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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Malaria

1.1.1 Epidemiologie

Die Malaria ist eine Infektionskrankheit, die durch parasitare Protozoen hervorgerufen wird und
deren Erreger einen komplexen Lebenszyklus in ihrem Vektor, der Anopheles-Micke, und ihrem
Wirt, dem Menschen, durchlaufen. Nach Schatzung der WHO infizierten sich 2018 etwa 228
Millionen Menschen mit Malaria, was sie zur haufigsten Infektionskrankheit der Welt macht.
Schatzungsweise 405 000 Menschen sind im Jahr 2018 an Malaria gestorben. Betroffen sind
insbesondere Lander des subsaharischen Afrika, sowie Teile Sid- und Mittelamerikas und
Siidostasiens (Abb. 1). In Nigeria und in der demokratischen Republik Kongo zusammen traten nach
Schétzung der WHO 2018 35% der weltweiten Todesfalle auf.

Etwa 40% der Weltbevdlkerung lebt in Malaria-Endemiegebieten. Auch im Umfeld von Flughéafen
in Landern ohne Malaria wird gelegentlich von Fallen berichtet, in denen vermutlich importierte,

infizierte Miicken die Krankheit Gbertrugen.

Map of malaria case incidence rate (cases per 1000 population at risk) by country, 2018 Source: WHO
estimates.
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Abb. 1: Weltweite Verbreitung von Malaria-Infektionen
Die Malaria tritt in weiten Teilen der stidlichen Hemisphére auf, am schwersten betroffen sind die Menschen
in Afrika, stdlich der Sahara. Quelle: WHO Malaria Report 2019 S. 8

Die schwersten Symptome und die gravierendsten Krankheitsverlaufe treten bei Kindern unter finf
Jahren auf. So waren 2018 weltweit 67% der Todesfalle, also 272.000 von 405.000, bei Kindern

junger als funf Jahren zu vermelden.
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1.1.2 Lebenszyklus

Es gibt funf humanpathogene Erreger der Malaria; Plasmodium malariae, Plasmodium ovale,
Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi und Plasmodium falciparum. Wobei das letztgenannte die
klinisch am schwersten verlaufende Malaria tropica verursacht. Es handelt sich bei den Erregern um
einzellige Eukaryoten, welche den Menschen als Zwischenwirt nutzen, die Micke hingegen als
Endwirt.

Weibliche wie ménnliche Miicken der Gattung Anopheles erndhren sich von Pflanzenséften, jedoch
benotigt das Weibchen nach der Befruchtung durch das Ménnchen mindestens eine tierische oder
menschliche Blutmahlzeit, um sich mit Protein zu versorgen, damit die Entwicklung von Eiern

stattfinden kann.

Sticht eine weibliche Anopheles-Mucke einen infizierten Menschen, in dessen Blut sich derzeit
Gametozyten befinden, so nimmt sie diese in sich auf. Im Darm der Micke verschmelzen nun
maéannliche und weibliche Gametozyten zu einer Zygote und weiter zu einer Oozyste. Diese sexuelle
Fortpflanzung definiert die Miicke als den Endwirt des Parasiten. In jeder Oozyste entstehen bis zu
1000 Sporozoiten, die erste infektiose Form der Plasmodien. Diese Vermehrung findet nur bei
Temperaturen Uber 15°C statt, was die geographische Verteilung der Erkrankung hinlanglich erklart.
Die Sporozoiten platzen aus der Oozyste und wandern in die Speicheldrisen der Miicke. Nimmt die
Micke nun eine weitere Blutmahlzeit zu sich, sondert sie mit gerinnungshemmenden Stoffen und
auch mit Sporozoiten versetzten Speichel ab. Die Sporozoiten gelangen mit dem Blutstrom zur Leber
und dringen dort in Hepatozyten ein. Nach Durchwanderung mehrerer Hepatozyten beginnt
innerhalb dieses Leberschizonten die asexuelle Replikation, welche in diesem Fall als
exoerythrozytare Schizogonie bezeichnet wird. Es entstehen im Falle von P. falciparum innerhalb
von 8-16 Tagen viele tausend Merozoiten. Diese kdnnen bei Infektionen mit P. ovale oder P. vivax
in ein Hypnozoiten-Stadium ubergehen und Monate bis Jahre in der Leber inaktiv Uberdauern oder
aber aus den Hepatozyten ausbrechen und in die Blutbahn gelangen. In der Blutbahn kann sich jeder
einzelne Merozoit einem Erythrozyten anhaften und in einem komplexen Prozess in ihn eindringen.
Im Erythrozyten reift der Merozoit zum Trophozoiten heran und erscheint in Siegelringform. Der
Trophozoit reift weiter zum Schizonten und unterl&uft dabei eine Reihe von asexuellen Zellteilungen.
Diese reifen Schizonten enthalten um die 20 neue Merozoiten, welche nach Lyse des Erythrozyten
in die Blutbahn gelangen. Diese zweite Freisetzung von Erregern korreliert mit den fir die
Erkrankung typischen Fieberschiben und hat eine je nach Spezies unterschiedliche Dauer. Im Falle
von P. falciparum, P. ovale und P. vivax dauert ein Zyklus etwa 48 Stunden, im Falle von P. malariae
etwa 72 Stunden. Dieser Zyklus der Replikation und Multiplikation lauft Ublicherweise einige Male
ab, bevor einzelne der Merozoiten in den roten Blutkdrperchen beginnen, sich zu ihren
geschlechtlichen Formen, den Gametozyten, weiterzuentwickeln. Die weiblichen Gametozyten
bezeichnet man hierbei als Makrogametozyten, die mannlichen als Mikrogametozyten. Werden die

2
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Gametozyten nicht von einer Micke aufgenommen, sterben sie nach einigen Tagen wieder ab, nimmt
eine weitere Micke ein Blutmahlzeit an dieser infizierten Person, beginnt der Zyklus von vorn
(rezensiert in TUTEJA 2007).
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Abb. 2: Lebenszyklus von P. falciparum in Anopheles Miicke und Mensch

P. falciparum durchlduft einen komplexen Zyklus von geschlechtlicher Reproduktion in der Mucke und
asexueller Reproduktion im Menschen. Die Reproduktion im Menschen findet initial im Gewebe der Leber
und anschlielend in der Blutbahn statt. Erst nach mehreren Zyklen beginnt die Reifung von geschlechtlichen
Gametozyten. Quelle: MIAMED AMBOSS 2020 Stand: 28.04.2020

1.1.3 Klinik

Zu Beginn einer Malaria-Infektion steht die klinisch inapparente Inkubationszeit. Die Sporozoiten
verbringen nur kurze Zeit in der Blutbahn, bevor sie sich in den Hepatozyten vor dem Immunsystem
verbergen. Dies kann je nach Erreger 7-42 Tage dauern, somit ist ein vor Ablauf von sieben Tagen
neu aufgetretenes Fieber in einem Malaria-Endemiegebiet mit grofRer Wahrscheinlichkeit nicht auf
Malaria zurtick zu fiihren. Tritt nach diesen sieben Tagen jedoch Fieber in Zusammenhang mit einer
Reiseanamnese auf, sollte man in jedem Fall eine Malaria ausschliel3en, da die weiteren Symptome

Uberaus vielfaltig sein kdnnen.

Es gibt Allgemeinsymptome und organspezifische Symptome, die bei entsprechender Auspragung

eine Malaria zu einer schweren oder komplizierten Malaria machen kénnen.

Das typischste Allgemeinsymptom ist wohl das Fieber, welches periodisch zu und abnehmen, jedoch
auch kontinuierlich bestehen kann. Die Temperatur kann stark oder auch nur geringfiigig erhéht sein.

Die Patienten haben ein ausgeprégtes Krankheitsgefuhl mit grippeahnlichen Symptomen, wie Kopf-
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und Gliederschmerzen sowie Abgeschlagenheit. Es kdnnen Bauchschmerzen, Diarrhoen, Ubelkeit

und Erbrechen auftreten.

Da jeder Erythrozyt, der einmal infiziert wurde, im Verlauf platzt, ergibt sich aul’erdem eine
hamolytische Andmie. Eine Thrombozytopenie mit Blutungsneigung, bis hin zur disseminierten
intravasalen Koagulation (DIC) kann auftreten. Die Uberreste der zahlreichen zerstorten
Erythrozyten mussen in der Milz abgebaut werden, was zu einer Splenomegalie flhrt.

Die infizierten roten Blutkdrperchen haften an verschiedenen Stellen des Kérpers postkapillar dem
GefaBendothel an. Dies ist gut fur die Parasiten, da sie so dem Abbau in der Milz entgehen, aber
schlecht furr die Patienten, da in den betroffenen Stromgebieten Gefalverschlisse und Hypoxie
auftreten konnen. Besonders gefahrdet sind hierdurch empfindliche Organsysteme mit feinen
GefaRen und hohem Sauerstoffbedarf. Bei zerebralem Befall konnen Verwirrtheit,
Bewusstseinsstérungen bis hin zum Koma, Halluzinationen sowie Krampfanfalle auftreten. Ein
Befall von Herz oder Lunge kann zu Herzinsuffizienz, Lungenddem oder Schock fiihren. Die Nieren
werden durch Mikroinfarkte geschédigt und miissen zudem grofie Mengen Hamoglobin ausscheiden,

sodass ein Nierenversagen mit Odemen auftreten kann.

Unter adaquater Therapie ist die Malaria gut zu beherrschen, ist diese jedoch nicht verfugbar, erliegen

gerade kleine Kinder bei Erstinfektion oft der Summe der Komplikationen.

Hat ein Patient eine Malaria-Infektion tberstanden, besteht fiir eine gewisse Zeit eine Form der ,, Teil-
Immunitat“. Schwere Verldufe der Erkrankung kommen bei ,, Teil-Immunen* deutlich seltener vor
(rezensiert in TUTEJA 2007).

Das adaptive Immunsystem spielt eine zentrale Rolle bei der Bek&mpfung der Parasiten aber auch in
der Entwicklung von Pathologie in der Malaria. Es folgt ein kurzer Teil zum adaptiven Immunsystem
und den T-Lymphozyten. AnschlieRend wird noch einmal auf die immunologischen Besonderheiten

in der Malaria eingegangen.

1.2 Immunologie

1.2.1 Das adaptive Immunsystem

Das Immunsystem wird ublicherweise in das angeborene oder unspezifische und das adaptive oder
spezifische Immunsystem eingeteilt. Zum angeborenen Immunsystem zdhlen physikalische oder
chemische Barrieren, wie verhorntes Epithel oder auch die Magensdure sowie biologische bzw.
physiologische Mechanismen, wie die Ciliarfunktion der Atemwege oder der Hustenreiz. Auch viele
verschiedene Zellen beteiligen sich an der ersten Abwehr von Pathogenen, die sie mit Hilfe

bestimmter Mustererkennungsrezeptoren identifizieren und bekdmpfen kdnnen. Diese erste Abwehr

4
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ist schon von Geburt an verfligbar und entfaltet bei Pathogenkontakt sehr schnell ihre volle Wirkung.
Fur einige Pathogene reichen diese Mechanismen allerdings nicht aus und man benétigt eine

spezifischere Immunantwort.

Im Zentrum dieser spezifischeren Immunantwort stehen die Lymphozyten. Die Lymphozyten
werden nach dem Ort ihrer Reifung in T- und B-Lymphozyten eingeteilt, wobei T fir den Thymus
und B fur das Knochenmark (=bone marrow) oder urspriinglich fir die bei Vogeln vorhandene Bursa
fabricius steht. Nach einem Zufallsprinzip am Anfang der Entwicklung der Lymphozyten, bildet
jeder Lymphozyt einen Rezeptor aus, der nur ein spezifisches Antigen bindet.

Die B-Lymphozyten bilden in ihrer Entwicklung im Knochenmark den B-Zell-Rezeptor (BCR) aus,
der strukturell einem in der Membran verankerten Immunglobulin entspricht. Rein rechnerisch ware
es der B-Zelle moglich, einen von 10 denkbaren, antigenspezifischen Rezeptoren auszubilden. In
der Natur treten nach Schatzungen wohl pro Individuum um die 107 unterschiedliche Spezifitaten
auf, was aber auch schon eine enorme Vielfalt an Antikdrpern bzw. BCR abbildet. Erkennt eine
solche B-Zelle nun auf ihrem Weg durch den Kdorper — Ublicherweise im Keimzentrum eines
peripheren lymphatischen Organs — ihr spezifisches Antigen, so differenziert sie sich mit Hilfe einer
T-Zelle, die auf dasselbe Antigen reagiert, zu einer Plasmazelle aus. Plasmazellen sind darauf
spezialisiert groRe Mengen l6sliche Antikdrper zu sezernieren. Diese haben die gleiche Klasse und
die gleiche Spezifitat wie zuvor der BCR, ndmlich initial IgM. Mit Unterstiitzung durch T-Zellen

kann ein Antikorperklassenwechsel zu beispielsweise 1gG oder IgE erfolgen.

Die Antikorper, die die Plasmazelle ausschittet, erfiillen verschiedene Zwecke. Sie ermdglichen das
Zusammenspiel von angeborenem und adaptivem Immunsystem, indem sie Pathogene fiir den
Zugriff des Komplementsystems empfindlich machen. Sie binden beispielsweise an Viren und
behindern allein durch ihre physische Anwesenheit ein Eindringen in Zellen oder andere Funktionen.
Sie konnen es NK-Zellen oder anderen zytotoxischen Zellen ermdglichen, eine markierte Zelle mit
ihren Effektorfunktionen zu téten und Makrophagen kénnen opsonierte Zellen besser und schneller

auffressen.

Nach abgelaufener Immunreaktion kénnen langlebige Plasmazellen weiter im Blut persistieren und
IgG-Antikorper produzieren, wahrend manche B-Zellen auch ins Knochenmark wandern, um dort

als Memory-B-Zellen Teil des immunologischen Gedéchtnisses zu werden.

1.2.2 T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten entstehen, wie die B-Lymphozyten, im Knochenmark aus lymphatischen
Stammzellen. Diese Pro-T-Lymphozyten wandern durch die Blutbahn in den Thymus ein, wo sie in

mehreren Schritten zu selbsttoleranten, immunkompetenten T-Lymphozyten ausdifferenzieren. Der

5
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Pra-T-Lymphozyt in der Rinde des Thymus tragt zunachst weder CD4 noch CD8, dafir aber einen
unreifen Pra-T-Zell-Rezeptor. Er befindet sich im Stadium der doppelten Negativitat (CD4/CD8).
Immer noch in der Rinde bilden sich nun durch somatische Rekombination ein funktionsfahiger T-
Zell-Rezeptor (TCR), sowie CD3, CD4 und CD8 Oberflachenproteine. Dieser doppelt positive
(CD4*/CD8") T-Zell-Vorlaufer begibt sich in die corticomedullare Ubergangszone, wo eine positive
Selektion stattfindet. Es werden durch Thymusepithelzellen MHC-1 und MHC-II Rezeptoren
prasentiert. Interagiert der TCR mit diesen, tberlebt die Zelle, andernfalls geht sie den Weg der
Apoptose. In der corticomedullaren Ubergangszone und dem Mark wird anschlieRend, im Sinne
einer negativen Selektion, die Selbsttoleranz der Zelle Gberpruft. Hier entsteht die zentrale Toleranz.
Antigenprésentierende Zellen présentieren auf MHC-Rezeptoren beider Klassen korpereigene
Antigene. Reagiert der TCR zu stark auf diese Auto-Antigene wird ebenfalls die Apoptose
eingeleitet. Hat der TCR im Laufe dieser Entwicklung besser mit MHC-I-Rezeptoren interagiert,
wird die CD4 Expression unterdriickt und es entsteht ein naiver CD8*-T-Lymphozyt. Erkennt der
TCR MHC-II-Rezeptoren besser, wird CD8 herabreguliert und eine naive CD4* T-Helferzelle
entsteht. In diesem Stadium der einfachen Positivitdt werden beide Klassen in die Blutbahn
ausgeschwemmt und ,,patrouillieren* durch den Koérper auf der Suche nach ihrem spezifischen

Antigen.

In den sekunddren lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz und Mukosa assoziiertes
lymphatisches Gewebe (MALT)) prasentieren dendritische Zellen (DC) Antigene aus der
Kdorperperipherie auf MHC-Rezeptoren. Eine naive T-Zelle kommt taglich mit tausenden DC in
Kontakt. Bindet nun der TCR den Komplex aus MHC-Rezeptor und dem spezifischen Antigen, wird
die T-Zelle aktiviert. Ein zweites Signal, die Interaktion von CD28 auf der T-Zelle und einem
Molekdl der B7-Familie wie CD80 oder CD86 auf der DC, wird zusétzlich benétigt. Die nun nicht
mehr naive T-Zelle kann dann, um eine effektive Immunantwort zu bewirken, proliferieren und sich

differenzieren.

Dadurch, dass die TCR im Korper so vielseitig und unterschiedlich sind, gibt es fir mdgliche
Pathogene jeweils nur eine tberschaubare Anzahl an T-Zellen, die auf diese reagieren kdnnten.
Damit trotzdem eine ausreichend potente Immunantwort erfolgen kann, missen die wenigen
aktivierten T-Zellen massiv proliferieren. Verschiedene chemische Signale, wie z.B. eine autokrine

Stimulation mit Interleukin-2 (I1L-2), befeuern diesen Vorgang.

Unter Stimulation durch verschiedene Zytokine differenzieren die T-Zellen zu CD4*- bzw. CD8*-T-

Effektorzellen oder T-Gedéachtniszellen aus.

CD4*-T-Effektorzellen oder auch T-Helferzellen reifen in Abhangigkeit vom Zytokin-Milieu, das
auf sie einwirkt, zu verschiedenen Subtypen heran, die auch unterschiedliche Funktionen erfillen.

Handelt es sich bei den dominanten Einfliissen um Interleukin-12 (IL-12) und Interferon-y (IFN-y),
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so entsteht eine Tnl-Zelle. Diese unterstiitzt das Immunsystem bei der Bekampfung intrazellulérer
Pathogene, die z.B. Makrophagen befallen haben. Sie produziert IL-2, welches eine weitere
Autostimulation bewirkt, sowie IFN-y, welches die Ausreifung von weiteren Ty1-Zellen unterstiitzt,
tiberaus potent Makrophagen aktiviert und zudem die Reifung von Tw2-Zellen hemmt. Sie fordert
den Antikorperklassenwechsel der B-Zellen von IgM zu IgG und die Ausbildung von CD8"-T-Zellen
und CD8"-T-Gedéachtniszellen.

Uberwiegt der Einfluss von Interleukin-4 (IL-4), so entstehen Tn2-Zellen, die besonders in der
Abwehr von extrazelluldren Pathogenen, wie z.B. Wiirmern, aktiv werden. Die Zelle produziert noch
mehr 1L-4, welches verschiedene Effekte hat. Es stimuliert die Tn2-Zelle selbst, es hemmt,
zusammen mit IL-10, die Aktivitdt von Tyl-Zellen, es stimuliert B-Zellen zur Proliferation und zur
Differenzierung zu Plasmazellen und es beférdert den Antikdrperklassenwechsel von IgM zu IgE.
Die Tu2-Zelle produziert IL-5, welches eosinophile Granulozyten stimuliert und die Freisetzung von
IgA-Antikdrpern aus Plasmazellen steigert. Zudem wird 1L-13 sezerniert, welches wichtige
Funktionen in der Wundheilung unterstitzt und die Darmmotilitét steigert, um Parasiten besser und

schneller auszuscheiden.

Unter Einfluss von TGF-B1, IL-6 und 1L-23 entstehen Ty17-Zellen. Diese sind auf die Bekdmpfung
extrazellularer Erreger spezialisiert. Sie sind nach ihrem Leit-Zytokin IL-17 benannt, welches
Stromazellen stimuliert, die daraufhin G-CSF ausschiitten, welches neutrophile Granulozyten
rekrutiert und deren Ausreifung befordert. Zusatzlich kénnen sie IL-22 sezernieren, welche

Epithelzellen dazu bringt antimikrobielle Peptide auszuschiitten.

Follikulare T-Helfer-Zellen (Ten-Zellen) interagieren in den Keimzentren sekundarer lymphatischer
Organe mit B-Zellen. Sie kdnnen mit Hilfe ihres CXCR5-Rezeptors in die Keimzentren einwandern
und dort, wenn sie denn das gleiche Antigen erkennen, unter anderem durch 1L-21-Sekretion den B-
Zellen helfen ihren Klassenwechsel durchzufiihren und zu Plasmazellen auszudifferenzieren. Auch
kdnnen sie Zytokine sezernieren, die ahnlich wie Twl-, Tu2- oder Tu17-Zellen Immunreaktionen in

eine bestimmte Richtung lenken.

Neben den genannten kdnnen noch, unter Einfluss von IL-2 und TGF-B1 regulatorische T-Zellen
(Treg-Zellen) entstehen. lhre Funktion besteht darin, durch Regulation der CD4*-T-Zellen, das
AusmaR der Immunantwort zu beschranken, um Uberschiefende Reaktionen und autoimmune
Pathologien zu verhindern. Es gibt direkt aus dem Thymus stammende ,,natiirliche tTregs oder
nTregs und in der Peripherie, in einem tolerogenen Milieu entstandene, induzierte iTregs oder
pTregs. Sie schiitten beide vor allem die antiinflammatorischen Zytokine 1L-10 und TGF- aus. Man
kann sie meist an ihrem Transkriptionsfaktor FoxP3 identifizieren oder versuchen sie durch

charakteristische Oberflachenmarker zu definieren. Die CD4* Typ 1 regulatorischen T-Zellen (Trl-
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Zellen) entstehen in der Peripherie und kénnen anhand der Koexpression von CD49b und LAG-3
erkannt werden (GAGLIANI et al. 2013). Tr1-Zellen tragen FoxP3 nur voriibergehend.

CD8*-T-Effektorzellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Sie tragen einen TCR und
das Oberflachenmolekil CD8. CD8 interagiert mit MHC-1-Rezeptoren, welche auf nahezu allen
kernhaltigen Zellen des Korpers und Thrombozyten vorkommen. Présentiert ein MHC-1-Rezeptor
z.B. Partikel eines intrazelluldren Pathogens oder abnorme Proteine einer entarteten Zelle und
erkennt die CD8"-T-Zelle mit ihrem TCR dies als ihr spezifisches Antigen, wird die Zelle getotet.
Dies kann durch die Ausschttung von Effektormolekiilen wie Granzym B oder Perforin geschehen,
welche die Zellwand der Zielzelle 6ffnen, oder durch eine Interaktion des auf der zytotoxischen T-
Zelle befindlichen FAS-Ligand mit dem auf der Zielzelle vorhandenen FAS-Rezeptor. Dieser
,» Lodesrezeptor* initiiert bei Aktivierung eine intrazelluldre Signalkaskade, welche zur kontrollierten

Apoptose flhrt.

T-Zellen kdnnen nach erstem Antigenkontakt auch zu T-Gedachtniszellen werden. Diese kdnnen
sich in den sekundaren lymphatischen Organen, dem Blut oder peripheren Geweben aufhalten und
im Falle einer erneuten Infektion mit einem schon bekannten Pathogen schneller und effektiver

proliferieren und zu T-Effektorzellen ausdifferenzieren.

1.2.3 Periphere Toleranz

Im Thymus werden im Rahmen der negativen Selektion viele aber langst nicht alle moglichen
Autoantigene prasentiert, weshalb in unseren Organismen zahlreiche potenziell autoreaktive T-
Zellen vorhanden sind. Und auch wenn das Immunsystem tatsachlich kérperfremde Stoffe erkannt
hat, gibt es Falle, in denen es wichtig ist, nicht zu stark zu reagieren oder eine einmal angelaufene
Immunreaktion wieder herunter zu fahren. Den oben beschriebenen Mechanismen der zentralen
Toleranz steht die periphere Toleranz zur Seite, die auf verschiedenen Wegen vermittelt werden

kann. Erlautert werden die Ignoranz, die Deletion, die Anergie und die Suppression.

Einen Umstand, unter dem die periphere Toleranz gewahrt wird, stellt die Ignoranz dar. Viele der
autoreaktiven T-Zellen treffen in ihrem Leben nie auf ihr Antigen, da es nur in immunprivilegierten
Organen exprimiert wird oder zwar vorhanden ist aber von APC nur in sehr geringem Ausmali
prasentiert wird. Die T-Zelle, die nie ihr Antigen erkennt, bleibt naiv und nimmt keine

Effektorfunktionen auf.

Ein anderer Mechanismus ist die Deletion. Ganz ahnlich wie in der negativen Selektion im Rahmen
der T-Zell-Reifung im Thymus gehen T-Zellen, die einem sehr starken antigenen Reiz ausgesetzt
sind, zu Grunde. Einen solchen starken Reiz kdnnte die wiederholte Prasentation des Antigens oft

hintereinander oder die zeitgleiche Prasentation desselben in hoher Konzentration darstellen.
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Weiter oben wurde beschrieben, wie T-Zellen durch TCR-Signal, kostimulatorisches Signal und
umgebendes Zytokin-Milieu aktiviert werden. Erkennt eine T-Zelle ihr Antigen ohne, dass ein
kostimulatorisches Signal auf sie einwirkt, wird die Zelle anerg. Anergie ist ein Zustand, in dem die
Zelle zwar nicht stirbt, jedoch nicht mehr in der Lage ist auf folgende Signale, auch mit passendem
kostimulatorischen Input, zu reagieren. Die Anergie kann fiir den Rest des Zelllebens anhalten oder
unter bestimmten Einflissen wieder aufgehoben werden. Beispiele hierfiir waren eine ausgepragte
Lymphopenie oder eine starke Stimulation durch IL-2 (rezensiert in KALEKAR und MUELLER
2017).

Wo die Anergie sich nur in der Zelle selbst abspielt, ist die Suppression eine Funktion, die von der
toleranten Zelle aus ins Mikromilieu oder auf andere Zellen einwirkt. Erhélt eine T-Zelle ein
passendes TCR-Signal, empfangt sie ein stimulatorisches zweites Signal und ist sie einem
entsprechenden Zytokin-Milieu ausgesetzt, wirde sie normalerweise proliferieren und ihre
Effektorfunktionen aufnehmen. Unterliegt die Zelle wahrenddessen allerdings einer Suppression, so
bleibt die Aktivierung aus und die T-Zelle zieht weiter. Sie wird nicht anerg und auch nicht aktiviert.
Als Hauptakteure der Suppression sind die regulatorischen T-Zellen zu nennen. Sie sind CD4-
positiv, zédhlen somit zu den T-Helferzellen und unterdriicken mit Hilfe von Zytokinen wie IL-10
und TGF-B oder Koinhibitoren die Immunantwort und Proliferation von Effektorzellen. T-Zellen,
die im Rahmen ihrer Reifung im Thymus eine grenzwertig starke Reaktion auf MHC-Rezeptoren
mit Autoantigen gezeigt haben, werden als tTrgs in die Peripherie ausgeschwemmt und vermitteln
periphere Toleranz. Erkennt eine naive CD4"-Zelle in der Peripherie, in einem tolerogenen Milieu
ihr Antigen, so differenziert auch sie sich zu einer pTry aus und dampft Entziindungen ab. Naiv
gebliebene DC induzieren diese Art von Tegs. Als Mittel der Kommunikation zwischen

supprimierenden und supprimierten Zellen werden im Folgenden einige Koinhibitoren erldutert.
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1.3 Koinhibitorische Molekiile

T-Zellen brauchen, um vollstandig aktiviert zu werden, drei Signale. Das TCR-Signal, den
stimulatorischen Einfluss von CD28 in Kontakt mit CD80/CD86 und Zytokine. Es gibt allerdings an
der Stelle des zweiten Signals nicht nur stimulierende Einflisse auf die Zellen, sondern auch eine
Reihe von inhibitorischen Einflissen, die fir die immunologische Balance im Kdorper von grofer

Relevanz sind.

Es ist wichtig flr den Organismus, dass die Bekdmpfung von Pathogenen schnell und effizient
stattfindet, jedoch ist eine solche Immunreaktion fur den Korper mit hohem Energieaufwand und
nicht zu unterschatzenden Kollateralschdden verbunden. Immunologische Effektorzellen haben
héaufig eine begrenzte Lebensdauer einprogrammiert und gehen, vor allem bei Abwesenheit des
bekdmpften Antigens, in die Apoptose. Die im Rahmen der Aktivierung massiv proliferierten,
monoklonalen Effektorzellen sind in der Lage sich gegenseitig nach einer Weile tber ihre FAS/FAS-
L ,,Todesrezeptor-Signalwege abzuschalten. Regulatorische T-Zellen, die wéhrend der
Inflammation vermindert aktiv waren, nehmen ihre Arbeit wieder auf und dammen die
Immunantwort ein. Einige dieser Effekte werden Ulber koinhibitorische Molekile wie CTLA-4, PD-

1, LAG-3, TIGIT und Tim-3 vermittelt, die hier im Folgenden vorgestellt werden.
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Abb. 3: Koinhibitorische Molektile und deren Liganden

T-Lymphozyten exprimieren verschiedene stimulatorische und inhibitorische Molekile. CTLA-4, LAG-3,
TIGIT, PD-1 und Tim-3 werden in dieser Arbeit thematisiert. Quelle: ABEL A, Untersuchung koinhibitorischer
Molekile in der humanen Malaria 2016 S. 6
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131 CTLA-4

Das ,cytotoxic T-lymphozyte activation associated protein 4“ ist ein inhibitorischer
Oberflachenrezeptor, der sich konstitutiv auf TrgS findet, sowie von CD4*-T-Lymphozyten bei
Aktivierung hochreguliert wird. CTLA-4 ist homolog zu CD28 und kompetitiert mit diesem um ihre
gemeinsamen Liganden CD80 und CD86. CTLA-4 ist hierbei etwa um den Faktor 100 affiner als
sein Konkurrent und somit in der Lage diesen wirksam an einer Bindung zu hindern. Das fur eine
Aktivierung notwendige zweite Signal bleibt somit der T-Zelle verwehrt und eine Immunsuppression
ist die Folge. CTLA-4 ist wohl sogar in der Lage nach Bindung den Liganden CD80/CD86 aus der

Antigen-prasentierenden Zelle herauszureiflen, zu internalisieren und aufzuldsen.

CTLA-4 wird durch Mutationen von einigen Krebszellpopulationen exprimiert, was ein lokal
immuntolerantes Milieu erschafft und den Tumor vor effizientem Zugriff des Immunsystems schitzt.
Mit einer sogenannten Checkpoint-Inhibition mit monoklonalen Antikérpern gegen CTLA-4 ist es
mdoglich, diesen Escape-Mechanismus der entarteten Zellen auszuhebeln und den Weg fir eine
effiziente Immunantwort frei zu machen. Diese neuen Therapieansatze haben die Prognosen vieler
maligner Erkrankungen dramatisch verbessert (SHARMA und ALLISON 2015).

132 PD-1

Das ,,programmed cell death protein 1 ist wie CTLA-4 strukturverwandt mit dem stimulatorischen
Molekil CD28 und findet sich auf aktivierten T-Zellen. PD-1 bindet PD-L1 und PD-L2, welche auf
verschiedensten Leukozyten, epithelialen und endothelialen Zellen sowie auf manchen Tumorzellen
ahnlicher Herkunft zu finden sind. PD-1 wirkt nach Aktivierung zellintrinsisch hemmend, indem es
die eventuell folgenden CD28 Signale innerhalb der Zelle abschwacht. PD-1 wird auch mit
Zellerschopfung bzw. Exhaustion assoziiert. Beispielsweise bei chronischen Infektionen treten PD-
1*-T-Zellen auf, welche vermindert auf passende TCR-Signale reagieren. Dies kann einerseits ein
Mechanismus des Kdrpers sein, um Homgostase zu erreichen und das Immunsystem zu supprimieren
oder aber auch ein Escape-Mechanismus von Erregern oder Tumorzellen, die PD-1 induzieren oder
PD-L1/PD-L2 exprimieren. Binden PD-L1 oder PD-L2 an PD-1 reduziert die Zelle ihre Zytokin-
Produktion und ihre Proliferation wird gebremst. Die T-Zelle kann anerg werden oder die Apoptose
einleiten (rezensiert in GIBBONS JOHNSON & DONG 2017).

Auch der Komplex aus PD-1 und PD-L1/PD-L2, als immunologischer checkpoint, konnte in neuen
Therapien mit monoklonalen Antikorpern als target ausgemacht werden. Antikorper gegen PD-1,
gerade in Kombination mit Antikdrpern gegen CTLA-4, kdnnen Escape-Mechanismen von Tumoren

umgehen und es dem Immunsystem wieder ermdglichen, den Krebs wirksam zu bekédmpfen.
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133 Tim-3

Ein weiteres koinhibitorisches Transmembranprotein ist Tim-3. Es lasst sich auf Tn1-, Treg- und NK-
Zellen, IFN-y produzierenden CD8"-T-Zellen (Tcl-Zellen) sowie dendritischen Zellen,
Makrophagen und Monozyten nachweisen. Fir Tim-3 wurden als Liganden Galectin-9 und Ceacam-
1, sowie Phosphatidyl-Serin (PtdSer)und das High mobility group protein B1 (HMGBL1) beschrieben.
Es besitzt keine klassischen intrazelluldren inhibitorischen Signal-Motive, jedoch flinf konservierte
Tyrosin Reste.

Bindet Galectin-9 an Tim-3 auf Tul oder Tcl Zellen, folgt der Zelltod (KANG et al. 2015). Ceacam-
1 kann mit Tim-3 cis- und trans-Interaktionen eingehen und ist fur die inhibitorischen Funktion
vonndten (HUANG 2015). Galcetin-9 und Ceacam-1 binden an unterschiedlichen Stellen an Tim-3,
bewirken intrazelluléar aber die Phosphorylierung der zwei gleichen Tyrosin Reste. In Folge der
Phosphorylierung wird das Bat3-Protein (HLA-B associated transcript 3) von Tim-3 geldst und kann
Src-Kinasen binden, welche das TCR-Signal inhibierend regulieren (rezensiert in JOLLER &
KUCHROO 2017).

Tim-3 scheint auf Zellen des angeborenen Immunsystems unterschiedliche Funktionen zu haben.
Einerseits wurden hoch zytotoxische Tim-3*-NK-Zellen gefunden, welche IFN-y ausschiitten,
andererseits scheinen hohe Expressionsniveaus bei Melanom Patienten charakteristisch fiir einen
erschopften Phénotyp der NK-Zellen und eine schlechte Prognose der Patienten zu sein (GLEASON
et al. 2012; DA SILVA et al. 2014). Dendritische Zellen und Makrophagen werden durch Tim-3-
Bindung gehemmt (CHIBA 2012; YANG 2013).

Eine Tim-3 Blockade exazerbiert im Mausmodell die experimentelle autoimmune Encephalomyelitis
(EAE) und beschleunigte den Progress von Typ-1-Diabetes (MONNEY 2002; SANCHEZ-FUEYO
2003). Eine Zufuhr des Liganden Galectin-9 milderte die EAE ab (ZHU 2005).

Tim-3*-Teg-Zellen zeigen in in vitro supression essays eine stérkere inhibitorische Wirkung,
exprimieren mehr koinhibitorische Molekule und schiitten mehr inhibierende Zytokine als ihre Tim-
3 Gegenstlicke aus (GUPTA 2012; GAUTRON 2014).

134 LAG-3

LAG-3 wird von verschiedenen T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen und einigen NK-Zellen
exprimiert. Es ahnelt strukturell dem CD4-Rezeptor und bindet ebenfalls, allerdings mit héherer
Affinitat, an MHC-II-Molekdile. Zusétzlich wurden LSECtin und Galectin-3 als Liganden
beschrieben (rezensiert in GIBBONS JOHNSON & DONG 2017). In Interaktion mit CD3 und dem
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TCR reguliert LAG-3, auf bisher nicht komplett verstandenem Wege, die Proliferation und Zytokin-
Produktion herab (HANNIER 1998).

LAG-3-Blockade steigert die Zell-Proliferation und die Zytokin Ausschuttung von CD4*- und CD8*-
T-Zellen (WORKMAN 2003; GROSSO 2007). Auch wird LAG-3stark vermehrt auf CD8*-T-Zellen
mit erschopftem Phanotyp nachgewiesen (BLACKBURN 2009).

Auf FOXp3*-Tregs und Trl-Zellen konnte LAG-3 nachgewiesen werden. In Kombination mit CD49b
konnte es sogar als definierender Marker flr Tr1-Zellen etabliert werden (GAGLIANI 2013). LAG-
3"-Tregs aus Tumorgewebe produzierten grolRe Mengen IL-10 und TGF-f (CAMISASCHI 2010).
Zusatzlich hemmen LAG-3*-Ts bei Kontakt dendritische Zellen und wirken somit insgesamt
immunsuppressiv (LIANG 2008).

Gerade in Kombination mit einer PD-1-Blockade, konnte die LAG-3-Blockade einen
vielversprechenden Ansatz fiir zielgerichtete Krebstherapien bieten (WOO 2012).

135 TIGIT

Ein weiteres CD28 nicht unédhnliches inhibitorisches Molekil ist TIGIT (T-Zell Immunglobulin mit
ITIM), welches sich auf verschiedenen T-Zellen und NK-Zellen finden l&sst. TIGIT konkurriert mit
CD226, einem kostimulatorischen Rezeptor, um die Liganden CD155 und CD112, welche auf APC,
T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen zu finden sind. CD155 bindet dabei starker an TIGIT als CD112
und TIGIT bindet stérker an beide Liganden als CD226 (rezensiert in JOLLER und KUCHROO
2017). TIGIT kann CD226 auch direkt in einer cis-Interaktion hemmen (JOHNSTON et al. 2014).

Bindet auf einer T-Effektor-Zelle lokalisiertes TIGIT seinen Liganden, hemmt es die Proliferation
derselben, die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und das TCR-Signal, zusétzlich fordert
es die Ausschittung von anti-apoptotischen Zytokinen und die Expression von Bcl-XL, was in einer
verminderten Aktivitat und einem ldngeren Uberleben der Zelle resultiert (rezensiert in JOLLER und
KUCHROO 2017).

TIGIT-Aktivierung auf TS unterstltzt deren suppressive Wirkung auf Twl- und Twl7-Zellen
(JOLLER et al. 2014). Auch die IL-10 Produktion korreliert mit der TIGIT Expression (BURTON
et al. 2014). TIGIT kann, durch Interaktion mit CD155, dendritische Zellen beeinflussen, die
daraufhin mehr IL-10 und weniger IL-12p40 produzieren (rezensiert in JOLLER und KUCHROO
2017).

Es konnte gezeigt werden, dass agonistische TIGIT-Antikérper im Mausmodell den Verlauf einer
EAE abmildern konnten, wahrend TIGIT Blockade, in Kombination mit PD-1 Blockade, ein langeres
Uberleben bei Mausen mit Colon-Karzinomen bewirkte (DIXON 2018).
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1.4 Malariaspezifische Immunologie

1.4.1 T-Zellen in der akuten humanen Malaria

Die T-Lymphozyten spielen in der humanen Malaria, sowohl was die Bek&mpfung und Kontrolle
der Infektion als auch was die Entstehung im Rahmen der Entzindung auftretender
Kollateralschaden angeht, eine zentrale Rolle. Man kann die Infektion in die pra-erythrozytare Phase
und die erythrozytare Phase einteilen. Zusatzlich kann man noch betrachten, was nach einer Infektion

in einem Wirt verbleibt und eine voriibergehende ,, Teil-Immunitit* vermitteln kann.

Die Bekampfung der Plasmodien wéhrend der Leberphase der Infektion ist unter anderem Aufgabe
CD8"-T-Zellen. Diese sind in der Lage mit ihrem CD8- und T-Zell-Rezeptor auf MHC-I présentierte
Fragmente der Erreger zu erkennen und anschliefend die befallene Zelle abzuttten. Es gelang sogar
2013 in vivo Aufnahmen dieses VVorgangs zu machen (COCKBURN et al. 2013). Die Mdglichkeiten
der Plasmodien, sich innerhalb der Leber zu replizieren, werden eingeschrénkt und es kénnen nur
wenige in die Blutbahn ausschwemmen, um die Blut-Phase der Infektion einzuleiten (HOFFMAN
& DOOLAN 2000; REYES-SANDOVAL et al. 2011). Unterdrickt man die CD8*-T-Zellen vormals
immuner Primaten, so geht die Immunitét verloren, kehrt aber mit Rickkehr der CD8*-T-Zellen
wieder zuriick (WEISS & JIANG 2012). Als Antigen der Schutz vermittelnden CD8*-T-Zellen
konnten unter anderem das thrombospondin-related adhesion Protein (TRAP) und das
circumsporozoite Protein (CS) identifiziert werden (rezensiert in SPENCE und LANGHORN 2012).
Auch wenn die CD8*-T-Zellen den Schutz wahrend der Leberphase vermitteln, benétigen sie Hilfe
von CD4*-T-Zellen um ausreichend zu proliferieren (OVERSTREET et al. 2011).

Auch die Zytokine IFN-y und TNF, die eine Inflammation vom Typ 1 steuern, spielen in der
Leberhase eine Rolle, diese werden auch von Ty1-Zellen beigesteuert. Es wurden zytotoxische, fiir
Malaria-Antigen spezifische CD4"-T-Zellen beschrieben, die auch infizierte Hepatozyten toten
konnten (rezensiert in KURUP, BUTLER und HARTY 2019).

In der erythrozytaren Phase der Malaria wird das Wachstum der Parasiten durch die Aktivitat
verschiedener Leukozyten begrenzt. In Milz oder Lymphknoten kommen naive T-Zellen mit ihrem
Antigen in Kontakt und beginnen zu proliferieren. Tyl-Zellen entstehen und produzieren IFN-y,
welches Makrophagen stimuliert, die in der Lage sind die Erreger zu phagozytieren und mit
Sauerstoff-Radikalen zu schadigen. Die Tul-Zellen produzieren auch IL-2, welches NK-Zellen
stimuliert, die in der Lage sind die Erreger direkt zu bekdmpfen. Ten-Zellen finden sich in
Keimzentren mit B-Zellen zusammen, welche anschlieBend zu B-Memory-Zellen oder zu
Plasmazellen, welche Antikorper produzieren, werden. Die Antikorper kdnnen die Sporozoiten
immobilisieren oder die Erreger bzw. die befallenen Erythrozyten opsonieren, damit andere Zellen
sie phagozytieren kdnnen (rezensiert in KURUP, BUTLER und HARTY 2019).
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In beiden Phasen der Infektion scheint, obwohl die Aktivitdt der einen Gruppe jeweils im
Vordergrund steht, das Zusammenspiel von CD4*- und CD8*-T-Zellen von grolier Wichtigkeit zu
sein (rezensiert in SPENCE und LANGHORNE 2012).

1.4.2 Immunpathologie

Die wohl schwerwiegendste Komplikation, die gerade bei sehr jungen Patienten in vielen Fallen fir
die Mortalitat verantwortlich zu machen ist, ist die zerebrale Malaria (CM). Wo sie bei Erwachsenen
eher im Kontext eines Multiorganversagens bei schweren Verlaufen und hohen Parasitdmien auftritt,
ist sie bei Kindern deutlich hdufiger und tritt schon in friheren Phasen der Erkrankung und bei
geringerer parasitarer Last auf. Die Entwicklung der zerebralen Malaria hangt nicht allein von den
Plasmodien ab. Es konnte gezeigt werden, dass T-Lymphozyten in den Gehirnen von an ECM
erkrankten Mausen angereichert sind und dass CD4 und/oder CD8-defiziente Mause spéter oder gar
nicht an ECM erkranken (CLASER et al. 2011, rezensiert in GHAZANFARI et al. 2018). Diese
Mause sind jedoch nicht in der Lage, sich langfristig der Parasiten zu erwehren und sterben an hohen
Parasitamien und Andmie. Auch in postmortalen Studien am Menschen wurden sequestrierte,
infizierte Erythrozyten sowie Lymphozyten angereichert in den Gehirnen an CM verstorbener
Patienten gefunden.

Eine Hypothese zur Pathophysiologie der CM formuliert, dass wéhrend der Blut-Phase der Infektion
verschiedene Leukozyten TNF und IFN-y sezernieren. Diese Zytokine stimulieren Endothelzellen
im Gehirn dazu Oberflachenmolekiile wie VCAM-I oder ICAM-I auszubilden, an die die infizierten
Erythrozyten binden und das GefaRlumen verengen. Auch wird CXCL10 induziert, welches CD8"-
T-Zellen binden, die daraufhin im Gehirn verbleiben. Die Endothelzellen préasentieren tiber MHC-I-
Molekuile parasitdres Antigen, die folgende Immunreaktion schadigt den Zusammenhalt der tight
junctions. Auch Thrombozyten sammeln sich im Gehirn und beginnen zu verklumpen. Die
GeféRverschlisse, das geschédigte Endothel und der erhohte intravasale Druck resultieren in einem
Hirnddem, welches die Klinik der CM erklért (rezensiert in GHAZANFARI et al. 2018).

Die Mechanismen, die eine CM vermitteln, wirken auch in anderen Organen wie der Niere oder der
Lunge. Die Pathologie und klinische Manifestation der schweren Malaria geht somit nicht nur von

den Parasiten, sondern auch von den Immunzellen aus.

1.4.3 Schutz vor (Re-) Infektionen

Erwachsene Menschen in Malaria Endemiegebieten entwickeln sehr geringe Parasitdamien und kaum

Symptome, nachdem sie ihr Leben lang unzahlige infektidse Insektenstiche durchgemacht haben.
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Mit verschiedenen Impfschemata ist es sogar moglich sterile Immunitét zu erreichen. Es ist wichtig
zu identifizieren, welche Bestandteile des Immunsystems jeweils diesen Schutz vermitteln, um einen

wirksamen Impfstoff zu entwickeln.

Im Blut von Erwachsenen aus Endemiegebieten und in verschiedenen Mausmodellen konnte gezeigt
werden, dass zahlreichen Zellreihen fur den Schutz vor schwerer Malaria und hoher Parasitamie
wichtig sind. Darunter sind DC, Gedéchtnis-T-Zellen, CD4*-, CD8"-T-Zellen und y3-T-Zellen zu
nennen. Regulatorische T-Zellen reduzieren Immunpathologien, koénnen aber auch mit einer
schlechteren Pathogen-Eradikation assoziiert werden (WALTHER et al. 2005). Auch konnten sie die
Ausbildung eines Impferfolges behindern. Auch wenn generell angenommen wird, dass Immunitat
gegen die Blut-Phase der Malaria nicht langfristig anhalt, gibt es Hinweise darauf, dass unter
bestimmten Umsténden ein gewisser Schutz auch langer erhalten bleiben kann (rezensiert in
STANISIC und GOOD 2015).

In einer in der Natur vorkommenden Infektion wird eine geringe Anzahl Sporozoiten in die Haut
eingebracht, die dann einige Hepatozyten infizieren. Es werden CD8*-T-Memory-Zellen induziert,
diese schaffen es jedoch nicht, vor Ausbruch der Blut-Phase alle Erreger zu toten. Ein Impfansatz,
der in der Lage ist sterile Immunitit zu induzieren, appliziert grole Mengen RAS (radiation
attenuated sporozoites) und bewirkt somit die Ausbildung deutlich groRerer Mengen CD8*-T-
Memory-Zellen. Diese konnen mit Effektormolekiilen wie Granzym B oder Perforin oder mit
Zytokinen wie IFNy oder TNF die Infektion stoppen (rezensiert in Van BRAECKEL-BUDIMIR,
KURUP und HARTY 2016). Sterile Immunitét kann erreicht werden. Auch Plasmodium-spezifische
CD4*-T-Zellen korrelierten nach Impfung in einigen Studien mit dem absoluten Schutz vor
Infektionen (MORDMULLER et al. 2017). RAS sind nicht in der Lage eine Blut-Phase auszulésen,
es gibt Hinweise darauf, dass die wahrend einer Blut-Phase induzierten CD8*-T-Zellen nicht so
umfangreich und langfristig schiitzen, wie die, die vorher entstanden sind (rezensiert in Van
BRAECKEL-BUDIMIR, KURUP und HARTY 2016). Generell induzieren ausgepragte
Entzindungen im Sinne der immunologischen Hom@dostase immunmodulierende Gegenreaktionen.
Die Aktivitat von TS und die Ausbildung koinhibitorischer Rezeptoren und Liganden vermitteln
dies. Es ist denkbar, dass, anders als in der Leber-Phase, wahrend der intensiven Immunreaktion in
der Blutphase, Mechanismen der Immunsuppression die Ausbildung einer Immunitét behindern. Ein

Verstandnis dieser Abl&ufe kdnnte neue therapeutische oder préaventive Mdglichkeiten eréffnen.

1.4.4 Koinhibitoren in der Malaria

Die Konzepte von Blockade oder gezielter Stimulation koinhibitorischer Signalwege eréffneten ein
Forschungsfeld, in dem sich zur Zeit viel tut. Man bewegt sich auf dem schmalen Grat, die Parasiten-
Clearance und Immunantwort zu steigern, ohne Komplikationen zu provozieren. In der Therapie
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einer bestehenden Infektion, wie auch in der Optimierung von Impfstrategien kdnnten Koinhibitoren

eine Rolle spielen.

CTLA-4-Blockade in muriner Malaria verschérft die Entzindung, induziert CM und verkiirzt das
Uberleben (JACOBS et al. 2002). In einem anderen Maus-Modell mit nicht tédlicher P. yoelii
Infektion konnte aber auch gezeigt werden, dass CTLA-4-Blockade die Parasitdmie begrenzt und
dazu flhrt, dass die Maus die Parasiten schneller eradiziert (LEPENIES et al. 2007).

PD-1-defiziente Méause kontrollierten schneller P. chabaudi Infektionen und erreichten sterile
Immunitdt (HORNE-DEBETS et al. 2016). Unter PD-1- oder PD-L1-Blockade, gerade in
Kombination mit LAG-3-Blockade, konnten Infektionen schnell beherrscht werden. Es zeigte sich

allerdings auch hier die Tendenz eine CM zu entwickeln (rezensiert in FALEIRO et al. 2018).

Tim-3 Blockade ist in der Lage im Mausmodell den erschépften Phanotyp von Lymphozyten wieder
aufzuheben. Symptome der CM wurden reduziert und die Parasiten schneller eradiziert (HOU et al.
2016).

Zu TIGIT und LAG-3 Blockade im Rahmen der Malaria liegen bis jetzt noch keine Studien vor.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die humane Malaria ist nach Schéatzungen der WHO die h&ufigste Infektionskrankheit der Welt. Mit
405.000 Toten im Jahre 2018 z&hlt sie zudem zu den Erkrankungen mit den meisten Todesopfern.
Urséchlich dafiir, dass die Malaria ein solches globales Problem darstellt, ist unter anderem, dass sie
unterschiedliche Phasen im Menschen durchlduft, in denen verschiedene Anforderungen an das
Immunsystem gestellt werden, die an einigen Stellen nicht optimal erfllt werden. Am Beginn der
Infektion in der extraerythrozytaren Leberphase scheint das Immunsystem nicht ausreichend aktiv
zu sein und die Parasiten kdnnen sich in der Leber vermehren. Wenn dann die Parasiten in den
folgenden Blutphasen immer mehr Erythrozyten befallen und grof’e Mengen Antigen im Blutstrom
zirkulieren, leidet der Korper unter der ausgeprégten Entziindung und eine etwas reduzierte Aktivitat
des Immunsystems wére vermutlich von Vorteil. Gerade junge Patienten in Entwicklungsldndern
tiberstehen diese Phase oft nicht. Sind die schweren Blutphasen mit Fieber und hohen Parasitdmien
tiberstanden, kann die Malaria in einen chronischen Verlauf tibergehen, in dem das Immunsystem
wohl wieder zu schwach gegen die Parasiten vorgeht und diese tber Jahre im Kdrper Gberdauern

kodnnen.

Koinhibitorische Molekiile sind auf verschiedenen Leukozyten zu finden und regulieren die Aktivitat
des Immunsystems zellin- und extrinsisch. In Vorarbeiten wurde festgestellt, dass diese

Koinhibitoren in der Malaria vermehrt exprimiert werden. Das Ziel dieser Arbeit ist es, diese
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Koinhibitoren weiter zu untersuchen. Der Fokus in dieser Arbeit soll auf PD-1, CTLA-4, LAG-3,
Tim-3 und TIGIT liegen. Es werden Vollblutproben von an Malaria erkrankten Patienten mit
verschiedenen Antikorper-Panels gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Besondere
Aufmerksamkeit erhalten hierbei die T-Helferzellen sowie die Monozyten, stellvertretend flr die
Gruppe der APC. Es werden Zellen im Hinblick auf Koexpression mehrerer Koinhibitoren
untersucht. Es werden die Liganden der Koinhibitoren auf T-Zellen und Monozyten gefarbt und
gemessen. Es wird die Expression der Effektormolekiile CD39 und Granzym B auf T-Zellen
untersucht.

Die Leberphase der Malaria ist schwierig zu erforschen, da die Patienten sich in der Regel nicht
krank fuhlen und deshalb kein Kontakt zum Gesundheitssystem und eventuell daran angeschlossene
Forschungseinrichtungen besteht. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. B.
Mordmdiller vom Institut fur Tropenmedizin Tubingen wird in dieser Arbeit die Leberphase der
humanen Malaria untersucht. In Vorbereitung einer Impfstoff-Studie wird eine Kohorte gesunder
malaria-naiver Erwachsener unter kontrollierten Bedingungen infiziert. In dieser Uberwachten
Leberphase wird auch fur diese Arbeit Blut gewonnen und es werden die Expressionsmuster der
Koinhibitoren im Verlauf analysiert. In diese Untersuchungen werden auch die vermutlich am

ehesten bereits aktivierten CD8*-T-Zellen eingeschlossen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es einen Beitrag zum Verstandnis der komplexen immunologischen und
immunregulatorischen Vorgénge in der Malaria zu leisten. In Zeiten, in denen die checkpoint-
Inhibition in der Krebstherapie grofRe Erfolge verbuchen kann, besteht die Hoffnung, dass das
Verstandnis und die dann mdéglicherweise folgende Modulation dieser Vorgange, die Therapie und

die Pravention der Malaria verédndern kann.
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1  Probanden und Patienten

In dieser Arbeit werden Personengruppen, unabhdngig von den Geschlechtern der in der Gruppe
befindlichen Personen, aus Griinden der Praktikabilitat, im méannlichen Plural benannt.

Die Patienten, deren Blut im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, stammten aus der Ambulanz
des Bernhard-Nocht-Instituts flir Tropenmedizin, beziehungsweise der Bernhard-Nocht-Klinik am
Universitatsklinikum Eppendorf. Fast alle analysierten Patienten waren mit P. falciparum infiziert,
einzelne mit P. vivax. Es wurde in der Auswertung zwischen diesen Gruppen kein Unterschied

gemacht.

Als gesunde Kontrollen stellten sich Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen des Bernhard-Nocht-Instituts
zur Verfugung. Zusétzlich wurden Malaria-naive gesunde Probanden aus der Gruppe der Tubinger,
vor Kontakt mit den Sporozoiten, als Kontrollen miteingeschlossen.

2.2 Ethik

Eine ethische Genehmigung wurde durch die Ethikkommission Hamburg unter der
Bearbeitungsnummer PV4539 eingeholt. Die Probanden gaben eine schriftliche Zustimmung nach

erfolgter medizinischer Aufklarung.

Die Probanden, die an der in Tibingen durchgeflihrten Versuchsreihe teilgenommen haben, wurden
durch die dortige Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Benjamin Mordmiller rekrutiert. Diese holte ebenfalls
das notwendige Einverstdndnis der Ethik-Kommission ein. Die Blutproben, die fur diese Arbeit

untersucht wurden, wurden im Rahmen der in der Studie stattfindenden Blutentnahmen gewonnen.
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2.3  Material

2.3.1 Laborausristung

Tab. 1: Laborausristung

Laborausristung

Material und Methoden

Herkunft

Flow cytometer ,,LSR 2

Centrifuge 54215 C

Vortex ,,MS1 Minishaker*

Pipetten

Pipetten

Multifuge X3R

Lamin air HB 2448

Swift pet+

Inversmikroskop Wilovert Standard HF 20

BD Bioscience, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Middleton
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Abimed, Langenfeld
Hund, Wetzlar

2.3.2 Glas und Kunststoff Verbrauchsmaterialien

Tab. 2: Glas und Kunststoff Verbrauchsmaterialien

Glas und Kunststoff VVerbrauchsmaterialien

Herkunft

Pipettenspitzen
Falkons 15 und 50 ml
FACS Tubes
SepMate-50

Glaspipetten

Glaspipetten

Neubauer Zahlkammer

Cellstar, Cell Culture Plate 96 Well

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

STEMCELL Technologies,
KdlIn/Vancouver

Brand, Wertheim
VWR, Radnor
Hecht, Sondheim/Rhon

greiner bio-one, Kremsmdinster

20



Material und Methoden

2.3.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien Herkunft

Permeabilization Buffer eBioscience, Frankfurt
Fixation /Permeabilization Concentrate eBioscience, Frankfurt
Fixation/Permeabilization Diluent eBioscience, Frankfurt

DPBS Buffer PAN Biotech, Aidenbach

RBC Lysis/Fixation Solution Biolegend, San Diego

X-Vivo Medium Lonza, Verviers Belgium
Ficoll Pague GE Healthcare, Uppsala
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain Kit Invitrogen, Carlsbad California

2.3.4 Antikorper

Tab. 4: Antikdrper

Antikdrper Farbe Klon Herkunft

CD49b AF488 P1 E6-C5 Biolegend, San Diego
CTLA-4 PE L3D10 Biolegend, San Diego
PD-1 PerCP/Cy5.5 EH12.2H7 Biolegend, San Diego
TIGIT PE/Cy7 MBSA43 eBioscience, Frankfurt
LAG-3 APC 3DS223H eBioscience, Frankfurt
GrzB AF700 GB11 BD Bioscience, Heidelberg
CD39 PE /Dazzle Al Biolegend, San Diego
CD3 APC/Cy7 HIT3a Biolegend, San Diego
Tim-3 BVv421 F38-2E2 Biolegend, San Diego
CD4 BV510 OKT4 Biolegend, San Diego
Ki-67 AF488 Ki-67 Biolegend, San Diego
BTLA BVv421 MIH26 Biolegend, San Diego
CD8 AF700 RPA-T8 Biolegend, San Diego
CD69 FITC FN50 Biolegend, San Diego
CD127 BVv421 A019D9 Biolegend, San Diego
CD226 FITC 11A8 Biolegend, San Diego
PD-L1 APC 29 E.2A3 Biolegend, San Diego
CD14 AF700 HCD14 Biolegend, San Diego
CD155 PE/Dazzle SKIL4 Biolegend, San Diego
CD80 BVv421 2D10 Biolegend, San Diego
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2.4  Methoden
2.4.1 Farbung der Zellen

Fur eine genauere Analyse von T-Zellen und Antigen-présentierenden-Zellen, wurden
Koinhibitoren, Aktivierungsmarker und Effektormolekile auf der Oberflache und im Zellinneren
mittels fluoreszierender Antikorper angefarbt. Anschliefend konnte die Expression mittels

Durchflusszytometrie quantifiziert werden.
Die Farbungen wurden an Vollblut der Patienten vorgenommen.

In jedes Rohrchen wurden 100ul Blut aus Heparin-Rohrchen pipettiert. Es wurden jeweils ein
ungefarbtes Rohrchen, ein Rohrchen, in das nur Marker zur Klassifizierung der Zellen gegeben
wurden (z.B. CD3 / CD4), mehrere ,,fluorescence minus one“ (FMO) Kontrollen (Vollstandige
Farbungen mit Ausnahme von 1-3 angegebenen Markern), ein Réhrchen mit dem vollstandig
gefarbten Blut der Probanden und — soweit verfligbar — eine gesunde Kontrolle angefertigt. Die
FMO-R&hrchen wurden, soweit genug verfuigbar war, mit dem Blut der Patienten bestlickt, alternativ

mit dem der Kontrolle.

Zu dem Blut wurden die oberflachlich farbenden Antikorper gegeben. Die Mengen, die dabei
angewendet wurden, basierten auf Erfahrungswerten der Arbeitsgruppe. Vor dem Einsatz der neuen
Antikdrper fur CD155 und CD226 erfolgte eine Titration mit unterschiedlichen Konzentrationen, um
eine geeignete Menge an Farbstoff zu ermitteln. Das Blut wurde mit den Antikorpern fiir 10 min im
Kihlschrank bei 4°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde, um spéter den Ausschluss toter Zellen zu
ermdoglichen, noch ein UV-Farbstoff hinzugefligt und der Ansatz flr weitere 20 min im Kihlschrank

gelagert.

Um die Erythrozyten aufzuldsen, wurden sie fiir 10 min bei Raumtemperatur in ,,RBC Lysis/Fixation
Solution” von Biolegend lichtgeschiitzt stehen gelassen und anschlieBend zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das entstandene Pellet aus kernhaltigen Zellen aufgebrochen und in
kaltem PBS Puffer aufgeldst.

Die Féarbung der Oberfl&che wére hiermit abgeschlossen. Um nun auch intrazellulére Marker messbar
zu machen musste die Zellwand aufgeschlossen werden. ,,Fixation/Permeabilization“-L&sung von
eBioscience wurde trépfchenweise unter Schwenken im Vortex zu den Zellen gegeben und der

Ansatz 45 min im Kihlschrank inkubiert. Anschlielend wurde zweimal mit Waschpuffer gesplilt.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu reduzieren, wurde Cohn 1l Reagenz hinzugefiigt und
fiir 10 min im Kiihlschrank inkubiert. Cohn Il Reagenz besteht hauptséchlich aus y-Globulinen. An
die so vorbereiteten Proben konnten nun die intrazellular farbenden Antikdrper sowie CD3
zugegeben werden. Diese Farbstoffe durften nochmals 30 min im dunklen Kihlschrank binden, es
wurde noch zweimal gewaschen und die fertig gefarbten Zellen konnten am LSR 2 analysiert werden.
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Die Zellen wurden in den meisten Fallen direkt nach der Farbung vermessen. Im Fall der in Tlbingen
angefertigten Farbungen lagen 1-5 Tage und ein Transport zwischen Farbung/Fixierung und
Messung. Transportiert wurden die Proben in einer Kihlbox mit handelstiblichen Kiihlpacks aus

einem Eisfach.

2.4.2 Antikorper Panels

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit mit drei verschiedenen Panels geféarbt. Die Daten auf denen die
Abbildungen 6-12 basieren, wurden mit Hilfe des ,,Regulatorische Molekile“-Panels erhoben. Das
,,.Liganden‘“-Panel wurde fiir die Erhebung der Daten fur Abb. 14, sowie die Analyse von Monozyten
in Abb. 15 verwendet.

Die Untersuchung der CD3*CD8*-Lymphozyten von Probanden, die in Tlbingen mit

experimenteller Malaria infiziert wurden, erfolgte mittels des ,,CD8*“-Panels.

Die gewahlten Farben, die Dosierungen und die Auswahl der FMO-Férbungen folgt.

Tab. 5: ,,Regulatorische Molekiile*“-Panel

»Regulatorische Molekiile““-Panel

Marker Farbstoff Menge Anwendungszeitpunkt
CD49b AF488 3ul Oberfléche

PD-1 PerCP/Cy5.5 0,625 ul Oberflache

TIGIT PE/Cy7 1l Oberfléche

LAG-3 APC 5ul Oberflache

CD39 PE/Dazzle 1pl Oberflache

Tim-3 BV421 3ul Oberflache

CD4 BV510 1l Oberflache

CTLA-4 PE 0,625 pl intrazellular

GrzB AF700 2,5 ul intrazellular

CD3 APC/Cy7 1pl intrazellular

Live/dead uv 0,1 pul Oberflache nach 10 min

1. FMO: PD1, CD39

2. FMO: CD49b, LAG-3
3. FMO: CTLA-4,GrzB
4. FMO: TIGIT, Tim-3
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Tab. 6: ,,Liganden“-Panel

»Liganden“-Panel

Marker Farbstoff Menge Anwendungszeitpunkt
CD226 FITC 2 ul Oberflache

PD-1 PerCP/Cy5.5 0,625 ul Oberflache

TIGIT PE/Cy7 1pl Oberflache

PD-L1 APC 0,1 ul Oberflache Klon: M1H1
CD14 AF700 0,5 ul Oberflache

CD155 PE/Dazzle 4 ul Oberflache

CD80 BVv421 1,25 pl Oberflache

CD4 BV510 1l Oberflache

CTLA-4 PE 0,625 ul intrazellular

CD3 APC/Cy7 1ul intrazellular

Live/dead uv 0,2 ul Oberfl&che nach 10 min

1. FMO: CD226, TIGIT, CD155
2. FMO: CTLA-4, PDL1, CD80
3. FMO: PD1, CD14

Tab. 7: ,,CD8%“-Panel

,,CD8“-Panel

Marker Farbstoff Menge Anwendungszeitpunkt
CD8 AF700 0,25 pl Oberflache

CD160 PE/Cy7 5ul Oberflache

CD28 BV510 1l Oberflache

PD1 PerCP/Cy5.5 0,625 pl Oberflache

CD3 APC/Cy7 1yl intrazellulér

CTLA-4 PE 0,625 pl intrazellular

GrzB AF647 1yl intrazellulér

Ki67 AF488 2,5 ul intrazellular

Perforin BV421 5ul intrazellulér

1. FMO: CD160

2. FMO: PD-1, CD28

3. FMO: Grz B, Perforin
4. FMO: CTLA-4, Ki-67
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2.4.3 Analyse im Durchflusszytometer

Nach der Fiarbung und Fixierung konnten die Zellen im Durchflusszytometer ,,LSR 2* der Firma BD
Bioscience untersucht werden. In diesem komplexen Gerdat werden die Zellen in einer
Trégerflussigkeit schwimmend, einzeln, in einem Flissigkeitsstrom durch eine Messkammer
hindurchgefihrt. In dieser Kammer wird die Zelle oder das Zellfragment von einem Laserstrahl
beleuchtet. Das Mal, in dem das Licht sich an der Zelle bricht, gibt Aufschluss lber die
Beschaffenheit derselben. Das VVorwaértsstreulicht (FSC = Forward-Scatter) hdngt vom Volumen der
Zelle ab, wahrend das Seitwaértsstreulicht (SSC = Side-Scatter) Riickschliisse auf die Granularitat der
Zelle zulésst. Das Durchflusszytometer ist zudem in der Lage Aussagen uber die Farben bzw. die
Fluoreszenzen zu treffen in denen eine Zelle leuchtet. Mit weiteren Lasern und Filtern kdénnen
verschiedene Farbspektren erfasst werden. Wie zuvor beschrieben wurden fluoreszierende
Antikorper an spezifische Strukturen der Zellen gebunden, welche auf diese Weise ebenfalls
nachgewiesen werden konnen. So konnte man Zellen, in den fir diese Arbeit durchgefiihrten

Untersuchungen, bis zu 13 verschiedene Eigenschaften zuschreiben.

2.5  Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

2.5.1 Lymphozyten

Die Auswertung der im Durchflusszytometer erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe von ,,FlowJo*
(Version _v10.6.1). In diesem Programm konnen jeweils zwei Eigenschaften einer Zelle/eines
Partikels einander gegeniibergestellt werden und durch den Ein- oder Ausschluss von Teilmengen

Schritt fur Schritt die interessanten Zellen identifiziert werden.

Am héaufigsten wird in dieser Arbeit die Rede von CD3*CD4*-Lymphozyten sein, die als T-
Helferzellen betrachtet wurden. Um diese Population ausfindig zu machen, wurde zuerst im FSC /
SSC eine Gruppe von Zellen abgesteckt, die an VVolumen etwas kleiner und deutlich weniger granulér
als die groRe Gruppe der Granulozyten ist. Diese Gruppe wurde fortan als Lymphozyten betrachtet
(Abb. 4.1).

In einem zweiten Schritt wurden Zellen, die zusammenklebten oder aus anderen Griinden
gleichzeitig durch den Laser wanderten, ausgeschlossen. Dazu wurde der FSC-A (Forward-Scatter-
Area) in Relation zum FSC-H (Forward-Scatter-Height) gesetzt. Eine einzelne Zelle misste in beiden
Betrachtungen ungeféhr gleiche Werte haben und somit auf einer Diagonalen, die durch Null geht,
liegen. Alle Messpunkte, die auflerhalb dieses Bereiches lagen, wurden als Dubletten oder

Multipletten interpretiert und ausgeschlossen (Abb. 4.2).

Die Membran von toten Zellen ist durchldssiger als die von lebendigen. Diesen Umstand macht sich
der ndchste Schritt zunutze. Ein LIVE/DEAD-Farbstoff der Firma Invitrogen, der an Aminosauren
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im Zellinneren und auf der Zelloberflache bindet, wurde angewendet. Bei einer lebendigen Zelle,
kann der Farbstoff nur an die wenigen, auf der Zelloberflache befindlichen, Aminosauren binden,
wahrend bei einer toten Zelle der Farbstoff in die Zelle eindringen kann und im Cytosol noch grof3e
Mengen weiterer Aminosauren findet. Somit leuchtet eine tote Zelle deutlich intensiver als eine

lebendige und konnte in diesem dritten Schritt ausgeschlossen werden (Abb. 4.3).

Das CD3-Antigen ist ein Proteinkomplex, der zusammen mit dem T-Zell-Rezeptor auf kernhaltigen
Zellen anzutreffen ist. Die Nachweisbarkeit von CD3 auf den vorselektierten Lymphozyten diente in
dieser Arbeit als Parameter um eine Zelle als T-Zelle zu definieren. In einem vierten Schritt wurden
demnach alle CD3 positiven (= CD3") Zellen eingeschlossen (Abb. 4.4).

Als néchstes wurden aus den verbliebenen CD3* T-Lymphozyten noch die Zellen herausselektiert,
die in dieser Arbeit als T-Helferzellen betrachtet werden sollten. Zellen, die zusatzlich zur Erfullung
aller vorangegangenen Kriterien noch den CDA4-Rezeptor trugen, wurden als T-Helferzellen
interpretiert (Abb. 4.5).

Ob eine Zelle als positiv oder negativ fiir einen der weiterfiihrenden Marker gewertet wurde, wurde
mit Hilfe von FMOs bestimmt. Da die Farbstoffe in ihrem Lichtspektrum teilweise nah beieinander
lagen und manche Zellen auch eine basale Eigenfluoreszenz zeigten, konnte nicht mit Sicherheit
gesagt werden, ob eine Zelle die in einer bestimmten Farbe leuchtete, den betreffenden Marker
tatséchlich trug oder ob es sich um ein Artefakt handelte. Diese beiden Fehlerquellen traten jedoch
unabhéngig davon auf, ob der Antikorper der betreffenden Farbe mit angewendet wurde oder nicht.
In Farbungen mit allen auBer ein bis drei Antikérpern wurde gemessen wie stark Zellen in jenen
Farben leuchteten ohne, dass es etwas mit besonderen Markern zu tun hatte. Jeder Farbausschlag,
der iiber dieses ,,Grundleuchten hinaus ging, wurde so interpretiert, dass die Zelle diesen Marker
tragt. In Abb. 4.6 ist ein Beispiel flr eine vorselektierte Gruppe CD3*CD4*-Lymphozyten mit nach

FMO gesetzten Gates zu sehen.
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Abb. 4: Gating Strategie fur CD3*CD4*-Lymphozyten
In ,,FlowJo* (Version v10.6.1) wurden in mehreren Schritten CD3*CD4*, lebendige, einzelne Lymphozyten
ausgewahlt.
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2.5.2 Monozyten

Es wurden in dieser Arbeit nicht nur Lymphozyten, sondern auch Monozyten untersucht. Bei
Patienten, deren Blut mit dem ,,Liganden‘“-Panel gefarbt wurde, wurden einige Zellen als Monozyten
definiert. Es wurde zuerst eine Population von Zellen, die in der Granularitdt und dem Volumen
zwischen den Lymphozyten und den Granulozyten im FSC / SSC angesiedelt war, abgesteckt (Abb.
5.1). In oben beschriebener Weise wurden dann Dubletten und Multipletten ausgeschlossen (Abb.
5.2). In einem dritten Schritt wurden auch hier tote Zellen mittels LIVE/DEAD-Farbstoff aussortiert
(Abb. 5.3). Jetzt wurden die CD14- und die CD4-Expression gegenubergestellt. Zellen, die eindeutig
positiv fir CD14 waren und mittlere Werte in der CD4 Expression zeigten, wurden ausgewahlt und
als Monozyten gewertet (Abb. 5.4). Zusétzlich waren diese Zellen CD3-negativ. Gates wurden mit
Hilfe der angefertigten FMO-Farbungen gesetzt und die Expressionen von Liganden und
Koinhibitoren der Monozyten ausgewertet (Abb. 5.5).
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2.6  Statistische Auswertung und grafische Darstellung

Die grafische Darstellung der erhobenen Daten sowie die statistischen Berechnungen von
Signifikanzen oder Regressionen erfolgten mittels ,,GraphPad Prism Version 5.02%. Beim Vergleich
zweier Gruppen fanden Student’s t-Test oder der Mann-Whitney-Test Anwendung. Wurden mehrere
Darstellungen aus dem gleichen Datensatz erhoben, wurden die p-Werte mittels Bonferroni’s
Methode angepasst. Zur Berechnung von Korrelationen wurde die Methode nach Spearman
angewendet. Das Konfidenzintervall betrug in allen Fallen 95%. p-Werte wurden in vielen Fallen
ausgeschrieben, falls abgekirzt wurde, bedeutete * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001. p-Werte
tiber 0,05 wurden als ns (nicht signifikant) angegeben. In Grafiken wurden, falls Balken dargestellt
wurden, der Median sowie das obere und untere Viertel eingezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion von Koinhibitoren in der humanen Malaria

Um einen Uberblick tber die in der humanen Malaria exprimierten Koinhibitoren zu gewinnen,
wurde Vollblut von Malaria-Patienten auf PD-1, LAG-3, TIGIT, Tim-3 und CTLA-4 gefarbt,
durchflusszytometrisch untersucht und mit dem Blut von gesunden Kontrollen verglichen. Es wurden
CD3*CD4*-Lymphozyten analysiert. Es hat sich gezeigt, dass sich, mit Ausnahme von Tim-3, alle
genannten Koinhibitoren in signifikant hoherem Malie nachweisen lieRen, als das bei gesunden
Probanden der Fall war (Abb. 6). PD-1 und CTLA-4, welche auch bei Kontrollen in geringer
Konzentration anzutreffen waren, waren bei Malaria-Patienten in nahezu allen Féllen deutlich tber
das Niveau der Kontrollgruppe hinaus exprimiert. LAG-3 und Tim-3, welche bei gesunden
Probanden kaum oder gar nicht nachzuweisen waren, zeigten sich bei einigen Patienten nicht, bei
anderen aber moderat oder sogar deutlich angereichert. TIGIT, welches auch bei Gesunden auf den
untersuchten Zellen moderat exprimiert zu finden war, war ebenfalls deutlich erhoht und auf etwa

einem Funftel der Zellen zu finden.

60
p<0,0001 p=0003 p< 0,001 p=0013 p< 00001

40

Expression der Koinhibitoren in % auf CD3* CD4" Lymphozyten

Abb. 6: Induktion von Koinhibitoren auf CD3*CD4*-Lymphozyten bei Malaria-Patienten

Vollblut von gesunden Kontrollen sowie Patienten mit Malaria wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT,
LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert (Nkontrolle = 16, Nmalaria = 22). Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test
ermittelt. Nach Korrektur nach Bonferroni ergeben sich bei 95%-Konfidenzintervallen p-Wert Grenzwerte von
p<0,00014= *** ; p<0,0014 = ** ; p<0,007 = * ; p-Werte lber 0,007 missen als statistisch nicht signifikant
betrachtet werden.
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3.2 Vermehrte Koexpression von Koinhibitoren

Sucht man im Blut von gesunden Probanden nach CD3*CD4'-Lymphozyten, die mehrere
Koinhibitoren gleichzeitig exprimieren, findet man sehr wenige. TIGIT und CTLA-4 zusammen
lieRen sich im Mittel auf 0,9% der Zellen nachweisen. TIGIT und PD-1 auf 0,8% und CTLA-4 und
PD-1 auf nur 0,25%. Die ohnehin niedrig exprimierten Tim-3 und LAG-3 waren auch in
Koexpression mit den oben genannten Koinhibitoren sehr selten (Abb. 7.1 & Abb. 7.2).

Anders war es bei Patienten mit Malaria. Im Durchschnitt waren ca. 21% der Zellen CTLA-4 positiv.
Innerhalb dieser Gruppe fanden sich signifikant erhéhte Populationen von doppelt positiven Zellen.
So lielen sich im Vollblut etwa 8% CTLA-4/PD-1 doppelt positive, 8% CTLA-4/TIGIT doppelt
positive, 6% CTLA-4/LAG-3 doppelt positive und 3% CTLA-4/Tim-3 doppelt positive CD3*CD4*-
Lymphozyten nachweisen (Abb. 7.1). Es fallt auf, dass der GroRteil der Zellen der LAG-3 exprimiert,
zusatzlich CTLA-4 positiv ist.
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p = <0,0001 p = <0,0001 p = <0,0001 p=0,0077 p=00215 p=0,0087

40+

% positive/doppelt-positive CD3* CD4*-Lymphozyten

Abb. 7.1: Expression von CTLA-4 und Koexpression mit weiteren Markern auf CD3*CD4*-
Lymphozyten bei Malaria-Patienten

Vollblut von gesunden Kontrollen sowie Patienten mit Malaria wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT,
LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert (Nkontrolle = 16, Nmaiaria = 21-22). Dargestellt ist der Anteil an positiven und
doppelt positiven Zellen an der Gesamtheit der CD3*CD4*-Lymphozyten der Probanden/Patienten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels Student's t-Test ermittelt. Nach Korrektur nach Bonferroni's Methode
ergaben sich bei 95% Konfidenzintervallen angepasste p-Wert-Grenzen von *** = p<0,0002; ** = p<0,002; *
= p<0,01; p-Werte uber 0,01 mussen als nicht signifikant angesehen werden.
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Betrachtet man die im Schnitt 13% PD-1 positiven Zellen mit Blick auf weitere Koexpression so
sieht man, dass etwa zwei Drittel davon zusatzlich CTLA-4 tragen. PD-1 und TIGIT zusammen
fanden sich im Mittel auf 5,5% der Zellen, PD-1 und LAG-3 auf 4,5%. PD-1 und Tim-3 wurde noch
von 2,5% der Zellen koexprimiert (Abb. 7.2). Wiederum sieht man, dass die Mehrheit der LAG-3
positiven Zellen doppelt (PD-1 und LAG-3) bzw. dann dreifach positiv (PD-1, CTLA-4 und LAG-

3) war.
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Abb. 7.2: Expression von PD-1 und Koexpression mit weiteren Markern auf CD3*CD4*-Lymphozyten
bei Malaria-Patienten

Vollblut von gesunden Kontrollen sowie Patienten mit Malaria wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1,
TIGIT, LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert (Nkontrotle = 16, Nmalaria = 23-24). Dargestellt ist der Anteil an positiven und
doppelt positiven Zellen an der Gesamtheit der CD3*CD4*-Lymphozyten der Probanden/Patienten. Die
statistische Signifikanz wurde mittels Student's t-Test ermittelt. Nach Korrektur nach Bonferroni's Methode
ergaben sich bei 95% Konfidenzintervallen angepasste p-Wert-Grenzen von *** = p<0,00025; ** =
p<0,0025; * = p<0,013; p-Werte Uber 0,013 missen als nicht signifikant angesehen werden.

3.3  Korrelationen von PD-1, CTLA-4 und LAG-3

Von Mackroth und Kollegen wurde beschrieben, dass die Expression von PD-1 und CTLA-4 auf
CD3*CD4*-Lymphozyten in der akuten Malaria positiv korrelieren (MACKROTH et al. 2016). Auch
in der dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchsreihe zeigte sich eine signifikante Korrelation der
beiden Marker auf den genannten Zellen (Abb. 8 A). Auch fand sich bei Patienten, deren T-

Helferzellen viel PD-1 exprimierten, vermehrt LAG-3 (Abb. 8 C). Die Vermutung, dass CTLA-4
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und LAG-3 dann im Rickschluss auch positiv korrelieren, liel sich nicht sicher bestatigen (Abb. 8

E). Zwischen den anderen untersuchten Koinhibitoren fanden sich keine Korrelationen (Abb. 8 B,

D, F).
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Abb. 8 A-F: Korrelationen der Expressionen von Koinhibitoren auf Lymphozyten im Blut von Malaria-

Patienten

Vollblut von Malaria-Patienten wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT, LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4
sowie intrazelluldr auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht (n=23).
Gegenubergestellt sind die prozentualen Expressionen der angegebenen Marker auf CD3*CD4*-Lymphozyten
fur jeden einzelnen Patienten. Es wurden Spearman Korrelationen errechnet.
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3.4  Induktion von Granzym B und CD39

Die untersuchten T-Helferzellen exprimierten nicht nur vermehrt Koinhibitoren, auch
Effektormolekule lieRen sich angereichert nachweisen. Bei gesunden Kontrollen liel sich Granzym
B auf etwa einem von hundert CD3*CD4*-Lymphozyten anfarben. Im Vollblut von Patienten mit
Malaria waren durchschnittlich 8% der gleichen Zellen Granzym B positiv (Abb. 9 A). Auch
steigerte sich die Expression der Ektonukleotidase CD39 im Rahmen der Infektion von
durchschnittlich 3,5% auf 6,5% (Abb. 9 B).

5 i} c
= p = 0,0003 ] p =0,0087
o 25+ 2
< o 20+
o <
€ | [ ] =
E 20 . g .
- _|>\ 15+
S 15 y ",
a - 3 ]
© o 10+ .
™ 104 +
A @ o O =
(@) O o u
= 5 - 5 [
< g 3 us
+ 04 Emﬁ‘ LT b "U (= [Z] ut
a T o 0 - |
N o
o & & [3) & &
- o & © 0 =S
S & S S $ N
< i & 34
1 & @e \é"z;
& > @

N > N N

2 2
A ¢ ¥ B ¢

Abb. 9 A-B: Induktion von Effektormolektlen auf CD3*CD4*-Lymphozyten bei Malaria-Patienten
Vollblut von gesunden Kontrollen sowie Patienten mit Malaria wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT,
LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert (Nkontrolle = 16, Nmataria = 22-23). Die statistische Signifikanz wurde mittels
Student's t-Test ermittelt. Nach Korrektur nach Bonferroni ergeben sich bei 95%-Konfidenzintervallen p-Wert
Grenzwerte von p < 0,00014= *** ;: p <0,0014 = ** ; p <0,007 = * ; p-Werte (iber 0,0007 missen als statistisch
nicht signifikant betrachtet werden.

3.5 Korrelation von Koinhibitoren und Effektormolekiilen

Nachdem gezeigt wurde, dass in der akuten Malaria-Infektion die Expression von Koinhibitoren und
Effektormolekiilen induziert wird (Abb. 6 & Abb. 9 A-B), wurde untersucht ob es Korrelationen
zwischen den beiden Gruppen von Markern gibt. Die prozentualen Anteile der CD3*CD4'-
Lymphozyten, welche positiv fur einen betreffenden Marker waren, wurden in Relation zueinander
gesetzt und Spearman Korrelationen errechnet. Es zeigte sich, dass PD-1 schwach positiv mit Grz B
korreliert (r = 0,30) und CTLA-4 ebenfalls schwach positiv mit Grz B korreliert (r = 0,25) (Abb. 10
A, C). Ein solcher Zusammenhang liel3 sich zwischen CD39 und den Koinhibitoren nicht feststellen
(Abb. 10 B, D, F). Ebenso wenig korrelierten die LAG-3- oder die TIGIT-Expression mit den

Expressionen der beiden Effektormolekiile.
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Abb. 10 A-H: Korrelation der Expression von Koinhibitoren und Effektormolekilen auf CD3*CD4*-

Lymphozyten im Blut von Malaria-Patienten

Vollblut von Malaria-Patienten wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT, LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4
sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 geférbt und durchflusszytometrisch untersucht (n=22-24).
Gegenubergestellt sind die prozentualen Expressionen der angegebenen Marker auf CD3*CD4*-Lymphozyten
flr jeden einzelnen Patienten. Es wurden Spearman Korrelationen errechnet.
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3.6  Zeitlicher Verlauf der Expressionen von Koinhibitoren und
Effektormolektlen

Es gelang Blutproben einer Patientin mit Malaria an funf aufeinander folgenden Tagen zu
untersuchen. Die Patientin wurde ab Tag 1 antiparasitar behandelt. Betrachtet werden CD3"CD4*-

Lymphozyten.

Das Niveau der Expression von CTLA-4, Tim-3 und CD39 war bei dieser Patientin
tiberdurchschnittlich (Abb. 11 A-B vgl. Abb. 6 & Abb. 9 A-B). Die Expression von TIGIT, LAG-3,
Grz B und PD-1 war fir einen Malaria-Patienten eher durchschnittlich. Es fallt auf, dass am zweiten
Tag sowohl die Kurven der Koinhibitoren als auch die Kurven der Effektormolekdle ihr Maximum
erreichen. Der Anteil an CTLA-4 positiven und PD-1 positiven Zellen nimmt nach dem zweiten Tag
kontinuierlich ab, ist an Tag 5 allerdings nach wie vor deutlich tGber dem Niveau, das wir bei
gesunden Kontrollen finden (Abb. 6). Die TIGIT Expression nimmt nach Tag 2 ebenfalls wieder ab,
bleibt aber im Vergleich zu Tag 1 doch recht konstant erhéht und insbesondere durchgehend deutlich
hoher als bei Gesunden. Tim-3 und LAG-3 waren zu Beginn moderat erhéht, stiegen dann beide
deutlich an, normalisierten sich aber nach Tag 2 rasch wieder, sodass an Tag 5 Werte gemessen

wurden, die wir auch bei gesunden Kontrollen vorfanden.

Auch das Effektormolekil Granzym B konnte schon an Tag 1 moderat erhdht nachgewiesen werden
(Abb. 11 B). An Tag 2 erreichte die Expression ihr Maximum mit 13,5%, was oberhalb der
durchschnittlichen Expression bei Malaria-Patienten liegt (Abb. 9 A). Im weiteren Verlauf
verminderte sich das Ausmal der Granzym B Expression wieder, erreichte an Tag 5 allerdings noch

nicht die Werte, die fiir gesunde Probanden typisch wéren.
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Abb. 11 A-B: Expressionen von Koinhibitoren und Effektormolekilen auf CD3*CD4*-Lymphozyten
einer Malaria-Patientin im Verlauf mehrerer Tage

An funf aufeinander folgenden Tagen wurde Vollblut einer Patientin mit Malaria entnommen. Eine
antiparasitare Therapie wurde ab Tag 1 durchgefiihrt. Das Blut wurde oberflachlich auf CD49b, PD-1, TIGIT,
LAG-3, CD39, Tim-3 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4, Grz B und CD3 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert.
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Auf den CD3*CDA4*-Lymphozyten dieser Patientin konnte schon am ersten Tag mehr CD39
nachgewiesen werden, als es bei gesunden Kontrollen oder auch anderen Malaria-Patienten der Fall
war (Abb. 9 B). Auch die CD39-Expression erreichte am zweiten Tag ihr Maximum. Im Verlauf
nahm sie wieder etwas ab, erreichte allerdings an Tag 5 noch nicht das Niveau von gesunden

Probanden.

Zusammenfassend kann man beobachten, dass bei dieser Patientin schon an Tag 1 alle gemessenen
Marker erhoht oder stark erhéht waren und alle Marker ihr Maximum an Tag 2 erreichten. Im Verlauf
fallt auf, dass einige Marker (Tim-3, LAG-3) sich an Tag 5 bereits wieder normalisiert hatten,
wéhrend andere (PD-1, CTLA-4, Grz B, CD39, TIGIT) weiterhin erhoht blieben.

3.7  Subklinischer Verlauf der Expression requlatorischer Molekiile in der
Leberphase einer kontrollierten Malaria-Infektion

In der Leberphase der humanen Malaria haben die Patienten, obwohl die Parasiten sich schon im
Kdorper aufhalten und vermehren, in der Regel keine Symptome. Ob sich im Immunsystem schon
etwas verandert, bevor der Patient weil3, dass er krank ist, ist aus nachvollziehbaren Grinden im
Normalfall kaum zu untersuchen. Im Rahmen der MAVACHE Studie wurden Malaria-naive,
gesunde Probanden unter drztlicher Beobachtung mit Plasmodium falciparum Sporozoiten (PfSPZ)
infiziert. Die MAVACHE Studie fand am Institut fiir Tropenmedizin, Reisemedizin und
Humanparasitologie (ITM) des Universitatsklinikums Tibingen statt und wurde mit dem Ziel
durchgefuhrt, die optimale Dosis fur eine PfSPZ-Impfung zu finden. Um die Effektivitat einer
vorangegangenen Impfung mit bestrahltem PfSPZ-Vaccine zu Uberpriifen, fand eine Challenge mit
intravends applizierten PfSPZ der Stdamme NF54 oder 7G8 statt. Neben der Challenge dieser

geimpften Probanden, fand etwa zeitgleich die kontrollierte Infektion einer Kontrollgruppe statt.

Wir hatten die Mdéglichkeit Blut von Probanden dieser Kontrollgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten
zu untersuchen. Sobald die Probanden Fieber entwickelten, wurden sie antiparasitar behandelt,

sodass kein Blut von klinisch kranken Probanden untersucht wurde.

Es zeigte sich wahrend der Leberphase der Infektion kein Anstieg der Expressionen von PD-1,
CTLA-4, LAG-3, Tim-3, TIGIT, CD49b, CD39 oder Grz B auf CD3*CD4*-Lymphozyten (Abb. 12
A-H). Das Niveau, auf dem die gesunden Kontrollen in diesen und anderen Messungen lagen, wurde

wahrend dieser friihen Phase der kontrollierten Infektion nicht Gberschritten.
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Abb. 12 A-H: Expression von Koinhibitoren und Effektormolekilen in der Leberphase einer
kontrollierten Malaria-Infektion

Gesunde Probanden wurden an Tag C+0 kontrolliert mit PfSPZ infiziert. An 5 Zeitpunkten vor und nach der
Infektion wurde Vollblut entnommen, mit dem "Regulatorische Molekile"-Panel gefarbt und anschlieBend
durchflusszytometrisch analysiert. Es werden die prozentualen Expressionen der gefarbten Marker auf
CD3*CD4*-Lymphozyten angegeben. Die Mittelwerte der Expressionen gesunder Kontrollen und klinisch
manifester Malaria-Patienten aus Abb. 6 sind in den Grafiken hinterlegt. (Ninfizierte Probanden=6-12; Nkontrolten= 1-3)
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Auch CD3"CD8"-Lymphozyten der Probanden, die mit dem ,,CD8-Panel* angefarbt wurden, zeigten

in der Expression von Ki-67, CTLA-4, PD-1, Perforin und Grz B keine merkliche Trennung von

denen der gesunden Kontrollen (Abb. 13 A-E).

Gleiches zeigte sich bei den zusétzlich noch CD160 positiven CD3*CD8*-Lymphozyten, die wir als

besonders aktiv eingeschétzt hatten (Daten nicht grafisch dargestellt).
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Abb.13 A-E: Expressionen von Effektormolektlen und
Koinhibitoren auf CD3*CD8*-Lymphozyten nach
kontrollierter Malaria-Infektion

An Tag C wurden malaria-naive, erwachsene, gesunde
Probanden intravends mit Malaria infiziert. Zu finf
Zeitpunkten wurde Vollblut abgenommen, auf CD8, CD160,
CD28, CD3,PD-1, CTLA-4, Ki-67, Perforin und GrzB
geférbt und durchflusszytometrisch analysiert (Npopangen=12 ;

Nkontrollen=2)-
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3.8  Koinhibitoren und deren Liganden

In dieser Arbeit wurden koinhibitorische Molekiile auf den Lymphozyten von Malaria-Patienten
untersucht. In einem zweiten Schritt versuchten wir zu beschreiben, auf welchen Zellen und in
welchem Ausmal die Liganden dieser Molekille im Rahmen der Malaria-Infektion nachzuweisen
waren. Es wurden Monozyten und Lymphozyten untersucht. Als Ligand fur PD-1 farbten wir PD-
L1 an. Als Molekile, die mit CD155 interagieren, farbten wir TIGIT und CD226. Fir CTLA-4
suchten wir als Ligand nach CD80.

Es bestétigte sich erneut, dass die Koinhibitoren PD-1, TIGIT und CTLA-4 auf CD3*CD4*-
Lymphozyten in der Malaria signifikant vermehrt exprimiert werden (Abb. 14). Fir die betreffenden
Liganden konnte man dies nicht feststellen. Sie waren bei Patienten, wie auch bei gesunden
Kontrollen, auf Lymphozyten nur in sehr geringen Mengen vorzufinden. Lediglich CD226 fand sich
auf etwa 1% der Lymphozyten gesunder Kontrollen. Auch wenn die Expressionen von PD-L1 (0,1%
Kontrolle zu 1,0% Malaria), CD155 (0,03% Kontrolle zu 0,3% Malaria), CD226 (1% Kontrolle zu
3,5% Malaria) und CD80 (0,1% Kontrolle zu 1% Malaria) bei Malaria-Patienten durchschnittlich
minimal héher waren als es bei gesunden Kontrollen der Fall gewesen war, lieB sich, bis auf bei

CD80, keine statistische Signifikanz feststellen.

50- p =0,0003 ns ns ns p =0,0002 p =0,0036 p =0,0038

40-

% positive CD3*CD4*- Lymphozyten

Abb. 14: Erhohte Expression von Koinhibitoren und teilweise derer Liganden auf CD3*CDA4*-
Lymphozyten bei Malaria-Patienten

Vollblut von Malaria-Patienten und gesunden Kontrollen wurde oberflachlich auf PD-1, PD-L1, CD226,
CD155, TIGIT, CD80 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4 und CD3 geférbt und durchflusszytometrisch
analysiert (Nkontrolle = 13; Nmalaria = 15). Statistische Signifikanzen wurden mittels Student's t-Test ermittelt. Nach
Korrektur nach Bonferroni ergeben sich bei 95%-Konfidenzintervallen p-Wert Grenzwerte von p<0,00014 =
*** - p<0,0014 = ** ; p<0,007 = * ; p-Werte Uber 0,007 missen als statistisch nicht signifikant betrachtet
werden (ns).
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Auf CD3'CD14*-Monozyten, die wie im Abschnitt ,,Methoden“ beschrieben, selektiert wurden,
fanden sich die gesuchten Molekiile (Abb. 15). Wo im Mittel etwa 1% der Monozyten gesunder
Probanden PD-L1 positiv waren, fand sich PD-L1 im Durchschnitt auf 15% der Monozyten von
Malaria-Patienten. Hier muss angemerkt werden, dass sich hier eine ausgeprégte interindividuelle
Varianz zeigte. Bei einem Patienten waren 0,5% der Monozyten PD-L1 positiv, wahrend bei einem
anderen 93% positiv waren. Es lieR sich hier bei den vorliegenden Fallzahlen keine statistische
Signifikanz ermitteln. CD226 lieR sich sowohl bei Kontrollen (Mittelwert 7,7%) als auch bei
Malaria-Patienten (Mittelwert 3,4%) im einstelligen Prozentbereich nachweisen, ohne dass sich
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zeigten. CD155, welches auch bei gesunden
Kontrollen auf durchschnittlich 24% aller Monozyten anzufarben war, zeigte sich in der Malaria
erhéht. 20% bis 80% aller Monozyten trugen in der Malaria CD155. CD80 fanden wir bei Gesunden
auf etwa 1% der Monozyten bei Malaria-Patienten auf etwa 3,5%, wobei auch dies nicht statistisch

signifikant war.

Die Koinhibitoren PD-1, TIGIT und CTLA-4, die wir auf Lymphozyten nachgewiesen haben, fanden
wir in geringem Mal3e auch auf Monozyten. PD-1, welches bei gesunden Kontrollen nur auf etwa
1% der Monozyten zu finden war, fand sich im Mittel auf 3,5% der Monozyten von Malaria-
Patienten, dies wohlgemerkt ohne statistische Signifikanz. Die TIGIT Expression verhielt sich
ahnlich und ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich: durchschnittlich 1,3% aller Monozyten von
gesunden Kontrollen trugen TIGIT, wahrend bei Malaria-Patienten durchschnittlich 4% TIGIT
positiv waren. CTLA-4 fand sich ohne signifikante Unterschiede auf 0,5%-1% der Monozyten beider
Gruppen.
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Abb. 15: Erhohte Expression von Koinhibitoren und teilweise derer Liganden auf CD3CD14*-
Monozyten bei Malaria-Patienten

Vollblut von Malaria Patienten und gesunden Kontrollen wurde oberflachlich auf PD-1, PD-L1, CD226,
CD155, TIGIT, CD80 und CD4 sowie intrazellular auf CTLA-4 und CD3 gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert (Nkontrotle = 13; Nmaiaria = 14). Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test ermittelt. Nach
Korrektur nach Bonferroni ergeben sich bei 95%-Konfidenzintervallen p-Wert Grenzwerte von p < 0,00014=

*** . p<0,0014 =**; p<0,007 = *, p-Werte Uber 0,007 missen als statistisch nicht signifikant betrachtet
werden (ns).

Wir untersuchten zusétzlich ob es Monozyten gibt, die sowohl das koinhibitorische Molekiil als auch
die dazugehorenden Liganden exprimierten. Es fanden sich solche Zellen bei sehr wenigen
Probanden innerhalb der Kontrollgruppe. Bei wenigen Malaria-Patienten lie3en sich solche doppelt
positiven Monozyten im niedrigen einstelligen Bereich nachweisen. Statistische Signifikanz wurde
nicht erreicht (Daten nicht grafisch dargestellt).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der akuten Malaria koinhibitorische Molekule auf T-
Helferzellen induziert werden (Abb. 5). Dies deckt sich mit den Erkenntnissen dieser und anderer
Arbeitsgruppen (ABEL et al. 2018; MACKROTH et al. 2016; COSTA et al. 2015). Ob vorrangig
Wirt oder Parasit von dieser Induktion profitieren, steht zur Diskussion. Plasmodium falciparum hat
sich an seine Wirte angepasst und beherrscht verschiedene Mechanismen und Strategien, dem
Immunsystem in Haut, Leber und Blut zu entgehen (rezensiert in BELACHEW 2018). Es ware
denkbar, dass die Plasmodien koinhibitorische Signalwege des Immunsystem des Wirtes flr ihre
Zwecke nutzen. Im Rahmen verschiedener Krebserkrankungen werden die physiologischen
koinhibitorischen Signalwege zum Nachteil des Wirtes aktiviert. Im veranderten Tumorgewebe sind
die Effekte, die in einem gesunden Gewebe fiir den Gesamtorganismus vermutlich sinnvoll gewesen
waéren, schadlich. Tumoren unterschiedlicher Herkunft exprimieren beispielsweise PD-L1 (ZOU und
CHEN 2008). In vielen Féllen ist die Prognose, falls PD-L1 vorliegt, deutlich schlechter, was darauf
hindeuten kann, dass der Tumor lokal das Immunsystem unterdriickt (MCDERMOTT und ATKINS
2013). Ein so direkter Ansatz lasst sich im Falle der Plasmodien nicht nachweisen. Plasmodien
exprimieren weder Koinhibitoren noch deren Liganden, trotzdem ist es denkbar, dass sie diese
wahrend einer Infektion direkt induzieren. Plasmodien, die in der Leber Kupffer-Zellen
durchwandern oder auch nur Kontakt zu diesen haben, verédndern deren Zytokin-Profil (KLOTZ und
FREVERT 2008). Ob sie auch in der Lage sind T-Zellen in so einer direkten Weise zu verandern ist
unklar. Es konnte festgestellt werden, dass Koinhibitoren in der Malaria auf T-Helferzellen
signifikant hochreguliert werden und das auch deutlich héher als bei chronischen Erkrankungen
(ABEL 2016). Ob diese ausgepragte Induktion vom Wirt oder vom Parasiten ausgeht, ist schwierig

zu Uberprifen.

Wir konnten T-Helferzellen, die verschiedene Koinhibitoren exprimieren, nachweisen. Welchen
Subgruppen sie zuzuordnen sind, ist aus den Daten nur eingeschrankt zu erheben. Bei der Konzeption
des Panels ,,Koinhibitorische Molekiile“ wurde versucht Trl-Zellen, wie sie von Gagliani und
Kollegen 2013 beschrieben wurden, anzufarben. Wir mussten feststellen, dass sich LAG-3, nicht
jedoch CD49b mit den von uns gewdhlten Reagenzien hinreichend darstellen lieR (Daten nicht
abgebildet). Ob CD49b nicht vorhanden war oder ob es nur nicht angefarbt wurde, musste mit
anderen Reagenzien uberpruft werden. Wir kénnen somit von CD3*CD4*-T-Helferzellen sprechen,
jedoch nicht exklusiv von Trl-Zellen, wie Gagliani und Kollegen sie definierten. Man muss
annehmen, dass es sich bei den hier untersuchten CD3*CD4*-Lymphozyten um eine gemischte
Population aus pro- und antiinflammatorischen T-Helferzellen handelt. Mackroth und Kollegen
haben in der humanen Malaria eine PD-1*CTLA-4* Population von T-Helferzellen, die suppressive
regulatorische Funktionen austiben, beschrieben (MACKROTH et al. 2016). Es ist anzunehmen, dass

wir diese doppelt positiven (PD-1"CTLA-4) T-Zellen erneut dargestellt haben. Einige davon
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exprimierten zusatzlich noch LAG-3 oder andere Koinhibitoren und waren drei- bis vierfach positiv.
Die PD-1 Expression korrelierte deutlich mit derer von CTLA-4 (Abb. 8). Die Zellen die LAG-3
positiv gefarbt wurden, fanden sich fast vollstdndig in dieser doppelt, dann dreifach positiven
Gruppe. Interessanterweise lief3 sich, obwohl die Induktion der Effektormolekiile deutlich war (Abb.
9), nur eine schwache Korrelation zwischen diesen und den Koinhibitoren finden (Abb. 10). Man
kann vermuten, dass die in dieser Arbeit angefarbten Effektormolekiile Granzym B und CD39 fir
die Ausiibung der regulatorischen Funktion der PD-1*CTLA-4*-T-Helferzellen nicht im
Vordergrund stehen.

Die angefarbten Koinhibitoren kdnnen Ausdruck verschiedener Konstitutionen der betreffenden
Zelle sein. Es ist moglich, dass die T-Helferzellen einen erschopften Phénotyp présentieren.
Langfristig bestehende PD-1-Expression wird mit Exhaustion assoziiert (BARBER et al. 2006). Eine
T-Zell-Exhaustion konnte erklaren, dass Malaria-Infektionen in vielen Fallen nur unzureichend vom
Immunsystem beseitigt werden kdnnen und auch, dass sterile Immunitéat unter normalen Umsténden
nicht erreicht wird. Auch wenn der Begriff der ,,Exhaustion® nicht mit abschlieBender Prézision
definiert wurde, scheint es Einigkeit dartiber zu geben, dass exhaustete T-Zellen weniger stark auf
Antigen reagieren, als es vergleichbare nicht erschopfte T-Effektorzellen tun (rezensiert in BLANK
et al. 2019). Solche hyporesponsiven exhausteten T-Zellen gehen vermutlich weniger aggressiv
gegen die Infektion vor als es klassische T-Gedachtnis-Zellen tun wirden. Auch méglich ware, dass
die Koinhibitoren im Rahmen der Aktivierung der T-Zellen am Beginn der Erkrankung induziert
wurden und dass die T-Helferzellen nicht erschopft, sondern sehr aktiv sind. PD-1 wird bei
Aktivierung von T-Helferzellen kurzfristig hochreguliert (DOE et al. 2016). Die aktivierten T-Zellen
aus dieser Studie produzierten, obwohl sie PD-1" und LAG-3" waren, IFN-y, waren also eher nicht
exhausted. Eine Blockade von PD-1 bewirkte allerdings noch eine Steigerung der IFN-y-Produktion.
Diese Befunde legen nahe, dass PD-1 positive T-Zellen, zumindest zu Beginn einer Malaria-
Infektion, durchaus aktiv sind. PD-1 scheint in diesem Beispiel eine feine Regulierung der iberaus
aktiven T-Zellen zu vermitteln. Die angesprochene Studie, wie auch die Daten aus dieser Arbeit,
befassen sich mit den Anfadngen von Infektionen Malaria-naiver Individuen. Inwieweit die
aktivierten T-Zellen bei persistierender Infektion in einen erschopften Phanotyp lbergehen, ist
schwierig zu beurteilen. Man hétte, um verl&ssliche Aussagen zur Funktionalitat der T-Zellen
machen zu konnen, weitere Versuche anschliefen missen. Interessant ware hier eine Analyse
ausgeschiitteter pro- und antiinflammatorischer Zytokine. Auch kdénnte man weiter untersuchen,
inwiefern die Zellen selbst unter Stimulation mit malaria-spezifischem Antigen proliferieren oder
wie sie die Proliferation anderer Zellpopulationen beeinflussen. Viele dieser Untersuchungen wurden

von Mackroth und Kollegen 2016 schon verwirklicht.

Bei der Patientin mit schwerer Pf. Malaria, deren Blut wir an fiinf aufeinander folgenden Tagen

untersuchen durften, zeigte sich am zweiten Tag, dem Tag der hochsten Parasitdmie (48%), auch die
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grolte Menge an Koinhibitoren (Abb. 11). Die Patientin wurde in diesem Zeitraum stationdar
behandelt und erhielt antiparasitare Medikation, weshalb der Verlauf nicht wirklich vergleichbar mit
einer ,,nattirlich® ablaufenden Malaria-Infektion ist, doch ist bemerkenswert, dass die Patientin die
Erkrankung ohne Folgeschaden Uberstanden hat. Man kann mutmafen, dass eine ungebremste T-
Zell-vermittelte Immunreaktion gegen 48% der eigenen Erythrozyten einen Organismus Uberfordert
hatte. Mit Abnahme der Parasitdmie reduzierten sich auch die Expressionen der gefarbten Marker.
Am letzten Tag, den wir untersuchen konnten, waren PD-1, CTLA-4 und TIGIT weiterhin deutlich
erhoht. Ob sich ein Persistieren dieser Zellen, mdglicherweise in einem erschopften Zustand, an die

Infektion anschloss, wére interessant zu wissen gewesen.

Wahrscheinlich handelte es sich bei relevanten Anteilen der in dieser Arbeit angefarbten T-
Helferzellen um regulatorische T-Zellen. Minigo und Kollegen konnten 2009 zeigen, dass die Anzahl
der TNFRII*Foxp3* regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit schwerer Malaria mit der Héhe der
Parasitamie korrelierte (MINIGO et al. 2009). Es ist schwierig, zu beurteilen was in dieser
Konstellation Ursache und was Folge ist. Erhohte regulatorische, anti-inflammatorische Einfliisse
werden sicherlich die Immunantwort gegeniuber den Parasiten einschranken und es somit
ermdoglichen, dass hohere Parasitdamien erreicht werden. Andererseits ist es auch wichtig, gerade bei
groer Erregerlast, nicht UbermaRig zu reagieren, da der ohnehin schon belastete Organismus
geschont werden muss. Man muss bei allen Eigenheiten und Besonderheiten durch spezifische
Komplikationen der Malaria aber vor allem feststellen, dass es bemerkenswert ist, wie ineffektiv
ansonsten kompetente Immunsysteme auf diese Erreger reagieren. Es gelingt den Parasiten an
verschiedenen Stellen Bereiche, die vom Immunsystem weniger prézise berwacht werden,
anzusteuern oder fur den Gesamtorganismus notwendige Toleranzen fir sich selbst auszunutzen.
Hier sind besonders die immunprivilegierte Leber oder die Erythrozyten, die ja kein MHC
exprimieren, zu nennen (rezensiert in BELACHEW 2018).

Schon eine geringe Menge Sporozoiten reicht aus, um eine Infektion zu verursachen. Die wenigen
Parasiten, wandern aus der Haut mit dem Blutstrom zur Leber, durchwandern dort einige
Hepatozyten und nisten sich in einem davon ein. Die Leber, als immunprivilegiertes Organ, ist der
Ort, wo als erstes im neuen Wirt eine Vervielfachung der Pathogene stattfindet. Diese Leberphase
gilt im Allgemeinen als klinisch inapparent. Die Frage, inwiefern der Korper auf diese friihe Phase
der Infektion Einfluss nimmt und auch welche Effekte die Parasiten im Wirt hervorrufen, ist von
groRem wissenschaftlichem Interesse. Die ungewohnliche Mdglichkeit eine Gruppe von Menschen
untersuchen zu kénnen, die zum ersten Mal und zu einem bekannten Zeitpunkt mit Malaria infiziert
wurden, haben wir genutzt, um Einblicke in diese spannende Phase der Erkrankung zu erlangen. Wir
haben gesehen, dass keine Koinhibitoren induziert werden, bevor die Patienten symptomatisch
wurden (Abb. 12). Dies passt im Grunde zu dem Verstandnis, das wir von der Induktion von

Koinhibitoren haben, ndmlich, dass ein Anstieg vor allem auf erschopften oder frisch aktivierten

46



Diskussion

Zellen zu erwarten ist. Erschopfte T-Zellen, welche Koinhibitoren zeigen, wéren eher in langer
bestehenden Infektionen zu erwarten. Im Rahmen einer frilhen Aktivierung von T-Zellen kénnten
Koinhibitoren mit induziert werden, jedoch ist der Anteil an aktivierten T-Zellen, passend zur
ausbleibenden Klinik in der Leberphase, gering. Bei der vorliegenden Fallzahl (n=6-12) liel3en sich
eventuelle minimale Profilanderungen der T-Helferzellen nicht abbilden. Interessant ware es, den
Blick auf Malaria-Antigen-spezifische Zellen zu richten. Ob solche nach der kurzen Zeit bestehen
und wie deren Phénotyp aussieht, wére ausgesprochen interessant. Die Farbung von Vollblut ist zur
Klarung dieser Frage wohl weniger geeignet.

Wenn das Immunsystem nun in der Leberphase aktiv wird, sind es vor allem die CD8" T-Zellen, die
infizierte Hepatozyten und die Parasiten darin téten (COCKBURN et al. 2013). Auch wir haben
CD8*-T-Zellen wéhrend der Leberphase untersucht. Man hatte erwarten kénnen, dass sie Ki-67 als
Aktivierungsmarker oder sogar Effektormolekiile hochregulieren. Ein solcher Effekt liel3 sich jedoch
nicht bestatigen (Abb. 13). Auch die Expression der Koinhibitoren PD-1 und CTLA-4 unterschied
sich nicht von der der Kontrollen. Experimente aus unserer Arbeitsgruppe zur Leberphase der
murinen Malaria decken sich mit diesen Befunden. Die Blutphase einer P. yoelii Infektion wurde
durch Pyrimethamin-Gabe verhindert, sodass alle induzierten Zellen unter den Umstanden der
Leberphase entstanden sein mussten. Es zeigte sich eine geringe Induktion von CD8* T-Zellen. Diese
trugen keine koinhibitorischen Molekile auf ihren Oberflachen (persénliche Mitteilung Mathias
RIEHN).

Wir haben die Expressionsmuster von Koinhibitoren auf T-Zellen beleuchtet. Um mehr (ber die
Rolle, die diese in der Immunregulation spielen, herauszufinden ist es wichtig sich anzusehen,
inwiefern deren Liganden von der Infektion beeinflusst werden. Die bekannten Liganden sind primér
auf APC verortet. Wir haben uns auf im Vollblut zu findende Monozyten beschrankt. Auch
interessant waren dendritische Zellen oder Gewebsmakrophagen gewesen. Die Auswahl der
Monozyten gestaltete sich etwas schwieriger als die Selektion der T-Helferzellen. Scheinbar hat der
Prozess des Farbens die Zellen in ihren Eigenschaften im FSC und SSC etwas verdndert, sodass die
klassische, abgrenzbare Monozyten-Zellpopulation nicht immer vorhanden war (vgl. Abb. 5). Mit
CD3, CD4 und CD14 im Panel gelang es jedoch, wie wir glauben, verldsslich Monozyten
auszuwahlen. Wir fanden bei Malaria-Patienten vor allem erhéhte Expressionen von CD155 und bei
manchen Patienten PD-L1 (Abb. 15). Interessant ist, dass sich CD226 und CD80 nicht wirklich
verdnderten, auch wenn wir zeigen konnten, dass deren Rezeptoren auf T-Zellen deutlich
hochreguliert sind. CD226 wird auch schon bei Gesunden auf im Mittel 7,7% der Monozyten
exprimiert und veranderte sich nicht in der Infektion (Abb. 15). CD155 auf Monozyten stieg deutlich
an, war aber auf T-Zellen quasi gar nicht nachzuweisen (Abb. 14). Die deutliche Steigerung der
TIGIT Expression auf T-Zellen konnte in Farbungen mit verschiedenen Panels nachgewiesen
werden. All dies legt nahe, dass die Aktivitat der Achse CD226/CD155/TIGIT in einem komplexen
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Zusammenspiel der beiden sich gegenseitig beeinflussenden Zell-Populationen festgelegt wird. Die
PD-1-Expression wurde deutlich auf T-Helferzellen und maRig auf Monozyten gesteigert, die
Expression des dazugehorigen Liganden PD-L1 erhéhte sich bei manchen Patienten deutlich. Eine
leichte CD80 Induktion auf Monozyten konnte bei manchen Patienten gezeigt werden. Auf T-
Helferzellen war diese sogar statistisch signifikant. CTLA-4 fand sich kaum auf Monozyten,
allerdings durchaus prominent auf T-Zellen. Man kann formulieren, dass die regulatorischen
Funktionen von PD-1/PD-L1 und CD80/CTLA-4 wahrscheinlich, auch in der Malaria, eine Rolle in
der Kommunikation zwischen Monozyten und T-Zellen spielen. Wer wen in welchem Ausmali
beeinflusst, lasst sich anhand dieser Daten nicht beschreiben.

Zusatzlich zu den oben diskutierten trans-Interaktionen wurde unter anderem durch die Studie von
Zhao und Kollegen 2019 die Aufmerksamkeit des Forschungsfeldes auf cis-Interaktionen gerichtet.
Wir fanden bei Malaria-Patienten in den Féllen von PD-1/PD-L1, TIGIT/CD155 und CD80/CTLA-
4 geringe Mengen ( <1%) der T-Helferzellen, die sowohl den Rezeptor als auch den genannten
Liganden trugen (Daten nicht grafisch dargestellt). Diese Zellen gab es in der Kontrollgruppe nicht.
Auf Monozyten lieR sich dieses Expressionsmuster auch nachweisen, jedoch bestanden hier keine
wesentlichen Unterschiede zwischen Malaria-Patienten und Kontrollgruppe. Welche Eigenschaften
aus dieser Koexpression resultieren und wie sie zu interpretieren ist, muss an dieser Stelle

offenbleiben.

Inwiefern das Aufdecken der komplexen Prozesse der Immunregulation in der Malaria letztendlich
den erkrankten oder den in Endemie-Gebieten lebenden exponierten Menschen hilft, ist eine Frage
die sich Klinisch interessierten Menschen aufdrangt. Das Immunsystem ist das Beste, was der Korper
Pathogenen entgegnen kann. Es ist viel praziser und in der Regel auch potenter als jedes Medikament.
Dem Immunsystem zu helfen, seine Funktionen wieder uneingeschrankt wahrzunehmen, ist ein
Ansatz der in der Onkologie groBe Erfolge zu verbuchen hat. Ob eine Blockade von
koinhibitorischen Signalwegen in der Malaria fiir Patienten von Vorteil ist, gilt es zu erforschen. Ein
Problem in diesem Kontext ist, dass es kein wirklich komplett passendes Mausmodell gibt. P.
berghei, P. yoelii, P. chabaudi und P. vinckei stehen fiir die Infektion von Nagetieren zur Verfligung.
Die Infektion mit P. berghei stellt ein kontrovers diskutiertes aber verbreitetes Modell fur die
menschliche zerebrale Malaria dar (TORRE, LANGLAIS & GROS 2018; CRAIG et al. 2012). Viele
Vakzine, die auf die Leberphase der Erkrankung abzielen, wurden ebenfalls in der P. berghei
Infektion erprobt. P. yoelii Infektionen werden teilweise fiir Untersuchungen der Leberphase genutzt,
unterscheiden sich aber in anderen Aspekten der Erkrankung von der menschlichen Malaria. P.
berghei und P. chabaudi Infektionen gingen als einzige Modelle bei Mausen bzw. Ratten in eine
chronische Malaria Uber (rezensiert in CRAIG 2012). Fortschritte in der Forschung an humanisierten
Mausmodellen kénnten in Zukunft prazisere Einblicke ermdglichen (KAUSHANSKY 2014).

Versuche an nicht menschlichen Primaten sind als Modell in vielen Féllen sicherlich etwas valider,
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allerdings auch mit deutlich gréRerem Aufwand verbunden. Sie erfordern zudem eine sehr genaue
ethische Abwagung, weshalb sie wohl weiterhin eher die Ausnahme bleiben werden (LANGHORNE
etal. 2011).

Im Mausmodell mit P. berghei konnte schon in einer frihen Publikation der Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass eine Blockade von CTLA-4 zu schwerer CM und frihem Tod fuhrte (JACOBS et al.
2002). Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass die Blockade in manchen milder verlaufenden
Modellen von Vorteil fir die Maus war (LEPENIES et al. 2007). Etablierte P. yoelii Infektionen
konnten durch Blockade von PD-L1 und LAG-3 sehr effektiv kontrolliert werden (BUTLER et al.
2012). CTLA-4 oder PD-1/PD-L1 Blockaden fiihrten in einem P. berghei Modell dazu, dass die
Parasiten besser kontrolliert wurden aber auch die CM zunahm (HAFALLA et al. 2012). Tim-3
Blockade im Rahmen einer P. berghei Infektion verbesserte die zellvermittelte Immunitét deutlich,
ohne Nebenwirkungen zu verursachen (HOU et al. 2016). Die Blockade von Koinhibitoren kann in
Zeiten sich ausbreitender medikamentenresistenter Plasmodien ein wichtiges Standbein der Therapie
werden. Auch denkbar aber noch nicht hinreichend erforscht ware die Verfestigung von Impferfolgen
durch zeitgleiche Blockade koinhibitorischer Signalwege. Insgesamt stellt die Blockade von
Koinhibitoren einen Uberaus interessanten Ansatz dar. Es ist schwierig die Erkenntnisse aus
Modellen auf den Menschen zu Ubertragen und der Grat, auf dem man sich bewegt, wenn man
Immunantworten verbessern mochte, ohne Komplikationen zu provozieren, ist schmal. Trotzdem
darf man die Hoffnung haben, dass ein umfassendes Verstéandnis der immunologischen Abldufe in

der Malaria, die Mdglichkeiten betroffenen Menschen zu helfen, enorm erweitern wird.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen einer Malaria-Infektion wird der Organismus direkt durch die Aktivitat der Parasiten,
sowie durch eine lberschielende Immunreaktion geschadigt. Koinhibitorische Signalwege werden
in akuten und chronischen Malaria-Infektionen aktiviert und regulieren das Ausmal} der
Immunantwort. Am Anfang einer Infektion, wenn in den ersten Blut-Phasen die Patienten
symptomatisch werden, exprimieren aktivierte T-Zellen Koinhibitoren, die die starke Immunreaktion
etwas dampfen. In spéteren Phasen der Erkrankung, wenn die Malaria unter Umstanden chronisch
geworden ist, finden sich ebenfalls T-Zellen mit Koinhibitoren, welche eine reduzierte Funktionalitét
zeigen. Die Koinhibitoren schiitzen den Korper vor Gbermé&Rigen Immunreaktionen, verhindern
dabei aber auch, dass das Immunsystem die Parasiten optimal bekampft. Die Expression von
Koinhibitoren kdnnte daher dazu beitragen, dass weder sterile Immunitét erreicht noch die Infektion
vollstandig eradiziert werden kann.

In dieser Arbeit wurden die Expressionen von Koinhibitoren und deren Liganden auf verschiedenen
Zellpopulationen untersucht. Es wurden Vollblutproben von Patienten mit akuter Malaria gefarbt
und die Expressionsmuster der Koinhibitoren auf T-Helferzellen und Monozyten analysiert. Die
Koinhibitoren PD-1, CTLA-4, LAG-3, Tim-3 und TIGIT wurden deutlich vermehrt exprimiert. Bei
den untersuchten Patienten fanden sich, anders als bei gesunden Kontrollen, viele Zellen die PD-1
bzw. CTLA-4 und noch einen weiteres koinhibitorisches Molekiil koexprimierten. Auch fast 5%
dreifach positive T-Helferzellen wurden nachgewiesen. Die Expression von Granzym B und CD39
war auf den T-Helferzellen der Patienten signifikant erhéht und korrelierte teilweise mit der
Expression koinhibitorischer Molekile. Die Liganden PD-L1 und CD155 konnten bei Malaria-
Patienten auf Monozyten vermehrt nachgewiesen werden. PD-L1 und CD155 interagieren mit PD-1
und TIGIT, welche wir erhéht auf T-Helferzellen fanden. CD80 und CD226, die Liganden von
CTLA-4 und CD155, zeigten sich leicht erhoht auf T-Helferzellen. Auf Monozyten wurden CD80
und CD226 zwar nicht vermehrt exprimiert, konnten jedoch bei Patienten und Kontrollen im
niedrigen einstelligen Prozentbereich nachgewiesen werden. Man kann daraus herleiten, dass die
Effekte der Koinhibitoren unter anderem an der Schnittstelle zwischen Monozyten und T-Zellen
wirken kénnten.

Im Rahmen der MAVACHE Studie des Instituts fur Tropenmedizin Tibingen wurden Malaria-naive
gesunde Erwachsene unter kontrollierten Bedingungen mit Malaria infiziert. Wir hatten die
Mdglichkeit, das Blut der Probanden in dieser Zeit ebenfalls zu untersuchen. In der klinisch
inapparenten Leberphase dnderte sich das Expressionsmuster der untersuchten Koinhibitoren auf T-
Helferzellen nicht. Auch die CD8*-T-Zellen der Infizierten zeigten keine anderen Expressionen
dieser Molekule als die der gesunden Kontrollen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit den Beobachtungen dieser und anderer Arbeitsgruppen,
die besagen, dass in der Malaria-Infektion koinhibitorische Molekdle induziert werden. Das Ausmaf}
dieser Expressionen und die Komposition von Koexpressionen, werden im Detail weiter beleuchtet.
Auch die weit verbreitete Uberzeugung, dass die Leberphase der Infektion nicht nur klinisch
unauffallig ist, sondern auch weitgehend ohne effektiven Zugriff des Immunsystems ablauft, wird
durch die vorliegenden Ergebnisse gestutzt. Die Beschreibung der Expressionsmuster von
Koinhibitoren wahrend der Leberphase einer humanen Malaria-Infektion ist unseres Wissens nach

neu.
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Summary / Abstract

In malaria the body is damaged by the activity of the parasites as well as the inflammation and strong
immunologic reaction. Coinhibitory receptors are upregulated in acute and chronic malaria-
infections. At the beginning of the infection, during the first blood-phases, when the patients are
symptomatic, T-cells are activated and express coinhibitory receptors that dampen the immunologic
reaction. T-cells with coinhibitory receptors are also found in later phases of the disease, when the
malaria may have turned chronic. A reduced functionality can be attributed to these cells and the
coinhibitory receptors may be in part responsible for neither clearing the infection completely nor
achieving sterile protection. The coinhibitory pathways reduce immunopathology but in doing so
also decrease the efficiency with which the immune system fights the parasite.

We have analyzed whole-blood-samples of patients with acute malaria and examined their T-helper-
cells as well as their monocytes regarding expression of coinhibitory receptors and their ligands. We
found the coinhibitory receptors PD-1, CTLA-4, LAG-3, Tim-3 and TIGIT to be overexpressed on
T-helper cells, compared to healthy controls. Furthermore, just about none of the T-helper-cells of
the controls expressed more than one coinhibitory receptor, while many of the patients’ cells
expressing PD-1 or CTLA-4 expressed one or more additional receptors. We found an average of
about 5% triple-positive T-helper-cells in the malaria-patients and close to none in the control group.
The expression of Granzyme B and CD39 was significantly increased and correlated positively with
the expression of coinhibitory receptors in some cases. The ligands to PD-1 and TIGIT, PD-L1 and
CD155 were found increased on malaria-patients’ monocytes. The ligands to CTLA-4 and CD155,
CD80 and CD226 were slightly increased on T-helper-cells during malaria-infection. We found
CD80 and CD226 on 1-8% of monocytes as well but could not mark a difference between the controls
and the patients. One could assume that the effects of the coinhibitory pathways in malaria are
executed partially in between T-cells and monocytes.

The “Institut fir Tropenmedizin Tiibingen” performed controlled infections of malaria-naive,
healthy adults during the MAVACHE-study. We had the opportunity to analyze the blood of these
probands as well. During the liver-stages of these infections, the expression pattern of coinhibitory
receptors on the probands T-helper-cells did not differ from what we found in healthy controls. The
CD8"-T-cells, believed to be responsible for liver stage immunity, did not change their receptor-
expression either. This early stage of the infection seemed not to induce changes in the coinhibitory
pathways.

Our findings are in line with observations made in this and other working groups, stating that malaria
induces coinhibitory receptors. We focused more on the details of this expression and described
patterns of coexpression. The common held belief, that the liver-stage of malaria is barely recognized
by the immune system, is supported by the analysis we did on the samples from Tiibingen. However,
the description of expression patterns of coinhibitory receptors during first time, human, liver-stage
malaria is, as far as we know, new.
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