des weiteren wurde die Proliferation der T-Zellen oder die Expression von
bestimmten Oberflichenmolekiilen untersucht.
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3.1.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse 7. cruzi -infizierter Zellen

Die Infektion der Antigen-prasentierenden Zellen wurde durch Immunfluoreszenz-
farbungen tberpriift. Dazu wurden peritoneale Exsudat-Zellen (PEC), die zu 90 % aus
Zellen bestehen, die den Makrophagen-Marker CD11b tragen, auf Glasdeckgldschen
kultiviert und infiziert. Nach DAPI und anti-7. cruzi -TRITC-Farbung wurden die
Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. DAPI farbt die Zellkerne der PEC sowie
die Kinetoplasten der infizierenden Trypanosomen, wihrend das anti-T. cruzi -
Antiserum die Trypanosomen-Oberfliche markiert. Abbildung 3.2 zeigt die Ergebnisse
der Untersuchung 7. cruzi -infizierter PEC. Die DAPI-Féarbung (A) sowie der ,,Overlay*
beider Féarbungen (C) zeigen, dass ein Grofiteil der Zellen infiziert ist. Um zu
iberpriifen, ob es sich bei den infizierten Zellen tatsdchlich um Makrophagen handelte,
wurden Kontrollfairbungen auf den fiir diese Zellen typischen Oberflaichenmarker
CDI11b durchgefiihrt. Alle infizierten Zellen waren fiir diesen Marker positiv (Daten
nicht gezeigt).

Abb. 3.2: Fluoreszenzmikroskopische Analyse 7. cruzi -infizierter PEC.

3x10° PEC wurden auf Glasdeckglidschen in 24-Loch-Platten kultiviert und mit der dreifachen
Menge an T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-stiindiger in vitro -Infektion wurden
5x10* DO11.10-T-Zell-Hybridome und 3 pg/ml OVAp hinzugegeben. 48 Stunden spiter wurde
eine Doppelfarbung der Ansétze durchgefiihrt. DNA wurde spezifisch mit DAPI (1:500, A) und
T. cruzi mit anti-7. cruzi-Kaninchenserum (1:500) sowie Maus anti-Kaninchen IgG-Tritc (1:400,
B) angefarbt. Kontrollfirbungen auf CD11b (Ratte anti-Maus CD11b-FITC, 1:100) belegten,
dass die infizierten Zellen Makrophagen waren (nicht gezeigt). Abb. C zeigt die Farbungen A
und B iibereinander gelagert. Aufnahme bei 63-facher VergroBerung. ZK: Zellkern; K:
Kinetoplast.
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Die durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass mit
dieser in vitro -Infektion ein Grof3teil der Antigen-priasentierenden Zellen mit 7. cruzi
infiziert werden konnte. Die Makrophagen waren bei einer MOI von 3 Parasiten pro
Zelle nach 72-stiindiger Kultivierung fast vollstindig mit Amastigoten-Formen des
Parasiten ausgefiillt. Weitere fluoreszenzmikroskopische Analysen ergaben jeweils
Infektionsraten zwischen 50 und 85 %. Im Durchschnitt wiesen 70 % der in vitro -

infizierten APC Trypanosomen in ihrem Zellinneren auf.

3.1.2 Charakterisierung Antigen-prisentierender und kostimulatorischer
Oberflichenmolekiile auf infizierten APC

Um zu iiberpriifen, ob die Infektion der Zellen mit der Expression von MHC-II-
Molekiilen oder der Expression des kostimulatorischen Molekiils CD86 (B7.2) interfe-
riert, wurden diese Molekiile auf der Oberfldche der APC analysiert.

Makrophagen weisen eine sehr gro3e Menge an Fc-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache
auf, was zu einem hohen Hintergrund in durchfluBzytometrischen Messungen (FACS)
fiihrt. Daher wurden dendritische Zellen (DC) als professionelle APC gewdhlt, um die
Frage zu kléren, ob eine Infektion der Zellen das Expressionsmuster ihrer kostimulatori-
schen und ihrer MHC-Molekiile beeinflusst.

Knochenmarks-stimmige dendritische Zellen (2.2.1.7) wurden in vitro mit T. cruzi
infiziert. Nach 48-stlindiger Infektion wurden nicht-infizierte und infizierte DC mit
spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die Proteine CD86 und MHC-II
gefarbt und anschlieend mit Hilfe eines FACS-Gerites analysiert (2.2.5). Die dabei
gemessene Fluoreszenz korreliert direkt mit der Oberflichenprotein-Menge der
untersuchten Zellen und lieferte nach Auswertung mit der CellQuest-Software folgende
Histogramme (Abb. 3.3):
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Abb. 3.3: Durchflufizytometrische Untersuchung 7. cruzi -infizierter DC.

1x10° DC aus BALB/c-Mausen wurden mit 2x10° 7. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nicht-
infizierte (schwarz) und T. cruzi -infizierte (rot) DC wurden nach 48 Stunden mittels Durchfluf3-
zytometrie auf die Expression der Oberflachenproteine MHC-II und CD86 (B7.2) hin untersucht.
Die Zellen wurden mit Ratte anti-Maus MHC-II bzw. mit Ratte anti-Maus CD86 und Ziege anti-
Ratte-FITC gefirbt. Als Kontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Fluoreszenz dienten
Zellen, die nur mit dem Sekundér-Antikorper versetzt wurden (grau ausgefiillte Flache). Fiir die
Auswertung wurden nur die lebenden Zellen beriicksichtigt.

Zellen, die nur mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundér-Antikorper inkubiert worden
waren, dienten zunichst als Kontrolle zur Bestimmung der Eigenfluoreszenz der Zellen
sowie der unspezifischen Antikdrper-Bindung. Die gemessenen unspezifischen
Fluoreszenzen sind in den Histogramm-Darstellungen als grau ausgefiillte Flachen
gekennzeichnet. Mit Hilfe eines Markers (M1 in Abb. 3.3), der am Ful3 des Kontroll-
Peaks gesetzt wird, kann unter Verwendung der CellQuest-Software der Anteil
unspezifisch fluoreszierender Zellen ausgegrenzt und die Auswertung auf den Teil der
Zellpopulation beschrinkt werden, der das jeweils untersuchte Oberflachenprotein
exprimiert. Der Anteil der Zellen, die ein bestimmtes Oberflichen-Molekiil aufwiesen,
sowie die durchschnittlichen Fluoreszenzen der Zellen sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst:
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Tab. 3.1: Ergebnisse der durchfluizytometrischen Untersuchung dendritischer Zellen (DC) auf
die Oberfléiichenproteine CD86 (B7.2) und MHC-II mit und ohne 7. cruzi -Infektion.

Der Anteil positiver Zellen gibt den Prozentsatz der Zellpopulation an, der das untersuchte Oberflédchen-

protein exprimiert. ,,Mean* steht fiir die mittlere Fluoreszenzintensitét.

Oberflichenprotein Anteil positiver Zellen ohne Anteil positiver Zellen mit
T. cruzi -Infektion T. cruzi -Infektion

CD86 (B7.2) 32,3 % (Mean: 13,2) 61,3 % (Mean: 21,1)

MHC-II 71,4 % (Mean: 202,0) 78,0 % (Mean: 278,4)

Der Anteil dendritischer Zellen, die das kostimulatorische Molekiil CD86 (B7.2)
exprimieren, verdoppelte sich bei Infektion von 30 % auf 60 %. Der Anteil MHC-II-
exprimierender Zellen erhohte sich von 71 % auf 78 %. Dabei stieg auch die zugehorige
mittlere Fluoreszenzintensitit an. D.h. es kam durch die Infektion nicht nur zu einem
Anstieg in dem Prozentsatz positiver Zellen, sondern auch zu einer Erhdhung der Zahl
der Oberflachenmolekiile pro Zelle. Auch der jeweilige Anteil der dendritischen Zellen,
die CD80 (B7.1) bzw. MHC-I auf der Zelloberflache exprimierten, nahm bei Infektion
nicht ab. Zudem wurde ebenfalls ein schwacher Anstieg der durchschnittlichen
Fluoreszenz fiir diese Marker detektiert, der allerdings im Vergleich zu CD86 und
MHCH-II viel geringer ausfiel (nicht gezeigt).

Auch nach 24 Stunden war sowohl auf infizierten dendritischen Zellen als auch auf
infizierten Knochenmarks-Makrophagen bereits eine erhohte MHC-II- und B7.2-
Expression detektierbar. Immunfarbungen mit DAPI belegten, dass zum Zeitpunkt der
durchfluBBzytometrischen Untersuchung mehr als die Halfte (53 %) der Zellen mit

T. cruzi infiziert waren (Daten nicht gezeigt).

Ein héufig vorkommender Mechanismus von Krankheitserregern, durch den eine
Immunsuppression vermittelt werden kann, liegt in der Beeintrdchtigung der MHC-II-
oder B7.2-Expression der infizierten Wirtszellen. Dies ist hier nicht feststellbar. Die
Antigen-priasentierenden Zellen weisen alle notwendigen Molekiile auf, um T-Zellen zu
stimulieren, und sie scheinen aktiviert zu sein, da die Expression von MHC-II und dem
Kostimulator B7.2 bei infizierten APC hoher ist als bei den nicht-infizierten.
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3.1.3 Einfluss einer 7. cruzi -Infektion der APC auf die Aktivierung von T-Zellen

Um die Interaktion zwischen 7. cruzi -infizierten Antigen-prasentierenden Zellen und
T-Zellen zu untersuchen, wurde als erstes die Aktivierung naiver DO11.10-T-Zell-
Hybridome untersucht, die mit dem 17er-Peptid OV A3,3.339 aus Ovalbumin, prédsentiert
auf H2-A%tragenden PEC, stimuliert wurden. Zunichst sollten IL-2, IFN-y und
Stickstoffmonoxid (NO) in Kultur-Uberstinden analysiert werden.

Die Zytokine IL-2 und IFN-y werden nach Aktivierung von T-Zellen produziert,
wihrend NO von aktivierten Makrophagen freigesetzt wird. Letzteres wirkt als

inflammatorischer Botenstoff und kann auch direkt Pathogene abtéten.

Peritoneale Exsudat-Zellen (PEC) aus BALB/c-Méusen wurden mit Trypanosomen
infiziert, wobei die Zahl der Parasiten wie in Abb. 3.4 ersichtlich, variiert wurde. Nach
24-stiindiger Infektion wurden T-Zell-Hybridome sowie bei einem Teil der Ansitze
Ova-Peptid als Antigen zur Stimulation hinzugegeben und schlieflich die Uberstinde
auf das Vorhandensein von IL-2, IFN-y und NO hin untersucht.

Ohne Antigen konnte in dem untersuchten Stimulationssystem kein IL-2 im Zellkultur-
Uberstand detektiert werden (Abb. 3.4, A). Bei Zugabe von Ova-Peptid sezernierten die
T-Zellen hohe Mengen an IL-2. Mit steigender Parasitenzahl pro APC sank die IL-2-
Produktion der T-Zellen jedoch kontinuierlich ab. IThr Minimum erreichte sie bei der
hochsten Infektionsrate (MOI).

Auch IFN-y war in Abwesenheit des Antigens nicht nachweisbar (Abb. 3.4, B). Die
Zugabe von Ova-Peptid allerdings fiihrte bei Anwesenheit infizierter APC zu einer
Produktion dieses Zytokins, welche durch Erhéhung der Parasitenzahl bei Infektion
noch gesteigert werden konnte.

Die NO-Produktion der Antigen-prisentierenden Zellen stieg parallel zur ansteigenden
Infektionsrate (MOI) (Abb. 3.4, C). In Abwesenheit von Antigen war sie deutlich

geringer und ohne Infektion gar nicht detektierbar.
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Abb. 3.4: Stimulation von naiven DO11.10-T-Zellen durch APC, die mit verschiedenen MOI an
T. cruzi infiziert worden sind.
3x10° PEC wurden mit verschiedenen Mengen an T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-
stiindiger in vitro -Infektion wurden 5x10* DO11.10-T-Zellen in Anwesenheit (schwarze
Symbole) oder Abwesenheit (weile Symbole) von Antigen (5 pg/ml OVAp) zugegeben. 24
Stunden spiter wurden im Uberstand IL-2 (A), IFN-y (B) und NO (C) quantifiziert.
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Weder PEC noch T-Zellen alleine reagierten mit der Ausschiittung von Zytokinen bei
Zugabe von Antigen (Daten nicht gezeigt). Nur in Anwesenheit des anderen Zelltyps
lieB sich eine Zytokin-Produktion nachweisen. Dies traf auf die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid nicht zu. Von den Makrophagen wurden maximal 40 uM NO
produziert, ohne dass T-Zellen anwesend sein mussten. Durch die Anwesenheit von
IFN-y produzierenden T-Zellen lief sich die NO-Produktion der PEC aber noch weiter

steigern.

Aufgrund dieser Daten wurde fiir die folgenden Experimente nach Mdglichkeit eine
MOI von ein bis zwei Parasiten pro Antigen-priasentierender Zelle eingesetzt. Bei
diesem Infektionsverhédltnis war ein deutlicher Einfluss der Infektion auf die T-Zell-
Stimulation zu beobachten, der durch eine weitere Erhohung der Parasitenzahl nicht

weiter anstieg.

Die bisher erzielten Ergebnisse zeigen, dass es bei Infektion auf Seiten der APC zu
einer gesteigerten Expression sowohl von MHC-II als auch des kostimulatorischen
CD86 (B7.2)-Molekiils kommt. Dies fiihrte zwar zu einer Induktion von IFN-y auf
Seiten der T-Zelle, es kam allerdings auch zu einer stark verminderten Sezernierung von
IL-2. Das zuletzt genannte Zytokin stellt einen wichtigen Wachstumsfaktor fiir T-Zellen
dar und spielt daher eine Schliisselrolle fiir die Regulation der T-Zell-Antwort. Im
weiteren Verlauf der Arbeit soll deshalb vornehmlich IL-2 als MaB fiir die T-Zell-

Aktivierung herangezogen und betrachtet werden.

3.1.4 Einfluss der Antigen-Konzentration auf die Stimulation naiver T-Zellen
durch infizierte APC

Die Menge der durch T-Zellen produzierten Zytokine korreliert moglicherweise mit der
Konzentration der préisentierten Antigene. Um beurteilen zu kdnnen, welche Mengen an
Peptidantigen fiir eine deutliche Stimulation der T-Zell-Hybridome ausreichen, wurde

die Konzentration von Ova-Peptid in diesem Versuch variiert.

Die Ergebnisse in Abbildung 3.5 zeigen, dass die IL-2-Produktion der T-Zellen mit der
Erhohung der OV Ap-Konzentration steigt. Auch hier war eine signifikante Reduktion
der Zytokin-Produktion um 50-65 Prozent bei Stimulation durch infizierte im Vergleich

zu nicht-infizierten PEC nachweisbar.
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Abb. 3.5: Stimulation von naiven DO11.10-T-Zellen durch in vitro -infizierte PEC in Abhingigkeit
von der Antigen-Konzentration.
3x10° PEC wurden mit der gleichen Menge an T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-
stiindiger in vitro -Infektion wurden 5x10* DO11.10-T-Zellen zu den nicht-infizierten (weiBe
Balken) oder infizierten (schwarze Balken) PEC hinzugegeben. Die Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen an Ova-Peptid stimuliert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand
der Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

3.1.5 [Einfluss in vitro -infizierter APC auf die Stimulation naiver T-Zellen aus
TCR-transgenen Miiusen

Die bisher verwendeten T-Zell-Hybridome weisen groBle Unterschiede zu naiven
T-Zellen auf, weil sie z.B. nur ein eingeschrinktes Zytokin-Repertoire sezernieren
konnen und moglicherweise wichtige immunologische Eigenschaften im Laufe ihrer
Klonierung und Kultivierung verloren haben. Da diese Zellen jedoch direkt verfiigbar
waren, wurden sie fiir die Etablierung des Systems eingesetzt. Um aber wichtige
Regulationsmechanismen bei der T-Zell-Aktivierung zu untersuchen, wurden im

Folgenden naive T-Zellen verwendet.

Die Antigen-spezifischen T-Zellen fiir den folgenden Versuch wurden aus DO11.10-
TCR-transgenen Mausen gewonnen. Thr transgener TCR erkennt - ebenso wie der der
zuvor verwendeten Hybridome - das 17er-Peptid OV As,3.339 aus Ovalbumin, prasentiert
auf H2-A%tragenden APC. Die T-Zellen wurden aus den Milzen der Miuse gewonnen
und iiber Nylonwolle-Sdulen angereichert (2.2.1.8), um den Anteil an anderen Milz-

zellen wie Makrophagen und B-Zellen so gering wie mdglich zu halten.

Zunichst sollten die flir eine Ty1-Antwort charakteristischen Zytokine IL-2 und IFN-y

im Stimulationsexperiment analysiert werden. Aullerdem sollte iiberpriift werden, ob
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IL-12, ein wichtiger Induktor der Tyl-Antwort, von infizierten APC freigesetzt wird.
Dazu wurden peritoneale Exsudat-Zellen (PEC) aus BALB/c-Méusen als Antigen-
prasentierende Zellen mit Trypanosomen infiziert. Nach 24-stiindiger Infektion wurden
die gereinigten T-Zellen sowie verschiedene Konzentrationen an Ova-Peptid als
Antigen zur Stimulation hinzugegeben. 24 und 48 Stunden spiter wurden die Uber-

stinde auf das Vorhandensein von IL-2, IFN-y und IL-12 hin untersucht.

In Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse dieses Experimentes dargestellt. 24 Stunden nach
Zugabe von T-Zellen und Antigen war beziiglich der IL-2-Produktion nur ein gering-
fligiger Unterschied zwischen der Stimulation durch infizierte (+ 7. cruzi) und nicht-
infizierte PEC (- T. cruzi) erkennbar. Nach 48-stlindiger Koinkubation hingegen war in
infizierten Kulturen signifikant weniger IL-2 festzustellen als in den nicht-infizierten
Kontrollen.

Die IL-2-Produktion korrelierte auch hier - wie zuvor bei der Stimulation von T-Zell-

Hybridomen - deutlich mit der Antigen-Konzentration.

Ein Anstieg der IFN-y-Produktion mit steigender Antigen-Konzentration war ebenfalls
zu beobachten. Durch Infektion der APC ergab sich nahezu eine Verdopplung der bei

Stimulation durch nicht-infizierte Zellen detektierbaren Menge an IFN-y.

IL-12 war ebenfalls in den Kultur-Uberstinden nachweisbar. Wihrend IL-2 und IFN-y
in Abwesenheit von Antigen nicht sezerniert wurden, war bereits ohne Antigen eine
Induktion von IL-12 in den infizierten Proben zu erkennen. Bei Stimulation mit Peptid
wurde die Produktion von IL-12 allerdings noch verstiarkt. Die absoluten Mengen an
detektierbarem IL-12 sanken nach 48-stiindiger Stimulation verglichen mit der 24-

stiindigen leicht ab.
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Abb. 3.6: T-Zellen aus TCR-transgenen Miusen zeigen bei Stimulation durch in vitro -infizierte
PEC vergleichbare Reaktionen wie T-Zell-Hybridome. Zytokin-Konzentrationen in
Zellkultur-Uberstinden in Abhiingigkeit von der Antigen-Konzentration.
1x10° PEC wurden mit der gleichen Menge an 7. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-
stiindiger in vitro -Infektion wurden 1x10° frisch préparierte T-Zellen aus DO11.10-TCR-
transgenen Miusen zu den nicht-infizierten (weile Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken)
PEC hinzugegeben. Das Antigenpeptid wurde austitriert (0-2 pg/ml OVAp). 24 und 48 Stunden
spiter wurden im Uberstand IL-2, IFN-y und IL-12 quantifiziert.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine in vitro -Infektion von APC mit
T. cruzi sowohl bei naiven murinen T-Zellen als auch bei T-Zell-Hybridomen eine
verringerte IL-2-Sekretion auslost. Zudem scheint mit den T-Zellen aus der Maus ein
sensibleres System als mit den Hybridomen vorzuliegen, denn bereits bei sehr geringen
Antigen-Konzentrationen ist eine deutliche Stimulation der Zellen zu beobachten.

Daher wurden fiir die weiteren Experimente naive TCR-transgene T-Zellen verwendet.

3.1.6 Einfluss der Dauer der in vitro -Infektion von APC auf die Stimulation
naiver T-Zellen

Im néchsten Schritt sollte iiberpriift werden, ob die Dauer der in vitro -Infektion der
Antigen-prasentierenden Zellen einen Einfluss auf die IL-2-Produktion stimulierter
T-Zellen hat. Dazu wurden Infektionszeiten von 24 und 48 Stunden miteinander

verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 dargestellt.
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24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h  Infektionsdauer
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IL-2 [pg/ml]

Abb. 3.7: IL-2-Konzentration in Kulturen von in vitro -infizierten PEC und naiven DO11.10-
T-Zellen in Abhiingigkeit von der Dauer der Infektion.
1x10° PEC wurden mit 2x10° T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24- bzw. 48-stiindiger
in vitro -Infektion wurden 2x10° naive DOI11.10-T-Zellen zu den nicht-infizierten (weiBe
Balken) oder infizierten (schwarze Balken) PEC hinzugegeben. Die Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen an Ova-Peptid stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand
der Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

Die Daten zeigen, dass die Verminderung der IL-2-Produktion der T-Zellen bei der

Stimulation durch APC, die fiir 48 Stunden infiziert worden waren, noch deutlicher
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wird als bei der Stimulation durch APC, die nur 24 Stunden lang infiziert worden

waren.

In nicht gezeigten Vorversuchen wurde ermittelt, dass der Zeitraum der in vitro -
Infektion der APC vor ihrem Einsatz in Stimulationsexperimenten allerdings auch nicht
viel langer sein darf als 48 Stunden, da die infizierten Makrophagen sonst im weiteren
Verlauf der Stimulationsexperimente bereits zerstdrt werden konnen und durch die toten
Zellen keine Antigen-Prasentation und damit Stimulation der T-Zellen mehr erfolgen
kann. Durch die Lyse der Makrophagen wiirden zudem Trypanosomen in den Kulturen
freigesetzt, die wiederum neue Zellen infizieren oder auch undefinierte unmittelbare
Wirkungen auf die T-Zellen haben konnten. Bei einer Infektionsdauer von 72 Stunden
waren in den Ansidtzen der darauf folgenden 48-stiindigen Stimulationsexperimente

viele Antigen-priasentierende Zellen vorzufinden, die bereits zerstort waren.

3.1.7 Einfluss von APC aus in vivo -infizierten Mausen auf die Stimulation naiver
T-Zellen

Als nichstes stellte sich die Frage der biologischen Relevanz der bisherigen
Beobachtungen. In vitro waren im Durchschnitt 70 % der APC mit Trypanosomen
infiziert, was zu einer deutlichen Hemmung der IL-2-Produktion in Stimulations-
experimenten fiihrte. Um herauszufinden, ob dieses mit dem in vitro -Infektionssystem
realisierte hohe Ausmaf an infizierten Zellen und die daraus resultierenden Effekte auch
in vivo erreicht werden konnen, wurden Méuse mit 7. cruzi infiziert (2.2.2.4). Bei mess-
barer Parasitdmie im Blut der Tiere (2.2.2.3) wurden PEC als APC aus ihnen isoliert.
Diese wurden mit iiber Nylonwolle-Sdulen angereicherten T-Zellen und Antigen in

Stimulationsexperimenten eingesetzt.

Obwohl nur zirka 15 % der APC aus in vivo -infizierten Méausen nachweislich mit
Trypanosomen infiziert waren, wie fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
zeigten, war auch hier eine sehr starke Reduktion der IL-2-Produktion im T-Zell-
Stimulationsexperiment zu verzeichnen (Abb. 3.8). Diese ist vergleichbar mit der im
in vitro -System, in dem ein Grof3teil der APC infiziert ist. Die IL-2-Produktion der
T-Zellen, die durch PEC aus infizierten Méusen stimuliert wurden, betrug lediglich
25 % der IL-2-Produktion von T-Zellen, die durch PEC aus nicht-infizierten Kontroll-
Maiusen stimuliert wurden. Demgegeniiber erhohte sich die IFN-y-Produktion der
T-Zellen bei Stimulation durch infizierte APC um den Faktor 9. Aullerdem zeigte sich



3 Ergebnisse 60

bei PEC aus infizierten Méausen verglichen mit denen aus Kontroll-Mé&usen ein extremer
Anstieg der NO-Produktion. Hier konnte eine Erhohung des Stickstoffmonoxids um den
Faktor 45 detektiert werden.

IL-2 IFN-y NO
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Abb. 3.8: Stimulation von OVA-spezifischen T-Zellen durch PEC aus infizierten versus nicht-
infizierten Miusen.
3x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen (Tag 8 p.i.) wurden mit 5x10* frisch priparierten naiven T-Zellen aus DO11.10-TCR-
transgenen Mausen kultiviert. Die Zellen wurden mit 5 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 24
Stunden wurden die Uberstinde der Zellkulturen abgenommen und die Konzentrationen von
IL-2, IFN-y und NO bestimmt.

Mit den Antigen-prisentierenden Zellen aus in vivo -infizierten Mausen konnten dem
in vitro -Infektionssystem entsprechende Ergebnisse gezeigt werden. Im weiteren
Verlauf der Arbeit wurden daher nach Moglichkeit Zellen aus infizierten Miusen
untersucht, um den Verhiltnissen bei einer natiirlichen Infektion moglichst nahe zu

kommen.
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3.1.8 Stimulation von Milzzellen aus infizierten DO11.10-TCR-transgenen
Mausen

Bisher waren nur APC in vitro infiziert oder aus infizierten Mausen gewonnen und als
Stimulatoren fiir naive T-Zellen eingesetzt worden. Nun hingegen sollten T-Zellen
untersucht werden, die in vivo dem komplexen proinflammatorischen Zytokin-Milieu
ausgesetzt waren, das durch die T. cruzi -Infektion induziert wird. Dafiir wurden
DO11.10-TCR-transgene Méuse mit 7. cruzi infiziert und 16 Tage nach Infektion ihre
Milzzellen isoliert. Diese wurden mit Ova-Peptid stimuliert. Danach wurden IL-2 und
IFN-y in den Kultur-Uberstinden quantifiziert. AuBerdem wurde die Proliferation der
Zellen durch *H-Thymidin-Einbau bestimmt (2.2.1.12). Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 3.9 zusammengefasst.

Bei Milzzellen aus nicht-infizierten Mé&usen war eine Antigen-abhéngige IL-2-
Produktion der Zellen zu beobachten, was darauf hindeutet, dass die T-Zellen in diesem
System funktional waren (Abb. 3.9, A). Obwohl sie in vivo nie Kontakt zu ihrem
Antigen hatten, lieen sie sich hierdurch in vitro aktivieren. Milzzellen aus infizierten
Maiusen dagegen produzierten maximal 10 % der IL-2-Menge der Milzzellen nicht-
infizierter Méuse.

AuBerdem war eine starke Induktion von IFN-y bei den Milzzellen aus infizierten
Maiusen detektierbar (Abb. 3.9, B). Sie sezernierten teilweise um den Faktor 15 mehr
IFN-y als die Kontrollen. Dabei fiihrten hier schon extrem geringe Antigen-Mengen zu
hochster Zytokin-Produktion in den Proben aus infizierten Tieren. Es war in diesem Fall
allerdings bereits ohne Antigen-Zugabe eine - jedoch vergleichsweise geringe -
Produktion von IFN-y festzustellen. Diese wurde mdglicherweise durch NK-Zellen
verursacht, die in den Gesamtmilzzellen vorhanden sein konnen.

Die Milzzellen aus infizierten Mausen zeigten eine nur etwa halb so hohe Proliferation
wie die aus nicht-infizierten Méusen (Abb. 3.9, C).

Von den Zellen aus den infizierten Mausen waren zirka 50 % mit Trypanosomen
infiziert, wie aus hier nicht gezeigten fluoreszenzmikroskopischen Analysen der
Milzzellen (Cytospins, 2.2.4.1) ersichtlich wurde.
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Abb. 3.9: Stimulation von Milzzellen aus infizierten DO11.10-TCR-transgenen Miiusen.
2x10° frisch préparierte Milzzellen aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten
(schwarze Balken) DO11.10-TCR-transgenen Méusen (Tag 16 p.i.) wurden mit den ange-
gebenen Konzentrationen an Ova-Peptid stimuliert. Nach 48 Stunden wurden die Uberstéinde der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentrationen von IL-2 (A) und IFN-y (B) mit Hilfe des
ELISAs bestimmt. Achtzehn Stunden spiter wurde die Proliferation iiber den Einbau der
Radioaktivitdt gemessen (C).
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3.1.9 Kinetik der in vivo -Infektion von DO11.10-TCR-transgenen Miiusen

Um zu sehen, wie sich die 7. cruzi-Infektion zu fritheren Zeitpunkten auf die
Stimulationsfahigkeit der Milzzellen auswirkt, wurden erneut DO11.10-TCR-transgene
Mause infiziert. Ihre Milzzellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion
prépariert, mit Ova-Peptid stimuliert und IL-2 sowie IFN-y im Kulturiiberstand
quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.10 dargestellt. Die IL-2- bzw. IFN-y-
Produktion der Zellen aus nicht-infizierten Mausen wurde flir die Auswertung mit
100 Prozent gleichgesetzt, und die Zytokin-Produktion der Zellen aus infizierten

Maiusen dazu ins Verhiltnis gebracht.
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Abb. 3.10: Prozentualer Anteil der IL-2- und IFN-y-Konzentrationen in Uberstinden von
Milzzellen aus infizierten DO11.10-TCR-transgenen Miusen.
2x10° Milzzellen wurden an den angegebenen Tagen nach Infektion aus infizierten DO11.10-
TCR-transgenen Méusen bzw. den entsprechenden nicht-infizierten Kontroll-Méusen (ohne)
pripariert und mit 1 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentrationen von IL-2 (A) und IFN-y (B) mit Hilfe des
ELISAs bestimmt.

Milzzellen T. cruzi -infizierter und nicht-infizierter Tiere wurden frithestens 5 Tage
nach Infektion prépariert und stimuliert. Zu diesem Zeitpunkt konnte bei Zellen aus
infizierten und nicht-infizierten M4&usen noch eine vergleichbare IL-2-Produktion
detektiert werden, d.h. bei den Milzzellen aus infizierten Tieren lieB sich sogar eher
noch eine verstirkte IL-2-Sekretion feststellen (Abb. 3.10, A). Die IFN-y-Konzen-
trationen in den Uberstiinden beider Zellpopulationen lagen zu diesem Zeitpunkt noch
nahe der Nachweisgrenze (Abb. 3.10, B). Am 10. Tag nach Infektion hingegen war die
messbare Menge an IL-2 in den Uberstinden der Zellen aus infizierten Méiusen
verglichen mit der nicht-infizierter bereits deutlich reduziert (auf 65 %), am 16. Tag

extrem abgesunken (auf 21 %). Parallel dazu wurde bei der Stimulation von Zellen
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infizierter Tiere eine stark erhohte IFN-y-Produktion sowohl an Tag 10 (um den Faktor
15) als auch an Tag 16 nach Infektion (um den Faktor 24) gemessen. Das heift, in den
Kulturen, in denen eine Verminderung der IL-2-Produktion auftritt, ist gleichzeitig eine

Erhohung der IFN-y-Produktion zu verzeichnen.

Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob nicht die hohen IFN-y-Mengen den
inhibitorischen Effekt auf die IL-2-Produktion ausiiben konnten. Daher sollte nun der
Frage nachgegangen werden, ob die Effektor-Zytokine, die bei der 7. cruzi -Infektion in
groflen Mengen produziert werden, tatsachlich eine immunsuppressive Wirkung auf die
T-Zell-Antwort haben kdnnten.

3.2 Bedeutung loslicher Faktoren fiir den Einfluss der Infektion auf
die Stimulation naiver T-Zellen

3.2.1 Blockade von IFN-y, NO, IL-12 und TGF-p

Da Effektor-Zytokine wie IFN-y und NO in der 7. cruzi -Infektion sehr stark induziert
werden, und publiziert worden ist, dass in einigen Modell-Systemen Typ 1-Zytokine
Anergie induzieren konnen (Pelletier efal., 1982; Yang etal., 1997; Pedras-
Vasconcelos ef al., 2002), sollte gekldrt werden, ob dies auch im vorliegenden System
der Fall sein konnte. Daher wurde zunédchst untersucht, ob die Neutralisation dieser
16slichen Mediatoren die Hemmung der IL-2-Produktion in infizierten Kulturen ganz
oder teilweise autheben kann.

Dazu wurden Stimulationsexperimente mit in vitro -infizierten PEC und naiven
T-Zellen aus DO11.10-Médusen durchgefiihrt. Dabei wurden Antikorper gegen IFN-y,
IL-12 und TGF-B1 zu den Kulturen gegeben. Die Produktion von Stickstoffmonoxid
wurde durch Aminoguanidin, einen spezifischen Inhibitor der induzierbaren NO-Syn-
thase (iNOS) unterbunden (2.2.3.3). AuBlerdem wurden Ansétze mitgefiihrt, zu denen
Ratte IgG1 als Isotypkontrolle zu den verwendeten monoklonalen Antikérpern hinzu-
gegeben wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.11 dargestellt. Die IL-2-Produktion
nicht-infizierter Kulturen wurde fiir die Auswertung gleich 100 % gesetzt, und die IL-2-
Produktion der infizierten Kulturen mit und ohne Blockade-Agenzien dazu ins

Verhiltnis gebracht.

Ohne Zusatz blockierender Agenzien betrug die IL-2-Produktion infizierter Kulturen
49 % der Produktion nicht-infizierter Kulturen. Ein signifikanter Anstieg der IL-2-
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Konzentration in infizierten Kulturen war in keinem Fall zu beobachten. Wurden IFN-y,
NO, IL-12 oder TGF-B im T-Zell-Stimulationsexperiment neutralisiert, war also die

gleiche Inhibition in der IL-2-Produktion der T-Zellen festzustellen wie beim Vorliegen

dieser Mediatoren.
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Abb. 3.11: Prozentualer Anteil der IL-2-Konzentration in Uberstinden von in vitro -infizierten PEC

bei Neutralisation von IFN-y, NO, IL-12 oder TGF-f.

2x10° PEC wurden mit 4x10° T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 48-stiindiger in vitro -
Infektion wurden 3x10° frisch préparierte T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Miusen zu
den nicht-infizierten oder infizierten PEC hinzugegeben. Die Zellen wurden in Anwesenheit von
20 pg/ml anti-IFN-y, 3 mM Aminoguanidin, 10 pg/ml anti-IL12p40/p70, 10 pg/ml anti-TGF-B1
oder 20 pg/ml Ratte IgGl mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der
Uberstand der Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs

bestimmt.
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3.2.2 Untersuchung der Wirkung von infizierten PEC aus IL-12-defizienten
Miiusen auf die Stimulation naiver T-Zellen

IL-12 ist ein zentrales Zytokin bei der (Antigen-unabhingigen) Aktivierung von
T-Zellen, vor allem bei ihrer Differenzierung zu inflammatorischen, IFN-y-produzieren-
den Tyl-Zellen, und seine Produktion durch 7. cruzi -infizierte PEC wurde hier bereits
nachgewiesen (siche 3.1.5). Obwohl die in vitro -Blockade von IL-12 keine signifikante
Wiederherstellung der IL-2-Produktion in infizierten Kulturen gezeigt hatte, sollte der
Einfluss dieses Zytokins noch einmal genauer tiberpriift werden.

Um festzustellen, inwieweit die verstirkte Freisetzung von IL-12 durch die infizierten
Antigen-prasentierenden Zellen fiir die geminderte IL-2-Produktion der T-Zellen
notwendig oder mitverantwortlich sein kdnnte, wurden fiir die Stimulation der T-Zellen
PEC aus IL-12-defizienten Médusen eingesetzt. Dabei wurden IL-2 und IL-12 in den
Kultur-Uberstinden quantifiziert und die Proliferation der Zellen durch *H-Thymidin-

Einbau bestimmt.

Bei Verwendung von APC aus nicht-infizierten IL-12-defizienten Méusen und Wildtyp-
Maiusen (WT) im T-Zell-Stimulationsexperiment wurden vergleichbare Mengen an 1L-2
produziert (Abb.3.12, A). Bei Stimulation durch PEC aus IL-12-defizienten Miusen
war die IL-2-Konzentration noch etwas hdher als bei der Stimulation durch WT-PEC. In
den Ansitzen mit infizierten PEC war die IL-2-Produktion dagegen in beiden Féllen
stark gehemmt. Bei WT-PEC war sie um 43 % vermindert, bei den PEC aus IL-12-
defizienten Méusen um 68 %. Auch die Proliferation der Zellen war in Anwesenheit
von Stimulatoren aus infizierten Méausen gleichermaflen vermindert (Abb. 3.12, B).
T-Zellen, die durch APC aus infizierten Miusen stimuliert wurden, proliferierten in
beiden Féllen deutlich weniger als T-Zellen, die durch APC aus nicht-infizierten
Maiusen stimuliert wurden. Die Proliferation der T-Zellen korreliert demnach mit der
Produktion des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2.

Die zur Kontrolle durchgefiihrte Bestimmung der IL-12-Konzentration in den Kultur-
Uberstéinden bestitigte, dass die PEC aus den IL-12- knockout -Miusen nicht zur
Produktion dieses Zytokins fiahig waren (Abb. 3.12, C).
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Abb. 3.12: Zytokin-Produktion und Proliferation von OVA-spezifischen naiven DO11.10-T-Zellen
bei Stimulation durch in vivo -infizierte PEC aus WT versus IL-12""-Miusen.
1x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen oder BALB/c IL-12 p40”-Miusen (Tag 10 p.i.) wurden mit 1x10° frisch priiparierten
T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Maiusen kultiviert. Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml
OVAp stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde der Zellkulturen abgenommen und
die Konzentrationen von IL-2 (A) und IL-12 (C) mit Hilfe des ELISAs bestimmt. Achtzehn
Stunden spiter wurde die Proliferation {iber den Einbau der Radioaktivitit gemessen (B).

Wurden PEC aus IL-12-defizienten Maéusen im T-Zell-Stimulationsexperiment
eingesetzt, war also die gleiche Inhibition in der IL-2-Produktion der T-Zellen festzu-
stellen wie bei PEC aus WT-Méusen. Es scheint diesbeziiglich kein signifikanter
Unterschied zwischen einer Infektion von IL-12-defizienten Mausen, die keine starke

Ty1-Antwort induzieren kénnen, und einer Infektion von WT-Méusen zu bestehen.

3.2.3 Analyse anti-inflammatorischer Zytokine in infizierten Zellkulturen

Die durch T. cruzi -Infektion der APC ausgeloste Hemmung der T-Zell-Antwort
(Immunsuppression) scheint weder durch eine Inhibierung der Antigen-Pridsentation
noch durch die starke Produktion von Tyl-Zytokinen oder NO verursacht zu werden.
Daher miissen andere Mechanismen zur Vermittlung des auftretenden immun-
suppressiven Effektes existieren. Eine Moglichkeit dazu lige in der gesteigerten
Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine. Daher sollte tiberpriift werden, ob bei der
Infektion von Milzzellen eine Erhohung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
festzustellen ist.

Obwohl die in vitro -Neutralisation von TGF-B1 nicht darauf hingedeutet hatte, dass
dieses Zytokin eine grofle Rolle bei der IL-2-Hemmung spielt, wurde des weiteren

untersucht, ob zwischen nicht-infizierten und 7. cruzi -infizierten PEC-Kulturen ein
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Unterschied in der Produktion von TGF-B1 festzustellen ist. TGF-1 gehort ebenfalls zu

den anti-inflammatorischen Botenstoffen und wirkt hemmend auf das Zellwachstum.

Abbildung 3.13 zeigt jedoch, dass weder im Fall von TGF-f1 (A) noch von IL-10 (B)
ein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentrationen im Kultur-Uberstand nicht-

infizierter und 7. cruzi -infizierter Zellen detektierbar ist.
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Abb. 3.13: TGF-p und IL-10-Produktion in Uberstiinden von in vitro -infizierten versus nicht-
infizierten Zellen.
(A) 4x10° aus BALB/c-Miusen priparierte PEC wurden mit 2x10° 7. cruzi -Trypomastigoten
infiziert. Nach 24-stiindiger in vitro -Infektion wurden freie Trypomastigote entfernt. 96 Stunden
spiter wurde der Uberstand der nicht-infizierten (weiBe Balken) oder infizierten (schwarze
Balken) Kulturen abgenommen und die Konzentration von TGF-B1 mit Hilfe des ELISAs
bestimmt.
(B) 1x10° aus DOI11.10-TCR-transgenen-Méusen priparierte Milzzellen wurden mit 1x10*
T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-stiindiger in vitro -Infektion wurden freie
Trypomastigote entfernt und die Kulturen mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. 96 Stunden spiter
wurde der Uberstand der nicht-infizierten (weie Balken) oder infizierten (schwarze Balken)
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-10 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass Tyl-Zytokine in infizierten

Kulturen induziert, inhibitorische Zytokine aber nicht verstarkt sezerniert werden.

3.2.4 Untersuchung der Wirkung von Uberstinden infizierter PEC auf die
Stimulation naiver T-Zellen

Da nicht alle 16slichen Faktoren, die als supprimierende Agenzien in der Infektion eine
Rolle spielen konnten, einzeln iiberpriift werden konnen, wurden als nichstes naive
Milzzellen in Anwesenheit von Kultur-Uberstéinden nicht-infizierter bzw. infizierter
PEC mit Peptid stimuliert. Dabei wurden verschiedene Verdiinnungen der Kultur-
Uberstinde verwendet. SchlieBlich wurden die Produktion von IL-2 und IFN-y sowie
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die Proliferation der stimulierten Milzzellen untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14: Zytokin-Produktion und Proliferation von Milzzellen bei Stimulation in Gegenwart von
Uberstiinden von in vitro -infizierten versus nicht-infizierten PEC.
4x10° PEC wurden mit 2x10° T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 24-stiindiger in vitro -
Infektion wurden freie Trypomastigote entfernt. 96 Stunden spiter wurde der Uberstand
gesammelt und in verschiedenen Verdiinnungen zu jeweils 2x10° frisch priparierten Milzzellen
aus DO11.10-TCR-transgenen Miusen gegeben. Nach 48-stiindiger Stimulation der Zellen mit
0,5 pg/ml OVAp in Gegenwart des Uberstands nicht-infizierter (weifle Balken) oder infizierter
(schwarze Balken) PEC wurde das Medium der Kulturen abgenommen und die Konzentrationen
von IL-2 (A) und IFN-y (B) mit Hilfe des ELISAs bestimmt. Achtzehn Stunden spéter wurde die
Proliferation iiber den Einbau der Radioaktivitit gemessen (C).

Abbildung 3.14 zeigt, dass eine leichte Verringerung der IL-2-Produktion bei den
Milzzellen auftrat, die in Gegenwart der Uberstiinde infizierter APC stimuliert wurden
(A). Signifikante Differenzen in der IFN-y-Produktion (B) und Proliferation (C) waren
nicht zu verzeichnen. Dieser geringe Abfall der IL-2-Produktion in Gegenwart von
,Infektions-Uberstiinden* kann nicht die groBen Effekte (bis hin zu einer 90 %-igen

Reduktion) erkldren, die bisher in vitro zu beobachten waren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei Inhibition der untersuchten 16slichen
Mediatoren und Effektor-Zytokine kein IL-2-Anstieg verzeichnet werden konnte. Die
betrachteten Effektor-Zytokine sind demnach in diesem System nicht die Ursache der
immunsuppressiven Wirkung der 7. cruzi -Infektion auf die T-Zell-Antwort. Generell
konnte ausgeschlossen werden, dass 16sliche Faktoren hauptverantwortlich fiir die als

Folge der Infektion verminderte IL-2 bzw. gesteigerte IFN-y-Produktion sind.
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3.2.5 Blockade des direkten Zellkontaktes infizierter APC mit T-Zellen

Da in Transfer-Experimenten mit den Uberstinden von infizierten APC keine
iiberzeugenden Effekte 16slicher Mediatoren gezeigt werden konnten, stellte sich die
Frage, ob ein kontaktabhingiger Mechanismus fiir die beobachtete Immunsuppression
in der 7. cruzi -Infektion verantwortlich ist. Zur Kldrung dieser Frage sollte der direkte
Zell-Zell-Kontakt zwischen infizierten APC und den zu stimulierenden Zellen blockiert
werden. Dafiir wurde ein Transwell-Membran-System eingesetzt, durch das mit Hilfe
einer Membran eine zweite Kammer innerhalb desselben ZellkulturgefiBles geschaffen
wird. Infizierte APC in der unteren Kammer werden durch die Membran an dem
direkten Zellkontakt mit Milzzellen in der oberen Kammer gehindert. Beide Zell-
populationen befinden sich jedoch in demselben Medium, und Proteine wie z.B. das
Antigen, Zytokine oder andere 16sliche Faktoren konnen die Membran passieren. Der

Aufbau dieses Systems ist in Abbildung 3.15 schematisch dargestellt.

Obere Kammer: Milzzellen

?@?é%f?&?

@=APC

Q@ = Tzelle

Untere Kammer: APC +/- Infektion

Abb. 3.15: Schematische Darstellung des Transwell-Membran-Systems zur Blockade des direkten
Kontaktes von 7. cruzi -infizierten APC mit T-Zellen.
PEC aus T. cruzi -infizierten bzw. nicht-infizierten BALB/c-Méusen wurden in der unteren
Kammer eines Transwell-Einsatzes kultiviert. Sie wurden durch eine Membran mit der
Porengrofle von 0,2 pm von Milzzellen aus nicht-infizierten DO11.10-Mausen getrennt, die in
der oberen Kammer kultiviert wurden. Die Zellen wurden mit Ova-Peptid stimuliert.

Fiir die praktische Durchfithrung (vgl. 2.2.3.4) wurden PEC aus nicht-infizierten bzw.
T. cruzi -infizierten Miusen in der unteren Kammer des Transwells kultiviert und
Milzzellen aus nicht-infizierten DO11.10-M4&usen in der oberen Kammer. Hier konnten
keine reinen T-Zellen verwendet werden, da es fiir ihre Antigen-abhéngige Stimulation
notwendig ist, dass sie direkten Kontakt zu den APC haben. Die Ergebnisse der

Quantifizierung von IL-2 im Kulturiiberstand der Transwell-Experimente sowie der
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Kontroll-Experimente, bei denen eine direkte Zell-Zell-Interaktion nicht unterbunden
wurde, sind in Abbildung 3.16 dargestellt.

In Anwesenheit von nicht-infizierten PEC wurde bei direktem Zellkontakt zu den
Milzzellen erwartungsgemall deutlich mehr IL-2 im Kulturiiberstand detektiert als in
reinen Milzzell-Kulturen, die als zusdtzliche Kontrollen mitgefiihrt wurden (Abb. 3.16,
ohne Transwell). Die PEC als hinzukommende exogene APC fiihren zu einem groferen
Angebot an Stimulatoren und damit priasentiertem Antigen fiir die T-Zellen. Wurden
dagegen PEC aus infizierten Maédusen eingesetzt, so war - wie in den zuvor
beschriebenen Infektions- und Stimulationsexperimenten auch - eine starke Suppression
der IL-2-Produktion festzustellen (Abb. 3.16, ohne Transwell). Dabei sank die Menge
an produziertem IL-2 noch unter die Menge, die in reinen Milzzell-Kulturen zu
detektieren war (48 h). Das heiB}t, hier ist ein sehr starker, dominanter Effekt der IL-2-
Suppression zu beobachten. Denn obwohl zusitzlich sehr viele aus der Milz stammende
nicht-infizierte APC (wie B-Zellen, Makrophagen und DC) im System anwesend sind,
konnen die infizierten PEC die IL-2-Produktion naiver nicht-infizierter Milzzellen
inhibieren. Das bedeutet, dass einige wenige infizierte Makrophagen dazu in der Lage
sind, eine groBe Uberzahl an Zellen zu supprimieren.

Wenn Transwell-Membranen die infizierten APC von den nicht-infizierten Milzzellen
separierten, war dagegen keine Hemmung der IL-2-Produktion zu beobachten
(Abb. 3.16, Transwell-System). In den Kulturen mit PEC aus infizierten Mausen in der
oberen Kammer war nach 48 Stunden sogar eine hohere IL-2-Konzentration zu messen
als in denen mit PEC aus nicht-infizierten Méusen. Das bedeutet, dass die Suppression
der IL-2-Produktion von T-Zellen durch infizierte APC kontaktabhédngig ist.

Die absoluten Konzentrationen von IL-2, die im Transwell-System gemessen wurden,
waren niedriger als die in den Kulturen ohne Transwell-Membran, da durch den
fehlenden Zell-Zell-Kontakt weniger APC direkt iiber Antigen-Prdsentation mit den

T-Zellen aus der Milz interagieren und diese stimulieren konnten.
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Abb. 3.16:IL-2 Produktion bei Blockade des direkten Kontaktes infizierter APC mit T-Zellen.

1x10° PEC aus nicht-infizierten (weie Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen (Tag 11 p.i.) wurden in 96-Loch-Flachbodenplatten pipettiert. 2x10° frisch priparierte
Milzzellen aus DO11.10-TCR-transgenen Méausen wurden entweder direkt dazugegeben (ohne
Transwell, links) oder aber nach Einhidngen von Gewebekultur-Einsdtzen in die obere Kammer
des Transwells pipettiert (Transwell, rechts). Als zusitzliche Kontrolle wurden Milzzellen ohne
PEC als exogene APC eingesetzt (schraffierte Balken). Die Zellen wurden mit 1 pg/ml OVAp
stimuliert. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurden die Gewebekultur-Einsdtze herausgenommen, die
Kultur-Uberstinde aus beiden Kammern vereinigt und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des
ELISAs bestimmt.

Da diese Daten eine Kontaktabhéngigkeit der Immunsuppression in dem vorliegenden
Modell fiir eine 7. cruzi -Infektion bestitigt haben, sollten im folgenden Teil der Arbeit

mogliche kontaktabhingige Faktoren ndher untersucht werden.

3.3 Vergleich verschiedener Methoden der Isolierung von T-Zellen
aus der Milz

Zunichst ist darauf hinzuweisen, dass fiir die im weiteren Verlauf der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Experimente die T-Zellen nicht mehr iiber Nylonwolle-Sdulen
aus Milzzellen isoliert wurden, sondern mit Hilfe eines Sets Magnetpartikel-gekoppelter
Antikorper negativ selektioniert wurden (vgl. 2.2.1.9). Die so isolierten Zellen wurden
per FACS-Analyse auf ihre Reinheit hin untersucht. Die erhaltenen Daten sind in
Abbildung 3.17 in Form von Dotplots dargestellt. Dabei reprisentiert jeder Punkt eine
einzelne Zelle, von denen 10.000 pro Probe ausgewertet wurden. Der Ubersichtlichkeit

halber sind hier dreiviertel der Punkte ausgeblendet.
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Abb. 3.17: Durchflufizytometrische Analyse von Milzzellen und den daraus isolierten T-Zellen.
Milzzellen wurden vor und nach Anreicherung der T-Zellen mit Hilfe des
CD4" T Cell Isolation Kit mittels DurchfluBzytometrie auf die Expression der Oberflichen-
proteine B220, CD11b, CD4, DO11.10-TCR und CD25 hin untersucht. Die Zellen wurden mit
B220-PE, CD11b-FITC oder einer Kombination aus DO11-10 TCR-FITC/CD4-PE bzw. CD4-
FITC/CD25-PE gefarbt. Fiir die Auswertung wurden nur die lebenden Zellen beriicksichtigt.
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Im Vergleich der Zellen vor und nach Aufreinigung zeigte sich, dass die Populationen
der B220-positiven B-Zellen und der CDI11b-positiven Makrophagen durch die
Aufreinigung fast vollstindig verschwanden. Die statistische Auswertung ergab, dass
die aufgereinigten Zellen nur noch einen sehr geringen Teil an B-Zellen (4 % anstelle
von 53 %) und Makrophagen (1 % anstelle von 6 %) enthielten, die als unerwiinschte
endogene APC dienen konnten. Weiter zeigte sich, dass die aufgereinigten Zellen zu
mehr als 98 % positiv fiir CD4 waren. Insgesamt waren 64 % positiv fiir den transgenen
T-Zell-Rezeptor und 6 % wiesen CD25 auf ihrer Oberfldche auf.

Auch vor dem Test der Negativ-Selektions-Methode war die Reinheit von T-Zellen
-nach ihrer Isolierung mit Hilfe verschiedenster Methoden - regelmafig durchfluf3-
zytometrisch iiberpriift worden. In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der einzelnen

Anreicherungsmethoden zusammengefasst.

Tab. 3.2: Gegeniiberstellung verschiedener Methoden der T-Zell-Anreicherung.
Die Zahlen geben den Prozentsatz der Zellpopulation an, der das untersuchte Oberflichenprotein

exprimiert. Die Werte sind Mittelwerte aus 2 bis 7 unabhingigen Experimenten. n.d.: nicht durchgefiihrt.

Oberflichen | Gesamtmilz . Anreiche- Adhirenz | Nylonwolle CD9Y0- Isolierung
-protein (%) rung iiber und und CD11b-  MACS- iiber
Nylonwolle . Nylonwolle  MACS- Selektion | CD4' T Cell
(%) (%) Depletion (%) Isolation Kit
(%) (%)
B220 57 17 10 8 18 4
CDl11b 6 12 7 12 8 1
CD4 27 58 69 62 66 98
DOI11.10- 20 45 n.d. 48 47 65
TCR
af-TCR 26 57 85 n.d. n.d. n.d.

Bei einem Vergleich der einzelnen Methoden fillt auf, dass mit der Isolierung iiber den
CD4" T Cell Isolation Kit die hochste Reinheit der T-Zellen zu erzielen ist. Die
Anreicherung iiber Nylonwolle-Siulen hatte zwar vereinzelt zu CD4" T-Zell-Anteilen
von iiber 80 % gefiihrt, schnitt mit einem Mittelwert von 58 % jedoch insgesamt am
schlechtesten ab. Wurden die Milzzellen vor der Aufreinigung iiber Nylonwolle
zundchst fiir ein- bis zwei Stunden in Plastik-Gewebekulturflaschen vorinkubiert, um

eine Adhdrenz von Makrophagen und B-Zellen an die Plastikoberfliche zu
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ermdglichen, konnte der Anteil an T-Zellen noch etwas erhoht werden (Spalte 4,
Adhirenz und Nylonwolle).

Die Depletion von CDI11b-positiven Zellen mit Hilfe von Magnetpartikel-gekoppelten
Antikorpern im Anschluss an die Nylonwolle-Anreicherung fiihrte zu keiner Verbesse-
rung gegeniiber einer einfachen Anreicherung, ebenso wenig war eine Selektion von
CD90-positiven Zellen mit Hilfe von Magnetpartikel-gekoppelten Antikorpern signifi-
kant besser als eine Anreicherung {iber Nylonwolle-Séulen.

Da das T Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi erst im Verlauf dieser Arbeit entwickelt
und auf den Markt gebracht wurde, war zuvor die Anreicherung iiber Nylonwolle-
Sdulen (mit vorheriger Adhirenz) die etablierte Methode zur T-Zell-Isolierung. Um
reinere T-Zell-Populationen fiir die Stimulationsexperimente zu erhalten, wurde
schlieBlich die Negativ-Selektion mit Hilfe des Kits gewahlt.

3.4 Bedeutung von CTLA-4 und Kostimulation fiir die Immun-
suppression durch Infektion von APC

Nachdem festgestellt werden konnte, dass die infektionsbedingte Immunsuppression
kontaktabhéngig ist, wurde als nichstes iiberpriift, ob 7. cruzi -infizierte APC die
Expression inhibitorischer Oberflaichenmolekiile auf den T-Zellen induzieren kdnnen
und auf diese Weise die IL-2-Suppression bewirken.

Ein interessanter Kandidat fiir ein solches inhibitorisches Molekiil ist CTLA-4. CTLA-4
besitzt eine Sequenzhomologie zu CD28, welches konstitutiv auf der Oberfliche von
T-Zellen exprimiert wird und kostimulatorische Signale vermittelt. Die Bindung von
CD28 an seine Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) auf der Oberfliche von APC
vermindert die Aktivierungsschwelle der T-Zellen, erhoht die Expression anti-
apoptotischer Faktoren und stimuliert die Produktion von IL-2. CTLA-4 bindet mit B7.1
und B7.2 dieselben Liganden wie CD28, allerdings mit 20-mal hoherer Affinitat. Dabei
inhibiert ein Engagement von CTLA-4 jedoch die Proliferation der T-Zellen, indem die
Expression des IL-2-Rezeptors reduziert, die IL-2-Produktion vermindert und der

Zellzyklus arretiert werden. Es ist demzufolge als negativer Regulator aktiv.

Fiir Infektionen mit Leishmania donovani konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass
eine Blockade von CTLA-4 zu einer verstirkten Resistenz des Wirtes flihrt (Murphy
et al., 1998). AuBlerdem wurde gezeigt, dass die CTLA-4-Expression auf der Oberflidche

von T-Zellen bei der Infektion von Méusen mit 7. cruzi erhoht wird (Sebastian Graefe;
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personliche Mitteilung). Dies ldsst vermuten, dass moglicherweise das Engagement von
CTLA-4 fiir die IL-2-Suppression verantwortlich ist.

Ein Vergleich der CTLA-4-Expression auf DO11.10-T-Zellen von infizierten und nicht-
infizierten Proben aus Stimulationsexperimenten durch fluoreszenzmikroskopische
Analyse deutete darauf hin, dass auf der Oberfliche von T-Zellen aus infizierten
Kulturen mehr CTLA-4 vorzufinden ist als auf der von T-Zellen nicht-infizierter
Kulturen (Daten nicht gezeigt). Um die Bedeutung von CTLA-4 fiir die beobachtete
Beeinflussung der T-Zell-Antwort durch die Infektion zu untersuchen, sollte es in
Stimulationsexperimenten blockiert werden. Zu diesem Zweck wurden monoklonale
Antikorper gegen CTLA-4 eingesetzt. Da bivalente Gesamtantikorper gegen CTLA-4
moglicherweise durch Kreuzvernetzen ein inhibitorisches Signal auslésen konnen,
wurden zusdtzlich monovalente Fab-Fragmente verwendet, die ein solches Signal {iber
CTLA-4 wirklich blockieren. Der Antikorper bzw. das Fab-Fragment wurden vor der
Antigen-Stimulation in einer Endkonzentration von 10 pg/ml und 100 pg/ml zu T-Zell-
Assays mit PEC aus nicht-infizierten bzw. infizierten Médusen und naiven T-Zellen aus
DO11.10-TCR-transgenen Méusen zugesetzt. Nach 24- und 48-stlindiger Stimulation
wurden Kultur-Uberstinde abgenommen und die IL-2-Produktion untersucht.
Zusétzlich wurde die Proliferation der Zellen bestimmt. Die Ergebnisse der Blockaden

nach einer Stimulation von 24 Stunden sind in Abb. 3.18 zusammengefasst.

Die Blockade von CTLA-4 konnte im Vergleich zur Kontrolle (0. AK) weder nach 24
(Abb. 3.18, oben) noch nach 48 Stunden (nicht gezeigt) die durch die 7. cruzi -Infektion
ausgeloste Inhibition der IL-2-Produktion verringern. T-Zellen, die durch PEC aus
infizierten Miusen stimuliert wurden, sezernierten nur etwa 20 % der Zytokinmenge,
die T-Zellen bei Stimulation durch PEC aus nicht-infizierten Méusen freisetzten. Nach
48 Stunden verstirkten die Fab-Fragmente gegen CTLA-4 zwar die IL-2-Produktion in
Ansidtzen mit PEC nicht-infizierter Mause, die Produktion von IL-2 in Ansitzen mit
PEC aus infizierten Méusen blieb jedoch auch hier unveréndert niedrig (nicht gezeigt).
Die Hypothese, dass eine verstiarkte CTLA-4-Wirkung in der Infektion die Suppression
der IL-2-Produktion bedingt, kann durch diese Ergebnisse nicht bestitigt werden.
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Abb. 3.18:IL-2 Produktion und Proliferation von T-Zellen bei Blockade verschiedener Kostimula-
tionswege.
1x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen (Tag 17 p.i.) wurden mit 2x10° frisch préparierten T-Zellen aus DO11.10-TCR-
transgenen Maiusen kultiviert. Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Aulerdem
wurden folgende Agenzien zugegeben: 10 oder 100 pg/ml anti-CTLA-4 bzw. die entsprechende
Isotypkontrolle (Hamster IgG1, k), 10 oder 100 pg/ml Fab-Fragment von anti-CTLA-4,
50 pg/ml CTLA-4-Ig bzw. CD83-Ig oder 10 pg/ml anti-CD86. In jedem Antikdrper-
enthaltenden Ansatz wurden die Fc-Rezeptoren durch Zusatz von 10 pg/ml anti-CD16/CD32
geblockt. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der Zellkulturen abgenommen und die
Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt (obere Reihe). Achtzehn Stunden spéter
wurde die Proliferation {iber den Einbau der Radioaktivitdt gemessen (untere Reihe).

In 3.1.2 wurde nachgewiesen, dass eine Infektion von APC zur verstdrkten Expression
des kostimulatorischen Molekiils B7.2 fiihrt. Die B7-Molekiile erhdhen eigentlich die
Kapazitit der APC, die Produktion von IL-2 von T-Zellen zu induzieren. Um diesen
Einfluss von B7.2 auf die Stimulation von T-Zellen in unserem System zu iiberpriifen,
wurde dieses kostimulatorische Molekiil unabhidngig von der CTLA-4-Blockade durch
spezifische Antikorper maskiert (anti-CD86). Dadurch wurde die IL-2-Produktion der
T-Zellen in beiden Ansétzen deutlich blockiert (Abb. 3.18, oben rechts).

Ferner wurde die Kostimulation mit Hilfe von CTLA-4-Ig-Fusionsmolekiilen
unterdriickt. CTLA-4-Ig bindet mit hoher Affinitdt an B7.1 und B7.2 und verhindert
dadurch deren Bindung an CD28 auf den T-Zellen. Die IL-2-Produktion der T-Zellen
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lieB sich mit einem Uberschuss an CTLA-4-Ig noch massiver unterdriicken als durch
die Blockade von B7.2 alleine (Abb. 3.18, oben rechts). Das belegt die Wichtigkeit der
Kostimulation (vor allem iiber B7.2) fiir die T-Zell-Aktivierung. Ein zur Kontrolle
eingesetztes CD83-Ig-Fusionsmolekiil hatte keine deutliche Auswirkung auf die IL-2-
Produktion der T-Zellen. Die Wirkung von CTLA-4-Ig ist also auf CTLA-4, nicht den
Ig-Teil, zuriickzufiihren.

In der Proliferation ist der immunsuppressive Effekt durch die Infektion der APC noch
deutlicher zu sehen (Abb. 3.18, untere Reihe). Bei Stimulation durch infizierte PEC

wurden die T-Zellen in ihrer Proliferation massiv unterdriickt.

3.5 Restimulation von T-Zellen nach vorhergehender Stimulation
durch infizierte APC

Eine weitere Moglichkeit fiir eine Immunsuppression besteht darin, dass die T-Zellen
durch infizierte APC aktiviert und danach durch Apoptose eliminiert werden. Das ist
jedoch unwahrscheinlich, da Féarbungen mit Trypanblau bestétigten, dass die Zellen in
den Stimulationsexperimenten lebten. Alternativ zur Apoptose ist es moglich, dass eine
Anergie der T-Zellen auftritt. Um zu iiberpriifen, ob die T-Zellen nach einer Stimulation
durch infizierte APC noch leben, und inwieweit sie danach noch restimulierbar sind,

wurden T-Zell-Ubertragungsexperimente durchgefiihrt.

Dazu wurden naive T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Méusen Antigen-spezifisch
durch PEC aus nicht-infizierten bzw. infizierten Mausen stimuliert. Nach der Stimula-
tion wurden die T-Zellen von den PEC getrennt und im Anschluss an eine dreitdgige
Ruhephase durch PEC aus nicht-infizierten Miusen erneut stimuliert. IL-2-Produktion
und Proliferation der Zellen wurden untersucht.

Die folgende schematische Darstellung (Abb. 3.19) soll den Versuchsablauf eines

solchen Transfer-Experimentes zur Restimulation von T-Zellen veranschaulichen:
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Abb. 3.19: Schematische Darstellung zur Durchfiihrung von Transfer-Experimenten.

PEC aus T. cruzi-infizierten bzw. nicht-infizierten BALB/c-Méusen wurden mit naiven
DO11.10-T-Zellen kultiviert. Die Zellen wurden mit Ova-Peptid stimuliert. Nach 24-48 Stunden
wurden die T-Zellen von den PEC getrennt und fiir weitere 72 Stunden kultiviert. Danach
erfolgte eine Restimulation der Zellen unter Zugabe von frisch priparierten nicht-infizierten PEC
und Ova-Peptid. 48 Stunden spiter wurden die Kultur-Uberstinde zur Zytokin-Bestimmung
abgenommen und die Proliferation der Zellen untersucht. T : T-Zellen, die durch nicht-infizierte
PEC stimuliert wurden; T*: T-Zellen, die durch T. cruzi -infizierte PEC stimuliert wurden.

Auch bei Restimulation durch nicht-infizierte PEC produzierten die T-Zellen, die zuvor
durch infizierte APC stimuliert worden waren, sehr viel weniger IL-2 als die T-Zellen,
die zuvor durch nicht-infizierte APC stimuliert worden waren (Abb. 3.20, A). Das
deutet darauf hin, dass T-Zellen, die einmal von 7. cruzi -infizierten APC stimuliert
worden sind, auch dann noch einen Defekt haben, wenn sie auf nicht-infizierte APC
treffen. Der inhibierende Einfluss infizierter APC auf die T-Zellen scheint demnach ein
lang anhaltender Effekt zu sein.

Bei beiden Gruppen von T-Zellen ist in Anwesenheit von Antigen eine deutliche
Proliferation zu messen (Abb. 3.20, B), wobei die T-Zellen, die urspriinglich durch PEC
infizierter Méuse stimuliert worden waren, weniger stark proliferierten. Die insgesamt
jedoch hohe Proliferation zeigt, dass die Zellen unter den gewihlten Versuchs-
bedingungen viabel sind. Zusdtzlich bestdtigte eine Lebendfdrbung mit Trypanblau,

dass die transferierten Zellen nicht tot waren. Die Proliferation der PEC lag in diesem
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Versuch an der Nachweisgrenze und deutlich unter der Proliferation der T-Zellen, wie
die als Kontrolle mitgefiihrten Ansdtze von PEC ohne Zugabe von T-Zellen darlegten
(nicht gezeigt). Es handelt sich bei den gemessenen Werten also wirklich um die

Proliferation der betrachteten T-Zellen.
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Abb. 3.20: Restimulation von T-Zellen nach vorhergehender Stimulation durch infizierte APC.
3x10° PEC aus nicht-infizierten bzw. infizierten BALB/c-Miusen (Tag 9 p.i.) wurden mit 6x10°
frisch praparierten T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Méusen kultiviert. Die Zellen wurden
mit 1 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 28 Stunden wurden die T-Zellen abgenommen und jeweils
1x10° Zellen pro Ansatz auf 96-Loch-Gewebekulturplatten verteilt. Nach einer dreitigigen
Inkubation wurden jeweils 5x10* frisch préparierte PEC aus nicht-infizierten BALB/c-Miusen
hinzugegeben. Die Zellen wurden mit 0,5 oder 1 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 48 Stunden
wurden die Uberstinde der Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe
des ELISAs bestimmt (A). Achtzehn Stunden spéter wurde die Proliferation iiber den Einbau der
Radioaktivitit gemessen (B). T : T-Zellen, die durch nicht-infizierte PEC stimuliert worden
waren; T*: T-Zellen, die durch 7. cruzi -infizierte PEC stimuliert worden waren.

Mit Hilfe von T-Zell-Ubertragungsversuchen, die diesem Experiment folgten, konnte
ausgeschlossen werden, dass die bei der Restimulation von T*-Zellen beobachtete
Hemmung der IL-2-Produktion durch versehentlich aus der urspriinglichen
Stimulationskultur verschleppte infizierte PEC bedingt war. Um solch eine
unbeabsichtigte Kontamination definitiv zu verhindern, waren die T-Zellen nach der
Abnahme von den infizierten PEC noch einmal mit Hilfe des CD4" T Cell Isolation Kit

gereinigt worden, bevor sie restimuliert wurden.
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3.6 Vergleich polyklonaler und Antigen-spezifischer Stimulation von
T-Zellen nach Infektion

In bisherigen Experimenten wurde die Hemmung der IL-2-Produktion von T-Zellen
durch infizierte APC mittels Antigen-spezifischer Stimulation der Zellen ausgeldst. Im
Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit sich Zellen trotz 7. cruzi -Infektion
polyklonal, also Antigen-unabhingig stimulieren lassen. Dazu wurden Milzzellen
in vitro mit Trypanosomen infiziert und ein Teil von ihnen mit Ova-Peptid, der andere
Teil mit Antikoérpern gegen den CD3-Komplex stimuliert (2.2.3.2). Es wurde eine
Kinetik iiber den Zeitraum von vier Tagen aufgenommen, bei der die IL-2-Produktion
der Zellen betrachtet wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.21 dargestellt.

Bei der Antigen-spezifischen Stimulation war die messbare Konzentration an IL-2 in
nicht-infizierten und infizierten Kulturen nach 24 Stunden noch identisch und stieg dann
im weiteren Zeitverlauf in den nicht-infizierten Kulturen stetig an (Abb. 3.21, A). Ein
Vergleich der nicht-infizierten Kulturen mit den infizierten zeigte bei letzteren die
bekannte Inhibition der IL-2-Produktion. Alle Zeitpunkte lieBen erkennen, dass
Milzzellen, die durch ihr Antigen stimuliert wurden, héhere absolute Mengen an IL-2
produzierten als Zellen, die durch anti-CD3 stimuliert wurden. Allerdings tritt ein
bemerkenswerter Effekt bei der Stimulation iiber den CD3-Komplex auf (Abb. 3.21, B):
Nicht-infizierte und infizierte Milzzellen sezernierten am ersten Tag noch gleich viel
IL-2 - wie bei der Antigen-spezifischen Stimulation auch. Danach jedoch war in den
infizierten Kulturen eine deutlich hohere IL-2-Produktion zu messen als in den nicht-
infizierten Kulturen. Das Gegenteil der IL-2-Reduktion, die bei der Antigen-
spezifischen Stimulation mit Ova-Peptid zu beobachten ist, trat hier auf. Dies deutet
darauf hin, dass die T-Zellen prinzipiell stimuliert werden kdnnen und generell dazu
fahig sind, mit einer Produktion von IL-2 zu antworten. Die beobachteten inhibitori-
schen Effekte beziehen sich demnach nur auf das Antigen-spezifische Signal, das die

T-Zellen von infizierten APC erhalten.
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Abb. 3.21:Kinetik der IL-2-Produktion von in vitro -infizierten versus nicht-infizierten Milzzellen
bei Antigen-spezifischer Stimulation mit OVAp gegeniiber polyklonaler Stimulation mit
anti-CD3.
1x10° aus DO11.10-TCR-transgenen-Méusen priparierte Milzzellen wurden mit 1x10* 7. cruzi -
Trypomastigoten infiziert und je ein Teil der Kulturen mit 0,5 pg/ml OVAp (A) bzw.
3 ug/ml anti-CD3 (B) stimuliert. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Uberstéinde der
nicht-infizierten (weifle Balken) und infizierten (schwarze Balken) Kulturen abgenommen und
die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

3.7 Analyse der Interaktion der 7. cruzi -trans-Sialidase mit CD43 auf
T-Zellen

T. cruzi exprimiert eine sogenannte frans-Sialidase (TS). Diese stellt eine einzigartige
Oberflachen-Sialidase dar, welche Sialinsdurereste von Wirts-Donor-Molekiilen auf
Mucin-dhnliche Akzeptor-Glykoproteine Ttbertrdgt. Die TS ist auf der Parasiten-
membran GPI-verankert und kann wéhrend der akuten 7. cruzi -Infektion des Menschen
in relativ hohen Mengen ins Serum freigesetzt werden. Die Oberflachen-TS wird fiir die
Invasion des Parasiten in Sduger-Zellen bendtigt, wihrend die 16sliche TS ein
Virulenzfaktor zu sein scheint, der zumindest die Parasitimie und Mortalitdt von
T. cruzi -infizierten Méusen verstérkt. Kiirzlich erschienene Veroffentlichungen deuten
darauf hin, dass 16sliche TS die Invasion von Makrophagen durch die Trypanosomen
verstirkt, Apoptose in Zellen des Immunsystems auslost und tiber eine Aktivierung von
Helfer-Zellen die T-Zell-Antworten in vitro erhoht. Todeschini et al. (2002) entdeckten
jiingst, dass 16sliche TS in vivo eine CD4" T-Zell-Aktivierung induziert und naive
T-Zellen in vitro kostimuliert. In CD4" T-Zellen von infizierten Miusen verstirkt sie
mitogene Antworten und bewahrt T-Zellen vor dem Aktivierungs-induzierten Zelltod
(AICD). Dabei bindet die TS an CD43 (auch als Ly-48, Leukosialin o. Sialophorin
bekannt) auf der T-Zell-Oberfliche. Durch Studien mit CD43-defizienten Méusen ist
bekannt, dass CD43 an der negativen Regulation der T-Zell-Aktivierung beteiligt ist
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(Manjunath et al., 1995; Thurman etal., 1998; Stockton etal., 1998). CD43-
Engagement wird fiir die Kostimulation und die Bewahrung vor dem AICD benétigt
(Sperling et al., 1995).

Da die T. cruzi-TS einen natiirlichen CD43-Liganden mit T-Zell-aktivierenden
Eigenschaften darzustellen scheint, ist dieses Molekiil ein Kandidat fiir die bei der
Infektion auftretende Induktion der Immunpathologie. Aus diesem Grund soll {iberpriift
werden, ob ein CD43-Engagement durch die trans-Sialidase der Parasiten als Ursache
fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte auf die Immunantwort in Frage
kommen kdnnte.

Zu diesem Zweck wurde zunichst das Oberflichen-Antigen CD43 auf den Zellen durch
Gabe von anti-CD43-Antikorpern maskiert. Die Antikdrper wurden in zwel
verschiedenen Endkonzentrationen zu den naiven T-Zellen, die durch PEC aus nicht-
infizierten bzw. infizierten Maéausen Antigen-spezifisch stimuliert wurden,
hinzugegeben. Nach 24- sowie 48-stiindiger Stimulation wurden die IL-2-Produktion

und die Proliferation der T-Zellen gemessen.
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Abb. 3.22:1L-2 Produktion und Proliferation von T-Zellen nach Blockade von CD43.
1x10° PEC aus nicht-infizierten (weifie Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen (Tag 16 p.i.) wurden mit 2x10° frisch priparierten T-Zellen aus DO11.10-TCR-
transgenen Maiusen kultiviert. Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Auerdem
wurden 10 oder 50 pg/ml anti-CD43 zugegeben. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt (A).
Achtzehn Stunden spiter wurde die Proliferation iiber den Einbau der Radioaktivitit gemessen

(B).

Bei den Ergebnissen fillt auf, dass die IL-2-Produktion der T-Zellen, die durch nicht-
infizierte PEC stimuliert wurden, bei Blockade von CDA43 signifikant erhdht ist
(Abb. 3.22, A). Eine Verringerung des Unterschieds an IL-2 zwischen Kulturen mit
nicht-infizierten und infizierten Stimulatoren war jedoch weder bei der niedrigen noch

bei der hohen Antikorper-Konzentration festzustellen. Die Proliferation der T-Zellen
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wurde bei Stimulation durch infizierte PEC unter den drei Bedingungen jeweils
vollstdndig unterdriickt (Abb. 3.22, B). Nach 48 Stunden ergab sich genau das gleiche
Bild wie nach 24 Stunden (Daten nicht gezeigt).

Um einen moglichen Effekt der trans-Sialidase von T. cruzi aufzuheben, sollte auBBer
der Maskierung von CD43 auf der Zelloberfliche in anderen Experimenten eine
denkbare Interaktion mit CD43 verhindert werden, indem vor dem Einsatz in
Stimulationsexperimenten alle Sialinsdurereste enzymatisch von der Oberfliche der
naiven T-Zellen abgespalten wurden. Dazu wurden die T-Zellen mit Neuraminidase
(Sialidase) aus Clostridium perfringens behandelt (2.2.3.6). Nach der Stimulation

wurden wiederum IL-2-Produktion und Proliferation der Zellen analysiert.

Wie in Abbildung 3.23 zu sehen ist, fithrte auch die Sialidase-Behandlung der T-Zellen
nicht dazu, dass die IL-2-Produktion in Ansétzen mit infizierten APC weniger inhibiert
wurde (A). Die Kontrollen und die Sialidase-behandelten Zellen wiesen bei Infektion
der PEC jeweils eine Verringerung der IL-2-Produktion um mehr als 60 % auf. Die
Proliferation der T-Zellen wurde ebenfalls in beiden Féllen bei Infektion der

Stimulatoren extrem stark supprimiert (B).
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Abb. 3.23:1L-2 Produktion und Proliferation von T-Zellen nach Sialidase-Behandlung.
1x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) BALB/c-
Miusen (Tag 14 p.i.) wurden mit 2x10° frisch priparierten T-Zellen aus DO11.10-TCR-
transgenen Mausen kultiviert. Ein Teil der T-Zellen wurde zuvor mit Sialidase behandelt. Die
Zellen wurden mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt (A).
Achtzehn Stunden spiter wurde die Proliferation {iber den Einbau der Radioaktivitit gemessen

B).
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Aufgrund der beiden hier beschriebenen Versuchsergebnisse ist offenbar auszu-
schlieen, dass ein CD43-Engagement durch die trams-Sialidase der Parasiten als
Ursache fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Immunsuppression in Frage

kommt.

3.8 CDS8" T-Zellen zeigen bei Stimulation durch infizierte PEC
vergleichbare Reaktionen wie CD4" T-Zellen

In den bisher beschriebenen Experimenten war der Einfluss einer 7. cruzi -Infektion auf
die Aktivierung von CD4" T-Helfer-Zellen untersucht worden, die iiber die Prisentation
von Antigenen in MHC-Klasse II-Molekiilen stimuliert wurden. Nun sollte {iberpriift
werden, ob sich die bisherigen Ergebnisse einer dominanten Immunsuppression auch
auf zytotoxische CD8" T-Zellen, d.h. die Antigen-Prisentation {iber das MHC-Klasse I-

System, libertragen lassen.

Zu diesem Zweck wurden die Antigen-spezifischen T-Zellen aus OT-1-TCR-transgenen
Maiusen gewonnen. Ihr transgener TCR erkennt das 8er-Peptid OVAjsyoes aus
Ovalbumin, prisentiert auf H2-K"-tragenden APC. Die T-Zellen wurden aus den Milzen
der Miuse pripariert und mit Hilfe des CDS™ T Cell Isolation Kit isoliert (2.2.1.9), um
den Anteil an anderen Zellen so gering wie moglich zu halten.

Zunichst sollten IL-2, IFN-y sowie IL-12 im Stimulationsassay analysiert werden. Dazu
wurden peritoneale Exsudat-Zellen (PEC) aus C57BL/6-Méusen als Antigen-
prisentierende Zellen mit Trypanosomen infiziert. Nach 48-stiindiger Infektion wurden
die frisch gereinigten OT-1-T-Zellen hinzugegeben. Verschiedene Konzentrationen an
Ova-Peptid als Antigen wurden zur Stimulation ausgetestet. Jeweils 24 und 48 Stunden
spiter wurden die Uberstéinde auf das Vorhandensein von IL-2, IFN-y und IL-12 hin

untersucht.

In Abbildung 3.24 sind exemplarisch die Ergebnisse einer 48-stiindigen Stimulation bei
zwei verschiedenen Antigen-Konzentrationen dargestellt.

24 Stunden nach Zugabe von T-Zellen und Antigen war in der IL-2-Produktion bereits
ein geringfiigiger Unterschied zwischen den Proben mit infizierten (+ 7. cruzi) und
denen mit nicht-infizierten PEC (- 7. cruzi) erkennbar (Daten nicht gezeigt). Nach 48-
stiindiger Stimulation wurde dann in infizierten Kulturen eine deutliche Suppression der
IL-2-Produktion detektiert (Abb. 3.24, A). Die IL-2-Konzentration in den Uberstéinden



3 Ergebnisse 86

infizierter Zellen war mit 870 pg/ml im Vergleich zu 2240 pg/ml in den Uberstinden
nicht-infizierter Kontrollen bei der hochsten Peptid-Konzentration um 60 Prozent
verringert. Auch in diesem System korreliert die IL-2-Produktion nicht-infizierter
Zellen deutlich mit der Antigen-Konzentration - wie bei der Stimulation von
CD4" T-Zellen.

Die IFN-y-Produktion der T-Zellen wurde durch Infektion der sie stimulierenden PEC
ungefahr verdoppelt (Abb. 3.24, B). Auch die IL-12-Produktion der PEC verdoppelte
sich durch die Infektion im Fall der hoheren Antigen-Konzentration (Abb. 3.24, C). Bei
der niedrigeren war durch die Infektion ein Anstieg um 30 % zu verzeichnen.

Keines der untersuchten Zytokine wurde in Abwesenheit von Antigen sezerniert.
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Abb. 3.24:CD8" T-Zellen aus OT-1-Miusen zeigen bei Stimulation durch in vitro -infizierte PEC
vergleichbare Reaktionen wie CD4" T-Zellen. Zytokin-Konzentrationen in Zellkultur-
Uberstiinden in Abhiingigkeit von der Antigen-Konzentration.
1x10° aus C57BL/6-Miusen priparierte PEC wurden mit 2x10° 7. cruzi -Trypomastigoten
infiziert. Nach 48-stiindiger in vitro -Infektion wurden 2x10° frisch priparierte T-Zellen aus
OT-1-Méusen zu den nicht-infizierten (weille Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) PEC
hinzugegeben. Die Zellen wurden mit 0,05 bzw. 0,1 pg/ml Ova-Peptid stimuliert. 48 Stunden
spiter wurden im Uberstand IL-2 (A), IFN-y (B) und IL-12 (C) quantifiziert.

Eine Stimulation von CD8 T-Zellen iiber MHC-Klasse I-prisentiertes Antigen
funktioniert somit prinzipiell wihrend der T. cruzi -Infektion, ebenso wie es eine
Stimulation von CD4' T-Zellen iiber MHC-Klasse II-prisentiertes Antigen tut. Die
infizierten APC scheinen jeweils in der Lage zu sein, Antigen zu présentieren.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Wirkung der 7. cruzi -Infektion auf die
Aktivierung von T-Zellen ist nicht auf CD4" T-Zellen beschrinkt, sondern spielt auch
fiir CD8" T-Zellen eine Rolle.
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3.9 Wechselwirkungen iiber TLR-2 spielen keine Rolle fiir die IL-2-
Suppression nach der Infektion

Immunzellen der angeborenen Immunitét, wie Makrophagen und unreife dendritische
Zellen, unterscheiden zwischen infektiosen Agenzien und ,,Selbst(-Antigenen)“ mit
Hilfe von Rezeptoren, die Strukturen erkennen kdnnen, welche von groflen Gruppen
von Pathogenen geteilt werden - so genannten pathogenassoziierten molekularen
Mustern (PAMPs) wie z.B. LPS oder Proteoglykanen von Bakterien. Dieses Erkennen
resultiert in einer Zell-Aktivierung iiber Transmembranrezeptoren (Medzhitov und
Janeway, 2000). Eine Familie dieser Transmembranrezeptoren auf Immunzellen, die in
der Evolution hochkonserviert wurden und ausschlieBlich als signalgebende Rezeptoren
zu wirken scheinen, ist die Familie der Toll-dhnlichen oder Toll-Rezeptoren
(Toll-like receptors, TLRs), die urspriinglich bei der Taufliege entdeckt wurden. Zu
dieser Familie der Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs)
des angeborenen Immunsystems z&hlt unter anderem der Toll-Rezeptor 2, kurz TLR-2.
TLR-2 reagiert auf mikrobielle Proteoglykane, wobei noch nicht bekannt ist, wie die
Erkennung erfolgt. Die Verkniipfung von TLR-2 aktiviert einen in der Evolution frith
entstandenen Signalweg, der den Transkriptionsfaktor NFkB und dadurch eine Reihe
von Genen aktiviert. Darunter sind Gene fiir Zytokine, Chemokine und kostimulierende
Molekiile, die bei der Steuerung der adaptiven Immunantwort in spéteren Phasen einer
Infektion von Bedeutung sind. So wird beispielsweise die Erzeugung von
Stickstoffmonoxid (NO) innerhalb der Zellen stimuliert, das fiir diverse Pathogene
toxisch ist. Auch die Freisetzung von IL-12, das wiederum CD4" T-Zellen dazu

veranlasst, IFN-y und TNF-a freizusetzen, wird induziert (Janeway et al., 2002).

Im Fall von Trypanosoma cruzi haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass GPI-Anker
und Glykoinositolphospholipide (GIPLs) des Parasiten starke Aktivatoren von huma-
nem und murinem TLR-2 auf Makrophagen sind (Campos et al., 2001). Die TLR-2-
Aktivierung durch GPI fiihrte dabei zur Synthese der proinflammatorischen Zytokine
IL-12 und TNF-a.

Um zu iiberpriifen, ob eine Signalgebung iiber TLR-2 auch fiir die infektionsbedingte
IL-2-Suppression der T-Zellen eine Rolle spielen kdnnte, wurden PEC aus Méusen, die
TLR-2 nicht exprimieren koénnen (TLR-2- knockout -Méuse), fiir die Stimulation von
T-Zellen eingesetzt. Dabei wurde IL-2 in den Kultur-Uberstéinden quantifiziert und die

Proliferation der Zellen durch *H-Thymidin-Einbau bestimmt.
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Abb. 3.25: Stimulation von OVA-spezifischen T-Zellen durch PEC von infizierten bzw. nicht-
infizierten WT- versus TLR-2""-Miusen.
1x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) C57BL/6-
Miusen oder C57BL/6 TLR-2"-Miusen (Tag 17 p.i.) wurden mit 2x10° frisch priparierten
T-Zellen aus OT-1-Mé&usen kultiviert. Zusdtzlich wurden OT-1-T-Zellen ohne PEC kultiviert
(schraffierte Balken). Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Ova-Peptid
stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand der Zellkulturen abgenommen und die
Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt (A). Achtzehn Stunden spéter wurde die
Proliferation iiber den Einbau der Radioaktivitit gemessen (B).
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Bei Verwendung von PEC aus nicht-infizierten TLR-2-defizienten und Wildtyp-
Maidusen wurden im T-Zell-Stimulationsexperiment vergleichbare Mengen an IL-2
produziert (Abb.3.25, A). Demgegeniiber war die IL-2-Produktion in den Ansédtzen mit
infizierten PEC in beiden Fillen gleich stark gehemmt. Auch die Proliferation der
Zellen wurde in allen Ansdtzen mit Stimulatoren aus infizierten Médusen gleichermafien
vermindert bzw. fast vollstindig unterdriickt (Abb. 3.25, B).

In diesem Experiment wurde durch die OT-1-T-Zellen bei Antigen-Stimulation auch
ohne Zugabe von PEC IL-2 produziert, d.h. die Isolierung mit Hilfe des CD8" T Cell
Isolation Kit war nicht hundertprozentig erfolgreich. Es miissen sich noch einige aus der
Milz stammende APC in der T-Zell-Fraktion befunden haben. Die produzierten IL-2-
Mengen lagen jedoch weit unter der der T-Zellen, die durch hinzugegebene PEC
stimuliert wurden. Daher sind sie zu vernachldssigen. Aullerdem proliferierten diese
T-Zellen bei Antigen-Gabe selbst mit der sehr geringen Anzahl an vorhandenen Milz-
stimmigen APC (wahrscheinlich B-Zellen) als Stimulatoren deutlich. Doch auch diese
,Hintergrund*“-Proliferation wurde durch die Anwesenheit infizierter PEC komplett
unterdriickt. Das spricht erneut fiir einen dominanten Effekt infizierter APC iiber nicht-

infizierte.

Wurden PEC aus TLR-2-defizienten Méusen im T-Zell-Stimulationsexperiment
eingesetzt, war also die gleiche Inhibition in der IL-2-Produktion der T-Zellen
festzustellen wie bei PEC aus WT-Maiusen. Daher scheint der TLR-2-Signalweg nicht

mit der Immunsuppression assoziiert zu sein.

3.10 Die Immunsuppression wird auch bei nicht-passendem MHC-
Haplotyp vermittelt

Um die Frage zu kldren, ob die Anwesenheit infizierter APC ohne Mdglichkeiten zur
spezifischen Antigen-Interaktion fiir eine Beeintrachtigung der IL-2-Produktion von
T-Zellen bei Stimulation ausreicht, wurden verschiedene Mischungsexperimente
durchgefiihrt. Dazu wurden infizierte PEC von C57BL/6-Miusen (MHC-I-System), die
das 17er-Peptid OVAjz3339 nicht prisentieren konnen, infiziert und mit DO11.10-
T-Zellen zusammengegeben, deren TCR nur die Prasentation dieses 17er-Peptids durch
MHC-II-Molekiile erkennt. Fiir die praktische Durchfiihrung wurden 2x10°> Milzzellen
mit OV A3»3.339 stimuliert. Zu diesen Milzzellen wurden PEC aus infizierten C57BL/6-

Maiusen hinzugegeben. Um des weiteren festzustellen wie viele APC aus infizierten
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Maidusen notig sind, um die Stimulation der Milzzellen zu inhibieren, wurden
verschiedene Mengen an PEC (zwischen 0 und 100.000) in die Kulturen gegeben. Zum
Vergleich wurde ebenso mit PEC passender Antigen-Spezifitit aus infizierten BALB/c-
Maiusen verfahren. Die Zellen wurden mit 0,5 oder 1 pg/ml OVAp fiir 24 oder 48
Stunden stimuliert und dann IL-2-Produktion und Proliferation analysiert.

In Abbildung 3.26 ist die IL-2-Produktion der Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit
0,5 pug Ova-Peptid pro Milliliter zusammengefasst.

Die IL-2-Produktion entsprach in beiden Versuchsansitzen bei Zugabe von weniger als
10.000 PEC jeweils der IL-2-Produktion der Milzzellen alleine. In den Ansidtzen, zu
denen 10.000 PEC aus infizierten Maiusen hinzugegeben wurden, war die IL-2-
Produktion um 10 % verringert, verglichen mit der in den Ansétzen, zu denen PEC aus
nicht-infizierten Mdusen gegeben wurden. Eine Verringerung um mehr als 60 % war
schlieBlich bei der Zugabe von 100.000 PEC aus infizierten Mdusen zu messen, und
zwar sowohl bei dem Einsatz ,,passender Stimulatoren aus BALB/c-Mausen als auch
bei Einsatz ,nicht-passender Stimulatoren aus C57BL/6-Mausen. Dieser Effekt trat
auf, obwohl jeweils ausreichend nicht-infizierte Stimulatoren aus der naiven Milz im
System vorhanden waren, denn selbst in Anwesenheit von 100.000 PEC (von denen
auch lingst nicht alle infiziert sind) lag eine sehr groBe Uberzahl an Milz-stimmigen
nicht-infizierten APC vor. Wie die FACS-Analysen in Abschnitt 3.3 ergaben, bestehen
Milzzellen durchschnittlich zu mehr als 60 % aus professionellen APC, vor allem
B-Zellen.

In den Kulturen, bei denen die grofite Anzahl an nicht-infizierten PEC aus BALB/c-
Maiusen zu den DO11.10-Zellen gegeben worden war, lag eine bedeutend hohere 1L-2-
Konzentration vor als in den Ansdtzen reiner Milzzellen. Das ist damit zu begriinden,
dass in diesem Fall durch die BALB/c-PEC die Anzahl der APC, die die T-Zellen
stimulieren konnen, drastisch erhoht wurde. Dass es auch in Anwesenheit der hochsten
Anzahl an PEC aus nicht-infizierten C57BL/6-Miusen zu einer Erhéhung der IL-2-
Produktion im Vergleich zu der der reinen Milzzellen kam, konnte moglicherweise
durch eine Stimulation mit allogenen APC erklért werden.

Insgesamt sank die Zytokin-Konzentration durch die Anwesenheit infizierter PEC in
keiner der Kulturen unter die in reinen Milzzell-Kulturen messbare Konzentration. Nach
24-stiindiger Stimulation der Zellen zeigte sich prinzipiell das gleiche Bild, wobei die
ausgepragteste IL-2-Inhibition jeweils bei zirka 40 % lag (nicht gezeigt).

Die Proliferation der Milzzellen wurde bereits in Anwesenheit von 10.000 PEC aus

infizierten Méusen leicht, in Anwesenheit von 100.000 PEC sehr stark supprimiert. Im
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letztgenannten Fall war fast gar keine Proliferation der Zellen mehr zu messen (nicht

gezeigt).
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Abb. 3.26:IL-2-Konzentration in Uberstinden von naiven DO11.10-Milzzellen nach Stimulation
durch in vivo -infizierte PEC aus BALB/c- bzw. C57BL/6-Méusen.
1x10%, 1x10%, 1x10* bzw. 1x10° PEC aus nicht-infizierten (weiBe Balken) bzw. infizierten
(schwarze Balken) BALB/c- oder C57BL/6-Miusen (Tag 18 p.i.) wurden mit 2x10° frisch
préaparierten Milzzellen aus DO11.10-TCR-transgenen Méusen kultiviert. Zusétzlich wurden
Milzzellen ohne PEC kultiviert (schraffierte Balken). Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml OVAp
stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand der Zellkulturen abgenommen und die
Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

Nicht nur MHC-passende BALB/c-PEC supprimieren die IL-2-Produktion von T-Zellen
wiéhrend ihrer Antigen-spezifischen Stimulation, sondern auch PEC von C57BL/6-
Maiusen, die iiber ithre MHC-Molekiile nicht Antigen-spezifisch mit den T-Zellen
interagieren konnen.

Der Kontakt zu infizierten APC - ohne eine direkte Interaktion mit dem spezifischen
Antigen - reicht offensichtlich bereits aus, um eine Suppression der von den infizierten

Zellen unabhingigen Antigen-spezifischen Stimulation hervorzurufen.
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3.11 Untersuchung des Einflusses infizierter Fibroblasten auf die
Stimulation von T-Zellen

3.11.1 Einfluss infizierter MHC-II-transfizierter Fibroblasten auf die Stimulation
von naiven T-Zellen

Bisher konnte mit den beschriebenen Experimenten gezeigt werden, dass es sich bei der
durch T. cruzi -Infektion verursachten IL-2-Suppression um einen Effekt handelt, der
nicht durch 16sliche Faktoren induziert wird, sondern der abhéngig von einem direkten
Zellkontakt mit den infizierten Zellen ist. Der Effekt ist dominant und bewirkt eine lang
anhaltende Immunsuppression. Die Immunsuppression wird - nach bisherigem
Kenntnisstand - durch die Infektion von Antigen-prasentierenden Zellen verursacht,
kann aber unabhingig von einer direkten Antigen-spezifischen Interaktion mit der
infizierten Zelle induziert werden. Das wirft die Frage auf, ob zur Induktion der
beschriebenen Immunsuppression die Eigenschaften oder Fihigkeiten einer
professionellen APC vonnéten sind, also ob diese Zellen durch irgendein immun-
regulatorisches Eingreifen infolge ihrer Infektion die T-Zell-Suppression bewirken. Um
das zu lberpriifen, wurden murine Fibroblasten, die mit MHC-II (I-Ad) transfiziert sind,
als kiinstliche APC in Stimulationsexperimenten eingesetzt. Diese Fibroblasten mit der
Bezeichnung RT2.3HD6 exprimieren grole Mengen von MHC-II-Molekiilen auf ihrer
Zelloberfliache, so dass sie von auB3en mit Antigen-Peptiden beladen werden konnen. Sie
besitzen keine weiteren Eigenschaften professioneller APC (z.B. keine Kostimulatoren),
sondern konnen lediglich Peptide im Komplex mit I-A* an DO11.10-T-Zellen
prasentieren.

Fiir die praktische Durchfiihrung wurden die Fibroblasten in vitro mit Trypanosomen
infiziert und mit der doppelten Menge an T-Zellen aus DOI11.10-TCR-transgenen
Maiusen in Stimulationsassays eingesetzt. Dabei wurden verschiedene Mengen an
Zellen der Fibroblasten-Zell-Linie RT2.3HD6 und unterschiedliche Peptid-Konzen-
trationen ausgetestet. Nach einer Stimulation von 24 bzw. 48 Stunden wurden die
Zellkultur-Uberstéinde auf die IL-2-Konzentrationen hin untersucht. In Abb. 3.27 sind
exemplarisch die Ergebnisse der 24- (A) bzw. 48-stiindigen (B) Stimulation mit einer

Ova-Peptid-Konzentration von 0,5 pg/ml zusammengefasst.

Wihrend eine Anzahl von 1x10° Fibroblasten und 2x10° T-Zellen pro Ansatz zu gering
war, um mit Hilfe des ELISAs eine IL-2-Produktion messen zu konnen, konnten sowohl
bei der zehnfachen als auch bei der hundertfachen Menge an Zellen signifikante

Konzentrationen des Zytokins detektiert werden. Dabei fallt auf, dass auch hier eine
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zeitabhingige Wirkung der Infektion auf die Antigen-spezifische T-Zell-Stimulation
auftrat. Wie bei der Infektion professioneller APC wurde hier eine verringerte IL-2-
Produktion der T-Zellen bei Infektion der Fibroblasten beobachtet. Dieser Effekt war
bereits nach 24 Stunden mit einer Reduktion der IL-2-Konzentration um etwa ein
Viertel erkennbar und wurde nach 48 Stunden noch deutlicher. Zu diesem Zeitpunkt
konnte gegeniiber dem Einsatz nicht-infizierter Fibroblasten nur noch die Hilfte der
IL-2-Menge detektiert werden.
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Abb. 3.27: T cruzi -infizierte MHC-II transfizierte Fibroblasten haben einen vergleichbaren Effekt
auf die Stimulation von naiven DO11.10-T-Zellen wie infizierte professionelle APC.
1x10%, 1x10* bzw. 1x10° RT2.3HD6-Fibroblasten wurden mit der doppelten Menge an T. cruzi -
Trypomastigoten infiziert. Nach 48-stiindiger in vitro -Infektion wurden 2x10°, 2x10* bzw. 2x10°
frisch préparierte T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Maéausen zu den nicht-infizierten
(weiBle Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) PEC hinzugegeben. Die Zellen wurden mit
0,5 pg/ml OVAp stimuliert. 24 (A) und 48 (B) Stunden spiter wurde der Uberstand der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.

Da die hier verwendeten Fibroblasten lediglich MHC-Molekiile auf ihrer Oberfldche
aufweisen und z.B. keine kostimulatorischen Molekiile exprimieren, scheint es fiir den
Parasiten-induzierten Effekt der Immunsuppression nicht notwendig zu sein, dass die
infizierten Immunzellen immunregulatorische Faktoren hochregulieren. Diese
Versuchsergebnisse legen die Vermutung nahe, dass durch die Infektion die Induktion
eines Proteins der Wirtszelle bewirkt wird, oder aber ein Faktor von 7. cruzi auf die
Oberfliche der Zelle gelangt, der die Immunsuppression vermittelt. Bei der hier
betrachteten, durch 7. cruzi -Infektion verursachten Immunsuppression scheint es sich

insgesamt um einen nicht auf APC festgelegten Effekt zu handeln.
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3.11.2 Einfluss von fixierten infizierten Zellen auf die IL-2-Produktion

Um zu kléren, ob veridnderte Membranfluiditdten oder verdnderte Lipidstrukturen von
infizierten Zellen fiir die Inhibition verantwortlich sind, wurden Fixierungsexperimente
durchgefiihrt. RT2.3HD6-Fibroblasten wurden mit 7. cruzi infiziert und nach Infektion
mit 1 % PFA fixiert (2.2.3.7). Dann wurden sie als kiinstliche APC zur Stimulation von
naiven CD4" T-Zellen aus DO11.10-Miusen eingesetzt.

Abbildung 3.28 zeigt, dass die T-Zellen IL-2 produzierten, wenn Antigen auf fixierten
Zellen prisentiert wurde. Auch hier war der Parasiten-induzierte Effekt vorhanden: In
den infizierten Ansdtzen war die IL-2-Produktion verglichen mit der in den nicht-
infizierten Kulturen deutlich reduziert. Das galt in gleichem Mafle fiir die Kulturen, in
denen die Antigen-prisentierenden Fibroblasten fixiert wurden, wie fiir die Kontrollen,
in denen nicht-fixierte Fibroblasten verwendet wurden. Die infizierten Zellen miissen

demnach nicht mehr stoffwechselaktiv sein, um die IL-2-Produktion zu inhibieren.
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Abb. 3.28:1L-2 Produktion von T-Zellen bei Stimulation durch PFA-fixierte APC.
1x10° RT2.3HD6-Fibroblasten wurden mit 2x10° 7. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 48-
stiindiger Infektion wurde ein Teil der Fibroblasten mit 1% PFA in PBS fixiert. Danach wurden
2x10° frisch préparierte T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Miusen zu den nicht-infizierten
(weiBle Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken) Fibroblasten gegeben. Die Zellen wurden mit
0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand der Zellkulturen abgenom-
men und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.
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3.11.3 Einfluss infizierter Fibroblasten ohne MHC auf die IL-2-Suppression

Im Folgenden sollten noch einmal die Befunde bestitigt werden, dass nicht die
unmittelbar an der Antigen-spezifischen Stimulation der T-Zellen beteiligten profes-
sionellen APC selber mit Trypanosomen infiziert sein miissen, damit die T-Zell-
Antwort supprimiert wird. Dazu sollten Zellen infiziert werden, die nicht an der
eigentlichen APC-T-Zell-Interaktion teilnehmen konnen. Da die bisher eingesetzten
RT2.3HD6-Fibroblasten ohne die beschriebene MHC-II-Transfektion nicht zu erhalten
waren, wurde fiir dieses Experiment auf die Fibroblasten-Linie L.929 zuriickgegriffen,
bei der es sich ebenfalls um eine Fibroblasten-Linie aus der Maus handelt. Die L929-
Fibroblasten besitzen keine MHC-II-Molekiile, konnen CD4" T-Zellen also nicht
stimulieren. Verschiedene Mengen von L[929-Fibroblasten pro Ansatz wurden mit
T. cruzi infiziert. Nach der Infektion wurden so viele nicht-infizierte, MHC-II-
transfizierte RT2.3HD6-Fibroblasten als Antigen-priasentierende Zellen hinzugegeben,
dass sich insgesamt 1x10° Zellen in einem Ansatz befanden. Unter Zugabe von Ova-
Peptid und naiven T-Zellen aus DO11.10-Miusen wurden schlieBlich Stimulations-

assays durchgefiihrt.

Je hoher die Anzahl an infizierten L929-Fibroblasten in der Kultur war, desto stirker
war auch die zu verzeichnende Reduktion der IL-2-Produktion der T-Zellen (Abb. 3.29;
1:4>1:10>1:20). Wurden die T-Zellen nur mit L929-Fibroblasten zusammen kultiviert,
so konnten sie gar nicht durch das Antigen stimuliert werden, und es war kein IL-2 in
den Ansidtzen nachweisbar (Abb. 3.29, nur L929). T-Zellen, die zusammen mit
RT2.3HD6-Fibroblasten anstelle der L929-Fibroblasten inkubiert wurden, produzierten
mit fast 5 ng/ml hingegen hohe Mengen des Zytokins (Abb. 3.29, nur RT2.3). Wurde
ein Teil dieser nicht-infizierten RT2.3-Fibroblasten durch nicht-infizierte L-Zellen
ersetzt, sank die messbare Gesamt-IL-2-Produktion in den Ansétzen entsprechend ab. In
den Kulturen, in denen jede vierte der Zellen durch eine nicht-Antigen-prasentierende
L-Zelle ersetzt worden war, war schlieBlich nur etwa die Halfte an IL-2 nachzuweisen.
Wie bereits erwdhnt wurde jedoch in jedem Fall die IL-2-Produktion deutlich
unterdriickt, wenn infizierte L-Zellen anstelle nicht-infizierter L-Zellen eingesetzt
wurden. Bei einem Verhéltnis von einem L[929-Fibroblasten auf drei RT2.3-
Fibroblasten sezernierten die T-Zellen in Anwesenheit infizierter L929 nur 50 Prozent
der IL-2-Menge, die sie in Anwesenheit nicht-infizierter 1929 freisetzten
(Abb. 3.29, 1:4). Die Inhibition der IL-2-Produktion in Kokultur mit infizierten
L-Zellen zeichnete sich bereits nach einer 24-stiindigen Stimulation der Zellen ab (nicht

gezeigt). Der Parasiten-induzierte Effekt ist also auch bei dieser Zusammensetzung der
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Zellen vorhanden. Ein direkter Befall professioneller APC ist zur Induktion der

Immunsuppression nicht notig.
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Abb. 3.29: Stimulation von naiven DO11.10-T-Zellen durch MHC-II-transfizierte Fibroblasten bei
Mischung mit in vitro -infizierten, nicht-Antigen-prisentierenden L929-Fibroblasten.
5x10°, 1x10%, 2,5x10* bzw. 1x10° L929-Fibroblasten wurden mit der doppelten Menge an
T. cruzi -Trypomastigoten infiziert. Nach 48-stiindiger Infektion wurden so viele RT2.3HD6-
Fibroblasten als APC zu den nicht-infizierten (weile Balken) bzw. infizierten (schwarze Balken)
1929 hinzugegeben, dass sich eine Gesamtzellzahl von 1x10° Zellen in jedem Ansatz ergab
(Zugabe von 9,5x10*, 9x10* bzw. 7,5x10* RT2.3HD6-Fibroblasten). Auflerdem wurden
Kontrollen mit 1x10° RT2.3HD6 ohne 1.929-Zellen angesetzt. Danach wurden jeweils 2x10°
frisch préparierte T-Zellen aus DO11.10-TCR-transgenen Méusen hinzugegeben. Die Zellen
wurden mit 0,5 pg/ml OVAp stimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand der Zellkulturen
abgenommen und die Konzentration von IL-2 mit Hilfe des ELISAs bestimmt.



4 Diskussion

Die Infektion mit Trypanosoma cruzi stellt mit 16-18 Millionen Betroffenen eine der
bedeutendsten Tropenparasitosen des Menschen dar (Andrade, 1999; Schofield und
Dias, 1999). Sie fiihrt in einem Drittel der Félle zu chronischen Krankheitsverldaufen, die
aufgrund von Organversagen todlich enden konnen (Knobloch, 1996). Die Haupt-
ursache dieser schweren Krankheitsverldufe liegt in der unzureichenden Bekdmpfung
des Parasiten durch das Immunsystem. Zwar ruft die Infektion mit 7. cruzi anfangs eine
starke Aktivierung des Immunsystems hervor, die Immunantworten des Wirtes reichen
jedoch in der Regel nicht aus, um den Korper vollstindig von den Parasiten zu befreien.
Vielmehr sind die Trypanosomen sogar dazu in der Lage, Jahrzehnte bzw. ein Leben
lang in ihrem menschlichen Wirt zu persistieren (Tarleton, 2001).

Wiéhrend der Infektion tritt nach einer polyklonalen Aktivierung von T- und
B-Lymphozyten (Minoprio et al., 1989) sowohl beim Menschen als auch bei Méiusen
eine Immunsuppression auf, bei der Inmunantworten gegen Mitogene sowie Parasiten-
spezifische und Parasiten-unspezifische Antigene unterdriickt werden (Kierszenbaum,
1982; Cetron et al., 1993). Diese Immunsuppression wird fiir die Disseminierung und
Persistenz des Parasiten im infizierten Wirt verantwortlich gemacht (Goni ef al., 2002).
Das Auftreten einer Immunsuppression bei 7. cruzi -Infektionen sowohl des Menschen
als auch der Maus ist umfassend belegt worden. Dennoch existieren immer noch
zahlreiche widerspriichliche Ergebnisse beziiglich des verantwortlichen Immunzell-
Typs sowie der verantwortlichen Mechanismen. Sowohl a3 T-Zellen (Tarleton, 1988a;
Lopes und DosReis, 1994) als auch yo T-Zellen (Cardillo et al., 1998) und adhirente
Makrophagen-dhnliche Zellen (Kierszenbaum, 1982; Motran ef al., 1996) wurden als
Suppressor-Zellen diskutiert, denn es lieB sich beispielsweise durch die Depletion
adhédrenter Zellen die T-Zell-Proliferation von Milzzellen teilweise wiederherstellen
(Harel-Bellan et al., 1983; Cerrone et al., 1992). Beziiglich des Mechanismus wurden
u.a. verminderte IL-2- (Tarleton, 1988a; Harel-Bellan ef al., 1985) und IL-2-Rezeptor-
Expression (Lopez et al., 1993; Kierszenbaum et al., 1994), erhdhte IFN-y- und NO-
Produktion (Abrahamsohn und Coffman, 1995), Prostaglandin-Freisetzung (Pinge-Filho
et al., 1999) oder Apoptose (Abrahamsohn und Coffman, 1995; Nunes et al., 1998;
Martins et al., 1998) diskutiert. Zudem sind die Interaktionen zwischen den

verschiedenen Mechanismen und den supprimierenden Zelltypen nicht geklart.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die Immunantwort gegen intrazelluldre

Trypanosomen betrachtet werden. Insbesondere sollte untersucht werden, auf welche
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Weise eine T. cruzi -Infektion Antigen-priasentierender Zellen die Stimulation von

ruhenden T-Zellen und damit die Immunantwort beeinflusst.

Dazu wurde zunéchst ein Infektions- und Stimulationssystem etabliert. Da 7. cruzi in
der akuten Phase iiberwiegend Makrophagen infiziert, sollte vornehmlich eine Infektion
dieser Zellen betrachtet werden. Aufgrund der beschriebenen Immunsuppression wird
es erschwert, Parasiten-spezifische T-Zell-Linien zu gewinnen, zumal nur zwischen 2%
und 5% der Lymphozytenklone, die bei Immunantworten gegen Parasiten-Infektionen
aktiviert werden, spezifisch gegen Parasiten-Antigene gerichtet sind (Reina-San-Martin
et al., 2000). In dieser Arbeit sollten T-Zellen eingesetzt werden, die nicht durch eine
Infektion entstanden oder 7. cruzi -spezifisch sind, da diese aus dem komplexen Umfeld
einer Infektion stammen wiirden und daher bereits undefinierte Defekte aufweisen
konnten. Stattdessen wurden T-Zellen verwendet, die einen transgenen T-Zell-Rezeptor
mit definierter Spezifitit fiir Ovalbumin-Peptide tragen. Da auBlerdem nicht die
Prozessierung von Antigenen in diesem System analysiert werden sollte, wurden die
MHC-Molekiile der stimulierenden APC von aulen mit den entsprechenden Antigen-
Peptiden beladen. Um naive T-Zell-Hybridome bzw. naive T-Zellen aus Ova-
spezifischen TCR-transgenen Méusen zu stimulieren, wurden adhdrente peritoneale
Exsudat-Zellen als APC eingesetzt, die entweder in vitro mit T. cruzi infiziert oder aus

infizierten Mdusen gewonnen worden waren.

Die Etablierung dieses in vitro -Infektionssystems ist im Ergebnisteil der Arbeit
dargestellt und erldutert worden. Daher soll sich die Diskussion hauptsidchlich auf die

Charakterisierung der Immunsuppression und deren Mechanismen konzentrieren.

4.1 Analyse der stimulatorischen Fiahigkeiten von APC nach
Infektion

Durch in vitro -Infektion konnte ein Grofteil der Antigen-prasentierenden Zellen mit
Trypanosomen infiziert werden. Fluoreszenzmikroskopische Analysen belegten
Infektionsraten von durchschnittlich 70% (Abschnitt 3.1.1, Abb. 3.2). Dabei fiihrte die
Infektion der APC zu einer gesteigerten Expression sowohl von MHC-II als auch des
kostimulatorischen Molekiils B7.2 (CD86), was nicht nur als ein Anstieg im Anteil
positiver Zellen, sondern auch als Erhohung der Zahl der Oberflaichenmolekiile pro
Zelle zu beobachten war (Abschnitt 3.1.2).
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Viele Pathogene wie Mykobakterien (Saha et al., 1994), Listerien oder Leishmanien
(Kaye et al., 1994; Saha et al., 1995) nutzen verschiedenste Strategien, um die Wirts-
Immunantwort auf der Ebene der Kostimulation oder der Antigen-Prisentation zu
beeinflussen, denn kostimulatorische Molekiile auf infizierten APC sind kritisch fiir die
Inititlerung der Immunantwort. Von Leishmania major und Leishmania amazonensis
infizierte Makrophagen zeigen eine verminderte Kapazitit zur Antigen-Présentation
(Fruth et al., 1993; Lytton et al., 1993; Prina efal., 1993), und die Infektion von
Knochenmarks-Makrophagen durch L. donovani fiihrt dazu, dass die Expression des
kostimulatorischen Molekiils B7.1 nicht mehr induziert wird. Daher wére es nahe
liegend anzunehmen, dass auch 7. cruzi Mechanismen entwickelt hat, die die Kostimu-
lation bzw. die Prisentation von Parasiten-Antigenen durch die APC inhibieren kdnnen.
In diesem Zusammenhang haben Van Overtvelt et al. veroffentlicht, dass die LPS-
induzierte Reifung von humanen DC durch eine Infektion mit 7. cruzi stark
beeintrachtigt wird (Van Overtvelt et al., 2002). Sie beobachteten eine reduzierte
Sekretion von IL-12, TNF-a und IL-6, die normalerweise in gro3en Mengen von LPS-
aktivierten DC freigesetzt werden. Zudem inhibierte 7. cruzi die LPS-vermittelte
Induktion von MHC-I (HLA-DR) und CD40-Molekiilen auf der Oberfliche der
humanen DC. Diese Inhibition wurde durch vom Parasiten selbst freigesetzte 16sliche
Faktoren vermittelt, da sie auch von Uberstinden einer Parasiten-Suspension, die zu den
DC-Kulturen gegeben wurden, ausgeldst wurde. Auch die Induktion kostimulatorischer
Molekiile wihrend der LPS-vermittelten DC-Reifung wurde von den Trypanosomen
inhibiert (Van Overtvelt et al., 1999). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen mit humanen
Zellen konnte eine Reduktion von MHC-Klasse [-Molekiilen bei 7. cruzi -infizierten
Makrophagen aus der Maus nicht beobachtet werden. Buckner et al. zeigten, dass hier
keine Beeintrachtigung der Antigen-Pridsentation iiber MHC-Klasse I an zytotoxische
T-Lymphozyten auftrat (Buckner et al., 1997). Zudem wurde beschrieben, dass 7. cruzi
IFN-a/B-abhingig eine Erhohung der MHC-Klasse I-Expression sowohl auf der
murinen Makrophagen-Zell-Linie J774 als auch auf Maus-Fibroblasten induziert
(Stryker und Nickell, 1995).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten lassen bei einer Infektion mit dem
T. cruzi -Stamm Tulahuén keine Aktivierungshemmung der APC vermuten (Abschnitt
3.1.2). Es fand vielmehr eine Aktivierung der Zellen durch die Infektion statt, bei der
sich der Anteil B7.2-positiver Zellen von etwa 30% (ohne Infektion) auf iiber 60%
verdoppelte. Der Anteil MHC-II-exprimierender Zellen erhohte sich von 71% auf 78%
(siehe Abb. 3.3 u. Tab. 3.1). Die Infektion hatte also keinen negativen Einfluss auf die

Expression der Antigen-prisentierenden und kostimulatorischen Molekiile der APC.
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Die Voraussetzungen fiir eine Antigen-spezifische T-Zell-Aktivierung durch die
infizierten APC sind folglich gegeben. Dariiber hinaus wurde eine Induktion der I1L-12-
Sekretion durch die Infektion der APC festgestellt (vgl. Abb. 3.6). IL-12 wird
hauptsichlich von aktivierten Makrophagen sezerniert und stimuliert u.a. die Entwick-
lung von CD8" T-Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen (Chouaib et al., 1994) sowie
die Differenzierung von CD4" T-Lymphozyten zu Ty1-Effektorzellen (Trinchieri, 1995;
Windhagen et al., 1996; Mehrotra et al., 1998).

Die in dieser Arbeit beobachtete Aktivierung der APC durch die Infektion mit 7. cruzi
wird bestdtigt durch Ergebnisse von Frosch ef al., die bei Knochenmarks-stimmigen
Makrophagen eine selektive und starke Induktion der Expression von B7.2-Molekiilen
nach 7. cruzi -Infektion demonstrieren konnten, die bei anti-CD3-Stimulation zu einer
effizienteren Stimulierung von Milz-CD4" T-Zellen fiihrte (Frosch efal., 1997).
Untersuchungen von La Flamme et al. (1997) bestitigen den Befund, dass die MHC-II-
Expression von APC durch die 7. cruzi -Infektion nicht beeintrachtigt wird. Sie fanden
bei nicht-infizierten und infizierten Zellen der murinen Makrophagen-Linie J774 eine
vergleichbare Expression dieses Antigen-prisentierenden Molekiils und auch die
gleiche Anzahl an MHC-II-Antigenpeptid-Komplexen sowie CD40 auf der
Makrophagenoberfliche.

T. cruzi -infizierte APC sollten daher nicht nur in der Lage sein, von au3en zugegebene
Antigen-Peptide auf ihren Oberflichen-MHC-Klasse [I-Molekiilen zu prisentieren,
sondern aufgrund der gesteigerten Expression kostimulatorischer Molekiile und der
Sekretion von IL-12 sogar zu einer verbesserten Aktivierung von T-Zellen fiihren.
Tatséchlich sind infizierte Makrophagen - als eine Konsequenz der Zunahme der B7.2-
Molekiile auf ihrer Zelloberfldche - dazu in der Lage, CD4" T-Zellen in Anwesenheit
von anti-CD3-Antikérpern mit hoherer Effizienz zu stimulieren als nicht-infizierte
Makrophagen (Abschnitt 3.6, Abb. 3.21). Auch diese Beobachtung geht mit den
Befunden von Frosch etal. einher, die als Folge einer T. cruzi-Infektion von
Knochenmarks-Makrophagen eine effizientere Stimulierung von Milz-CD4" T-Zellen in
Gegenwart von anti-CD3 feststellten (Frosch et al., 1997).

Dieser Effekt basiert wohl hauptsiachlich auf der Induktion der B7.2-Expression durch
T. cruzi, denn sowohl in vivo - als auch in vitro -Studien haben gezeigt, dass B7.2 der
kostimulierende Haupt-Ligand fiir CD28 ist. Dieses Molekiil ist infolgedessen wichtig
fiir die klonale Expansion von Antigen-spezifischen T-Zellen und damit fiir die

Initiierung von T-Zell-Antworten (Bluestone, 1995; Freeman et al., 1993; Linsley et al.,
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1991). Das wird unterstiitzt durch die in dieser Arbeit beobachteten starken
inhibitorischen Effekte von anti-B7.2-Antikorpern (Abschnitt 3.4, Abb. 3.18).

Jiingste Daten von Alba Soto ef al. weisen auf eine Verminderung der Expression von
MHC-Klasse II und B7.1 sowie B7.2 auf murinen Milz-DC in der akuten Phase der
T. cruzi -Infektion hin, die in der chronischen Phase nicht mehr festzustellen ist. Diese
MHC-II-Inhibition war bei Infektion von C3H/HeN* -Mausen mit dem hochvirulenten
pantropischen/retikulotropischen 7. cruzi -Stamm RA nachweisbar, jedoch nicht bei
Infektion mit dem weniger virulenten myotropischen 7. cruzi -Stamm CA-I (Alba Soto
et al., 2003). Grundsitzlich scheinen die Ergebnisse demnach sowohl vom eingesetzten

T. cruzi -Stamm als auch von den betrachteten Zellen abzuhédngen.

Zusammenfassend konnte in dem hier genutzten in vitro -Testsystem mit dem 7. cruzi -
Stamm Tulahuén ein hdufig vorkommender Mechanismus der Immunsuppression durch
Krankheitserreger, ndmlich die Beeintrachtigung der MHC-II- oder B7.2-Expression

durch infizierte Wirtszellen, nicht festgestellt werden.

4.2 Effektor-Zytokine

Mit T. cruzi infizierte APC konnen ein Antigen-spezifisches Signal an naive T-Zellen
vermitteln, das bei diesen zur Induktion der Zytokin-Sekretion fiihrt. Die T-Zellen
produzieren bei Stimulation durch infizierte PEC sehr hohe Mengen an IFN-y (siche
Abb. 3.4 u. 3.6). Dies wird besonders deutlich in den hier beschriebenen Experimenten
mit APC aus in vivo -infizierten Méausen, die bis zu 9 mal hhere Mengen an IFN-y in
den mit ihnen interagierenden CD4" T-Zellen induzierten als APC von nicht-infizierten
Maiusen (siche Abb. 3.8). Dabei ist die IFN-y-Produktion in diesem System Antigen-
abhingig, da dieses Zytokin in Abwesenheit von Ova-Peptid nicht nachgewiesen
werden konnte. Das spricht dafiir, dass das IFN-y von T-Zellen - nicht aber von
moglicherweise noch in den T-Zell-Fraktionen enthaltenen NK-Zellen - produziert
wird. Der Hauptgrund konnte in der hoheren IL-12-Produktion der infizierten APC
liegen (sieche Abb. 3.6).

Die T. cruzi -infizierten PEC sind potente Stimulatoren der IFN-y-Produktion von
naiven T-Zellen, aber supprimieren gleichzeitig deren IL-2-Produktion (siche Abb. 3.8).

Dabei ist die Reduktion von IL-2 unabhdngig von einem Defekt in der Antigen-
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Prozessierung der infizierten APC, da dieser Effekt auch bei der Nutzung von APC

auftritt, die mit exogenem Peptid beladen wurden.

Diese verminderte IL-2-Sekretion konnte jedoch im Zusammenhang mit der hier
beschriebenen Immunsuppression bedeutsam sein, da IL-2 als T-Zell-Wachstumsfaktor
essentiell fiir die Immunantwort ist. Das Zytokin ist wichtig fiir die Proliferation von
CD4" T-Zellen, die in dem hier untersuchten Infektionssystem erwartungsgemaf
ebenfalls stark gehemmt wird (sieche Abb. 3.12). Ein Mangel an IL-2 wiirde auch die
CD4" T-Zell-Hilfe fiir CD8" T-Zellen beeintrichtigen, was dem Immunsystem eine
Bekidmpfung der Trypanosomen zusitzlich erschweren wiirde. Uberdies konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Antigen-spezifische IL-2-Sekretion von
zytotoxischen CD8" T-Zellen - so wie die der CD4 " T-Helfer-Zellen - unmittelbar durch
infizierte APC inhibiert wird (siche Abb. 3.24).

Andere Arbeitsgruppen konnten bereits frither mit anderen experimentellen Infektions-
systemen unter Verwendung von anderen Maus- und Trypanosomen-Stdmmen
demonstrieren, dass die IL-2-Produktion wihrend der akuten Phase einer 7. cruzi -
Infektion unterdriickt wird, und dass sowohl in vitro als auch in vivo Immunantworten
gegen Parasiten- sowie andere Antigene durch die Gabe von exogenem IL-2 verstirkt
werden konnen (Tarleton und Kuhn, 1984; Harel-Bellan ef al., 1983 u. 1985; Reed
et al., 1984; Choromanski und Kuhn, 1985 u. 1987). Studien an menschlichen Patienten
weisen auf einen Zusammenhang zwischen der IL-2-Produktion und dem Stadium der
Infektion hin (Tarleton et al., 1988). Vor allem die Tatsache, dass exogenes IL-2 die
durch eine 7. cruzi -Infektion bedingte Immunsuppression ganz oder teilweise wieder
autheben kann, deutet darauf hin, dass die Regulierung der Produktion von IL-2 ein
wichtiger Mechanismus bei der Immunsuppression durch 7. cruzi -Infektionen ist.
Diese Unterdriickung der IL-2-Produktion ist kritisch fiir den Gesamtstatus der
Immunitdt wadhrend einer 7. cruzi -Infektion. Damit ist die Suppression der IL-2-
Produktion wichtig flir die Ermittlung des Immunstatus bei der Infektion und kann

folglich als Indikator fiir die Immunsuppression angesehen werden.

Es konnte bereits von anderen gezeigt werden, dass die verminderte IL-2-Sekretion
nicht das Resultat eines Fehlens von IL-1 ist (Harel-Bellan et al., 1983; Beltz et al.,
1988). Ferner konnte durch mRNA-Studien ausgeschlossen werden, dass die Zellen
nicht-funktionelles 1L-2 produzieren, oder dass normale Mengen des Zytokins
produziert, diese aber vermehrt verbraucht werden (Nabors und Tarleton, 1991). In

Milzzellen infizierter Mause wurden z.B entsprechend verringerte Mengen an IL-2-
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mRNA detektiert, so dass von einer Regulation auf der Transkriptionsebene

ausgegangen werde kann.

Hier wurde gezeigt, dass mit spezifischem Antigen aktivierte Milzzellen aus 7. cruzi -
infizierten Méusen sehr viel (um den Faktor 15) hohere Mengen an IFN-y produzieren
als auf die gleiche Weise aktivierte Milzzellen von Kontrollmédusen (siche Abb. 3.9).
Das stimmt mit den Ergebnissen anderer Gruppen {iiberein, die eine Steigerung der
IFN-y-Produktion bei mit Mitogen (ConA) stimulierten Milzzell-Kulturen aus infizier-
ten CS57BL/6- oder C3H-Maiusen zeigen konnten (Nabors und Tarleton, 1991;
Abrahamsohn und Coffman, 1995; Goni et al., 2002).

IFN-y ist ein potenter Aktivator fiir Makrophagen, der die Tétung von protozoischen
Parasiten inklusive 7. cruzi, Leishmania sp., Toxoplasma gondii und Plasmodium sp.
durch diese Zellen verstirken kann (Sonnenfeld ef al., 1987). Im Fall von T. cruzi
wurde festgestellt, dass von Ty1-Zellen stammendes IFN-y in vitro die Entwicklung des
Parasiten in Wirtszellen inhibieren kann (Plata ef al., 1984; Wirth et al., 1985), und
rekombinantes IFN-y (Plata ez al., 1987; Reed, 1988) oder IFN-y-Induktoren (James
etal., 1982) die Parasitimie verringern und die Uberlebenszeit infizierter Miuse
erh6hen konnen. Dies konnte auch erkldren, warum die Infektionsraten bei PEC, die im
Rahmen dieser Arbeit aus in vivo -infizierten Maiausen gewonnen wurden, mit
durchschnittlich 15% sehr viel geringer waren als bei in vitro -infizierten APC. Die
hohen Mengen an IFN-y in den infizierten Mausen konnten hier zu einer partiellen
Kontrolle der Parasiten in den infizierten Makrophagen beitragen.

Andererseits wurde inzwischen gezeigt, dass IFN-y nicht nur eine protektive Rolle
spielt, sondern dass z.B. die Inhibition der T-Zell-Proliferation bei 7. cruzi -infizierten
Maiusen durch IFN-y- und NO-Sekretion bedingt werden kénnte (Abrahamsohn und
Coffman, 1995). Protozoische Parasiten wie Trypanosoma brucei und Toxoplasma
gondii induzieren IFN-y-abhéngig Makrophagen, die die Proliferation von Milzzellen
via NO unterdriicken (Candolfi ef al., 1994; Channon und Kasper, 1996).

In der vorliegenden Arbeit warf daher besonders die Kinetik von in vivo -Infektionen
DO11.10-TCR-transgener Méuse die Frage auf, ob in dem hier untersuchten System
nicht die starke Induktion von Effektor-Zytokinen zur Suppression der IL-2-Produktion
fiihren konnte. Mit fortschreitendem Infektionsverlauf in vivo fiel ndmlich die IL-2-
Produktion von Milzzellen ab, die den infizierten Tieren entnommenen worden waren,
wiéhrend es bei Antigen-spezifischer Aktivierung zu einem parallelen Anstieg der
IFN-y-Produktion kam (siehe Abb. 3.10).

Die Blockade von IFN-y durch spezifische Antikorper konnte jedoch keinen erneuten
Anstieg der IL-2-Produktion bewirken (sieche Abb. 3.11).
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Ferner wurden auch NO (siche Abb. 3.8) sowie der potente Tyl-Induktor IL-12 (siehe
Abb. 3.6) in hohem Malle von infizierten APC sezerniert. Die Beteiligung von NO an
einer Suppression der T-Zell-Aktivierung konnte in einer Anzahl anderer parasitischer
Infektionen dokumentiert werden (James, 1995). Einige Studien haben zudem gezeigt,
dass die NO-Produktion von Makrophagen aus der Milz die T-Zell-Proliferation in
T. cruzi -infizierten Méusen stort (Abrahamsohn und Coffman, 1995).

Doch auch die Blockade der NO-Produktion von APC durch Aminoguanidin, einen
spezifischen Inhibitor der induzierbaren Stickstoffoxid-Synthase (iNOS), konnte die
Hemmung der IL-2-Produktion in infizierten Kulturen nicht auftheben (siche Abb. 3.11).
Ferner fiihrten weder die Neutralisation von IL-12 durch blockierende Antikorper (siche
Abb. 3.11) noch die Nutzung von APC aus IL-12-defizienten Méusen (siche Abb. 3.12)
zu einer Verringerung der beobachteten Immunsuppression. Daher konnen die
genannten Effektor-Zytokine als Mediatoren der IL-2-Suppression in diesem System

ausgeschlossen werden.

Die Erzeugung von NO sowie die Freisetzung von IL-12, das wiederum CD4" T-Zellen
zur IFN-y-Sekretion veranlasst, konnen ausgelost werden durch Signalgebung {iiber
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors) wie den Toll-dhnlichen
Rezeptor (Toll-like receptor) TLR-2. GPI-Anker und Glykoinositolphospholipide von
T. cruzi sollen starke Aktivatoren von humanem und murinem TLR-2 sein. Campos
etal. (2001) konnten anhand von Experimenten mit Makrophagen von TLR-2-
defizienten Mausen zeigen, dass die TLR-2-Expression essentiell fiir die Induktion von
IL-12, TNF-a und NO durch GPI-Anker von Trypomastigoten ist. Bereits in fritheren
Studien wurde den GPI-Ankern von Trypomastigoten eine groBe Rolle bei der
Auslosung  verschiedenster proinflammatorischer und Effektor-Funktionen von
Makrophagen via Induktion der Synthese proinflammatorischer Zytokine zugesprochen
(Camargo et al., 1997; Almeida et al., 2000). Diese scheint demnach vornehmlich auf
einer Aktivierung tiber TLR-2 zu beruhen.

Eine andere Gruppe konnte zeigen, dass ein von 7. cruzi freigesetztes Protein mit der
Bezeichnung 7c¢52 ebenfalls zu einer TLR-2-Aktivierung bei der Wirtszelle fiihrt
(Ouaissi et al., 2002). Dieses Protein gehort zur Thiol-Disulfid Oxidoreduktase-Familie
und bindet an DC und Makrophagen, nicht aber an T-Zellen. Dabei induziert die
TLR-2-Aktivierung hier abweichend vom klassischen Profil, das im Fall von LPS u.a.
verwandten Molekiilen wie GPI und GIPLs festzustellen ist, die Produktion inflamma-
torischer Chemokine und Monokine wie IL-8, MCP-1 und MCP-1a. Kiirzlich wurde
allerdings auch gezeigt, dass Molekiile von Pathogenen eine spezifische Immun-

suppression durch Bindung an TLR induzieren kénnen (Sing et al., 2002).
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Um eine Signalgebung iiber TLR-2 und deren Folgen als Ursache fir die
infektionsbedingte IL-2-Suppression der T-Zellen auszuschlieen, wurden Experimente
mit PEC aus TLR-2-defizienten Méausen durchgefiihrt, die in vivo infiziert worden
waren. Bei dem Einsatz dieser Makrophagen fiir die Stimulation von T-Zellen wurden
IL-2-Produktion und Proliferation der Zellen im selben Malle gehemmt wie bei
Stimulation durch infizierte Makrophagen von Wildtyp-Miusen (Abschnitt 3.9,
Abb. 3.25). Daher scheint eine Beteiligung des TLR-2-Signalweges in diesem System

nicht mit der Immunsuppression assoziiert zu sein.

Im vergangenen Jahr wurde von Goni efal. erstmals beschrieben, dass die
Unterdriickung der Proliferation 7. cruzi -infizierter Milzzellen durch eine heterogene
Population myeloider Zellen, die Ly-6G (Grl) und CD11b exprimieren, verursacht
wird. Dieser Suppressionsmechanismus ist [FN-y-abhingig und wird durch NO-
Sekretion vermittelt (Goni et al., 2002). Die genannten Zellen inhibierten eine durch
Mitogene induzierte T-Zell-Proliferation, wohingegen die Depletion CD11b-positiver
Zellen die NO-Produktion beseitigte und eine ConA-induzierte Proliferation - nicht
jedoch die IL-2-Synthese - von Milzzellen infizierter Méduse wieder herstellte. Die
beschriebene Zell-Population ist damit vermutlich nicht verantwortlich fiir die bei der
T. cruzi -Infektion auftretende Verminderung von IL-2. AuBerdem werden die IL-2-
Produktion und die Expression von IL-2-Rezeptor oo (CD25) bei IFN-y-Rezeptor-
defizienten Maiusen, die die betreffenden Zellen nicht enthalten, und bei iNOS-
defizienten Miusen, die kein NO produzieren kénnen, genauso stark beeintriachtigt wie
bei Kontroll-Mausen (Goni et al., 2002). Das deutet darauf hin, dass die Inhibition der
IL-2-Sekretion sowie die Inhibition der IL-2-Rezeptor a-Expression unabhédngig sind
von NO-Produktion und IFN-y-Signalgebung, was die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Befunde bestitigt. Diese Ergebnisse weisen auf die Existenz mehrerer
alternativer Mechanismen der Immunsuppression hin, die sowohl die Proliferation als
auch die IL-2-Produktion unabhéngig voneinander hemmen koénnen. AuBlerdem deutet
es darauf hin, dass schon geringe Mengen an IL-2 und IL-2-Rezeptor a bereits fiir die
Induktion einer effizienten T-Zell-Proliferation ausreichen kénnen (Goni et al., 2002).
Dies stimmt mit den hier gewonnenen Ergebnissen der T-Zell-Ubertragungsversuche
(Transfer-Experimente, vgl. Schema/Abb. 3.19) iiberein, bei denen T-Zellen, nachdem
sie von den infizierten PEC abgenommen und zur Restimulation auf nicht-infizierte
PEC gegeben worden waren, wieder deutlich proliferieren konnten, wiahrend die 1L-2-
Produktion weiterhin gehemmt war (Abschnitt 3.5, Abb. 3.20). Demnach lagen die von
Goni beschriebenen Proliferations-supprimierenden Faktoren (infizierte Makrophagen,

IFN-y, NO) nach dem Transfer nicht mehr vor, der davon unabhéingige Einfluss auf die
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IL-2-Produktion wirkte jedoch weiter. Werden T-Zellen einmal von 7. cruzi -infizierten
Zellen stimuliert, so weisen sie einen lang anhaltenden Defekt auf, der sie auch bei

spateren Antigen-spezifischen Stimulationen noch hemmt.

4.3 Anti-inflammatorische Zytokine

Da die hier betrachtete Hemmung der T-Zell-Antwort weder durch eine Inhibierung der
Antigen-Prisentation noch durch die starke Produktion von Tyl-Zytokinen oder NO
verursacht wird, wurden weitere potentielle Mechanismen untersucht. Die
Immunsuppression, die in Anwesenheit 7. cruzi -infizierter APC beobachtet wird,
konnte auch iiber andere gut charakterisierte 16sliche Mediatoren induziert werden.
Anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 oder TGF-B konnen T-Zell-Antworten
unterdriicken (Akdis und Blaser, 2001; Moustakas et al., 2002). IL-10 wirkt dabei,
indem es die Freisetzung von Lymphokinen durch Ty1-Zellen via Stérung der Antigen-
Prozessierung und Prisentation inhibiert (Fiorentino et al., 1989) sowie die notwendige
Kostimulation der T-Zellen liber CD28 verhindert (Akdis und Blaser, 2001; Akdis
etal., 2001). Und TGF-B als das zweite wirksame immunsuppressorische Zytokin
inhibiert die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen, T-Zellen und DC sowie

deren Aktivierung durch andere Zytokine (Moustakas et al., 2002).

Bei der T. cruzi -Infektion wurde IL-10 in einigen Mausmodellen mit einer verstirkten
Suszeptibilitdit assoziiert, denn in suszeptiblen Mé&usen wurde verglichen mit
resistenteren Stimmen eine gesteigerte IL-10-Produktion festgestellt, und die Gabe von
anti-IL-10-Antikorpern erhdhte die Resistenz in einem Mausstamm mit normaler
Suszeptibilitdt (Silva et al., 1992; Reed et al., 1994). Andererseits wurde mit Hilfe
IL-10-defizienter Miuse demonstriert, dass IL-10 bendtigt wird, um der Entwicklung
der Pathologie bei Infektion mit dem virulenten 7. cruzi -Stamm Tulahuén vorzubeugen
(Hunter et al., 1997). Studien mit SCID-Mausen legten dar, dass IL-10 wéhrend der
experimentellen 7. cruzi -Infektion sowohl von Makrophagen als auch B- und T-Zellen
produziert wird (Reed, 1998).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Infektion von
Milzzellen mit 7. cruzi in dem hier genutzten System keine erhohte IL-10-Sekretion
nach sich zieht (siehe Abb. 3.13).

Auf eine Rolle von TGF- bei der Vermittlung der Suszeptibilitit gegeniiber der
T. cruzi -Infektion haben Befunde anderer Arbeitsgruppen hingedeutet. Makrophagen,
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die in vitro infiziert worden waren, setzten biologisch aktives TGF-B1 frei, und die
Gabe von rekombinantem TGF-3 konnte bei B6D2-Méusen sowohl die Parasitimie als
auch die Mortalitdt erhdhen (Reed, 1998).

In dem hier untersuchten System wurde bei der Infektion von PEC mit 7. cruzi die
Freisetzung des immunsuppressiven Zytokins TGF-B1 jedoch nicht signifikant
beeinflusst (siche Abb. 3.13). Zusitzlich deutet die in vitro -Neutralisation von TGF-1
darauf hin, dass dieses Zytokin keine Rolle bei der IL-2-Hemmung spielt (siche
Abb. 3.11).

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass Tyl-Zytokine in infizierten
Kulturen induziert, inhibitorische Zytokine aber nicht verstirkt sezerniert werden.
Damit scheint die Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine in den hier durchgefiihr-
ten Experimenten nicht an der Vermittlung der auftretenden Suppression der T-Zell-

Antwort beteiligt zu sein.

Neben den bisher in dieser Arbeit untersuchten Mediatoren wurden noch andere 16sliche
Substanzen wie IL-4 und Prostaglandine, die bei Kontakt mit Parasiten-Antigenen
freigesetzt werden, als Ursache fiir die 7. cruzi -induzierte Immunsuppression vorge-
schlagen (Kierszenbaum, 1982; Tarleton, 1988a; Pinge-Filho et al., 1999).

Allerdings konnten im Rahmen dieser Arbeit in Transfer-Experimenten mit den
Uberstinden von infizierten PEC insgesamt keine signifikanten Effekte 16slicher
Mediatoren gezeigt werden. Die Stimulation naiver Milzzellen in Anwesenheit von
Kultur-Uberstiinden infizierter PEC kann zumindest die starke Immunsuppression (bis
hin zu einer 90%-igen IL-2-Reduktion) nicht erkldren, die bei dem direkten Kontakt
infizierter PEC mit T-Zellen beobachtet wurde (siche Abb. 3.14). Generell konnte daher
in den hier durchgefiihrten Experimenten ausgeschlossen werden, dass 16sliche
Faktoren hauptverantwortlich fiir die durch Infektion verminderte IL-2-Produktion und
damit Hauptursache der beobachteten Immunsuppression sind.

Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch Experimente, in denen der direkte Zell-Zell-
Kontakt zwischen den infizierten APC und den T-Zellen blockiert wurde (Abschnitt
3.2.5). Dazu wurde ein Transwell-Membran-System eingesetzt, bei dem mit Hilfe einer
Membran eine zweite Kammer innerhalb desselben Zellkulturgefdles geschaffen wird
(sieche Abb. 3.15). Auf diese Weise befanden sich beide Zellpopulationen zwar in
demselben Medium, und 16sliche Proteine wie Antigene, Zytokine oder andere 16sliche
Faktoren konnten die Membran passieren, aber die infizierten Zellen wurden durch die
Membran an einem direkten Kontakt mit den Antigen-spezifisch stimulierten Milzzellen

gehindert. Diese Experimente belegen, dass die Suppression der IL-2-Produktion von
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T-Zellen durch infizierte APC kontaktabhingig ist (siche Abb. 3.16) und sprechen
damit fiir eine Kontaktabhingigkeit der Immunsuppression im vorliegenden Modell der
T. cruzi -Infektion. Zusitzlich unterstreichen die Transwell-Experimente die Befunde,
dass bei der Infektion mit 7. cruzi ein dominanter Effekt der IL-2-Suppression vorliegt,
denn wenige infizierte PEC konnen die IL-2-Produktion naiver nicht-infizierter
Milzzellen in Gegenwart eines groBen Uberschusses nicht-infizierter APC inhibieren.
FACS-Analysen von Gesamtmilzzellen zeigten ndmlich, dass in der Milz lediglich etwa
30% der Zellen T-Zellen sind, der Rest setzt sich aus B-Zellen (fast 60%),
Makrophagen, DC u.a. Zelltypen zusammen, die auch in der Lage sind, Antigen zu
prasentieren (siche Abb. 3.17 u. Tab. 3.2). Einige wenige infizierte Makrophagen sind
daher in der Lage, in Gegenwart eines groBen Uberschusses an nicht-infizierten APC
T-Zellen zu supprimieren. So konnten z.B. APC aus infizierten Mausen die Menge an
produziertem IL-2 von Gesamtmilzzellen bei direktem Kontakt hemmen (siche
Abb. 3.16, ohne Transwell). In Kulturen, in denen die PEC aus infizierten Miusen
durch eine Membran am direkten Kontakt mit Milzzellen gehindert wurden, war
hingegen sogar eine hohere IL-2-Konzentration detektierbar als in den entsprechenden
Kulturen mit PEC aus nicht-infizierten Méusen (sieche Abb. 3.16, Transwell-System).
Das konnte damit zusammenhédngen, dass die Blockade des direkten Zellkontaktes eine
Suppression unterbindet, aber 16sliche Faktoren wie IL-12, das von den infizierten
Makrophagen sezerniert wird, T-Zellen stimuliert und ihre IL-2-Produktion moglicher-
weise verstirkt. Ein solcher Effekt wiirde wahrscheinlich im Fall des direkten
Zellkontaktes von der starken Suppression iiberlagert.

Die IL-2-Suppression scheint demnach durch Zell-assoziierte Mechanismen ausgelost
zu werden, da infizierte Zellen in direktem Zellkontakt zu den T-Zellen stehen miissen,
um diese zu hemmen. Daher sollen im Folgenden mogliche kontaktabhidngige Mecha-

nismen diskutiert werden.

4.4 Kontakt-abhingige Mechanismen

Um die Mechanismen der kontaktabhéngigen Immunsuppression niher zu untersuchen,
wurde zundchst iiberpriift, ob 7. cruzi -infizierte APC die Expression membranstindiger
Faktoren auf den T-Zellen induzieren konnen, die eine Immunsuppression erkliren
konnten. Eine Hypothese war dabei, dass T-Zellen durch infizierte Antigen-
prisentierende Zellen ein verstdrktes Signal erhalten und so moglicherweise abgeschal-
tet werden konnten, da beispielsweise B7.2 bei Infektion auf der APC-Oberfldche
vermehrt exprimiert wird (siehe Abb. 3.3 u. Tab. 3.1). Daher wurde die Funktion dieser
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Kostimulatoren ndher untersucht. Zum Beispiel verstéarkt die Infektion von Mausen mit
T. cruzi die Expression des negativen Regulators CTLA-4 auf T-Zellen (vgl.
Abschnitt 3.4). Da ein Engagement von CTLA-4 iiber B7 die Proliferation von T-Zellen
hemmt, indem die Expression des IL-2-Rezeptors reduziert, die IL-2-Produktion
vermindert und der Zellzyklus arretiert werden (Krummel und Allison, 1996; Green-
wald et al., 2002), war dieses Molekiil ein nahe liegender Kandidat als potentieller
Verursacher der infektionsbedingten Immunsuppression.

Durch eine Blockade von CTLA-4 in Stimulationsexperimenten konnte jedoch ausge-
schlossen werden, dass eine verstirkte CTLA-4-Expression wiahrend der Infektion die
Suppression der IL-2-Produktion bedingt (siche Abschnitt 3.4, Abb. 3.18). Somit kann
in diesem System eine erhohte CTLA-4-Expression als Hauptursache fiir die beobach-
tete Immunsuppression ausgeschlossen werden.

AulBlerdem spricht gegen eine Beteiligung der kostimulatorischen Molekiile, dass auch
MHC-II-transfizierte Fibroblasten, die keine kostimulatorischen Molekiile auf ihrer
Oberflache exprimieren, nach Infektion mit 7. cruzi die T-Zell-Antwort supprimieren
(Abschnitt 3.11.1, Abb. 3.27).

Eine andere Mdoglichkeit der Immunsuppression besteht darin, dass T-Zellen durch
infizierte APC aktiviert und dann durch Apoptose deletiert werden. Von verschiedenen
Gruppen wurde eine erhohte TCR-induzierte Apoptose von CD4" T-Zellen T. cruczi -
infizierter Méduse beschrieben (Abrahamsohn und Coffman, 1995; Nunes ef al., 1998;
Martins et al., 1998).

Farbungen mit Trypanblau belegten jedoch, dass die Zellen in den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten nach Stimulation durch infizierte APC noch lebten. Wie
bereits erwdhnt konnten die T-Zellen, die einmal durch 7. cruzi -infizierte PEC
stimuliert wurden, auf eine zweite Stimulation durch nicht-infizierte Zellen hin wieder
deutlich proliferieren, obwohl ihre Proliferation wahrend der ersten Stimulation durch
die infizierten APC inhibiert worden war (Abschnitt 3.5, Abb. 3.20). Auch das spricht
dafiir, dass die T-Zellen prinzipiell viabel sind. Des weiteren scheint die Suppression
nicht den Tod der entsprechenden T-Zellen zu verursachen, da die IFN-y-Produktion der
Zellen infolge der Stimulation ansteigt. AuBBerdem lassen sich Milzzellen trotz T. cruzi -
Infektion durch Antigen-unabhingige Stimuli polyklonal iiber den CD3-Komplex
aktivieren (Abschnitt 3.6, Abb. 3.21). In diesem Fall tritt sogar das Gegenteil einer
IL-2-Reduktion auf, die bei der Antigen-spezifischen Stimulation zu beobachten ist. In
diesem Fall sezernieren infizierte Kulturen mehr IL-2 als nicht-infizierte Kulturen. Der
inhibitorische Effekt tritt demnach im vorliegenden System nur auf, wenn T-Zellen {iber

das Antigen-spezifische Signal aktiviert werden.
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Als Beleg fiir die Viabilitét der infizierten APC selber kann die Tatsache herangezogen
werden, dass IL-12 und NO von ihnen produziert werden. Auflerdem schliefen die
Experimente mit Gesamtmilzzellen aus, dass die verringerte IL-2-Produktion darauf
beruht, dass die T-Zellen im Stimulationsexperiment nur noch auf tote APC treffen,
durch die sie nicht mehr aktiviert werden konnen. In diesen Experimenten kommt es
trotz Anwesenheit eines groBen Uberschusses nicht-infizierter und viabler APC zur
Inhibition der T-Zell-Antwort (vgl. Abb. 3.16, ohne Transwell). La Flamme et al.
(1997) konnten mit der murinen Makrophagen-Linie J774 ebenfalls eine verminderte
Lebensfahigkeit der infizierten APC ausschlieBen.

Des weiteren wird die Immunsuppression nicht durch subtile Verdnderungen an der
immunologischen Synapse bedingt, die durch die Infektion der APC induziert werden
konnten, denn - wie bereits erwihnt - hemmt auch die Infektion von Fibroblasten, die
lediglich mit MHC-II-kodierenden Konstrukten transfiziert wurden, die IL-2-
Produktion von T-Zellen, denen ihr spezifisches Antigen présentiert wird (Abschnitt
3.11.1, Abb. 3.27).

AulBlerdem wird die Immunsuppression auch bei nicht-passendem MHC-Haplotyp durch
infizierte APC vermittelt. So supprimieren die BALB/c-PEC wéhrend der Antigen-
spezifischen Stimulation die IL-2-Produktion von BALB/c-T-Zellen in gleichem Malle
wie PEC aus C57BL/6-Madusen, die iiber ihre MHC-Molekiile nicht Antigen-spezifisch
mit den T-Zellen interagieren konnen (Abschnitt 3.10, Abb. 3.26). Offensichtlich reicht
der Kontakt zu infizierten APC - ohne eine direkte Interaktion mit dem spezifischen
Antigen - bereits aus, um eine Unterdriickung der von den infizierten Zellen unabhéngi-
gen Antigen-spezifischen Stimulation hervorzurufen.

Daher scheinen die besonderen Eigenschaften oder Fahigkeiten professioneller APC zur
Induktion der beschriebenen Immunsuppression nicht vonndten zu sein. Fiir den
Parasiten-induzierten Effekt der T-Zell-Suppression ist deshalb unwahrscheinlich, dass
in infizierten Zellen immunregulatorische Faktoren induziert werden, da diese in den
mit MHC transfizierten Fibroblasten nicht vorhanden sind. Die Zellen bewirken die
T-Zell-Suppression demnach offenbar nicht durch eine Induktion von spezifischen

immunregulatorischen Mechanismen infolge ihrer Infektion.

Dass dieser inhibitorische Effekt auf freien Trypanosomen beruht, ist aufgrund der
kurzen Infektionsdauer sehr unwahrscheinlich. Zudem konnten in den durchgefiihrten

mikroskopischen Kontrollen keine freien Trypomastigoten entdeckt werden.
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Ferner konnte ausgeschlossen werden, dass verdnderte Membranfluidititen oder
verdnderte Lipidstrukturen von infizierten Zellen fiir die durch diese infizierten Zellen
verursachte T-Zell-Inhibition verantwortlich sind. Das belegen Experimente mit Zellen,
die nach ihrer Infektion fixiert wurden. Diese fixierten Zellen bewirkten eine ebenso
starke Immunsuppression wie nicht-fixierte Zellen (Abschnitt 3.11.2, Abb. 3.28). Es ist
folglich auch nicht notwendig, dass infizierte Zellen noch stoffwechselaktiv sind, um
die IL-2-Produktion der T-Zellen zu inhibieren.

Die geschilderten Versuchsergebnisse legen die Vermutung nahe, dass durch die
T. cruzi -Infektion entweder die Expression eines Proteins der Wirtszelle induziert wird,
oder aber ein Faktor der Trypanosomen auf die Oberfliche der Zelle gelangt, der die

Immunsuppression vermittelt.

Als ein Kandidat fiir die bei der Infektion mit 7. cruzi auftretende Immunpathologie gilt
die trans-Sialidase (TS) des Parasiten. Dieses Molekiil ist auf der Trypanosomen-
Membran GPI-verankert und katalysiert den Transfer von Sialinsdureresten von Wirts-
Donor-Molekiilen auf Parasiten- oder Wirtszell -Glykoproteine. Es kann wéhrend der
akuten Infektion des Menschen in relativ hohen Mengen ins Serum freigesetzt werden.
Wihrend die Oberflachen-TS fiir die Invasion des Parasiten in Sdugerzellen bendtigt
wird, scheint die 16sliche TS ein Virulenzfaktor zu sein, der zur Verstirkung der
Parasitimie und Mortalitdt von 7. cruzi -infizierten Méusen beitragt (Todeschini ef al.,
2002). Die TS bindet auf der T-Zell-Oberfliche an CD43, einen negativen Regulator
der T-Zell-Aktivierung.

Ein CD43-Engagement durch die TS des Parasiten konnte in der vorliegenden Arbeit
als Ursache fiir die beobachtete Immunsuppression ausgeschlossen werden, indem
mogliche Effekte des Molekiils auf zwei Wegen aufgehoben wurden. Zum einen wurde
das Oberflichen-Antigen CD43 auf den Zellen durch die Gabe von anti-CD43-
Antikorpern maskiert und zum anderen wurden alle Sialinsdurereste enzymatisch von
der Oberfliche der naiven T-Zellen abgespalten, um eine denkbare Interaktion mit
CDA43 zu verhindern (Abschnitt 3.7). In beiden Fillen wurden die IL-2-Produktion und
die Proliferation der Zellen genauso stark unterdriickt wie in den Kontrollen (siche
Abb. 3.22 und 3.23).

Die Experimente mit infizierten Fibroblasten-Linien deuten darauf hin, dass
moglicherweise verschiedenste Arten von Zellen die auftretenden immunsuppressiven
Effekte induzieren konnen (Abschnitt 3.11.3, Abb. 3.29). Nicht die unmittelbar an der

Antigen-spezifischen Stimulation von T-Zellen beteiligten professionellen APC miissen
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notwendigerweise mit Trypanosomen infiziert sein, sondern der Kontakt der an einer
APC-T-Zell-Interaktion beteiligten Zellen mit gewohnlichen 7. cruzi -infizierten Kor-
perzellen reicht aus, um die Immunantwort zu beeintrichtigen. Keine der Immunzellen
muss dazu selbst infiziert sein. Die Infektion mit den Parasiten fithrt - wie schon
erwahnt - moglicherweise zu der Induktion eines Faktors auf der Oberfliche von
Wirtszellen, der in einem Kontakt-abhdngigen Mechanismus inhibitorisch auf T-Zellen
wirken kann.

Dieser Befund konnte eine kiirzlich erschienene Arbeit von Leavey u. Tarleton (2003)
erkldren, die gezeigt hat, dass in Muskelgewebe eingewanderte T-Zellen nicht funktio-
nell sind. Vor allem CDS8" T-Zellen wandern wihrend der chronischen Infektion mit
T. cruzi in groBBer Zahl in Muskelgewebe ein. Bisher wurde allgemein angenommen,
dass die krankheitsbedingten Gewebeschdden ein Resultat der eingewanderten Lympho-
zyten seien. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die in den Muskeln lokalisierten
CDS8" T-Zellen chronisch aktiviert seien und dadurch Schaden verursachen. Die
Untersuchungen von Leavey u. Tarleton belegen jedoch, dass diese T-Zellen - trotz der
Expression von Oberflichenmolekiilen, die mit einem Effektor- oder Gedichtniszell-
Phanotyp assoziiert werden - kaum Effektor-Aktivititen aufweisen, sondern vielmehr
nicht funktionell sind. Dabei sind sie weder apoptotisch noch scheinen sie im
klassischen Sinne anerg zu sein. Die Forscher spekulieren, dass der Defekt dieser Zellen
durch die Persistenz des Parasiten direkt vor Ort (und eine damit verbundene
andauernde Stimulierung), durch inhibitorische Komponenten des Muskelgewebes
selbst oder eine Kombination von beidem bedingt wird.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Mechanismen der Immunsuppression
konnten einen sehr groBen Einfluss fiir die Fahigkeit der Trypanosomen haben, im Wirt
zu persistieren. Wéhrend der chronischen Phase der Chagas-Krankheit konnen die
Parasiten vor allem in Muskelgeweben iiberdauern. Das konnte moglicherweise dadurch
erleichtert werden, dass T-Zellen zwar in diese Gewebe einwandern konnen, dort aber
durch Kontakt mit infizierten Muskelzellen abgeschaltet werden. In der akuten Phase
einer T. cruzi -Infektion hingegen findet man vor allem infizierte Antigen-
prasentierende Zellen. Daher hat man moglicherweise bisher hauptsdchlich diesen
Immunzellen selber die suppressiven Effekte zugeschrieben, die im Verlauf der
Infektion beobachtet wurden. In der chronischen Phase sind dann aber auch andere
Zellen von einer direkten Infektion betroffen und kénnen dann womdoglich ebenso zur

Persistenz des Krankheitserregers beitragen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Beeintrachtigung der T-Zell-

Aktivierung durch einen Mangel an Antigen-prasentierenden oder kostimulierenden
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Molekiilen auf der Oberfliche der APC ausgeschlossen werden kann. Immun-
suppressive Effekte konnen in den durchgefiihrten Experimenten nicht durch eine
ausbleibende T-Zell-Aktivierung iiber die Antigen-prisentierenden und kostimulatori-
schen Molekiile MHC-II und B7.2 durch infizierte APC induziert werden. Zudem {iben
infizierte Zellen ihre suppressiven Effekte nicht {iber die Sezernierung gut bekannter
l16slicher Mediatoren wie IL-10 und TGF-3 aus. Stattdessen wird ein immunsuppressi-
ver Effekt durch direkten zelluldren Kontakt vermittelt und kann nicht durch Fixierung
der infizierten Zellen aufgehoben werden. Die exakte Natur des Zelloberflichenmole-
kiils, das an dieser Inhibition beteiligt ist, muss noch aufgeklart werden. Mdglicher-
weise handelt es sich hierbei um einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus. Ein
ahnlicher Effekt wurde fiir Nematoden-Infektionen mit dem Parasiten Brugia malayi
beschrieben. Die Infektion von Mausen mit diesem Nematoden fithrt zu einer 1L-4-
abhéngigen Aktivierung von Makrophagen, die die Proliferation zahlreicher Zellen
blockieren kénnen, wobei hier ebenfalls ein direkter Zellkontakt notwendig ist (Loke
et al.,2000).

Bei der vermittelten Immunsuppression handelt es sich um einen sehr dominanten, lang
anhaltenden Effekt, der sowohl die Aktivititen von CD4" als auch von CD8" T-Zellen
beeintrachtigt und der nicht nur durch professionelle APC induziert werden kann,
sondern auch durch gewohnliche Korperzellen wie z.B. Fibroblasten, die von T. cruzi
infiziert werden. Diese Inhibition konnte dazu beitragen, dass 7. cruzi -spezifische
T-Zellen nicht dazu in der Lage sind, den Parasiten effizient im infizierten Wirt zu

vernichten.

Die von T. cruzi induzierte Immunsuppression gegeniiber homologen und heterologen
Antigenen wird als eine Konsequenz der unspezifischen mikrobiellen Mitogenitdt und
damit der polyklonalen Aktivierung des Immunsystems interpretiert (Reina-San-Martin
et al., 2000). Da aber beispielsweise die starke Induktion von Ty1-Zytokinen wie IFN-y
etc. laut der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht die Reduktion der IL-2-Produktion
bedingen, konnten dies folglich Prozesse sein, die mechanistisch nicht (kausal)
miteinander verkniipft sind. Zumindest die IL-2-Suppression scheint keine Konsequenz
der polyklonalen Aktivierung zu sein. Es handelt sich eher um zwei voneinander
unabhingige Vorgénge. Einerseits tritt durch Parasiten-stimmige Molekiile eine starke
polyklonale Aktivierung auf, bei der Antigen-unspezifisch IL-12 produziert und die
IFN-y-Produktion induziert wird. Andererseits kommt es durch einen Parasiten-
induzierten Faktor auf infizierten Zellen zu einer kontaktabhingigen Suppression, die
bei Antigen-spezifischen T-Zell-Antworten zu einer Reduktion der IL-2-Produktion
fiihrt.
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Unabhéngig von der IL-2-Suppression konnen die hohen Mengen von IFN-y zusammen
mit dem bei Infektion ebenfalls vermehrt freigesetzten TNF-a (Tarleton, 1988b)
moglicherweise eine Immunsuppression via Proliferationshemmung durch die von Goni
et al. (2002) beschriebenen CDI11b-positiven Zellen fordern. Daher treten bei der
Infektion mit 7. cruzi offenbar noch mehr parallel wirkende Mechanismen zur
Unterdriickung der Wirts-Immunantwort auf, als bisher ohnehin schon angenommen
wurde. Zudem gibt es offensichtlich nicht nur zwei Populationen von Suppressor-
Zellen, ndmlich die genannten adhidrenten Makrophagen-ahnlichen und die von Tarleton
u.a. beschriebenen T-Suppressor-Zellen, sondern eine Infektion mit 7. cruzi verandert
auBlerdem eine beliebige infizierte Zelle so, dass deren Kontakt eine inhibitorische
Wirkung auf T-Zellen hat. Das fiihrt mit der IL-2-Inhibition zu einem Verlust von
T-Zell-Effektorfunktionen, der die Persistenz von 7. cruzi wihrend der akuten Phase der
Infektion begiinstigt.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurde versucht, die Mechanismen ndher zu analysieren, die fiir die
Immunsuppression, welche bei der 7. cruzi -Infektion beobachtet wird, verantwortlich
sind. Die Resultate deuten auf die Existenz eines Mechanismus der Immunsuppression
hin, der von einem direkten Zell-Zell-Kontakt abhéngig ist. Hierauf aufbauend miisste
in einem néchsten Schritt die Identifikation der beteiligten Molekiile erfolgen, was dann
insgesamt zu einem besseren Verstdndnis der Immunologie der 7. cruzi -Infektion

fithren wiirde.



5 Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Protozoon Trypanosoma cruzi (Chagas-Krankheit) stellt eine der
bedeutendsten Tropenparasitosen des Menschen dar, die hiufig zu chronischen
Krankheitsverldufen fiihrt, welche aufgrund von Organversagen tédlich enden kénnen.
Die Hauptursache dieser schweren Krankheitsverldufe liegt in der unzureichenden
Bekidmpfung des Parasiten durch das Immunsystem. Zwar ruft die Infektion mit 7. cruzi
im Verlauf der akuten Phase eine starke Aktivierung des Immunsystems hervor, aber
die Immunantworten des Wirtes reichen in der Regel nicht aus, um den Korper
vollstindig von den Parasiten zu befreien. Wéhrend der Infektion tritt nach einer
polyklonalen Aktivierung von T- und B-Lymphozyten sowohl beim Menschen als auch
bei Miusen eine Immunsuppression auf, bei der Immunantworten gegen Mitogene
sowie Parasiten-spezifische und Parasiten-unspezifische Antigene unterdriickt werden.
Diese Immunsuppression wird fiir die Disseminierung und Persistenz des Parasiten im
infizierten Wirt verantwortlich gemacht.

Obwohl das Auftreten einer Immunsuppression bei 7. cruzi -Infektionen bereits
umfassend belegt worden ist, sind die zugrunde liegenden Mechanismen noch
weitestgehend ungekldart. Daher wurde in dieser Arbeit ndher untersucht, welche
Mechanismen fiir die durch 7. cruzi induzierte Immunsuppression verantwortlich sein
konnen. Dazu wurde iberpriift, wie eine 7. cruzi-Infektion muriner Zellen die
Stimulation von ruhenden T-Zellen beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein
Infektions- und Stimulationssystem etabliert. Da T. cruzi in der akuten Phase
tiberwiegend Makrophagen infiziert, wurde zundchst vornehmlich eine Infektion dieser
Zellen betrachtet. Fiir Stimulationsexperimente wurden T-Zellen verwendet, die einen
transgenen T-Zell-Rezeptor mit definierter Spezifitdt fiir Ovalbumin-Peptide tragen. Um
diese naiven T-Zellen zu stimulieren, wurden adhirente peritoneale Exsudat-Zellen als
Antigen-prasentierende Zellen (APC) eingesetzt, die entweder in vitro mit T. cruzi
infiziert oder aus infizierten Miusen gewonnen worden waren. Auch in dem etablierten
in vitro -System fiihrte die Infektion mit 7. cruzi zu einer starken Suppression der
T-Zell-Antwort.

T. cruzi -infizierte APC erwiesen sich dabei in Gegenwart von Antigen zwar als potente
Stimulatoren der IFN-y-Produktion naiver T-Zellen, gleichzeitig supprimierten sie
jedoch die Sezernierung des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 sowie die Proliferation der
T-Zellen. Dadurch werden wichtige T-Zell-Effektorfunktionen inhibiert, was in vivo die

Persistenz von T. cruzi wahrend der akuten Phase der Infektion begiinstigen kdnnte.
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Bei den infizierten APC selber kam es zu einer starken IL-12-Sekretion sowie einer
hohen Produktion von Stickstoffmonoxid (NO). Letzteres sowie auch die genannten
Effektor-Zytokine konnten in diesem System als Mediatoren der IL-2-Suppression
ausgeschlossen werden, denn weder die Blockade der NO-Produktion noch die
Neutralisation von IL-12 oder IFN-y konnten die Hemmung der IL-2-Sekretion in
infizierten Kulturen aufheben.

Die Beeintrachtigung der T-Zell-Aktivierung durch einen Mangel an Antigen-
prasentierenden MHC-Molekiilen oder kostimulierenden B7-Molekiilen auf der
Oberfliache der infizierten APC konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Zudem {ibten
infizierte Zellen ihre suppressiven Effekte nicht iiber die Sezernierung gut
charakterisierter 16slicher Mediatoren wie IL-10 und TGF- aus. Stattdessen wurde der
immunsuppressive Effekt durch direkten zelluldren Kontakt vermittelt und konnte nicht
durch Fixierung der infizierten Zellen aufgehoben werden. Von anderen Gruppen wurde
gezeigt, dass Molekiile von Pathogenen eine spezifische Immunsuppression durch
Bindung an ,,Toll-like Rezeptoren” (TLR) induzieren konnen. Eine Beteiligung des
TLR-2-Signalweges konnte in dem vorliegenden System aber ausgeschlossen werden.
Auch die frans -Sialidase des Parasiten, die als ein Kandidat fiir die bei der 7. cruzi -
Infektion auftretende Immunpathologie gilt, war nicht die Ursache fiir die beobachtete
Immunsuppression. Bei der vermittelten Immunsuppression handelte es sich um einen
sehr dominanten, lang anhaltenden Effekt, da dieser sogar in Gegenwart eines gro3en
Uberschusses an nicht-infizierten APC auftrat und die einmal betroffenen T-Zellen auch
bei einer Restimulation durch nicht-infizierte Zellen weiterhin in ihren Funktionen
inhibierte. Die Immunsuppression betraf sowohl die Aktivitidten von CD4" als auch von
CDS8" T-Zellen und konnte nicht nur durch professionelle APC induziert werden,
sondern auch durch gewohnliche Korperzellen wie z.B. Fibroblasten, die mit 7. cruzi
infiziert wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Kontakt-abhdngiger Mechanismus der Immun-
suppression nachgewiesen werden, der von 7. cruzi -infizierten Zellen ausgeiibt wird.
Dabei ist dieser Effekt nicht nur auf Antigen-prasentierende Zellen begrenzt, sondern

kann wahrscheinlich von allen infizierten Zellen induziert werden.
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