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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Naturliche-Killer-Zellen

1.1.1  AKTIVIERUNG UND FUNKTION

NatUrliche Killer-Zellen (NK-Zellen) sind Immunzellen des angeborenen Immunsystems, die
in den 1970er Jahren in der Maus zum ersten Mal beschrieben wurden [1]. lhren Namen
erhielten sie aufgrund ihrer Fahigkeit, Tumorzellen direkt erkennen und abtéten zu kénnen.
Sie werden zum angeborenen Teil des Immunsystems gezahlt, da sie im Gegensatz zu T-
und B-Zellen ein limitiertes Repertoire an Rezeptoren aufweisen, Uber die sie auch ohne
vorherigen Kontakt zu spezifischen Antigenen aktiviert werden kénnen. Um jedoch voll-
stéandig aktiviert zu werden, missen NK-Zellen einen priming-Prozess durch akzessorische
Zellen und Zytokine durchlaufen [2-5].

NK-Zellen sind in geringen Mengen in fast allen Organen des Kérpers zu finden. Die beiden
wichtigsten Effektormechanismen der NK-Zellen sind ihre Zytotoxizitat und die Produktion
von inflammatorischen, aber auch anti-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Um
Zielzellen abzut6éten, werden entweder Perforin und Granzyme freigesetzt oder es wird Uber
die Bindung von Todesrezeptor-Liganden (z. B. FasL) die Apoptose der Zelle ausgeldst [6].
Das wichtigste inflammatorische Zytokin der NK-Zellen ist Interferon (IFN)-y. NK Zellen koén-
nen aber auch Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), verschiedene Chemokine und die hemmend
wirkenden Zytokine Interleukin (IL)-10 und Transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-
produzieren [7-11]. Die Zytotoxizitat und die Zytokinproduktion kdnnen unabhangig vonei-
nander ausgeldst werden [12]. Dabei hangt es hauptsachlich von der Art und Starke der
Stimulation ab, welche Funktion dominiert und welche Zytokine oder Chemokine produziert
werden [7, 8].

Die Aktivierung von NK-Zellen wird Uber das Gleichgewicht inhibierender und aktivierender
Signale gesteuert. Dazu exprimieren NK-Zellen eine Reihe spezifischer NK-Zell-Rezeptoren,
pattern recognition receptors wie Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sowie Zytokin-Rezeptoren.
Eine Ubersicht der wichtigsten Rezeptoren humaner NK-Zellen sind in der folgenden
Abbildung E1 von Vivier et al. [13] dargestellt.
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Activating receptors
Inhibitory receptors

Receptors Adaptors h KIR-L
NKp46 CD3¢, FcRy h LILRB1
CD16 CD3C, FcRy CD94/NKG2A
h NKp30 CD3L, FcRy m Inh. Ly49
h NKp44 DAP12 m NKR-P1B CCR?2
h NKp80 - m NKR-P1D CCR5
m NKR-P1C  FcRy KLRG-1 GOR7
NKG2D DAP10 TIGIT CXCR1
m NKG2D-S DAP12 CEACAM-1 CXCR3
h KIR-S DAP12 LAIR-1 CXCR4
m Act. Ly49 DAP12, DAP10 CXCR6
CD94/NKG2C DAP12 CX3CR1
CRACC SAP, EAT2 :
Ly9 SAP h Chem23R
CD84 SAP, EAT2 S1P5
NTBA SAP
2B4 SAP, EAT2,
ERT NK
Cytokine receptors .
IL-1R T
IL-2R Adhesion receptors
IL-12R
IL-15R CD2
IL-18R DNAM-1
IL-21R B1 integrins
IENAR B2 integrins

Abbildung E1: Humane NK-Zell-Rezeptoren.
Die Abbildung wurde libernommen von Vivier et al. [13].

Zu den humanen, inhibierend wirkenden NK-Zell-Rezeptoren gehdren unter anderem die
killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) und das CD49/NKG2A-Heterodimer (cluster
of differentiation 49/NK group 2A), welche unterschiedliche und personenspezifische Gewe-
bevertraglichkeitsantigene (major histocompatibility complex [MHC]) der Klasse | erkennen
und so zwischen kérpereigenen und kdrperfremden Zellen unterscheiden kénnen [14, 15].
Zusatzlich kdnnen so auch gestresste Zellen und verschiedene Tumorzellen, bei denen
MHCI vermindert oder in veranderter Form exprimiert wird, erkannt werden [16, 17]. Murine
NK-Zellen exprimieren ebenfalls CD94/NKG2A-Rezeptoren, verwenden anstatt von KIRs
jedoch unterschiedliche killer cell lectin-like receptors der Subfamilie A (KLRAs, auch Ly49-
Rezeptoren) [18]. Obwohl sich KIRs und KLRAs in ihrer Struktur unterscheiden, haben sie
dieselbe Funktion und vermitteln ihre Signale Uber zytoplasmatische ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs) in die Zelle [19]. Die Aktivierung des jeweiligen Rezeptors
fihrt zu einer Phosphorylierung des ITIM im Zytoplasma. Dadurch werden Protein-Tyrosin-
Phosphatasen rekrutiert und aktiviert, welche ihrerseits negativ in die Signalwege der aktivie-
renden Rezeptoren eingreifen [20, 21].
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Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren sind sehr vielfaltig und erkennen unterschiedlichste Mole-
klle. Eine wichtige Gruppe stellen die ausschlieBlich auf NK-Zellen exprimierten, nattrlichen
zytotoxischen Rezeptoren (natural cytotoxicity-triggering receptors, NCRs) dar, zu denen
NKp46, NKp30 und NKp44 gehéren und die vor allem mit NK-Zell-Zytotoxizitat assoziiert
sind [22]. Alle drei NCRs erkennen verschiedene auf Tumorzellen exprimierte
Heparansulfate [23] sowie das Hamagglutinin (HA) unterschiedlicher Viren [24-26]. Daneben
bindet NKp44 auch an Zellbestandteile bestimmter Bakterien [27] sowie NKp30 an B7-H6,
ein Molekiil, das auf bestimmten Tumorzellen zu finden ist [28]. Wahrend NKp46 und NKp30
auf allen humanen NK-Zellen vorkommen, wird NKp44 nur auf bereits aktivierten und nicht
auf ruhenden NK-Zellen exprimiert [29]. Murine NK-Zellen exprimieren wie alle Saugetier-
NK-Zellen NKp46, jedoch kein NKp44 oder NKp30 [30, 31]. Weitere Beispiele fur aktivieren-
de NK-Zell-Rezeptoren sind die von Menschen und M&usen gleichermaBen exprimierten
Molekile NKG2D und CD94/NKG2C-Heterodimer. NKG2D erkennt Molekule, die auf ge-
stressten oder beschéadigten Zellen préasentiert werden [32, 33]. CD94/NKG2C bindet wiede-
rum an dieselben MHCI-Molekile wie der inhibierende CD94/NKG2A-Rezeptor [34]. Anders
als bei den inhibierenden Varianten, werden die Signale der aktivierenden Rezeptoren durch
Adaptermolekuile auf unterschiedlichen Wegen in die Zelle vermittelt. NKp46 und NKp30 sind
entweder mit der CD3(-Kette und/oder mit der Fc-Rezeptor-y-Kette (friher: y-Kette des Fce-
Rezeptor 1) assoziiert, wahrend NKp44 und CD94/NKG2C an das Adaptermolekil DAP12
(DNAX activating protein of 12 kD) gebunden ist. Alle diese Adaptoren besitzen ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), Uber deren Phosphorylierung, ahnlich der
ITIMs, unterschiedliche weitere Signalmolekile rekrutiert und aktiviert werden. NKG2D ist
hingegen mit dem Adaptermolekil DAP10 assoziiert, welches ein anderes Motiv aufweist
und daher andere Signalmolekile aktiviert [35].

Das Signal eines einzigen dieser Rezeptoren ist in der Regel nicht ausreichend, um eine
Aktivierung der NK-Zellen auszulésen. Dazu ist die zeitgleiche Aktivierung mehrerer aktivie-
render NK-Zell-Rezeptoren oder zusatzlicher Zytokin-Rezeptoren notwendig [8, 36]. Abge-
sehen von den genannten Rezeptoren nutzen NK-Zellen auch CD16 (Fcy-Rezeptor lll) zur
Erkennung Antikérper-markierter Zellen, wobei hier das Gber CD16 vermittelte Signal alleine
ausreichend ist, um eine zytotoxische Reaktion und Zytokinproduktion der NK-Zellen auszu-
I6sen [8, 36].

Humane NK-Zellen exprimieren TLR1 bis 6 sowie geringe Mengen an TLR7, TLR8 und
TLR9, wobei letzterer nur in einer bestimmten NK-Zell-Subpopulation funktionell zu sein
scheint [37, 38]. Wahrend TLR1, 2, 4, 5 und 6 auf der Zelloberflache exprimiert werden, sind
TLR3, 7, 8 und 9 mit unterschiedlichen intrazellularen Kompartimenten assoziiert [39, 40].
Uber diese Rezeptoren ist es den NK-Zellen méglich, Moleklle mikrobiellen und viralen Ur-
sprungs zu erkennen [41].
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Zusatzlich reagieren NK-Zellen auf eine Reihe von Zytokinen, die sowohl bei der Aktivierung
als auch bei der Entwicklung und Homd&ostase der Zellen wichtig sind. Aktivierende Zytokine
sind IFN-o/B [42], IL-12, IL-18, IL-15 [7], IL-1 [43], IL-27 [44], IL-21 und IL-2 [45], das neben
IL-15 auch Zellproliferation auslést. Hemmende Zytokine sind TGF-B [46, 47] und IL-10,
welches jedoch teils auch aktivierend wirken kann [48, 49]. Ahnlich wie bei den NCRs wird
meist nur Uber eine Kombination von unterschiedlichen Zytokinen oder zusatzlicher Stimula-
tion Uber andere Rezeptoren eine NK-Zell-Antwort ausgeldst. Dabei stellt vor allem die Kom-
bination von IL-12 mit IL-18 einen starken Stimulus dar [7, 50].

Bei Menschen werden NK-Zellen nach ihrer Expression von CD56 und CD16 in zwei Haupt-
populationen eingeteilt. CD56%™/CD16* Zellen enthalten schon im nicht-aktiviertem Zustand
viele zytotoxische Granula, exprimieren kein CCR7 (C-C Chemokin-Rezeptor 7) und sind
iberwiegend im Blut zu finden (= 90 % aller NK-Zellen). CD56"¢"/CD16°™ Zellen enthalten
dagegen kaum zytotoxische Granula und exprimieren CCR7, was dazu flhrt, dass diese
Zellen vor allem in sekundaren lymphatischen Organen wie Lymphknoten zu finden sind [51].
Als einzige Immunzellen exprimieren sie auch unter homdostatischen Bedingungen den
hochaffinen IL-2afy-Rezeptor, wodurch sie auf kleinste Mengen von IL-2 reagieren kénnen
[52]. Beide Subpopulationen sind grundsatzlich in der Lage, alle bekannten NK-Zell-
Effektorfunktionen auszutiben, reagieren dabei jedoch auf verschiedene Stimuli unterschied-
lich schnell und stark. So sind nach Stimulation mit 18slichen Zytokinen die CD56"" NK-
Zellen die starksten und schnellsten Produzenten von inflammatorischen Zytokinen [50],
wahrend dies nach Stimulation Gber aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, wie NCRs, auf die
CD56%™ NK-Zellen zutrifft [8, 53]. Obwohl CD56°™ NK-Zellen nach Aktivierung schneller eine
zytotoxische Reaktion zeigen, kdnnen CD56"" NK-Zellen durch zusatzliche Stimulation mit
IL-2 oder IL-12 eine ahnlich starke Zytotoxizitat erreichen [54, 55].

In den letzten Jahren mehren sich Hinweise darauf, dass NK-Zellen auch zu einer Gedacht-
nisantwort féhig sind. Diese ist grundséatzlich dadurch charakterisiert, dass nach Kontakt mit
einem Antigen spezifische langlebige Gedéachtniszellen gebildet werden, die bei nochmali-
gem Kontakt mit demselben Antigen zu einer schnelleren und stérkeren Immunreaktion be-
fahigt sind. Bisher wurde angenommen, dass dieses Phanomen nur bei T- und B-
Lymphozyten auftritt, da nur diese Zelltypen aufgrund genetischer Rekombination hoch-
diverse Antigenrezeptoren exprimieren, die jeweils flr ein einzelnes Antigen (Epitop) spezi-
fisch sind. Die meisten Nachweise fur eine Gedachtnisdhnliche Funktion von NK-Zellen wur-
den bisher im Mausmodel erbracht. Hier konnte nach einmaligem Kontakt mit anschlieBen-
der Reinfektion mit unterschiedlichen Viren [56, 57] (v. a. mit murinem Cytomegalievirus [58,
59]) eine gesteigerte NK-Zell-Aktivitdt beobachtet werden, die unabhangig von T- und B-

Lymphozyten auftrat. Darlber hinaus kam es auch nach kutaner Sensibilisierung von
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Mausen mit unterschiedlichen Antigenen zur Vermehrung eines bestimmten NK-Zell-Subtyps
in der Leber, der bei nochmaliger Stimulation mit demselben Antigen eine allergische Reak-
tion ausldste [60, 61]. In beiden Fallen war die Anwesenheit der Zytokine IL-12, IFN-o und
IFN-y fur die Ausbildung der Gedachtnis-NK-Zellen notwendig [62, 63]. Bisher liegen noch
keine direkten Nachweise von Gedéachtnis-NK-Zellen im Menschen vor. Jedoch kommt es
nach Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus (HCMV) zu einer Expansion eines spezi-
ellen NKG2C* NK-Zell-Subtyps [64, 65], der auf erneute Stimulation mit HCMV [66], aber
auch mit anderen Viren, verstarkt aktiviert wird [67-69]. Zusatzlich konnte auch in Rhesusaf-
fen flinf Jahre nach dem ersten Kontakt mit spezifischen Antigenen des Simianen Immunde-
fizienz-Virus (SIV) eine Gedachtnis-Antwort von NK-Zellen nachgewiesen werden [70].

1.1.2 Das CD69 MOLEKUL

CD69 bezeichnet ein Molekul, das zur Familie der Typ Il C-Typ Lektin-Rezeptoren gehdrt
und als Homodimer auf der Zelloberflache exprimiert wird [71, 72].

AuBer Erythrozyten kénnen alle Zellen, die ihren Ursprung im Knochenmark haben, CD69
auf ihrer Oberflache exprimieren. Bei einigen Zelltypen, wie Monozyten [73], Thrombozyten
[74] und Langerhans-Zellen [75], ist das Molekudl konstitutiv vorhanden. Fur alle anderen Zell-
typen wird CD69 haufig als Aktivierungsmarker betrachtet, da es auf ruhenden Zellen nicht
vorkommt, nach in vitro-Stimulation jedoch nach sehr kurzer Zeit auf der Zelloberflache
nachweisbar ist. Die Bindungspartner von CD69 waren lange Zeit nicht bekannt. Kirzlich
konnte jedoch die Bindung an Galectin-1 (einem beta-Galactosidase-bindenden Lektin) ge-
zeigt werden, das auch auf vielen Tumoren vermehrt exprimiert wird [76, 77]. Bei NK-Zellen
fihrt unter anderem die Stimulation mit IL-12, IL-2, IFN-a, PMA (Phorbol-12-myristat-13-
acetat) [78, 79], der Kontakt mit K562-Tumorzellen und die CD16-Kreuzvernetzung zu einer
gesteigerten CD69-Expression [80]. Bei CD69* T-Zellen fihrt die Aktivierung des Rezeptors
mittels gegen CD69 gerichteten Antikdrpern zur Steigerung der IL-2-, TNF- und IFN-y-
Produktion sowie zur Zellproliferation [71, 81]. Bei NK-Zellen wurde mit dieser Behandlung
bisher nur die Steigerung der Zytotoxizitat IL-2-stimulierter NK-Zellen gezeigt [82, 83]. Dieser
Effekt konnte durch die Aktivierung des inhibitorisch wirkenden CD49/NKG2A Rezeptors
wieder blockiert werden [84].

Neben seiner Funktion als kostimulatorischer Rezeptor ist CD69 auch bei der chemotakti-
schen Antwort auf Sphingosin-1-Phosphat (S1P) beteiligt. Bei T-Zellen fiihrt eine gesteigerte
CD69-Expression zu einer reduzierten Expression des S1P-Rezeptors 1 (S1PR1), wodurch
die Zellen in lymphatischen Geweben gehalten werden [85, 86]. Da NK-Zellen jedoch vor
allem S1PR5 und nur geringe Mengen an S1PR1 exprimieren [87, 88], scheint fir sie der
Signalweg tGber S1PR1 nur eine untergeordnete Rolle zu spielen [87, 89, 90]. Im Mausmo-



6 Einleitung

dell konnte gezeigt werden, dass S1PR5 weder mit CD69 interagiert noch dass seine Ex-
pression von CD69 beeinflusst wird [90].

1.1.3 NEURAL CELL ADHESION MOLECULE (CD56)

CD56, auch neuronales, zellulares Adhasionsmolekil genannt (neural cellular adhesion
molecule, NCAM), ist ein Adhasionsprotein der Immunogobulin-Superfamilie. Durch alter-
natives SpleiBen entstehen viele unterschiedliche Isoformen, wobei die drei Hauptisoformen
nach ihrer GréBe von 120 kD, 140 kD und 180 kD benannt werden. Wahrend CD56,qp nur
oberflachlich in der Zellmembran verankert ist, besitzen die 140 kD- und 180 kD-lsoformen
eine Transmembranregion und einen intrazytoplasmatischen Teil. Uber letzteren kdnnen sie
in unterschiedliche Signalwege eingreifen und auch zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF«B (nuclear factor kB) und somit zu einer Aktivierung der Zelle beitragen [91, 92]. CD56
wird von allen Zellen neuronalen Ursprungs synthetisiert und ist ein Molekil, das Uber Spe-
ziesgrenzen hinweg sehr konserviert ist [93]. CD56 ist eines der wenigen Saugetierproteine,
das Polysialinsduren in unterschiedlicher Menge gebunden hat. Im Bereich des Nerven-
systems ist es unter anderem an der Embryogenese des Gehirns und der Bildung neuer
Synapsen beteiligt [94, 95]. Neben der membrangebundenen Form kann CD56 auch als 16s-
liches Molekil vorliegen, das entweder durch Lésen der Verankerung aus der Zellmembran
(shedding) abgegeben oder direkt sezerniert wird [96, 97]. CD56 kann einerseits homophile
Bindungen eingehen [98] und andererseits an eine Vielzahl anderer Moleklle, z. B. auch an
Bestandteile der extrazellularen Matrix, binden [99, 100].

Bei Menschen exprimieren auch NK-Zellen und einige wenige weitere Zelltypen wie NKT-
Zellen die 140 kD-Isoform von CD56 [101]. Dabei ist die Expression bei NK-Zellen ab dem
Stadium der unreifen NK-Zellen, jedoch noch nicht bei NK-Vorlauferzellen, nachweisbar
[102]. Welche funktionellen Auswirkungen die CD56-Expression auf NK-Zellen hat, ist noch
weitestgehend unbekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass NK-Zellen tGber homophile Bindun-
gen von CD56 aktiviert werden kénnen. So fuhrte die Stimulation mit an eine Zellkulturplatte
gekoppeltem anti-CD56-Antikérpern zur Induktion von CD69 [103]. Weiterhin kann CD56
auch an der Erkennung und Abtétung von Tumorzellen beteiligt sein, da die 140 kD-Isoform
auch auf vielen Tumorzellen zu finden ist und als Zeichen besonderer Malignitét angesehen
wird [104-106]. Dabei treten jedoch je nach Art des Tumors erhebliche Unterschiede auf. Die
Aussagen der verschiedenen Publikationen reichen von keinerlei Abtétung der Tumorzellen
[101, 107] Gber Abtétung nach homophiler Interaktion [108, 109] bis zu einer nicht Gber ho-
mophile Bindung vermittelten Hemmung der Lyse [110]. Zusétzlich scheinen NK-Zellen Gber
die Bindung von CD56 an FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) auf T-Zellen ein kosti-
mulatorisches Signal zu liefern, das zusammen mit Stimulation des T-Zell-Rezeptors zu einer

Aktivierung der T-Zellen fuhrt [111]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass die Interaktion
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zwischen CD56 auf NK-Zellen und DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin) auf dendritischen Zellen zu einer verminderten Lyse von
dendritischen Zellen (DCs) filhrte, wobei dieser Effekt auf CD56°™ NK-Zellen mit geringerem
Gehalt an Polysialinsauren beschrankt war [112].

1.2 Leishmanien

1.2.1 LEBENSZYKLUS

Die Leishmaniose wird durch die Infektion mit Protozoen der Gattung Leishmania hervor-
gerufen. Leishmanien gehéren zum Stamm der Euglenozoa, zur Klasse der Kinetoplastea
und zur Familie der Trypanosomatidae. Die derzeit Gber 20 bekannten Spezies und Sub-
spezies lassen sich in die Untergattungen Leishmania (Leishmania) und Leishmania
(Vianna) einteilen [113]. Sie zeigen einen indirekten Entwicklungszyklus mit einem Wirts-
wechsel zwischen Saugetieren und weiblichen Sandmicken der Gattung Phlebotomus
(in der alten Welt) oder Lutzomyia (in der neuen Welt) [114]. In der Micke liegen die Parasi-
ten in ihrer begeiBelten, lIanglichen, promastigoten Form von 5-14 um Lange vor. Diese Sta-
dien vermehren sich im Mitteldarm zun&chst zu schwach-infektiésen prozyklischen Promas-
tigoten, anschlieBend erfolgt die Umwandlung zu hoch-infektiésen metazyklischen Promasti-
goten, die sich in einem Gel-ahnlichen Proteinnetzwerk zwischen Mittel- und Vorderdarm
ansammeln und bei einem Stich der Miicke regurgitiert und tbertragen werden [115]. Dabei
liegt die mittlere Infektionsdosis zwischen 100 und 1000 Parasiten [116, 117]. Im Saugetier
werden die Parasiten durch Phagozytose in verschiedene Zellen aufgenommen und wandeln
sich in abgerundete, unbegeil3elte, 2-4 um groBe Amastigote um. Durch die kontinuierliche
intrazelluldre Vermehrung der Amastigoten kommt es zum Platzen der Wirtszelle, sodass
weitere Zellen durch freigesetzte Amastigote infiziert werden kénnen. Der Infektionskreislauf
schlief3t sich, sobald eine Sandmticke bei einem Blutmahl infizierte Zellen oder freie Amasti-
gote aufnimmt und sich die Leishmanien im Darm wieder zu Promastigoten umwandeln
[118].

1.2.2 KLINK UND EPIDEMIOLOGIE DER LEISHMANIOSE

In vielen Fallen, vor allem bei viszeraler Leishmaniose, verlauft die Infektion subklinisch.
Grundsatzlich hangt sowohl die Ausbildung klinischer Symptome als auch die Schwere des
Krankheitsverlaufs von verschiedenen Risikofaktoren, wie geringes Alter, Unterernahrung,
eine hohe Infektionsdosis und eine nicht ausreichende Immunantwort ab [119, 120]. Insbe-
sondere letzteres bedingt, dass die Leishmaniose gehauft bei HIV (Humanes Immundefi-
zienz-Virus) -infizierten Menschen auftritt [121]. Zuséatzlich sind auch einige Genpolymor-
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phismen bekannt, die mit einer h6heren oder niedrigeren Krankheitsrate assoziiert sind [122,
123].

Bei der Leishmaniose des Menschen werden hauptsachlich drei unterschiedliche Krank-
heitsbilder unterschieden: die kutane Form (CL), die mukokutane Form (MCL) und die visze-
rale Form (VL). Welche dieser Formen auftritt, ist maBgeblich von der Leishmanien-Spezies
abhangig. Die kutane Leishmaniose wird im Mittelmeerraum, Nordafrika, im Nahen und
Mittleren Osten durch L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica und L. (L.) infantum her-
vorgerufen, wahrend in Zentral- und Sidamerika verschiedene Spezies des L. (L.) mexica-
na-Komplexes und des Leishmania Vianna Subgenus, wie L. (V.) braziliensis, fir die CL ver-
antwortlich sind [124]. Die CL ist durch Bildung von Papeln in der Haut gekennzeichnet, die
sich innerhalb von 4-12 Wochen zu Ulzerationen mit einer typischen ,Vulkanform* entwi-
ckeln, jedoch meist lokal auf den Bereich der Einstichstelle begrenzt bleiben. Bei immun-
kompetenten Patienten heilen diese Wunden selbststandig innerhalb von 6-12 Monaten
- gegebenenfalls unter starker Narbenbildung - ab [125]. Mit 0,7 bis 1,2 Mio. neuen Fallen
pro Jahr ist dies die am weitesten verbreitete Form der Leishmaniose. 95 % dieser Krank-
heitsfélle kommen in dhnlicher Haufigkeit in Mittel-/Sidamerika, dem Mittelmeerraum und
Westasien (Mittlerer Osten bis Zentralasien) vor. Besonders betroffen sind die Lander Af-
ghanistan, Algerien, Iran, Syrien, Nord-Sudan, Athiopien, Brasilien, Kolumbien, Peru und
Costa Rica [126]. Die mukokutane Form der Leishmaniose wird vor allem durch L. (V.) brazi-
liensis und L. (V.) panamensis verursacht und zeichnet sich durch eine progressive Zersto-
rung der Mund-, Nasen- und Rachenschleimhaut aus. Sie tritt in 1-10 % aller Infektionen auf
und kommt hauptsachlich in Stidamerika vor, wobei die meisten Félle in Bolivien, Brasilien
und Peru zu verzeichnen sind und h&ufig auf eine kutane Leishmaniose folgen [127, 128]. L.
(L.) donovani (alte Welt) und L. (L.) infantum (alte und neue Welt) sind die Verursacher der
viszeralen Leishmaniose. Bei dieser Erkrankung verbreitet sich der Parasit in den inneren
Organen, wobei vor allem die Milz, die Leber und das Riickenmark betroffen sind. Diese oh-
ne Behandlung letal verlaufende Leishmanioseform fuhrt zu Fieberschiiben, Gewichtsverlust,
Panzytopenie sowie Hepato- und Splenomegalie. Wahrend L. (L.) donovani vorwiegend in
Afrika und im sldasiatischen Raum vorkommt und der Mensch hier als einziger Wirt be-
schrieben ist, ist L. (L.) infantum im Mittelmeerraum und Mittel-/Sidamerika mit dem Hund
als Hauptreservoir verbreitet [129]. Jahrlich treten geschatzt 200.000-400.000 neue Falle
viszeraler Leishmaniose auf, wovon ca. 20.000 tédlich verlaufen. 90 % aller Félle sind dabei
in Bangladesch, Indien, Sudan, Siid-Sudan, Athiopien und Brasilien zu verzeichnen [126].
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1.3 Immunologie der Leishmaniose

Die verschiedenen klinischen Auspragungen der Leishmaniose lassen sich gut im Mausmo-
dell nachstellen. Mit dessen Hilfe konnten in den letzten Jahrzehnten viele Mechanismen der
Immunantwort auf Leishmanien analysiert werden.

Die Sandmicke gehdrt zu den sogenannten pool feedern, die oberflachliche Blutkapillaren
der Haut anritzen, bevor das Blut aus dem entstehenden Blutsee aufgenommen wird [130].
Dadurch sind die ersten Komponenten des Immunsystems, mit denen injizierte Promastigote
in Kontakt kommen, einerseits Immunzellen der Haut wie residente Makrophagen und dend-
ritische Zellen und andererseits das Komplementsystem sowie Immunzellen des Blutes, die
durch Ausschittung von Chemokinen zusétzlich zur Einstichstelle rekrutiert werden.

Das Komplementsystem ist in der Lage, extrazelluldre Leishmania-Stadien sehr effektiv ab-
zutdten [131, 132]. Es wird angenommen, dass alle drei Wege der Komplementaktivierung
beteiligt sind, wobei jedoch der alternative Weg der wichtigste ist [133]. Der entscheidende
Schritt der Komplementaktivierung ist die Aktivierung des Komplementfaktors 3 (C3b), was
zu der Rekrutierung weiterer Faktoren und Bildung des Membranangriffskomplexes mit
nachfolgender Lyse der Leishmanien fiihrt. Zum Uberleben der Leishmania-Parasiten ist es
daher essentiell, moglichst schnell in Zellen aufgenommen zu werden. Leishmanien sind
nicht in der Lage, Zellen aktiv zu infizieren und werden nur passiv tber Phagozytose auf-
genommen. Um diesen Prozess zu beschleunigen, nutzen sie Komponenten des Komple-
mentsystems. Hierbei spielen die beiden haufigsten Oberflachenantigene LPG (Lipophos-
phoglycan) und gp63 (eine Metalloprotease, auch Leishmanolysin genannt) von Promastigo-
ten eine wichtige Rolle [134, 135]. Sie binden C3b auf der Parasitenoberflache, was die Bin-
dung an die Komplementrezeptoren 1 und 3 (CR1/3) auf Phagozyten beglnstigt und die
Phagozytose der Leishmanien beschleunigt [131, 136, 137]. Gp63 spaltet zudem C3b zu
inaktivem C3bi, was zu einer Hemmung der Komplementvermittelten Lyse der Parasiten
fhrt [138]. Hauptwirtszellen der Leishmanien sind daher professionelle Phagozyten wie z. B.
Makrophagen, Monozyten, DCs und neutrophile Granulozyten. Nicht-phagozytierende Zellen
wie T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen werden hingegen nicht infiziert.

Leishmanien verfligen Uber weitere Mechanismen, um die zellulare Immunantwort des Wirts
zu umgehen. In Makrophagen verzégern sie beispielsweise die Reifung von Phagosomen zu
Phagolysosomen [139]. Dadurch bleibt geniigend Zeit, sich nach der Aufnahme in die Wirts-
zellen in Amastigote umzuwandeln, die gegenliber den Bedingungen im Phagolysosom rela-
tiv resistent sind. Des Weiteren hemmen Leishmanien sowohl in Makrophagen als auch in
DCs und Monozyten die Antigen-Prasentation [140-143] und die IL-12-Produktion [143, 144]
und induzieren stattdessen die Produktion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und
TGF-p [145-147]. Neutrophile Granulozyten sind zwar in der Lage, extrazelluldre Leishma-

nien zu erkennen und sie Uber reaktive Sauerstoffmediate und die Ausbildung sogenannter
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neutrophil extracellular traps (NETs) abzutdten [148, 149], haben aber auch negative Effekte
auf die Immunabwehr. Intrazellulare Leishmanien l6sen in Granulozyten Apoptose aus. Die-
se apoptotischen Neutrophilen werden von Makrophagen aufgenommen und fiihren zu de-
ren Infektion, ohne allerdings eine inflammatorische Reaktion der Fresszellen zu stimulieren.
Die infizierten apoptotischen Neutrophilen agieren demnach als ,Trojanisches Pferd“ und
tragen auf diese Weise zu einer starkeren Verbreitung der Parasiten bei [150, 151].

Im weiteren Verlauf der Infektion transportieren infizierte, aus Monozyten entstandene dend-
ritische Zellen (Mo-DCs) [152, 153] oder residente Haut-DCs [154] die Parasiten zu den re-
gionalen drainierenden Lymphknoten [155] und induzieren durch Produktion von IL-12 eine
Leishmanien-spezifische T-Zell-Antwort [156]. Die Rolle von B-Zellen und Antikérpern bei
Leishmanien-Infektionen ist umstritten. B-Zellen scheinen an der Aktivierung von T-Zellen
beteiligt zu sein [157]. Antikérper sind meist nur bei Patienten mit viszeraler Leishmaniose
nachweisbar und vermitteln keinen Schutz gegen eine Infektion. Hohe Antikdrpertiter sind
hingegen sogar mit einem héheren Risiko der Progression von asymptomatischer zu Klini-
scher Leishmaniose [158] bzw. Ausbildung einer chronischen Infektion [159] assoziiert.

Uber unterschiedliche Mausmodelle konnten die Faktoren und Zelltypen ermittelt werden, die
fir die Kontrolle der Infektion bendtigt werden. Dazu gehdren IFN-y-produzierende CD4* T-
Helfer-Zellen des Typs 1 (Th1-Zellen) [156, 160, 161], die aus den Lymphknoten auswan-
dern und im Bereich der Infektion akkumulieren [162]. Ein Uberwiegen von Th2-Zellen sowie
von IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-B wird dagegen allgemein mit einer Progression statt einer
Kontrolle der Infektion assoziiert [163-165]. Dies spiegelt sich auch in den unterschiedlichen
Krankheitsverlaufen von L. major-infizierten C57BL/6-Mausen und BALB/c-M&ausen wieder
[166]. Wahrend erstere eine Th1-dominierte Immunantwort zeigen und die Infektion kontrol-
lieren kénnen, zeigen BALB/c-Mause eine Th2-gepragte Reaktion mit progressivem, nicht-
heilendem Krankheitsverlauf. Durch Blockade von IL-4 [167] oder Gabe von IL-12 [168] kann
auch bei diesen M&usen eine Kontrolle der Infektion erreicht werden. Parallel dazu fihrt eine
Behandlung von resistenten Mausen mit anti-IL-12-Antikérpern [169] oder Uberexpression
von IL-4 [170] zu einer Progression der Erkrankung.

Zum Teil kénnen diese Erkenntnisse aus dem Mausmodel auch auf den Menschen Uber-
tragen werden. So wurde beispielsweise in Biopsien von Patienten mit chronischer L. mexi-
cana-Infektion ein héherer Gehalt an IL-10 und TGF-B nachgewiesen als bei akuter Infektion
[171], wohingegen geheilte Patienten nach Restimulation mit Leishmanien-Antigen eine ge-
steigerte IL-12-Produktion zeigten [172]. Im Blut von Patienten mit akuter viszeraler Leish-
maniose kann dagegen meist ein gemischtes Th1- (IFN-y, TNF) und Th2- (IL-4, IL-10, TGF-
B) assoziiertes Zytokin-Profil nachgewiesen werden [142, 173, 174]. Es wird daher ange-
nommen, dass eine akute Leishmanien-Infektion nicht durch das Fehlen einer Thi-

Immunantwort per se ausgelést wird, sondern dieses durch anti-inflammatorische Zytokine
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wie IL-10 unterdrlickt wird [175-177]. FUr diese These spricht auch, dass bei Patienten mit
aktiver viszeraler Leishmaniose nach Stimulation von Blutleukozyten mit Leishmania-Antigen
IL-10 produziert wird, wahrend dies bei geheilten oder asymptomatischen Menschen nicht
der Fall ist [175, 178, 179]. Stattdessen sind bei diesen Patientengruppen IFN-y und IL-12
messbar [179, 180].

IFN-v ist essentiell fur die Kontrolle der Infektion, da es sowohl in murinen [181, 182] als auch
in humanen [183-185] Makrophagen die Expression der induzierbaren Stickstoffoxid-
Synthase (iNOS) und die Produktion von TNF induziert, welches wiederum einen positiven
Einfluss auf die iNOS-Expression hat [186, 187]. Auch andere Faktoren wie MIP-1a
(macrophage inflammatory protein 1) und MCP-1 (macrophage chemoattractant protein 1)
unterstitzen die INOS-Induktion [188, 189]. Durch iNOS werden reaktive Stickstoffmediate
produziert, die auf intrazellulare Leishmanien direkt toxisch wirken [186, 187, 190, 191].
Obwohl die meisten immunkompetenten Wirte die Infektion kontrollieren kébnnen, kommt es
doch zu einer lebenslangen Persistenz der Erreger [192-195]. Dies wird einerseits durch In-
fektion von ,sicheren” Zielzellen, wie Hepatozyten, Fibroblasten und myeloiden Vorlauferzel-
len, welche die Parasiten nicht abtéten kénnen [196-198], und andererseits durch eine IL-10-
Produktion Uber regulatorische T-Zellen (Tg) erreicht [190, 199-201].

1.4 Rolle von NK-Zellen bei muriner und humaner Leishmaniose

Nach der Infektion von M&usen mit L. major (CL) oder L. infantum (VL) kommt es innerhalb
der ersten 24 h zu einer Akkumulation von aktivierten, zytotoxischen und IFN-y produzieren-
den NK-Zellen in der Haut und in der T-Zell-reichen Zone von Lymphknoten oder Milz [5,
202-204]. Wenn NK-Zellen vor der Infektion im Wirtstier depletiert werden, kommt es zu ei-
ner schwerer verlaufenden Erkrankung, und die Parasitenlast in den befallenen Organen ist
hoéher als in unbehandelten Tieren [205, 206]. Zudem kdnnen die Parasiten nicht lokal Uber
Immunreaktionen begrenzt werden und disseminieren in Folge [207]. NK-Zellen vermitteln im
Mausmodell daher in der frihen Phase der Infektion (bevor eine adaptive T-Zell-Antwort ge-
neriert wird) einen protektiven Effekt, obwohl sie fir die letztendliche Kontrolle der Infektion
nicht essentiell sind [208, 209]. Mittels verschiedener gendefizienter Mausstdmme und Uber
den Einsatz blockierender Antikdrper konnte gezeigt werden, dass die NK-Zellen nicht direkt
durch den Parasiten aktiviert werden, sondern verschiedene indirekte Signale von anderen
Zellen benétigen. Ein unverzichtbarer Faktor ist hierbei IL-12, das nach der Erkennung ge-
nomischer Parasiten-DNA durch TLR9 im phagosomalen Kompartiment von DCs produziert
wird [5, 156, 210]. IL-2, das von Antigen-spezifischen T-Zellen gebildet wird, fungiert bei der
NK-Zell-Aktivierung hingegen nur als verstarkendes Ko-Signal [205, 211]. Bei der viszeralen
Leishmaniose der Maus wird neben IL-2 auch IL-18 benétigt, um eine maximale NK-Zell-
Antwort auszuldésen [212]. Bei der kutanen Leishmaniose der Maus konnte hingegen gezeigt
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werden, dass auch IFN-o/f flr die vollstandige Aktivierung von NK-Zellen erforderlich ist
[213]. Diese so aktivierten NK-Zellen zeigen zwar eine gesteigerte Zytotoxizitat, die sich ex
vivo in Kokulturen mit Tumorzellen nachweisen lasst, kénnen jedoch Leishmania-infizierte
Wirtszellen weder in vitro noch in vivo in C57BL/6-Mausen als Zielzellen erkennen. Folglich
werden diese auch nicht direkt durch NK-Zellen abgetétet. Der schitzende Effekt von NK-
Zellen wird vielmehr Uber die Produktion von IFN-y vermittelt [214]. Dieses fuhrt einerseits zu
einer sehr frihen Induktion von iNOS in infizierten Makrophagen und damit zur Senkung der
initialen Parasitenlast und unterstitzt andererseits die Ausbildung einer protektiven Thi-
Immunantwort. Die Aktivierung von NK-Zellen im Leishmanien-Mausmodell ist auch in der
nachfolgenden Abbildung E2 dargestellt.

IL-18
IL-12 1

Abbildung E2: Aktivierung und Funktion von NK-Zellen in experimenteller muriner Leishmania-
Infektion

In Leishmania-infizierten Mausen werden Natlrliche Killer-Zellen durch unterschiedliche akzessori-
sche Zellen (DC, PMN, T-Zellen) und Zytokine (IL-12, IL-18, IL-2, IFN-a/B) aktiviert und produzieren in
Reaktion IFN-y. Dies fuhrt zur gesteigerten Produktion von NO in infizierten Makrophagen und zur
Abtdtung der intrazellulédren Parasiten.

Die Abbildung wurde modifiziert Gbernommen von Bogdan C, 2012 [215].

Welchen Beitrag NK-Zellen bei einer Leishmanien-Infektion im humanen System leisten, ist
letztendlich noch unklar. Die diesbezuglich publizierten Daten sind teils widersprtchlich.
Grundsatzlich scheinen NK-Zellen, &hnlich wie im Mausmodell, einen protektiven Effekt zu
haben, da beispielsweise Patienten mit akuter viszeraler Leishmaniose (L. donovani) eine
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reduzierte NK-Zell-Zahl im peripheren Blut aufwiesen, der sich nach erfolgreicher Therapie
wieder normalisierte [216]. In anderen Untersuchungen wurde dagegen keine Veranderung
der Anzahl, jedoch eine verringerte NK-Zell-Zytotoxizitat bei Leishmania-Infektionen nach-
gewiesen [217, 218]. Weiterhin konnte bei L. mexicana-infizierten Patienten ein Zusammen-
hang zwischen der NK-Zell-Aktivitdt und dem Auftreten einer lokal begrenzten bzw. diffusen
kutanen Leishmaniose (LCL, DCL) gezeigt werden. Dabei waren bei Patienten mit diffuser
kutaner Symptomatik sowohl im peripheren Blut als auch in den eigentlichen Lasionen weni-
ger NK-Zellen nachweisbar, und sie zeigten im Vergleich zu NK-Zellen von Patienten mit
lokal begrenzter kutaner Leishmaniose eine geringere IFN-y und TNF-Produktion [219].

Der Beitrag von NK-Zellen in der frihen Phase der Infektion kann aus offensichtlichen
Grinden im humanen System nur in vitro untersucht werden. Der Mechanismus, Uber den
hier eine Aktivierung der NK-Zellen erfolgt, ist nicht gesichert. Aus der Mehrzahl der Publika-
tionen geht hervor, dass wie im Mausmodel akzessorische Zellen und Zytokine notwendig
sind, da eine IFN-y-Produktion und/oder Proliferation von NK-Zellen nach Stimulation mit
Leishmanien nur bei Verwendung der Gesamtpopulation peripherer mononukleéarer Zellen
des Blutes (PBMCs) [220, 221], in Anwesenheit von Monozyten [222, 223] oder nach IL-12-
[220] oder IL-2-Zugabe [224] beobachtet wurden. Andererseits war in einer Reihe von Studi-
en eine NK-Zell-Aktivierung nur bei einigen Spendern oder gar nicht nachweisbar [225-227].
Es ist auch noch unklar, welche parasitaren Molekile fir eine NK-Zell-Aktivierung nétig sind.
Lebende Promastigote hatten einen besseren Effekt als hitzeinaktivierte Parasiten [228,
229], wahrend die Daten zur Verwendung eines Freeze-thaw-Lysats teils widersprtchlich
waren [220, 222, 223, 230]. Als eines der Parasitenmolekile, die die NK-Zell-Antwort stimu-
lieren, konnte das Leishmanien-Antigen LACK (Leishmania Homolog der Rezeptoren der
aktivierten C-Kinase, ein Plaminogen-bindendes Protein) identifiziert werden. In PBMC-
Kulturen induzierte es in Abhangigkeit der MHCII-Expression die IFN-y -Produktion humaner
NK-Zellen [222]. Des Weiteren wurden auch LPG [231] und gp63 [224] als NK-Zell-
aktivierende Molekile beschrieben.

Im Unterschied zum Mausmodell, in dem die Aktivierung von NK-Zellen ausschlieBlich indi-
rekt Gber Zytokine von akzessorischen Zellen erfolgt, und im Gegensatz zu den oben aufge-
fihrten humanen Daten wird auBerdem beschrieben, dass humane NK-Zellen direkt durch
Leishmanien aktiviert werden kdnnen. Als auslésende Mechanismen werden sowohl LPG-
abhangige [231] als auch TLR2-vermittelte oder LPG/LACK-unabhangige Reaktionen ge-
nannt [229]).
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1.5 Fragestellung

Basierend auf den bisherigen Daten zur Aktivierung und Funktion der NK-Zell-Antwort im
Maussystem war es Ziel dieser Arbeit, die Erkenntnisse zur Leishmania-induzierten NK-Zell-
Antwort fir das Humansystem zu dberprifen. In Anlehnung an das bereits verwendete
Mausmodell wurde dazu mit bis zu 24 Stunden p. i. ein friiher Zeitraum nach Infektion flr die
Analysen gewahlt.
Da die bisher veroéffentlichten Daten zur Aktivierung und Effektorantwort von humanen NK-
Zellen nach Stimulation mit Leishmania spp. zum Teil recht widerspriichliche Resultate be-
schreiben, sollte in dieser Arbeit liber geeignete in vitro-Systeme unter Verwendung von rei-
nen NK-Zell-Populationen von Spendern, die nie zuvor mit Leishmanien in Kontakt gekom-
men waren, folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:
e Kann die direkte Konfrontation mit Leishmania-Parasiten humane NK-Zellen zu einer
Effektorantwort stimulieren?
e Sind fir das Ausldésen einer NK-Zell-Antwort zusétzliche Signale von akzessorischen
Zellen notwendig?
e Welche molekularen Mechanismen liegen der NK-Zell-Aktivierung Uber Leishmania-
Parasiten im humanen System zugrunde?
e Gibt es Leishmania-Spezies-abhangige Unterschiede in der NK-Zell-Aktivierung (v. a.
kutane vs. viszerotope Spezies)?
e Lassen sich die in vitro generierten Daten zu Mechanismen der NK-Zell-Aktivierung

Uber das humanisierte Mausmodell in vivo verifizieren?

Das langfristige Ziel des Dissertationsvorhabens war es, den exakten Mechanismus der Ak-
tivierung von NK-Zellen in der humanen Leishmaniose zu identifizieren. Die Kenntnis der fur
die Aktivierung wichtigen Faktoren kann sowohl bei der Entwicklung eines humanen Impf-
stoffes als auch bei der Verbesserung der Leishmaniose-Therapie (vor allem bei der viszera-

len Leishmaniose) von Nutzen sein.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 PARASITEN

Spezies Stamm Beschreibung

L. infantum MHOM/DE/1998/LUBH1 isoliert aus dem peripheren Blut eines Patienten mit
akuter viszeraler Leishmaniose

MHOM/DE/2012/VA21737 | isoliert aus einem Knochenmarkspunktat eines Patien-
ten mit akuter viszeraler Leishmaniose

MHOM/DE/2014/VA20763 | isoliert aus einer Hautbiopsie eines Patienten mit
kutaner Leishmaniose

MCAN/ES/2010/BON isoliert aus dem peripheren Blut eines Hundes mit
viszeraler Leishmaniose
L. major MHOM/IL/1981/FEBNI isoliert aus einem Patienten mit kutaner Leishmaniose
L. mexicana | MNYC/BZ/1962/M379 isoliert aus einer Vesperratte
L. donovani | MHOM/SD/1962/1SCL2D isoliert aus einem Patienten mit viszeraler Leishmaniose
("bob")

Sofern nicht anders vermerkt, wurde in den Experimenten der L. infantum-Stamm
MHOM/DE/98/LUB1 verwendet.

Von L. infantum-, L. mexicana- und L. donovani-Promastigoten wurden mehrere Aliquots
derselben Charge in flissigem Stickstoff gelagert. Um die Vergleichbarkeit der Parasiten in
den verschiedenen Experimenten zu gewahrleisten, wurde alle 1-2 Monate ein neues Aliquot
frisch aufgetaut. Die Vermehrung erfolgte ausschlieBlich in komplettem Leishmanien-
Kulturmedium (substituiertes Schneider’s Drosophila Medium). L. major-Parasiten wurden fir
5-6 Passagen auf Novy-McNeil-Nicolle Blut-Agar vermehrt. Zur Aufrechterhaltung ihrer Infek-
tiositdt wurden sie danach in einer BALB/c-Maus passagiert, bevor sie wieder in vitro ver-
mehrt wurden. Alle 2-3 Wochen wurden die Parasiten von der Blutagarplatte in Leishmanien-
Kulturmedium Uberfihrt und dort weitervermehrt.

Das fir die Kultur der Leishmanien benutzte Medium wurde regelmaBig auf seinen Lipopoly-
saccharid (LPS)-Gehalt mittels eines kolorimetrischen LPS-Assays (Lonza) untersucht.
Waéhrend des Studienzeitraums lag der mittlere Gehalt bei 16,2 pg/ml.
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2.1.2 MAUSE

Maus- | Originalbezeichnung | Genetischer Hinter- | Referenz | Herkunft

linie grund

NSG | NOD/SCID/IL-2Rg™" | C.B-17 x 129S4/SvJae | [232] Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA

Die Original-Zuchtpaare wurden von Jackson Laboratory bezogen und im Franz-Penzoldt-

Zentrum, der zentralen Versuchstierhaltungseinrichtung des Universitatsklinikums Erlangen,

vermehrt und gehalten. Die Haltung erfolgte unter SPF (specific pathogen-free)-Bedingungen

in individuell ventilierten Kafigen. Das Versuchsvorhaben wurde im Tierversuchsantrag
Nummer 54-2532.1-54/13 beantragt und genehmigt.

2.1.3 ZELLLINIEN

Zelllinie Zelltyp Organismus Herkunft

K562 chronische myeloische Leukamie Mensch ATCC, Manassas, USA

2.1.4 ANTIKORPER/ ANTISEREN

Antigen Spezifikation Markierung; Hersteller

Arbeitslosung

Durchflusszytometrie

CD3 Maus anti-Human, FITC, 1:200 eBioscience/ Affymetrix,
Klon: OKT3, PerCP-Cy5.5, 1:200 Frankfurt, Deutschland
Isotyp: Maus 1gG2a,x Biotinyliert, 1:200 BioLegend,

Fell, Deutschland

CD11b Maus anti-Human, V450, 1:200 BD Bioscience,
Klon: ICRF44, Heidelberg, Deutschland
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD11c Maus anti-Human, PerCP-efluor®710, 1:100 | eBioscience/ Affymetrix
Klon: 3.9,
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD14 Maus anti-Human, FITC, 1:50 eBioscience/ Affymetrix
Klon: 61D3,
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD16 Maus anti-Human, PerCP-efluor®710, 1:200 | eBioscience/ Affymetrix
Klon: CB16, eFluor® 450, 1:200
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD19 Maus anti-Human, PE, 1:25, BioLegend
Klon: HIB19, eFIuor®450, 1:100 eBioscience/ Affymetrix
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD25 Maus anti-Human, PE-Cy7, 1:50 eBioscience/ Affymetrix, Bio-
Klon: BC96, Legend
Isotyp: Maus IgG1 ,x,

CD45 Maus anti-Human, PerCp, 1:200 Dako/ Agiland Technologies,
Klon: 2D1 Glostrup, Ddnemark
Isotyp: Maus IgG1,x,

CD56 Maus anti-Human, PE-Cy7, 1:200 eBioscience/ Affymetrix
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(NCAM) Klon: CMSSB, PE-Cy5.5, 1:200
Isotyp: Maus IgG1 x, APC, 1:200
CD56 Maus anti-Human, APC, 1: 50 BioLegend
(NCAM) Klon: MEM-188,
Isotyp: Maus IgG2a,x,
CD56 Maus anti-Human, APC, 1:200 BioLegend
(NCAM) Klon: HCD56,
Isotyp: Maus IgG1 x,
CD69 Maus anti-Human, PerCP-Cy5.5, 1:100 BioLegend
Klon: FN50,
Isotyp: Maus IgG1 x,
CD80 Maus anti-Human PE, 1:100 BioLegend
Klon: 2D10,
Isotyp: Maus IgG1 x,
CD83 Maus anti-Human, PE, 1:100 BioLegend
Klon: HB15e,
Isotyp: Maus IgG1 x,
CD86 Maus anti-Human, APC, 1:100 BioLegend
Klon: IT2.2,
Isotyp: Maus IgG2b,x,
CD192 Maus anti-Human, PE-Cy7, 1:100 BioLegend
(CCR2) Klon: K036C2, PerCP-Cy5.5, 1:100
Isotyp: Maus IgG2a,x,
CD335 Maus anti-Human, PE, 1:100 Miltenyi Biotech,
(NKp46) Klon: 9E2, Bergisch Gladbach,
Isotyp: Maus IgG1 x, Deutschland
CD336 Maus anti-Human, APC, 1:50 BioLegend
(NKp44) Klon: P44-8,
Isotyp: Maus IgG1 x,
CDg337 Maus anti-Human, APC, 1:100 BioLegend
(NKp30) Klon: P30-15,
Isotyp: Maus IgG1,x ,
HLA-DR Maus anti-Human, FITC, 1:100 BioLegend
(MHC 1I) Klon: TL243,

Isotyp: Maus IgG2a,x,

Antikorper-vermittelte Molekiilblockade

IFN-a Schaf anti-Human, 1:350 (10 000 neutralisie- | National Institutes of Health
Serum rende Units [nU}/ml) (NIH), Bethesda, USA
IFN-a Schaf anti-Human, 1:350 NIH
Kontrolle Serum
IFN-B Schaf anti-Human, 1:3 (1000 nU/ml) NIH
Serum
IFN-B Schaf anti-Human, 1:3 NIH
Kontrolle Serum
IL-1B Maus anti-Human, 1:100 eBioscience/ Affymetrix
functional grade purified, | Stock: 1 mg/mi
Klon: CRM56, final: 10 pg/ml
Isotyp: Maus IgG1,x
IL-2 Maus anti-human, 1:1000 eBioscience/ Affymetrix
functional grade purified, | Stock: 1 mg/mi
Klon: AB12-3G4, final: 1 pg/ml
Isotyp: Maus 1gG2a,x,
IL-6 Ratte anti-Human, 1:200 BioLegend
LEAF-purified, Stock: 1 mg/ml
Klon: MQ2-13A5, final: 5 pg/ml
Isotyp: Ratten 1gG1 x,
IL-12/IL-23 Maus anti-Human, 1:50 BioLegend
(p40) LEAF-purified, Stock: 1 mg/ml
Klon: C11.5, final: 20 pg/ml
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Isotyp: Maus IgG1,x,

IL-15 Maus anti-Human , 1:1000 eBioscience/ Affymetrix
functional grade purified, | Stock 1 mg/ml
Klon: ct2n, final: 1 ug/ml
Isotyp: Maus IgG1,x,

IL-18 Maus anti-Human, 1:667 MBL, Woburn, USA
Klon: 125-2H, Stock 1 mg/mi
Isotyp : Maus IgG1,x final: 1,5 pg/mi

Isotyp-Kontrollantikérper

Maus IgG1,x | Klon: P3.6.2.8.1 eFluor450, 1:100 eBioscience/ Affymetrix
PE, 1:100
Maus IgG1,x | Klon: MOPC PerCP-Cy5.5, 1:100 BioLegend
APC, 1:100
PE-Cy7, 1:100
Maus IgG1,x | LEAF-purified, 1:100 BioLegend
Klon: MOPC-21, Stock: 1mg/ml
final: 10 pg/ml
Maus Klon: G155-178 FITC, 1:100 BD Bioscience
IgG2a,x
Ratten Klon: eBRG1 APC, 1:100 eBioscience/ Affymetrix
IgG1,x

Immunfluoreszenzfarbung

NKp46

Maus anti-Human,
purified

Klon: 195314,
Isotyp: Maus 1gG2b,

1:50, 500 pg/ml

R&D Systems, Wiesbaden,

Deutschland

CD56
(NCAM)

Maus anti-Human,
purified

Klon: MEM-188,
Isotyp: Maus IgG2a,k,

1:50

BioLegend

Leishmania

humanes Serum eines
Patienten (LUB) mit
viszeraler Leishmaniose

1:50

eigene Herstellung

IL-18

Maus anti-Human,
Klon: 125-2H,
Isotyp : Maus IgG1,x

1:200

MBL

Zweit-Antikor

per

Ziegen IgG Ziege anti-Maus Alexa Fluor 568, 1:100 Invitrogen/ Thermo Scientific,
(H+L) Darmstadt, Deutschland
Affinity
Purified Alexa Fluor 488 1:50 Jackson Immuno Research,
F(ab’) Newmarket, UK
Fragment
ELISA
IFN-y Maus anti-Human, 1:300 BioLegend
(Fanger-Ak) | purified,
Klon: NIB42,
Isotyp: Maus 1gG1,x,
IFN-y Maus anti-Human, Biotinyliert, 1:300 BioLegend
(Detektions- | Klon: 4S.B3,
AK) Isotyp: Maus 1gG1,x,

MACS-Isolierung

CD14

Maus anti-Human Micro Beads

Miltenyi Biotech
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2.1.5 ZYTOKINE UND STIMULANZIEN

Bezeichnung Verdiinnungsfaktor, Konzentration der Stock- | Hersteller
16sung, finale Konzentration im Versuch

rekombinantes 1:200, Stock: 100 000 U/ml, final: 50 U/ml PeproTech,

humanes Hamburg,

(rh) GM-CSF Deutschland

hu IFN-a 1:50, Stock 5000 U/ml, final: 100 U/ml NIH

(Namalwa/ Sendai)

hu IFN-B 1:150, Stock: 15 000 U/ml, final: 100 U/ml NIH

rhu IL-1B 1:500, Stock: 10 pg/ml, final: 20 ng/ml PeproTech

rh IL-2 1:20 000, Stock: 4 x 10° U/ml, final 200 U/ml Chiron, Emeryville, USA

rh IL-4 1:1000, Stock: 250 000 U/ml, final: 250 U/ml PeproTech

rh IL-6 1:1000, Stock 10 pg/ml, final: 10 ng/ml BioLegend

rhu IL-8 1:1000, Stock: 10 pug/ml, final: 10 ng/ml BioLegend

rhu IL-12 (p70) 1:1000, Stock: 10 pug/ml, final: 10 ng/ml PeproTech

rhu IL-15 1:833, Stock: 1 ug/ml, final: 12 ng/ml PeproTech

rhu IL-18 1:1000, Stock: 10 pg/ml, final: 10 ng/ml MBL

rhu MIP-1a 1:500, Stock: 10 ug/ml, final: 20 ng/ml BioLegend

2.1.6 GERATE

Produkt Hersteller

Abzug Kéttermann Labortechnik,

Hanigsen, Deutschland

Bestrahlungsgerat BIOBEAM 2000 S/N 035

Gamma-Service Medical GmbH,
Leipzig Deutschland

Brutschréanke
e BBD6220 (37°C)
o Heracell 240 (28°C)

Heraeus, Hanau, Deutschland

Durchflusszytometer FACSCanto'" I,
Software FACSDiva' 6.1.2

BD Biosciences

ELISA Reader SpectraMax” 340PC384,
Software SoftMax® Pro 5.4

Molecular Devices, Ismaning, Deutschland

MACS® Multistand mit Magneten QuadroMACS'™",
OctoMACS™

Miltenyi Biotech

MAGPIX® mit xPONENT® Software

Luminex, Austin, USA

Mikroskope

¢ Auflichtmikroskop Axiovert 40C, 10x Okular

e Durchlichtmikroskop Axioskop 40, 10x Oku-
lar mit AxioCam ICC1, Software Axiovision
4.6

e Laser Scanning Mikroskop (CLSM) 700 mit
Zen 2009 Software

e Axiophot, 40x Okular

Carl Zeiss, Géttingen, Deutschland

NanoDrop ' 1000

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer
e Tiefe 0,1 mm, Flache 0,0025 mm?
e Tiefe 0,02 mm, Flache 0,0025 mm?

Marienfeld, Lauda Kdénigshofen, Deutschland
Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Thermocycler
e Veriti® 96 well Thermal Cycler
e GeneAmp® PCR System 9700
o quantitative, real-time: ABI Prism® 7900 HT

Applied Biosystems/ life,
Darmstadt, Deutschland

pH meter inoLab® pH720

WTW, Weilheim, Deutschland

Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Pipetten
e Pipetman Classic™
e Eppendorf Research®

Gilson Inc., Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetboy acu Integra Biosciences, Biebertal, Deutschland
Stepper Multipette® plus Eppendorf
Sterilbénke

e Herasafe Thermo Scientific

e Microflow Biological safety cabinet

Nalgene Nunc International/ Thermo Scientific

Taumler Polymax 2040

Heidolph Labortechnik, Schwabach, Deutsch-
land

Thermomixer comfort 1,5 ml

Eppendorf

Thermorthrer RTC classic

IKA Werke, Staufen, Deutschland

TopCount NXT Microplate Gamma Counter

PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

Vortex MS1 Minishaker

IKA Werke

Waage TE1502S

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Wasserbader
e Julabo TW12
e Thermomix BU

Julabo, Seelbach, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland

Zellsorter Aria™ I

BD Biosciences

Zentrifugen
e Minifuge Galaxy Mini

VWR, Darmstadt, Deutschland

e Tischzentrifuge 5417R Eppendorf
e  Multifuge 3SR+ Heraeus
2.1.7 VERBRAUCHSMATERIALIEN
Produkt Hersteller

Adhasions-Objekttrager, 12x 50 mm & Reaktionsfeld

Marienfeld Laboratory Glassware

ELISA-Platten,
¢ Rundboden Vinyl
o Maxisorp™

Nunc/ Thermo Scientific

FACS-Rdéhrchen
e 1,2 ml Microtubes PS
e 5mlIPS
e Falcon®5 ml PP steril

Starlab, Hamburg, Deutschland
Sarsted, NUmbrecht, Deutschland
Corning, Wiesbaden, Deutschland

Falcon® PP conical tube 15 ml, 50 ml

Corning

Filter
e CellTrics®, 30 und 50 pm
o Millex®-GV Sterilfilter, 0,22 pym

Sysmex Partec, Gorlitz, Deutschland
Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Handschuhe semper care® nitrile skin®

Semperit Technische Produkte GmbH,
Wien, Osterreich

Haut-Desinfektionsmittel CutaSept” F

Bode Chemie GmbH,
Hamburg, Deutschland

Immersionsdl Immersol™ 518N Carl Zeiss
Kantlen Microlance™ 27G, 20G BD Biosciences
LUMA-Platte (zur Messung von radioaktiven Uberstanden) | Perkin Elmer

MACSP® Saule: GroBe LS und MS

Miltenyi Biotech

Objekttrager
e Superfrost Ultra Plus
° StarFrost®, adhesive slides

Thermo Scientific
Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, Deutschland

PCR Reaktionsgefafie, 0,2 ml mit gewdlbtem Deckel

Thermo Scientific

Pipetten Costar® Stripette 5, 10, 25 ml

Corning




Material und Methoden

21

Pipettenspitzen bis 1000 pl
ungestopft: TipOne®
gestopft: Biosphere®

Starlab
Sarsted

QlAshredder™ Saulen

QUIAGEN, Hilden, Deutschland

gPCR 384 well Platte

Applied Bioscience/ Life

qPCR Klebefolie Seal ABsolute'™

Thermo Scientific

Safety multifly-Kandle 20G, 21G Sarsted
S-Monovette®
e 9 ml, mit 1,6 mg EDTA/mI Blut Sarsted

e 7,5ml Serum

Spritzen
Discardit™ 11 10 ml, 5ml, 2 ml
Soft-Ject® 1ml

BD Biosciences
Henke-Sass Wolf GmbH,
Tuttlingen, Deutschland

Stepper-Spitzen Combitips plus 1 ml, 5 ml, 25 ml

Eppendorf

Transwell-Einsatz 3470-Clear,
0, 4 um PorengréBe

6,5 mm Durchmesser,

Corning

Zelletten Zellstofftupfer

Lohmann & Rauscher,
Rengsdorf, Deutschland

Zellkultur-Flaschen 25, 75, 175 cm®

Nunc/ Thermo Scientific

Zellkultur-Petrischalen 60, 100 mm @

Nunc/ Thermo Scientific

Zellkulturplatten

e 96 well Nunclon™ Delta surface Microwell Flach-

boden/ Rundboden
o 48 well Cellstar® Flachboden
e 24 well Cellstar® Flachboden/ Rundboden

Nunc/ Thermo Scientific

Greiner bio-one,
Frickenhausen, Deutschland

2.1.8 KITS

Produkt

Hersteller

DNase Treatment & Removal Kit

Ambion/ Thermo Scientific,
Darmstadt, Deutschland

HAEMA-Schnellfarbung

LABOR+TECHNIK,
Eberhardt Lehmann GmbH

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems/ life

Human IFN-y ELISA MAX™ Standard Set

BioLegend

Human IL-2 ELISA Ready-SET-Go!®

eBioscience/ Affymetrix

Human IL-6 ELISA Ready-SET-Go!®

eBioscience/ Affymetrix

Human IL-10 ELISA MAX ™ Standard Set

BioLegend

Human IL-12/IL-23 (p40) ELISA MAX ™ Standard Set

BioLegend

Human IL-18 Matched Antibody Pairs

eBioscience/ Affymetrix

QCL-1000 Chromogenic LAL-Test
(Endotoxin-Nachweis)

Lonza, Verviers, Belgien

Monocyte Isolation Kit Il, human

Miltenyi Biotech

NCAM1 (CD56) Human ELISA Kit

abcam, Cambridge, UK

ProcartaPlex® Multiplex Immunoassay: Human Cyto-
kine/ Chemokine/ Growth Factor Panel 1 (45 plex)

eBioscience/ Affymetrix

RNeasy® MiniKit

QUIAGEN

StreptABComplex (HRP)

Dako/ Agilent Technologies

TagMan® Universal Master Mix II, no UNG

Applied Biosystems/ life

VectaStain® ABC-Peroxidase Standard-Kit

Vector Laboratories, Peterborough, UK
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2.1.9 REAL-TIME PCR EXPERIMENTE

Es wurden folgende vorgefertigte TagMan® PCR-Assays verwendet:

Assay Name

Hersteller

CD69 (Hs00924033_m1)

Life/ Thermo Scientific

GAPDH (Hs02758991_g1)

Life/ Thermo Scientific

IFN-y (Hs00989291_m1)

Life/ Thermo Scientific

NCAM1 (CD56) (Hs00941830_m1)

Life/ Thermo Scientific

2.1.10 MEDIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

Alle Puffer und Lésungen wurden mit k&uflich erworbenem, endotoxin-, RNase- und DNase-

freiem Reinstwasser (Biochrom) oder mit Wasser hergestellt, das mit Hilfe eines MilliQ-

Systems (Millipore GmbH, Schwabach, Deutschland) deionisiert (elektrischer Widerstand

> 18 MegaQ) und regelmaBig auf seine Endotoxin-Freiheit (<10 pg/ml) Gberprift wurde.

Wenn nétig, wurde die Sterilitat durch Autoklavieren oder Filtration Gber einen Steril-Filter mit

0,22 um PorengréBe sichergestellt. Die Lagerung erfolgte entweder bei -20° C, 4° C oder bei

Raumtemperatur.

PBS, Dulbecco w/o Ca®* und Mg**

9,55 g/l in ddH,O

Wasch-Puffer flir humane Primarzellen

e 1 mMEDTA in PBS

NH,CI-Puffer (Erythrozytenlyse)

e 0,17 N NH,CI
e 20 MM HEPES
in ddH,O

Komplettes Zellkulturmedium fir primére hu-
mane Zellen

RPMI-1640 (Gibco/ life, mit 300 mg/l Glutamin, 2000
mg/I D-Glucose

¢ 10 mM HEPES

e 50 uM 2-ME

¢ 100 U/ml Penicillin G

e 100 pg/ml Streptomycin

¢ 10 % hitze-inaktiviertes autologes Plasma

Komplettes Zellkulturmedium fir K562-Zellen

analog zu primaren humanen Zellen, nur mit 10 %
hitze-inaktiviertem FCS statt autologem Plasma

Differenzierungsmedium fir DCs

Komplettes Zellkulturmedium fir primdre humane
Zellen mit

e 250 U/ml rhu IL-4

e 50 U/ml rhu GM-CSF

Bicarbonat-Puffer (zum ,Coaten® fir IL-12-
ELISA)

e 100 mM NaHCO;
e 30 mM N32C03
in ddeO

ELISA Blockierpuffer

10 % FCS in PBS

ELISA Waschpuffer

0,05 % Tween-20 in PBS

Tris-Puffer fur ELISA

e 50 mM Tris
in ddH.0, eingestellt auf pH 7,5 mit HCI

FACS-Puffer

1 % FCS in PBS

Saponin-Puffer

¢ 0,5 % (w/v) Saponin
° 2 o/o FCS
in PBS
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Sort-Puffer

e 2mM EDTA

¢ 10 % autologes Plasma (hitze-inaktiviert)
in PBS

MACS-Puffer

e 1 mMEDTA
¢ 0,5 % autologes Plasma (hitze-inaktiviert)
in PBS

Aminosaure-Antibiotika-Pyruvat-(AAP)-
Lésung 25x

e 2500 U/ml Penicillin G
e 2,5 mg/ml Streptomycin
e 25 mM Natrium-Pyruvat
50 mM L-Glutamin
25 % DMEM (ohne Phenolrot)
6,8 mM L-Asparagin
¢ 13,8 mM L-Arginin
in ddH,O

Komplettes Leishmanien-Kultur-Medium

Schneider's Drosophila Medium, eingestellt auf einen
pH von 6,9 mit NaHCO;, CaCl,, NaOH und HCI,
sterilfiltriert; supplementiert mit

* 4 % AAP Lésung, 25 x

e 10 % FCS

e 10 MM HEPES

e 2 % (v/v) humaner Urin (sterilfiltriert)

2.1.11 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Produkt

Hersteller

Ammoniumchlorid (NH,CI)

Fluka Analytical/ Sigma-Aldrich
Munchen, Deutschland

Biocoll Trennlésung 1,077 g/ml

Biochrom/ Merck-Millipore,
Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (Albuminfraktion V)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Calciumchlorid (CaCl,)

Carl Roth

CellFIX (FACS Fix)

BD Biosciences

Cell Proliferation Dye eFluor® 670 (Verdiinnung 1:500)

eBioscience/ Affymetrix

Chromium-51, spezifische Aktivitat 400-1200 Ci/g

PerkinElmer

Cytofix/ Cytoperm '

BD Biosciences

4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (Verdiinnung 1:300)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco/ Life, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Carl Roth

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth

Fotales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Traufkirchen,
Deutschland

Fixable Viability Dye (eFluor® 506, Verdiinnung 1:1000) eBioscience/ Affymetrix
GolgiStop™ BD Biosciences
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure Sigma-Aldrich

(HEPES)

Humanes Serumalbumin (HSA), Endotoxin-frei

Pentex/ Miles, Kamkakee, USA

Human TruStain FcX™ (Verdiinnung 1:20) BioLegend
Isopropanol Carl Roth
L-Arginin Sigma-Aldrich
L-Asparagin Sigma-Aldrich
Mercaptoethanol (2-ME) Sigma-Aldrich
Methanol (MeOH) Carl Roth
Natronlauge (NaOH) Carl Roth
Natriumcarbonat (Na,CQOs) Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich
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Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich

Penicillin-Streptomycin PAA Laboratories, Célbe, Deutschland

(10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)

Phosphate Buffered Saline Biochrom/ Merck-Millipore

(Dulbeco's PBS, w/o Ca** und Mg**)

Red Blood Cell Lysis Buffer Sigma-Aldrich

Reinstwasser, steril, geeignet fir HPLC Biochrom/ Merck-Millipore

Salzsaure (HCI) Carl Roth

Saponin Carl Roth

Schneider's Drosophila Insekten Medium mit Glutamin Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich

Schwefelsdure (H>S0O,), 95-85 % Applichem, Darmstadt, Deutschland

Streptavidin

e APC-konjugiert, Verdiinnung 1:500 BD Biosciences
e FITC-konjugiert, Verdiinnung 1:1000 BioLegend

Tetramethylbenzidin (TMB) Alfar Aesar, Karlsruhe, Deutschland
BD Biosciences

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth

Trypanblau, 0,4 % (v/v) Sigma-Aldrich

Tween-20 Merck-Millipore

Vectashield® Eindeckmedium (ohne DAPI) Vector Laboratories

Ziegen-Serum Sigma-Aldrich

2.2 Methoden

2.2.1 AUSWAHL DER BLUTSPENDER

Als Blutspender wurden gesunde weibliche und méannliche Erwachsene (18 ¢, 8 &) im Alter
zwischen 24 und 57 Jahren ausgewahlt. Es handelte sich dabei vor allem um Mitarbeiter des
Mikrobiologischen Instituts, die alle vorab Uber den Zweck der Blutentnahme informiert wor-
den waren und dieser ausdricklich zugestimmt hatten (Ethikantrag 112_12B). Zum Zeitpunkt
der Blutentnahme zeigten sie keinerlei Zeichen akuter Infektionen. Eine vorhandene Infektion
mit Leishmanien wurde durch Anamnese und Uber das Fehlen Leishmania-spezifischer Anti-
kérper im Blut mittels Immunfluoreszenz (Leishmania-lgG Immunfluoreszenz-Test, IFT siehe

2.2.2.14 ) ausgeschlossen.

2.2.2 ZELLBIOLOGISCHE UND IMMUNOLOGISCHE METHODEN

Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die meisten Zentrifu-
gationsschritte wurden bei 4 °C, 420 x g fiir 10 min durchgefihrt. Abweichungen hiervon sind
bei den ausfihrlichen Methodenbeschreibungen aufgefthrt. Die Leishmania-Parasiten wur-
den bei 28 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit in komplettem Schneider's Medium kulti-
viert. Die Zentrifugation wurde standardmaBig bei 4 °C, 3400 x g flir 10 min durchgefihrt und
die Parasiten vor Verwendung mindestens zweimalig mit PBS gewaschen. Zur Bestimmung
der Anzahl vitaler Zellen und Parasiten wurden diese mittels Trypanblau gefarbt und in einer

Neubauer-Zahlkammer manuell ausgezahlt.
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2.2.2.1 Fixierung von Leishmanien, Leishmanien-Lysat

Neben lebenden Promastigoten wurden auch fixierte Promastigote und Leishmanien-Lysat
verwendet. Die Fixierung der Promastigoten erfolgte mit 4 %igem Paraformaldehyd fir 10
min bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Leishmanien auf
dieselbe Konzentration eingestellt wie lebende Promastigoten, die zum Vergleich in jedem
Experiment mitgeflihrt wurden. Zur Herstellung des Leishmanien-Lysats (Freeze-thaw-Lysat,
Ft-Lysat) wurden die Parasiten auf dieselbe Konzentration eingestellt, die auch fir lebende
Promastigote im Versuch verwendet wurde, und dann zur Zerstérung der Zellmembran vier-
malig einem Einfrier-Auftau-Prozess unterworfen (Einfrieren bei -80°C gefolgt von einer
langsamen Auftauphase bei Raumtemperatur). Dazwischen wurden die Parasiten grindlich
gemischt (Vortex).

2.2.2.2 Gewinnung von humanem peripherem Blut

Den Spendern wurde mit einer Fligelkantle (20G/21G) zwischen 18 und 135 ml Blut aus der
Vena mediana cubiti entnommen, in sterilen 9 ml EDTA-R&hrchen aufgefangen und inner-
halb einer Stunde weiterverarbeitet.

2.2.2.3 Gewinnung von sterilem autologem Plasma

Das EDTA-Blut wurde zentrifugiert und die obere Phase bis auf 1 ml Uberstand zur unteren
Phase abgenommen. Das so gewonnene Plasma wurde zum Inaktivieren von Enzymen im
Wasserbad fir 30 min auf 56 °C erhitzt und anschlieBend bei 4 °C, 3400 x g fur 10 min zent-
rifugiert. Die flissige Phase des Plasmas wurde gewonnen und Uber einen Sterilfilter mit
0,22 um Porenweite filtriert. Das autologe Plasma des jeweiligen Spenders wurde als physio-
logische Proteinquelle allen Zellkulturmedien flir humane Zellen in einer Konzentration von

10 % hinzugefugt.

2.2.2.4 Aufreinigung von humanen Leukozyten aus peripherem Blut

Nach Abnahme des Plasmas (siehe 2.2.2.3) wurde das Blut mit PBS/1 mM EDTA auf das
Ausgangsvolumen aufgeflllt. Zur Gewinnung mononuklearer Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) wurde das Blut mit PBS/1 mM EDTA 1:1 verdinnt und mittels
Dichtegradientenzentrifugation die PBMCs und Erythrozyten/Granulozyten voneinander ge-
trennt. Dazu wurden je 15-35 ml des verdinnten Blutes vorsichtig auf 15 ml Biocoll (Bio-
chrom, 1,077 g/ml Dichte) geschichtet und bei Raumtemperatur unter langsamer Beschleu-
nigung und ohne Bremse fUr 24 min zentrifugiert (900 x g). Die in der Biocoll-Lésung in einer
Interphase angesammelten PBMCs wurden mit einer Pipette abgenommen und in Réhrchen
mit PBS/1 mM EDTA Uberfihrt. AnschlieBend wurden zur Abtrennung von Thrombozyten
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drei Waschschritte mit sinkenden g-Werten durchgefiihrt und restliche Erythrozyten mittels
Ammoniumchlorid-Behandlung lysiert. Der erste Waschschritt wurde bei Raumtemperatur,
900 x g fur 10 min, durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in PBS/1
mM EDTA resuspendiert. Der zweite Waschschritt wurde bei Raumtemperatur und 300 x g
fiir 10 min durchgefiihrt. Auch hier wurde der Uberstand verworfen, die Zellen jedoch zur
Lyse der Erythrozyten in 5 ml 37 °C warmem Ammoniumchlorid-Puffer resuspendiert. Nach 5
minutiger Inkubation wurde das Ammoniumchlorid durch Zugabe von 30 ml kaltem PBS/1
mM EDTA verdiinnt und inaktiviert und die Zellen bei 4 °C, 200 x g fir 10 min sedimentiert.
Zur Aufreinigung der Granulozyten (polymorphonuclear cells, PMNs) wurde nach Abneh-
men der PBMC-Phase die Biocoll-Lésung so weit wie mdglich entfernt. Da sich die Granulo-
zyten auf der Oberflache des Pellets befinden, wurde nur der obere Teil des Pellets mit einer
Pipette aufgenommen und in ein neues Roéhrchen Uberfuhrt. Die im Pellet vorhandenen
Erythrozyten wurden durch die Zugabe von destilliertem Wasser lysiert. Dabei wurden 36 ml
Wasser direkt auf das Pellet gegeben, die Zellen gemischt und nach 20 s durch Zugabe von
4 ml 10-fach konzentriertem PBS wieder physiologische osmotische Bedingungen her-
gestellt. Die Lyse wurde so lange wiederholt, bis das Pellet keine rote Farbung mehr aufwies.
Alle Zellen wurden zur Bestimmung der Zellzahl in PBS/1 mM EDTA aufgenommen.

2.2.2.5 Depletion von Monozyten in humanen PBMC mittels Plastikadhdsion oder
CD14" -vermittelter magnetischer Zellseparation (MACS)

Zur Depletion von Monozyten in PBMCs wurden zwei unterschiedliche Methoden eingesetzt.
Bei der Depletion tiber Plastikadhasion wurden PBMCs in plasmafreiem Zellkulturmedium
in einer Konzentration von 4 Mio/ml aufgenommen und jeweils 6 ml fir 1,5 h bei 37 °C in
einer 25 cm? Zellkulturflasche inkubiert. In dieser Zeitspanne adhdrieren vor allem Monozy-
ten, wobei die Adhasion durch das fehlende Plasma im Zellkulturmedium verbessert wird.
Nach erfolgter Inkubation wurden die nicht-adharenten Zellen (PBMCs ohne Monozyten)
entfernt und die Flasche zweimalig mit PBS gespult. Die Monozytendepletion mit dieser
Methode lag im Schnitt bei 82 %.

Bei der Depletion liber CD14*-vermittelte magnetische Zellseparation (magnetic-
activated cell sorting, MACS; Miltenyi Biotech) wurden die Monozyten nach Angaben des
Herstellers mit anti-CD14-konjugierten magnetischen Mikropartikeln markiert und auf eine in
einem magnetischen Feld befindliche Saule gegeben. Die markierten Zellen wurden in der
Saule zurickgehalten, wahrend die unmarkierten Zellen (PBMCs ohne Monozyten) unterhalb
der Saule aufgefangen werden konnten. Die Depletionseffektivitat dieser Methode lag bei
>90 %.
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Nach erfolgter Depletion wurden die restlichen PBMCs gewaschen und in Zellkulturmedium
mit 10 % autologem Plasma in der zu den kompletten PBMCs korrespondierenden Konzen-

tration aufgenommen.

2.2.2.6 Generierung von dendritischen Zellen aus humanen Monozyten (Mo-DC)

Far die Generierung von dendritischen Zellen wurden Monozyten verwendet, die mittels
Plastikadhasion (siehe 2.2.2.5) gewonnen worden waren. Zu den in der Zellkulturflasche
verbliebenen adharenten Zellen (Monozyten) wurde Zellkulturmedium mit 10 % autologem
Plasma, 250 U rhulL-4 und 50 U rhuGM-CSF hinzugegeben und die Zellen 6 Tage lang in-
kubiert. AnschlieBend wurden die nicht-adharenten Zellen abgenommen, zweimal mit Medi-
um gewaschen, gezahlt und der Gehalt an Mo-DCs mittels Durchflusszytometrie bestimmit.
Dabei wurden CD3/CD19/CD56™- und CD11¢/CD11b*-Zellen als dendritische Zellen einge-
stuft. Der Gehalt war generell gering und schwankte in den verschiedenen Experimenten und
Blutspendern zwischen 4 % und 29 %. Die Hauptpopulation anderer Zelltypen als DCs wa-
ren CD3" T-Zellen (im Mittel 60%). Aufgrund der geringen Reinheit wurden nur drei Experi-
mente mit dieser Methode durchgeflhrt.

2.2.2.7 Aufreinigung von humanen Leukozytenpopulationen mit Hilfe durchfluss-
zytometrischer Sortierung (FACS-Sortierung)

Die vier Hauptzellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen) in den PBMCs,
sowie drei unterschiedliche Monozyten-Subpopulationen (klassische, intermediare und nicht-
klassische Monozyten) wurden mittels FACS-Sortierung unter Verwendung eines Aria™ II-
Geréts voneinander getrennt und aufgereinigt. Hierzu wurden bis zu 15 x 10° PBMCs in Sort-
Puffer (PBS/2 mM EDTA/10 % autologes Plasma) aufgenommen und mit spezifischen Fluo-
reszenz-gekoppelten Antikérpern markiert (4 °C, im Dunkeln, 20 min). Nach der Markierung
wurden die Zellen mit Sort-Puffer gewaschen und Gber einen 50 um Filter filtriert. Folgende
Leukozyten-Subpopulationen wurden Uber die folgenden Marker separiert: T-Zellen: CD3",
B-Zellen: CD19", gesamte Monozyten: CD14*, NK-Zellen: CD56*/CD3’, klassische Monozy-
ten  (cMo):  CD14"@"/CD16/CCR2""  nicht-klassische =~ Monozyten  (ncMo):
CD14°%/CD16"9"/CCR2 und intermedidre Monozyten (intMo): (CD14""/CD16"°*/CCR2*) Die

erhaltenen Zellpopulationen wiesen alle eine Reinheit von >95 % auf.

2.2.2.8 Stimulation von humanen Leukozyten mit Leishmania-Promastigoten und an-
deren Stimulanzien

Fur die Kokultur humaner Leukozyten und Parasiten wurden beide in Medium mit 10 % auto-
logem Plasma Uber 20 h unter Standardbedingungen inkubiert. Das Verhaltnis von Zellen
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und Parasiten sowie deren Konzentration richteten sich nach dem Zelltyp und der jeweiligen
Analyse. Neben lebenden Promastigoten wurden auch abgetétete Parasiten und Parasiten-
Lysat in denselben Konzentrationen wie die lebenden Parasiten verwendet (2.2.2.1).

Bei allen Analysen von kompletten PBMCs wurden je 10° Zellen in einer 48-well Flach-
bodenplatte mit Leishmanien in Verhaltnissen von 1:0,2/1/5/10 inkubiert. Das Endvolumen
betrug hierbei entweder 500 pl oder bei Verwendung blockierender Antikérper 300 ul. Zur
Analyse der Beteiligung der unterschiedlichen Zellpopulationen in den PBMCs wurden vor
der FACS-Sortierung die prozentualen Anteile von T-Zellen (CD3"), B-Zellen (CD19%), NK-
Zellen (CD3/CD56%) und Monozyten (CD14") bestimmt. Daraufhin wurde fir jede Zellpopula-
tion die Menge an Zellen errechnet, die in 10 PBMCs vorhanden war, und jeweils diese An-
zahl an Zellen in unterschiedlicher Zusammensetzung verwendet. Bei diesen Ansatzen wur-
de immer dieselbe Anzahl an Leishmanien zugegeben, die auch fir die kompletten PBMCs
verwendet wurde, sodass ein direkter Vergleich der unterschiedlichen Ansatze méglich war
(siehe auch Beispiel unten). Bei einigen Experimenten wurden auch je 10° PMN oder unter-
schiedliche Mengen an Mo-DC zu der PBMC-Leishmania Kokultur hinzugegeben.

Bei der Verwendung von aufgereinigten NK-Zellen zur alleinigen Analyse wurden unter-
schiedliche Zellzahlen mit Parasiten in den Verhaltnissen 1:1/10/33 in einer 96-well-
Flachbodenplatte kokultiviert.

Bei der Kokultur von aufgereinigten NK-Zellen mit unterschiedlichen Monozytenpopu-
lationen wurden je 1,5 x 10° NK-Zellen mit Leishmanien in einem Verhaltnis von 1:33 in ei-
ner 96-well Rundbodenplatte und einem Endvolumen von 250 pl verwendet. Die Rundbo-
denplatte gewahrleistet einen sicheren Kontakt zwischen den unterschiedlichen Zelltypen.
Da die Ausbeute an Monozyten zwischen den einzelnen Spendern sehr variabel war, wurde
in jedem Experiment eine unterschiedliche Zahl an Monozyten (die jeweils maximal mdgli-
che; 18 000 bis 68 000 Zellen) zugegeben. Die Anzahl der drei unterschiedlichen Monozy-
tenpopulationen innerhalb jedes Experiments waren jedoch gleich.

Bei Verwendung von reinen Monozyten wurden 5 x 10° Zellen in einem Endvolumen von
500 pl bzw. 300 pl (mit blockierenden Antikérpern) in einer 48-well Flachbodenplatte auf-
genommen und zusammen mit 10 oder 5 x 10° Leishmania Promastigoten (Verhéltnis 1:10
und 1:20) inkubiert.

Die Experimente unter Verwendung von Transwells wurden aufgrund der GréBe der Trans-
well-Einsétze in 24-well Flachbodenplatten durchgefiihrt, und die Zellzahlen und das Endvo-
lumen auf die PlattengréBe angepasst, die Verhaltnisse jedoch beibehalten.

Zum Blockieren verschiedener Zytokine (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-a/B)
wurden spezifische Antikérper und die entsprechenden Isotypkontrollen zu Beginn der Inku-

bationszeit in den unter 2.1.3 genannten Endkonzentrationen direkt zu den unterschiedlichen
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Zellen zugegeben. Fur Positivkontrollen wurden die Zellen mit dem jeweiligen rekombinanten
Zytokin unter Ab- und Anwesenheit der blockierenden Antikdrper stimuliert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen in den Platten bei 4 °C, 3400 x g fir 10 min zent-
rifugiert, die Zellkulturiiberstande unter sterilen Bedingungen abgenommen und fir weitere
Analysen bei -20 °C eingefroren. Die Zellen wurden entweder im Durchflusszytometer analy-
siert (2.2.2.9), fluoreszenzmikroskopisch untersucht (2.2.2.10), die Zytotoxizitdt der NK-
Zellen bestimmt (2.2.2.11) oder fir die RNA-Gewinnung weiterbearbeitet (2.2.3.1).

L

8,6 3'9,\ 1Mio | PBMCs/Ansatz
o - (=8 ] cD3* [ Tzellen |*59%|  |0.46Mio| T-Zellen/Ansatz
o = ./ o5 | [CDS6YCD3" |NK Zellen 8.6% |mPp| 9000 | NK-Zellen/ Ansatz
© o : cD19* | B-Zellen | 39 % 4000 | B-Zellen/Ansatz
‘ CcD14* Monozyten 25,6% 0,3 Mio [Monozyten/ Ansatz

cD14

Abbildung M1: Beispiel fiir die Bestimmung der Zellpopulationen in PBMCs und deren Verwen-
dung in Leishmania-Kokultur

2.2.2.9 Stimulation von humanen PBMCs oder NK-Zellen mit Zellkulturiiberstinden
desselben Blutspenders

Bei -20 °C gelagerte Zellkulturiiberstdnde wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. 8 x 10°
PBMCs oder 10° aufgereinigte NK-Zellen wurden in Medium mit 10 % autologem Plasma
aufgenommen und in einer 96-well-Flachbodenplatte mit autologen Zellkulturliberstanden
von vorangegangenen Experimenten mit Zellen desselben Spenders flur 20 h inkubiert. Da-
bei wurden die Ubersténde in Konzentrationen von 80 %, 60 %, 40 % und 20 % verwendet.
Das Gesamtvolumen pro well betrug 200 pl.

Um die Eigenschaften der in den Uberstanden enthaltenen Molekiile naher zu charakterisie-
ren, wurden bei einigen Experimenten die Uberstande vor Zugabe zu den Zellen {ber einen
0,22 um Sterilfilter filtriert oder bei 90 °C fur 5 min gekocht und auf Eis abgekihlt. Weiterhin
wurden in Uberstanden vor Zugabe der Zellen unterschiedliche Zytokine (IL-18, IL-2, IL-6, IL-
12, IL-15, IL-18, IFN-a/B) blockiert. Hierfir wurden spezifische Antikérper bzw. Antiseren
oder entsprechende Isotyp-Kontrollen in den unter 2.1.3 genannten Endkonzentrationen zu-
gegeben und die Uberstande bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit fiir 1-2 h vorbe-
handelt. AnschlieBend wurden frisch isolierte Zellen desselben Spenders zugegeben und fiir
weitere 20 h kultiviert. Als Positivkontrollen dienten Zellen, die mit dem jeweiligen rekombi-
nanten Zytokin mit und ohne Zugabe des spezifischen blockierenden Antikérpers stimuliert
wurden. AnschlieBend wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert (2.2.2.9).
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2.2.2.10 Durchflusszytometrische Analysen

Far die Analyse von Oberflachenantigenen und intrazellularen Zytokinen wurden Leukozy-
tenpopulationen mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikérper markiert. Zur Kontrolle der spe-
zifischen Farbung wurden Isotyp-Kontrollen mit unspezifischen Antikérpern mitgefihrt. Die
zu analysierenden Zellpopulationen wurden in 1,2 ml Réhrchen (Starlab) einmal mit FACS-
Puffer (PBS/1 % FCS) gewaschen (4 °C, 420 x g, 6 min). AnschlieBend wurden Oberfla-
chenantigene mit den jeweiligen Antikérpern (siehe 2.1.4) markiert (4 °C, im Dunklen, 15-20
min) und nicht gebundene Antikérper durch Waschen mit FACS-Puffer entfernt. Wenn bioti-
nylierte Antikérper verwendet wurden, wurden die Zellen vor Zugabe des Fluoreszenz-
gekoppelten Streptavidins (siehe 2.1.11) mit FACS-Puffer gewaschen.

Zum Farben von intrazelluléren Zytokinen wurde fiir die letzten 6-12 h der Kultur GolgiStop™
(BD Biosciences) nach Angaben des Herstellers zugegeben, um die Sekretion der Zytokine
in den Zellkulturiberstand zu verhindern. Die so behandelten Zellen wurden nach der Ober-
flachenfarbung mittels Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences) fixiert und permeabilisiert (150
pl/ Réhrchen, 4°C, 20 min). AnschlieBend wurden sie zweimal mit Saponin-Puffer gewa-
schen und das intrazelluldre Zytokin mit dem jeweiligen spezifischen Antikérper markiert
(4 °C, im Dunklen, 20-30 min). Die nicht gebundenen Antikérper wurden durch nochmaliges
Waschen mit Saponin-Puffer entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in
100 pl FACS-Puffer aufgenommen und innerhalb von 6 h im Durchflusszytometer analysiert.
Alle Messungen wurden mit einem FACS Canto Il durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
mittels Diva 6.1.2 und FlowJo 10.0.7 Software.

2.2.2.11 Immunfluoreszenz-Farbung von Monozyten

Far die Analyse von Monozyten im Konfokalmikroskop (CLSM) wurden die Zellen Uber das
Monocyte Isolation Kit Il (Miltenyi Biotech) nach Anweisung des Herstellers Uber negative
Selektion aus PBMCs aufgereinigt. Hierbei werden alle anderen Zelltypen auBBer Monozyten
mit zellspezifischen Antikérpern markiert, diese an magnetische Mikropartikel gekoppelt und
an eine in einem magnetischen Feld platzierte Saule gebunden. So verbleiben alle markier-
ten Zelltypen an der Saule, wahrend die unmarkierten Monozyten im Durchfluss gewonnen
werden kénnen. Nach Kokultur mit Leishmanien in einem Verhaltnis 1:10 (siehe 2.2.2.8)
wurden die Monozyten auf speziellen Adhéasions-Objekttragern (Marienfeld) fixiert und ge-
farbt. Daflr wurden die Objekttrager vor Benutzung wie folgt vorbereitet: Die Schutzschicht
der Reaktionsfelder wurde grindlich unter laufendem Leitungswasser abgel6st und die Ob-
jekttrager anschlieBend mindestens 30 min in einer Glasklvette mit PBS gewaschen und
gelagert. Um eine optimale Anheftung der negativ geladenen Zellen an die positiv geladene
Oberflache zu gewahrleisten, wurden die Zellen zum Entfernen von Iéslichen Proteinen im

Medium zweimalig mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden je 2,5 x 10° Monozyten nach
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Leishmanien-Kokultur in einem Volumen von 30 pl je Reaktionsfeld aufgetragen und zur Ad-
hasion der Zellen 1-1,5 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Adhasion wurden
die Objekttrager in PBS gewaschen, die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert (70
ul/Reaktionsfeld, 15 min, Raumtemperatur, im Dunklen) und anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen. Ansétze, bei denen sowohl eine Oberflachenfarbung als auch eine intrazelluléare
Farbung durchgeflihrt werden sollte, wurden weiterhin fir 1-2 min mit 70 pl -20 °C kaltem
Methanol pro Reaktionsfeld permeabilisiert und die Objekttrager wiederum mit PBS gewa-
schen. Nach der Fixierung und/oder Permeabilisierung wurde entweder sofort mit der Far-
bung begonnen oder die Objekitrager getrocknet und bei Raumtemperatur gelagert. In letzte-
rem Fall wurden die Zellen vor Beginn der Farbung 15 min in PBS inkubiert.

Die Farbung wurde wie folgend durchgefihrt: Um eine unspezifische Bindung der Antikérper
zu vermeiden, wurden die Zellen im ersten Schritt der Farbung mit PBS/2 % BSA/10 % Zie-
gen-Serum (30 pl/Reaktionsfeld, 30 min, Raumtemperatur) inkubiert. Alle verwendeten Anti-
kérper wurden in PBS/0,5 % BSA/0,5 % Ziegen-Serum verdlinnt. Zwischen allen Farbe-
schritten wurden die Zellen dreimal mit ca. 80 pl PBS/0,1 % Tween 20 pro Reaktionsfeld fir
5 min gewaschen. Die Markierung mit unkonjugierten IL-18-Antikdrpern (MBL, 30
pl/Reaktionsfeld, Verdinnung 1:200) erfolgte Gber Nacht bei 4°C, wohingegen AF568-
gekoppelte Zweitantikérper (Invitrogen, 30 ul/Reaktionsfeld, 1:200) nur fir 30 min bei Raum-
temperatur eingesetzt wurde. Zur Kontrolle der spezifischen Farbung fir IL-18 wurde bei
jeweils in einem Ansatz pro Experiment der IL-18 Antikérper vor der Farbung mit rekombi-
nantem IL-18 vorbehandelt (1,2 pg/ml, 30 min, 37 °C). Zum Ende der Farbung wurden die
Zellkerne mittels DAPI gefarbt (Sigma-Aldrich, 30 pl/Reaktionsfeld, 1:300, 15 min, Raum-
temperatur). AbschlieBend wurden die Proben mit VectaShield® Eindeckmedium (Vector
Laboratories) versehen, mit einem Objektglas abgedeckt und bei 4 °C zum Aushérten des
Mediums mindestens tber Nacht gelagert. Die Proben wurden mittels eines CLSM 700 Mik-
roskops (Hersteller) mit einem 63er Olobjektiv analysiert. Die Auswertung der Fluoreszenz-
Farbung erfolgte mit Hilfe der Software ZEN2009 (Zeiss).

2.2.2.12 Bestimmung der zellspezifischen Zytotoxizitat von NK-Zellen

Die Zytotoxizitdt von NK-Zellen wurde mittels eines *'Chrom-Freisetzungsassays bestimmt.
Dazu wurden PBMCs oder NK-Zellen nach Kokultur mit Leishmanien verwendet. Als Positiv-
kontrollen wurden Anséatze mit IL-12/18-stimulierten Zellen mitgefihrt. Bei Verwendung von
PBMCs wurde mittels FACS-Analyse vor dem Ansetzen der Kokultur der Prozentsatz an NK-
Zellen (NKp46°CD3-Zellen) in jeder Probe bestimmt. Die Zellen wurden daraufhin auf 2 x
10° NK-Zellen/100 pl in Medium mit 10 % FCS eingestellt und in Triplikaten in einer vierstufi-
gen 1:2 Serien-Verdinnung mit je 100 pl in eine 96-well-Rundbodenplatte ausgesét, sodass
2 x10°,1 x 10°, 0,5 x 10° und 0,25 x 10° NK-Zellen/100 pl vorlagen. Zu den NK-Zellen
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wurden dann je 10* Zielzellen in 100 pl Medium mit 10 % FCS gegeben, sodass sich
Effektorzell-/Zielzell-Verhaltnisse von 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 in einem Endvolumen von
200 pl ergaben. Die Zellen wurden Uber 4 h bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Als Zielzellen wurden K562-Zellen verwendet, die vor der Kokultur mit radioaktivem
'Cr markiert worden waren. Dazu wurden 2-10 x 10° K562-Zellen in 400 ul Medium/10 %
FCS aufgenommen und mit ca. 150 uCi *'Cr fiir 90 min inkubiert. Dann folgten zwei Wasch-
schritte mit Medium/10 % FCS zum Entfernen des nicht aufgenommenen radioaktiven Mate-
rials, gefolgt von einer Ruhephase von 60 min bei 37°C, nach der die noch lebenden K562-
Zellen gezahlt und eingestellt wurden (in dieser Zeit sterben schon beschadigte Zellen ab).
Nach Kokultur der NK-Zellen und K562 Ziel-Zellen wurden 50 pl des Zellkulturiiberstandes
auf eine LUMA-Platte (Perkin-Elmer, speziell beschichtete 96-well Platte zur Messung radio-
aktiver Uberstande) gegeben und nach Trocknung siber Nacht das durch die Lyse der Ziel-
zellen ins Medium freigesetzte °'Cr als counts per minute (com) mit einem TopCount NXT
Microplate Gamma Counter gemessen. Zur Bestimmung des Hintergrunds wurde auch die
spontane Freisetzung von °'Cr durch die markierten K562-Zellen ohne weiteren Stimulus
bestimmt. Zur Bestimmung der maximal mdéglichen Freisetzung an Radioaktivitat wurden 25
ul der *'Cr-markierten K562-Zellen direkt auf die LUMA-Platte gegeben. Aus den gemesse-
nen Werten fir die spontane, maximale und durch Kultur mit den NK-Zellen in den verschie-
denen Proben erzielte Freisetzung an Radioaktivitét lieB sich die spezifische Lyse mittels
folgender Formel errechnen:

% SpeZifiSChe LySG = (CpmProbe'Cpmspontan)/(Cpmmaximum'Cpmspontan) x100

2.2.2.13 Quantifizierung von Proteinen im Zellkulturiberstand mittels Sandwich-ELISA

Der Nachweis von humanem IL-2, IL-6, IL-10, IL-12/IL-23 (p40), IL-18 und von l&slichem
CD56 in Zellkulturiberstanden wurde mittels kommerzieller ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)-Kits nach Angaben des jeweiligen Herstellers durchgefihrt (siehe
2.1.8). Falls nicht im Kit vorhanden, wurden Streptavidin-AB Komplex/ Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP, Dako), 50 mM Tris-Puffer, Tetramethylbenzidin (TMB, Alfa
Aesar oder BD Biosciences) als Substrat und H,SO, als Stopp-Ldsung eingesetzt. Die
Nachweisgrenzen der jeweiligen ELISAs waren wie folgt: IL-2 (4-125 pg/ml), IL-6 (4-1000
pg/ml), IL-10 (3,9-250 pg/ml), IL-12 (p40) (62,5-4000 pg/ml), IL-18 (je nach Analyse
78/165/312-5000 pg/ml) und CD56 (78-5000 pg/ml). Der Nachweis von humanem IFN-y wur-
de teils mit Hilfe eines kommerziellen Kits (siehe 2.1.8) und teils mit einzeln erworbenen An-
tikdrpern (siehe 2.1.4) nach einem Standard-ELISA-Protokoll durchgefiihrt. Das Inkubations-
volumen betrug jeweils 50 ul. Der Fanger-Antikérper wurde in PBS verdiinnt Gber Nacht bei
4 °C in der Mikrotiter-Platte inkubiert. Dann wurde die Platte mit 150 pl/well Blockier-Puffer 1-
2 h bei Raumtemperatur inkubiert und die Proben und Standardverdiinnungen aufgetragen,
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die wiederum bei 4 °C Uber Nacht inkubiert wurden. Am nachsten Tag wurde der Detektions-
Antikdérper in PBS/10 % FCS verdinnt aufgetragen und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Zwischen allen Schritten wurde die Platte jeweils 3-4-mal mit ELISA-Waschlésung (PBS/0,05
% Tween 20) gewaschen und auf Papiertiichern trockengeklopft. Die Streptavidin-AB/HRP-
Lésungen A und B (Dako) wurden nach Angaben des Herstellers zunéchst in einer 1:100
Verdinnung in 50 mM Tris-Puffer 30 min vorinkubiert, anschlieBend auf 1:2000 weiterver-
dinnt und 1 h bei Raumtemperatur in der ELISA-Platte inkubiert. Danach wurde die Platte 8-
mal mit ELISA-Waschlésung gewaschen, je 50 pyl TMB-Substrat zugegeben und nach ca. 30
min Inkubation im Dunklen die Farbreaktion tGber Zugabe von 25 ul H.SO4/well gestoppt. Die
Absorption wurde in einem SpectraMax® bei 450 nm gemessen. Die Nachweisgrenze des
IFN-y-Kits lag bei 7,8-500 pg/ml, die des eigenen ELISAs bei 15,6-1000 pg/ml.

2.2.2.14 Quantifizierung von Proteinen im Zellkulturiiberstand mittels Procarta® Multi-

plex Immunoassay

Es wurde das kommerziell erhaltliche ProcartaPlex Human Cytokine/ Chemokine/ Growth
Factor Panel 1 (45 plex) (eBioscience) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Das
grundlegende Messverfahren &hnelt dem des Sandwich-ELISAs, wobei das gewlnschte
Protein mit einem ersten spezifischen Fanger-Antikbrper gebunden und einem zweiten Anti-
kérper detektiert wird. Die Besonderheit des Multiplex-Assays besteht darin, dass mehrere
Proteine simultan in einer einzigen Probe analysiert werden kénnen. Dazu werden die Fan-
ger-Antikérper an Mikropartikel gebunden, die durch ihr spezifisches Fluoreszenzspektrum
unterschieden werden kdnnen. So kann jedem Partikel ein bestimmtes Protein zugeordnet
werden. In der hier durchgefiihrten Analyse wurde eine Mixtur aus 45 unterschiedlichen Mik-
ropartikeln eingesetzt, wodurch 45 unterschiedliche Proteine gemessen werden konnten.
Dabei wurden die zu analysierenden Zellkulturiberstdnde aufgetaut und unverdlinnt einge-
setzt. Die Messung und Auswertung erfolgte mit einem MAGPIX® mit xPONENT® Software.
Die Analyse wurde durch die Core Unit - Cell Sorting and Immunomonitoring des Universi-
tatsklinikums Erlangen durchgefinhrt.

2.2.2.15 Nachweis Leishmania-spezifischer Antikorper (IgG) im Immunfluoreszenz-
Test

Das zu analysierende humane Plasma wurde in einem 4 ml FACS-Réhrchen mit PBS/1 %
FCS 1:50 auf ein Endvolumen von 100 pl verdiinnt. Als Kontrollen dienten Seren eines nega-
tiven Spenders (Negativkontrolle) und eines Patienten mit bekanntem Antikérper-Titer (Posi-
tivkontrolle). AnschlieBend wurden je 5 x 10° L. major-Promastigote einem Volumen von 100
ul PBS/1 % FCS zugegeben, sodass sich eine finale Verdinnung des Plasmas von 1:100

ergab, und mit den Parasiten 30 min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. In diesem
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Zeitraum kénnen im Plasma oder Serum vorhandene Leishmanien-spezifische Antikérper an
die Parasiten binden. AnschlieBend wurden die Leishmanien zweimal mit PBS/1 % FCS ge-
waschen und in einem Volumen von 100 ul PBS/1 % FCS aufgenommen. An die Leishma-
nien gebundene Antikdérper wurden mittels Fluoreszenzgekoppelter anti-Human IgG-
Antikérper detektiert, die fir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mit den Leishmanien
inkubiert wurden. Nach zweimaligem Waschen der Parasiten wurden sie in 100 pul PBS/1 %
FCS aufgenommen. Je ein Tropfen der Leishmanien-Suspension wurde auf einen Objekitra-
ger gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt, und das Vorhandensein von fluoreszierenden
Leishmanien bei 400-facher VergréBerung mit einem Axiophot-Mikroskop (Zeiss) analysiert.

2.2.2.16 Generierung, Infektion und Analyse von intraperitoneal (i. p.)-humanisierten
Mausen

FUr die Generierung von i. p.-humanisierten Mausen wurden ausgewachsene NOD/SCID/IL-
2Rg™" (NSG)-Mause verwendet, die keine T-, B- und NK-Zellen sowie eine verminderte An-
zahl von myeloiden Immunzellen besitzen. Diese M&use wurden mit einer Dosis von 1,4 Gy
bestrahlt und 4-6 h spater 7-15 x 10° frisch aufgereinigte humane PBMCs (siehe 2.2.2.4) in
500 pl PBS intraperitoneal Ubertragen. Das Geschlecht der M&use und der humanen Blut-
spender wurde hierbei aufeinander abgestimmt. Nach 24 h wurden die i. p.-humanisierten
Méause mit 10 x 10° L. infantum-Parasiten (in 500 pl PBS) i. p. infiziert. Als Kontrollen dienten
Mause, die nur mit 500 ul PBS i. p. behandelt wurden. 12 h nach der Infektion wurden die
Mause durch Genickbruch getbtet und die Peritonealexsudatzellen (peritoneal exsudate
cells, PECs) gewonnen. Hierflr wurde die Bauchhéhle zweimalig mit jeweils 10 ml PBS aus-
gespult. Die so gewonnenen Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und entweder di-
rekt im Durchflusszytometer analysiert oder fir die Restimulation in Medium mit 10 % auto-
logem Plasma aufgenommen. Bei der Restimulation wurden je 5 x 10° PECs in einer 96-well
Rundbodenplatte in Medium alleine, mit derselben Menge an K562-Tumorzellen oder den
Zytokinen IL-12 plus IL-18 (je 10 ng/ml) in einem Endvolumen von 200 pl fir 6 h bei 37° C
inkubiert. Murine und humane Zellen wurden im Durchflusszytometer (ber den jeweiligen
CD45-Marker, der auf allen hamatopoetischen Zellen exprimiert wird, voneinander unter-
schieden. Dabei bestanden die murinen Zellen zum Hauptteil aus in die Bauchhdhle rekru-
tierten neutrophilen Granulozyten (Ly6G*/F4/80°). Es waren keine murinen T-Zellen, B-Zellen
oder NK-Zellen nachweisbar. Bei den Zellen mit humanem CD45 waren hingegen alle in den
ursprunglichen PBMCs vorhandenen Zellpopulationen zu finden.
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2.2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.3.1 Gewinnung von Gesamt-RNA aus Zellen

Gesamt-RNA aus humanen Zellen wurde mittels des RNeasy® Mini Kits (Qiagen) nach An-
gabe des Herstellers isoliert. Damit die maximale Bindungskapazitat (1 x 10’ Zellen) der S&u-
len nicht Gberschritten wurde, wurden maximal 5 x 10° NK-Zellen + 5 x 10° Leishmanien
verwendet. Nach der Kokultur wurden die Zellen in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3en gege-
ben und zweimalig mit PBS gewaschen (400 x g, 10 min, RT). Daraufhin wurden die Zellen
mit dem im Kit enthaltenden RLT-Puffer lysiert, wobei dem Puffer zur Deaktivierung von
RNasen 1 % B-Mercaptoethanol hinzugefiigt wurde. Die Zellen wurden tber QlAshredder™-
Saulen (Qiagen) nach Angaben des Herstellers homogenisiert, das Lysat mit Ethanol ver-
dinnt und auf die RNeasy-Séulen gegeben. Nachdem die RNA an die in den Saulen vor-
handene Membran gebunden hatte, wurde diese dreimal gewaschen und im letzten Schritt,
die RNA mit 30 pl destiliertem Wasser wieder aus der Membran gelést. Die RNA-
Konzentration wurde mittels eines NanoDrop™1000 bestimmt und die gewonnene RNA ent-
weder direkt in cDNA umgeschrieben oder zunéchst bei -80° C eingefroren.

2.2.3.2 Bestimmung der mRNA-Expression verschiedener Gene mittels quantitativer
real-time RT-PCR Analyse

Humane Total-RNA wurde mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben. Die gewonnene Menge an RNA lag stets
unter 5 pg, sodass immer die gesamte RNA-Menge in einer Reaktion umgeschrieben wurde.
Dazu wurden je 28 pl RNA mit 12 pyl des nach Angabe des Herstellers hergestellten
Mastermixes gemischt und mittels unterschiedlicher Thermocycler (sieche 2.1.6) folgender-
mafen behandelt: 10 min 25° C, 2x 60 min 37° C. Die generierte cDNA wurde entweder di-
rekt weiterverwendet oder bei -20° C gelagert. Zur weiteren Analyse wurden die Proben als
Duplikate unter Anwendung des TagMan® Universal MasterMix Il und spezifischer TagMan®
Systeme (life) in einem ABI Prism 7900 HAT amplifiziert und quantifiziert. Dazu wurden je
4.5 ul cDNA (mit max. 100 ng), 0,5 ul des jeweiligen Kits und 5 ul des Mastermixes pro An-
satz verwendet.

Die PCR erfolgte unter folgenden Bedingungen: 2 min bei 50° C, 10 min bei 95° C, 40 Zyklen
a 15 s bei 95° C und 1 min bei 60° C. Als endogene Kontrolle fir die Normalisierung der Ex-
pression der verschiedenen Zielgene wurde das Gen der humanen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (huGAPDH) verwendet. Die relative mRNA-Expression wurde mit
dem Programm SDS 2.3 (Applied Biosystems) unter Verwendung folgender Formel er-
rechnet: 2 - (CT (zieigen)"CT (endogene kontrolley) X f. Der Faktor f ist ein arbitrarer Faktor, der auf 10*
festgelegt wurde.
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2.2.4 STATISTISCHE ANALYSEN

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 4 durchgefihrt. Fir
alle Analysen wurde der Mann-Whitney-Test fir nicht nach GauB normalverteilte Proben
verwendet. In Abbildungen wird entweder der Mittelwert mit Standardfehler oder der Median
gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Proben wurden
mit einem Stern gekennzeichnet und solche zwischen unterschiedlich stimulierten Proben
mit einer Raute. Dabei symbolisiert die Anzahl der Symbole unterschiedliche p-Werte: “und *
p<0,05, ** und ## p<0,01, ***, ### p<0,001.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Hochregulation von Aktivierungsmarkern auf humanen NK-Zellen

nach Kokultur mit Leishmanien

Ein Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob Leishmania-Parasiten humane NK-Zellen
aktivieren kénnen, und wenn ja, welche Faktoren hierbei eine Rolle spielen.

Ein erster Anhaltspunkt fir die Stimulation von NK-Zellen ist die gesteigerte Expression be-
stimmter Oberflachenmolekiile, die mit einer Aktivierung der Zellen assoziiert werden.

Der bei Lymphozyten haufig verwendete Aktivierungsmarker CD69 wird nach Aktivierung der
Zellen schon sehr frih exprimiert (< 2-4 Stunden, Maximum 24 h), wohingegen ein weiterer
Marker, CD25 (entspricht der a-Kette des IL-2 Rezeptors), friihestens 6 Stunden (Maximum
96 h) nach Stimulation nachweisbar ist [233-235].

3.1.1 HOCHREGULATION VON CD69 UND CD25 NACH KOKULTUR VON PBMCS MIT
LEISHMANIEN

Um zu analysieren, ob die Expression von CD25 und CD69 auf NK-Zellen nach Interaktion
mit Leishmania-Parasiten moduliert wird, wurden mononukledre Zellen des peripheren Bluts
(PBMCs) mit Promastigoten unterschiedlicher Leishmania-Spezies kokultiviert. Um méglichst
physiologische Bedingungen zu gewahrleisten, wurde hierbei dem Zellkulturmedium autolo-
ges Plasma des jeweiligen Spenders zugefligt. Nach der Kokultur wurden die NK-Zellen als
NKp46-positive und gleichzeitig CD3-negative Zellen (NKp46*/CD3") durchflusszytometrisch
analysiert. Die grundsatzliche Gating-Strategie der nachfolgend gezeigten FACS-Analysen
ist in Abb. 1 dargestellt und beschrieben.
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Abbildung 1: Gating-Strategie der FACS-Analysen

Mit dem ersten Gate wurden Uber die Lage der Zellen im forward scatter (FSC, GréR3e der Zellen) bzw.
sideward scatter (SSC, Granularitat der Zellen) zunachst alle Lymphozyten ausgewéhlt. Bei der Ana-
lyse von PBMCs wurden zusétzlich Zellaggregate ausgeschlossen (FSC-A/FSC-H Dot Plot). Bei den
aufgereinigten NK-Zellen war dies aufgrund der geringen Aggregatbildung nicht notwendig. Die NK-
Zellen innerhalb der PBMCs wurden als NKp46*CD3 Zellen nachgewiesen (dunkelgriines Gate) und
die Expression unterschiedlicher Oberflachenmolekile auf dieser Zellpopulation bestimmt. Bei aufge-
reinigten NK-Zellen wurden direkt alle Lymphozyten analysiert. Das hellgrine Gate beinhaltet alle
CD56-exprimierende NK-Zellen. Die Spezifitdt der Férbung und die Lage der unterschiedlichen Gates
wurden mittels Isotyp-Kontrollen Gberpriift und festgesetzt.
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Nach 20-stundiger Inkubation mit Leishmania-Promastigoten zeigten die NK-Zellen innerhalb
der PBMC-Fraktion eine deutlich gesteigerte Expression des Aktivierungsmarkers CD69
(Medium vs. L. infantum, L. major, L. mexicana, L. donovani; alle p<0,0001) und eine leichte
Steigerung von CD25 (alle Spezies auBer L. donovani: p<0,0008) (Abb. 2 A). Uber die Stei-
gerung der CD25-Expression bei Kokultur mit L. donovani konnte aufgrund der geringen
Spenderanzahl (n=3) keine gesicherte Aussage getroffen werden. Als Positivkontrolle dien-
ten Zellen, die mit IL-12 und IL-18 stimuliert worden waren. Diese kombinierte
Zytokinbehandlung flihrte zu einer signifikanten Steigerung (Medium vs. IL-12/18 p<0,0001)
der CD69 und CD25-Expresssion der NK-Zellen, die nochmals héher als die durch Leishma-
nien induzierte Expression ausfiel. Die Stimulation der Expression der Aktivierungsmarker
durch Leishmanien war dosisabhangig und stieg mit zunehmender Parasitenzahl kontinuier-
lich an (Abb. 2 B). Bei einem Verhaltnis von Zellen zu Leishmanien von 1:10 traten geringe
Unterschiede zwischen den verschiedenen Leishmania-Spezies auf. Die héchste mittlere
CD69-Expression konnte bei L. mexicana und L. donovani beobachtet werden, wohingegen
die schwachste mittlere Reaktion mit L. infantum erreicht wurde. Um zu untersuchen, ob die
Leishmania-spezifische Starke der CD69-Steigerung mit der klinischen Krankheitsauspra-
gung der Leishmaniose in Verbindung steht, wurden je zwei viszerotrope (VL1, VL2; isoliert
aus dem Blut von Patienten mit VL) und dermotrope L. infantum-Stamme (CL, Isolat aus Pa-
tienten; CanlL, Isolat aus dem Blut eines Hundes) parallel analysiert. Alle vier Stdmme zeig-
ten jedoch eine vergleichbare Stimulation der CD69- und CD25-Marker (Abb. 2 D). Somit
konnte kein Zusammenhang zwischen der Steigerung der Expression der Aktivierungsmar-
ker auf NK-Zellen und der von L. infantum ausgelésten Erkrankung hergestellt werden. Da
die Expression von CD69 im Vergleich zu CD25 bei allen Leishmania-Spezies sehr viel deut-
licher ausfiel, wurden die meisten der weitergehenden Untersuchungen auf die Analyse der
CD69-Expression beschrankt.

Eine Trennung der humanen Zellen und der Parasiten durch ein Transwell fihrte zu keinerlei
Veranderung des Expressionsmusters von CD69 auf den NK-Zellen (Abb. 2 C). Die Expres-
sionssteigerung von CD69 auf NK-Zellen war folglich kontaktabhangig. Weiterhin erschien
die CD69-Expression tendenziell geringer, wenn abgetdtete Parasiten fir die Stimulation
verwendet wurden (Abb. 2 E). Dabei wurden sowohl mit Formaldehyd fixierte Parasiten (in-
takte Zellmembranen) als auch solche Praparationen verwendet, bei der die Parasiten wie-
derholt eingefroren und wieder aufgetaut worden waren (Freeze-thaw-Lysat, Ft-Lysat, defek-
te Zellmembranen). Eine signifikante Reduktion der CD69-Steigerung war nur unter Verwen-
dung der Ft-Lysate von L. major (unbehandelt vs. Ft p=0,0071) und L. mexicana (unbehan-
delt vs. Ft p=0,0093) zu erreichen. Allerdings induzierten auch diese Praparationen nach wie
vor eine signifikante Verstarkung der CD69-Expression (Abb. 2 E, Medium vs. L. major Ft
p=0,0049; L. mexicana Ft p=0,0013).
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Abbildung 2: Modulation der CD69- und CD25-Expression auf NK-Zellen nach PBMC-
Leishmania Kokultur
Humane PBMCs wurden mit Leishmania spp.-Promastigoten oder IL-12 plus IL-18 (je 10 ng/ml) fiir 20
h inkubiert und die Oberflachenexpression von CD69 und CD25 auf NKp46°CD3" NK-Zellen analy-
siert. Das Verhaltnis von PBMCs zu Parasiten war, soweit nicht anders angegeben, 1:10.
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(A) CD69- (links) und CD25-Expression (rechts) auf NK-Zellen nach Kokultur mit unterschiedlichen
Leishmania-Spezies. Fir die sechs verschiedenen Stimulationsbedingungen (d. h. Medium, L. infan-
tum, L. major, L. mexicana, L. donovani und IL-12/IL-18) sind jeweils die Mediane von
129/117/107/83/21/88 (CD69) bzw. 80/73/65/57/3/75 (CD25) Spendern als roter Querbalken gegeben.
Die FACS-Plots zeigen exemplarisch die Analyse eines Spenders.

(B) Dosisabhangige CD69-Expression nach Exposition von NK-Zellen mit L. infantum-Promastigoten.
Mittelwert + Standardfehler (standard error of the mean, SEM) von 119/43/17/119 Spendern.

(C) Steigerung der CD69-Expression durch L. infantum-Promastigote nach bzw. ohne Kontakt
(Transwell-System) zwischen PBMCs und Parasiten. PorengréBBe des Transwells 0,4 um.

Mittelwert £ SEM von 6 unterschiedlichen Spendern.

(D) Steigerung der CD69- und CD25-Expression durch viszerotrope (VL1, VL2) vs. dermotrope (CL,
Canl) L. infantum-Stamme.

Mittelwert + SEM von 9/9/9/7/9 (CD69) bzw. 6/6/6/6/5/6 (CD25) Spendern. VL: humane viszerale
Leishmaniose, CL: humane kutane Leishmaniose, CanL: canine Leishmaniose.

(E) Steigerung der CD69-Expression durch lebende bzw. Formaldehyd-fixierte Leishmanien und
Freeze-thaw-Lysat derselben Anzahl von Leishmanien.

Mittelwert £ SEM von 22/22/18/18 (lebend), 8/9/6 (fixiert) und 17/15/14 (Lysat) Spendern.

(A-E) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet. Unterschiede zwischen
unstimulierten und stimulierten Zellen wurden mit * und Unterschiede zwischen unterschiedlich stimu-
lierten Zellen mit * gekennzeichnet (*/* p<0,05, **/** p<0,01, ***/* p<0,001).
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3.1.2 HOCHREGULATION DER NK-ZELLULAREN CD69-EXPRESSION NACH KOKUL-
TUR MIT LEISHMANIEN-INFIZIERTEN MONOZYTEN

Um zu untersuchen, ob die Steigerung der CD69-Expression auf den NK-Zellen direkt durch
die Leishmanien zustande kam oder ob diese Uber andere Zelltypen innerhalb der PBMC-
Fraktion vermittelt wurde, wurden die verschiedenen Hauptzellpopulationen (NK-Zellen, T-
Zellen, B-Zellen, Monozyten) mittels FACS-Sortierung aufgereinigt. AnschlieBend wurden die
NK-Zellen alleine oder mit jeweils einer der anderen Zellpopulationen und Leishmanien ko-
kultiviert. Alle Zellen wurden dabei in den Verhéltnissen eingesetzt, wie sie urspringlich in
den PBMCs vorhanden gewesen waren. Die Anzahl der zugegebenen Parasiten war diesel-
be wie bei den Analysen mit der Gesamtfraktion der PBMCs (siehe auch Beispiel unter
2.2.2.7).

Die Stimulation von reinen NK-Zellpopulationen mit Leishmanien beeinflusste (unabhangig
von der Parasitenspezies) die CD69-Expression nicht. Auch die Zugabe von T- oder B-Zellen
zu den NK-Zellen hatte keinen Effekt. Nur durch die Zugabe von Monozyten konnte die bei
der Gesamtfraktion der PBMCs gemessene Steigerung der CD69-Expression nahezu er-
reicht werden (Abb. 3A). Dies traf auf alle eingesetzten Leishmania-Spezies zu (Medium vs.
L. infantum p<0,0001; L. major p=0,0002; L. mexicana p=0,004).

Monozyten des menschlichen Bluts stellen keine homogene Population dar, sondern lassen
sich in drei unterschiedliche Subpopulationen einteilen: klassische, intermedidre und nicht-
klassische Monozyten. Zur Unterscheidung kénnen die Marker CD14, CD16 und CCR2 (C-C
Chemokin-Rezeptor 2) genutzt werden. Klassische Monozyten (cMo) sind CD14"¢"/CD16"
/CCR2"" und nicht-klassische Monozyten (ncMo) sind CD14"°%/CD16""/CCR2", wahrend
intermediére Monozyten (intMo) zwischen diesen beiden Populationen
(CD14""/CD16"*/CCR2*) liegen [236]. In einer Studie an L. braziliensis-infizierten Patienten
konnte gezeigt werden, dass insbesondere intermediare Monozyten vermehrt vorhanden
waren und zu gesteigerten Entziindungsreaktionen beitrugen [237]. Daher wurde in dieser
Arbeit auch untersucht, ob eine der genannten Monozyten-Populationen im besonderen Ma-
Be an der Steigerung der CD69-Expression der NK-Zellen beteiligt ist. Die Monozyten wur-
den hierzu Uber FACS in die drei Subpopulationen sortiert und einzeln zu den NK-Zellen ge-
geben. Um die Wirkung der einzelnen Populationen direkt vergleichen zu kdnnen, wurden
sie in einem Experiment immer in derselben Anzahl eingesetzt, obwohl ihr Anteil an der Ge-
samtfraktion der Monozyten grundsétzlich sehr unterschiedlich ist (cMo ca. 80-90 % der
Gesamtmonozytenpopulation, intMo und ncMo je ca. 5-10 %, eigene Daten, [238]). Alle drei
Subpopulationen der Monozyten waren grundsatzlich in der Lage, CD69 auf NK-Zellen zu
induzieren. Uber die Starke der CD69-Steigerung im Vergleich zur Mediumkontrolle kdnnen
keine Aussagen getroffen werden, da in den einzelnen Experimenten unterschiedliche Men-
gen an Monozyten zugegeben wurden. Die Starke der Steigerung der CD69-Expression der



Ergebnisse 43

unterschiedlichen Monozytenpopulationen untereinander lassen sich jedoch vergleichen.
Obwohl die Steigerung mit nicht-klassische Monozyten augenscheinlich niedriger ausfiel als
mit klassischen oder intermediaren Monozyten (Abb. 3 B), konnten keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den einzelnen Gruppen gemessen werden, sodass sich insgesamt der
Subtyp der Monozyten als nicht entscheidend bei der Stimulation der CD69-Expression her-
ausstellte.

Abbildung 3: Stimulation der CD69-
A = EEMC Expression auf NK-Zellen nach Kokultur
W NK+T mit unterschiedlichen Immunzellpopulati-
50 I NK+B .—-L onen und promastigoten Leishmania-
e B NK + Monozyten Stadien
?L‘.‘w_ (A) NK-Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Mono-
s zyten wurden aus humanen PBMCs Uber
2 304 FACS-Sortierung isoliert. Gereinigte NK-
% Zellen wurden mit sortierten T-Zellen, B-
X 20 Zellen oder Monozyten substituiert, wobei
s die urspriinglichen Verhaltnisse der PBMC-
a 104 Gesamtfraktion beibehalten wurden. PBMCs
© wurden mit Leishmanien in einem Verhéltnis
E

1:10 kokultiviert und dieselbe Menge an

Parasiten auch fir die Ansatze der einzel-

nen Zellpopulationen verwendet.

NK-Zellen wurden als NKp46°CD3" Zellen
nachgewiesen und

B _ die CD69-

BINK + klassische Monozyten Expression  nach
BNK +intermediare Monozyten Kokultur  gemes-
50- [CINK + nicht-klassische Monozyten E sen. Mittelwert +
o [} SEM von
X 40 15/14/14/7 (PBMC/
< NK+Mo),
= 30- 15/14/14/4  (NK)
i und 7/7/6/1
Z 20] 4 (NK+T/NK+B)

% Spendern.
O 104 ol (B) Klassische,
i intermediare  und
0- nicht-klassische
& & e & Monozyten wurden
@“"&\} _ {s;b(‘@ v(& P e‘i}(? Uber die Marker

h

“ oF CD14, CD16 und
CCR2 aus huma-
nen PBMCs durch FACS-Sortierung isoliert und in gleicher Menge zu autologen NK-Zellen gegeben.
Die jeweils eingesetzte Anzahl an Monozyten variierte hierbei zwischen den verschiedenen Spen-
dern, wobei immer die maximal mdgliche Menge verwendet wurde (Verhéltnisse NK:Mo zwischen
1:0,12 und 1:0,45). Das Verhéltnis NK-Zellen zu Leishmanien war bei allen Experimenten 1:33. Zum
Nachweis der NK-Zellen wurde nur das Lymphozytengate im FSC/SSC genutzt und die CD69-
Expression bestimmt. Mittelwert + SEM von 5/5/4/4 unterschiedlichen Spendern.
(A/B) Signifikante Unterschiede zwischen den Zellpopulationen wurden mittels Mann-Whitney-Test
errechnet und mit * gekennzeichnet (* p<0,05, * p<0,01, ** p<0,001).
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3.1.3 MECHANISMUS DER STEIGERUNG DER CD69-EXPRESSION DURCH MONO-
ZYTEN

Die Aktivierung von NK-Zellen ist von dem Gleichgewicht zwischen aktivierend und inhibie-
rend wirkenden Signalen abhangig. Dazu besitzen NK-Zellen eine Vielzahl von Rezeptoren,
die l6sliche oder zellgebundene Molekile binden kénnen. NK-Zellen kénnen folglich sowohl
durch Zytokine und Chemokine als auch durch Kontakt mit anderen Zellen aktiviert werden.
In dieser Arbeit wurde deshalb auch untersucht, durch welchen Mechanismus die CD69-
Expression auf den NK-Zellen ausgel6st wird. Dazu wurden einerseits Immunzellen mit
Uberstanden von Kokulturen verschiedener Immunzellpopulationen und Leishmanien stimu-
liert und andererseits Leishmanien-infizierte Monozyten durch eine Membran von NK-Zellen
getrennt, sodass kein direkter Kontakt mehr méglich war.

3.1.3.1 Steigerung der CD69-Expression durch Zellkulturiiberstand Leishmanien-

infizierter Monozyten

Ubersténde von Leishmanien-Kokulturen mit PBMCs oder einzelnen Immunzellpopulationen
wurden mit frisch isolierten Zellen desselben Spenders auf Stimulation der CD69-Expression
getestet. Die Uberstinde von PBMC:Leishmania-Kokulturen fiihrten zu einer signifikanten
Steigerung von CD69 auf NK-Zellen innerhalb der PBMC-Gesamtfraktion. Die Steigerung
der CD69-Expression war dabei dosisabhangig, wobei durch Zugabe des Uberstandes in 80
%iger Konzentration ein vergleichbares Ergebnis erzielt werden konnte wie mit lebenden
Leishmanien (Abb. 4 A rechts, Medium US vs. Leishmania US 80 %: p<0,0005; 40 %:
p<0,0003; 20 %: p<0,0045). In dieser hohen Konzentration ist es jedoch nicht ausgeschlos-
sen, dass die Effekte eine unspezifische Reaktion der Zellen auf unzureichende Nahrstoffzu-
fuhr Gber das bereits ,verbrauchte” Medium darstellen. Daher wurden die Uberstande fr alle
weitergehenden Analysen in einer Konzentration von 60 % eingesetzt, da hierbei einerseits
Uber die Zugabe von 40 % frischen Mediums die Versorgung der Zellen gewahrleistet war
und andererseits eine CD69-Steigerung auf NK-Zellen erreicht wurde (Medium US vs.
Leishmania US L. infantum: p=0,0043; L. major: p<0,0001; L. mexicana: p=0,0008), die nur
geringflgig unterhalb des Niveaus der lebenden Leishmanien lag (Abb. 4 A).

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von Uberstand Leishma-
nien-infizierter Monozyten (nur bei L. major und L. mexicana) ausreichend war, um CD69 auf
NK-Zellen in PBMCs in signifikanter Menge zu induzieren (Medium US vs. Leishmania US L.
major: p=0,002; L. mexicana: p=0,004), wahrend Uberstande von reinen NK-Zellen oder von
reinen Leishmanien, die unter denselben Bedingungen kultiviert wurden wie die humanen
Zellen, keinen Effekt hatten. Die Uberstdnde von infizierten Monozyten hatten dabei eine
direkte Wirkung auf NK-Zellen, da sie nicht nur bei NK-Zellen innerhalb der PBMC-Fraktion,
sondern auch bei reinen NK-Zellen die Expression von CD69 induzierten (Abb. 4 B; Medium
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US vs. Leishmania US L. major: p=0,008; L. mexicana: p=0,015). Die Uberstande von L.
infantum-Zell-Kokulturen hatten im Vergleich zu den anderen beiden Leishmania-Spezies
eine geringere Wirkung, sodass die Reaktionen meist nicht signifikant waren. Der in den
Uberstanden vorhandene 18sliche Faktor konnte nicht durch Filtration (iber einen Filter mit
0,22 um groBBen Poren entfernt werden. Eine Verunreinigung mit Parasiten oder anderen
Zellen kann daher ausgeschlossen werden. Die Wirkung der Uberstande wurde durch ein-
maliges Erhitzen auf 90° C vollkommen aufgehoben, was auf ein Protein als auslésenden
Faktor hinweist (Abb. 4 C). Die Uberstande von Kokulturen mit fixierten L. major-
Promastigoten bewirkten eine signifikant geringere Steigerung der CD69-Expression auf NK-
Zellen als Uberstande von lebenden Parasiten, wahrend Uberstidnde von Ft-Lysat keine Wir-
kung zeigten (Abb. 4 D; US lebende Leishmania vs. US fixiert: p=0,0379; US Ft p=0,0121).
Mit den beiden anderen Leishmania-Spezies wurden Ergebnisse mit &hnlicher Tendenz er-
reicht, die jedoch nicht signifikant waren. Der I8sliche Faktor wurde folglich nur produziert,
wenn intakte und im optimalen Fall lebende Leishmanien in der PBMC-Kultur vorhanden

waren.
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Abbildung 4: Stimulation der CD69-Expression auf NK-Zellen durch einen von Monozyten pro-
duzierten l6slichen Faktor

Humane PBMCs oder reine NK-Zellen wurden fiir 20 h mit Zellkulturiberstand (US) von Zell-
Leishmania-Kokulturen desselben Spenders stimuliert und die Oberflachenexpression von CD69 der
NK-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Uberstande in
einer Konzentration von 60 % eingesetzt. Die NK-Zellen in der PBMC-Gesamtfraktion wurden als
NKp46'CD3" Zellen identifiziert. Bei den aufgereinigten NK-Zellen wurden alle lebenden Zellen im
Lymphozytengate (FSC/SSC) analysiert.

(A) Vergleich der CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMCs nach Stimulation mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Uberstandes von PBMC-Leishmania Kokulturen mit lebenden Leishmanien.
Mittelwert + SEM von 24/23/20/15 Spendern [linker Graph] bzw. 11/4/3/4 (Leishmania spp.), 9/9/7/8
(20 %), 10/11/7/7 (40 %), 9/9/7/9 (80 %) [rechter Graph] Spendern.

(B) CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMCs oder reinen NK-Zellen nach Stimulation mit Uber-
standen (US) von Kokulturen unterschiedlicher Immunzellen mit Leishmania-Promastigoten.

Mittelwert + SEM von 59/59/50/49 (US PBMC), 4/3/4/3 (US NK), 4/4/4/2 (US NK+Mo), jeweils 4 (US
Mo), 8/8/6 Spendern (US nur Leishmania) [PBMC Kulturen] bzw. 7/7/6/5 (US PBMC), 3/3/2/3 (US NK),
jeweils 6 (US Mo) Spendern [reine NK-Zellen].

(C) CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMCs nach Stimulation mit unterschiedlich behandelten
Uberstanden von PBMC-Leishmania Kokulturen. Mittelwert + SEM von 10/10/8/10 (unbehandelt),
9/9/7/9 (filtriert) und 9/9/6/8 (inaktiviert) Spendern.

(D) CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMCs nach Stimulation mit Kokultur-Uberstdnden von
PBMCs mit lebenden oder toten Leishmanien oder Leishmanien-Lysat. Mittelwert + SEM von 7 (US
lebend/US fixiert) und 4 (US Lysat) Spendern.

(A-D) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet. Unterschiede zwischen
unstimulierten und stimulierten Zellen wurden mit * und Unterschiede zwischen unterschiedlich stimu-
lierten Zellen mit * gekennzeichnet (*/* p<0,05, **/* p<0,01, ***/** p<0,00



48 Ergebnisse

3.1.3.2 Analyse der Zytokine und Chemokine in Zellkulturiiberstanden

Monozyten sind in der Lage, diverse unterschiedliche Zytokine und Chemokine zu produzie-
ren. Um die Frage zu beantworten, welche I8slichen Molekile in den Zellkulturiiberstanden
von Leishmania-stimulierten Monozyten fir die Steigerung der CD69-Expression auf huma-
nen NK-Zellen verantwortlich sein kdnnten, wurde ein Procarta® Multiplex Immunoassay
(eBioscience/ affymetrix) durchgefihrt. Mit dem Human Cytokine/ Chemokine/ Growth Factor
Panel 1 kénnen gleichzeitig 45 verschiedene Molekdlle in einer einzigen Probe quantifiziert
werden. In dieser Analyse wurden Uberstdnde von NK-Zell-L. major-Kokulturen unter An-
und Abwesenheit von Monozyten dreier unterschiedlicher Spendern miteinander verglichen.
L. major-stimulierte Proben wurden hier ausgewahlt, da diese Leishmania-Spezies in den
vorangegangenen Untersuchungen stets den starksten Effekt bezlglich der CD69-
Expressionssteigerung zeigte (Abb. 4).

Insgesamt zeigten sich starke individuelle Schwankungen zwischen den einzelnen Spendern
insbesondere bezlglich der Quantitat, aber auch der Qualitdt der Zytokin/Chemokin-
Freisetzung (Abb. 5). In den Uberstanden von L. major-stimulierten NK-Zellen konnten ins-
gesamt nur sieben Molekile in geringen Mengen nachgewiesen werden (Abb. 5 B). Dabei
waren nur die beiden Wachstumsfaktoren PDGF-BB (platelet-derived growth factor BB) und
VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) sowie die Zytokine IL-9 und IL-18 bei mehr
als einem Spender nachweisbar. Da PDGF-BB und VEGF-A auch in vergleichbaren Kon-
zentrationen in den Uberstdnden von L. major-stimulierten NK-Zell/Monozyten-Kokulturen
gemessen wurden, stammten sie folglich nicht von Monozyten. Auch IL-9 konnte ausge-
schlossen werden, da dieses Zytokin in den Uberstdnden von NK-Zell/Monozyten-Kokulturen
nicht mehr nachweisbar war. Die von L. major-stimulierten Monozyten produzierten Faktoren
umfassten daher GRO-a (growth related oncogene, syn. CXCL1), IL-1RA, IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-18, MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1, syn. CCL2), MIP-1a, MIP-
1B (macrophage inflammatory protein) und SDF-1 (stromal cell-derived factor 1, syn.
CXCL12) (Abb. 5 A). Uber Verwendung zusétzlicher ELISAs wurde zusétzlich IL-12p40 in
Uberstanden von PBMCs nachgewiesen, welches nach Depletion der Monozyten nicht mehr
messbar war (Abb. 5 C). Die Chemokine GRO-a,, MCP-1 und SDF-1 sowie der IL-1 Rezep-
tor-Antagonist wurden in der unmittelbaren weiteren Analyse nicht berlcksichtigt, da sie bis-
her nicht als NK-Zell-aktivierende Molekule bekannt sind. Alle anderen Faktoren stellen po-
tenzielle Stimulatoren der NK-Zell-Aktivierung dar [7, 48, 49, 83, 239-244] und wurden als
moglicher Signalgeber der NK-Zellaktivierung durch Leishmania-stimulierte Monozyten in
Betracht gezogen.
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NK-Zellen + Monozyten + L.major
Zytokin/ Chemokin Spender1 Spender2 Spender3 Mittelwert *
[pg/mi] sD

|BDNF <1,7 <1,7 <1,7
[EGF <2.6 <26 <2,6
|[Eotaxin <0,8 <0,3 <0,8
|[FGF-2 <3 <3 <3
lcMm-CSF <20,9 <20,9 <20,9
|GRO-a 146,8 49,5 <1,6 93,1+68,8
HGF <8,8 <8,8 <8,8
[IFN-o <0.6 <0.6 <0.6
[IFN-/ <6 <6 <6
IL-1RA 17880, 1 10091,3 913,3 9628,5+8493,3
IL-1a 1,9 <0,6 <0,6
IiL-1g 322,5 323,6 21,2 222,4+174,3
IIL-2 <5 <5 <5
lIL-4 35,3 <146 <14,6
IIL-5 <6,8 <6,8 <6,8
IIL-6 717.6 101,3 11 276,7+384,5
IIL-7 <0.6 <0,6 <0,6
IiL-8 3317 13704,5 1411,2 6144,2+6616,3
IIL-9 <10 <10, 23,6
lIL-10 1,6 1,556 <1,489 1,640,1
lIL-12p70 <6,7 <6,7 <6,7
IL-13 <2 <2 <2
IIL-15 <3 <3 <3
IL-17A <24 <24 <24
IiL-18 61 51,2 <9,8 56,146,9
IiL-21 38,2 <10,6 <10,6
[IL-22 <30 <30 <30
lIL-23 <10,3 <10,3 <10,3
lIL-27 <21,7 <21,7 <21,7
IIL-31 <22.6 <226 <22.,6
[IP-10 <2.6 <26 <2,6
ILIF 17 <5,3 <5,3
IMCcP-1 83,5 19 <1,7 51,3+ 45,6
IMIP-1a. >5950 196,2 495 2065,2+3365, 1
IMIP-1p 37354 1924,2 614,8 2091,5+1567
INGFp <7.9 <79 <7,9
[IRANTES <0,6 29,2 <0,6
IPDGF-BB 2678,7 2885 <7.6 1483,6+1690,1
|PIGF-1 3.3 1,4 <1,1
|scF <1,5 <1,5 1,8
|SDF-1a 701,2 384 <13,6 542,6+224,3
TNF-a. 40,4 <4,7 <4,7
TNF-B <3,5 <3,5 <35
VEGF-A 56,2 173,4 272,1 167,2+108,1
VEGF-D <8,7 <8,7 <8,7
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B
NK-Zellen + L. major
Zytokin/ Chemokin | Spender1i Spender2 Spender3
[pg/mi]
IL-9 436 <10 129,5
(IL-18 17,6 10,1 <9,8
fiL-21 97.1 <10,6 <10,6
MIP-1b <52 100, 1 <5,2
PDGF-BB 5469,2 161,4 <7,6
PIGF-1 2,1 <1,1 <1,1
VEGF-A 140,9 118,9 <5,9
C @ PBMC
150, 1 PBMC ohne Monozyten
% 1254
100+

hu IL-12 (p40) [pg!
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Abbildung 5: Nachweis von Zytokinen und anderen Molekiilen in Zellkulturiiberstanden von
Leishmania-stimulierten PBMCs, aufgereinigten NK-Zellen oder Monozyten
(A/B) Multiplex Immunoassay mit Zellkulturiberstdnden von NK-Zell/Monozyten/L. major-Kokulturen.
Reine NK-Zellen wurden mit L. major-Promastigoten unter An- (A) oder Abwesenheit (B) von Monozy-
ten desselben Spenders fiir 20 h kokultiviert. Die Uberstande dieser Kulturen wurden (iber einen
Multiplex Immunoassay auf den Gehalt von 45 verschiedenen Zytokinen und Chemokinen untersucht.
Es wurden je 3 Spender analysiert. Werte unterhalb der Nachweisgrenze sind mit ,< der jeweiligen
Nachweisgrenze® angegeben. Von den Kokulturen mit NK-Zellen und Monozyten sind die Werte aller
Molekile abgebildet; von den reinen NK-Zellen nur jene, die oberhalb der Nachweisgrenze lagen.
Diejenigen Zytokine, die bei mindestens zweien der drei Spender nachweisbar waren, wurden dunkel
hinterlegt und der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet.
(C) IL-12 (p40) ELISA. Humane PBMCs oder PBMCs, aus denen Monozyten entfernt wurden, wurden
mit Leishmania-Promastigoten unterschiedlicher Leishmania-Arten in einem Verhéltnis von 1:10 (be-
zogen auf die PBMC-Gesamtfraktion) fir 20 h kokultiviert und die IL-12p40-Konzentration in den Zell-
kulturliberstdnden mittel ELISA gemessen. Sensitivitdtsgrenze: 15,6 pg/ml. Mittelwert £ SEM von
6/6/5/5 (PBMC) und 6/5/5/6 (PBMC ohne Monozyten) Spendern. ¥: unterhalb der Nachweisgrenze
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3.1.3.3 Blockierung von NK-Zell-aktivierenden Zytokinen in Zellkulturiiberstanden

Ausgehend von den unter 3.1.3.2 benannten Daten wurde weitergehend untersucht, welche
der nachgewiesenen Zytokine generell in der Lage sind, innerhalb desselben Zeitraums wie
Leishmanien (20 h) eine Stimulation der CD69-Expression auf NK-Zellen hervorzurufen. Da-
zu wurden PBMCs mit unterschiedlichen rekombinanten Zytokinen beziehungsweise aufge-
reinigten Zytokinen (IFN-o/B) stimuliert. Neben den im Multiplex Assay gemessenen Zytoki-
nen (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18, MIP-1a) wurden auch weitere bekannte NK-Zell-aktivierende
Molekile getestet (IFN-o/B, IL-2, IL-12 und IL-15). IL-10 wurde in diesem Zusammenhang
nicht analysiert, da die im Multiplex-Assay gemessenen Konzentrationen bei allen Spendern
sehr gering waren. AuBerdem ist IL-10 bei der humanen Leishmaniose eher als inhibierend
wirkendes Zytokin beschrieben [220, 245, 246], sodass eine Aktivierung der CD69-
Expression auf NK-Zellen durch IL-10 unwahrscheinlich erscheint. Von allen getesteten Zy-
tokinen konnte nur mit IFN-o/f, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-15 und IL-18 eine Steigerung der CD69
Expression auf NK-Zellen erreicht werden (Abb. 6 A), wobei nur die Reaktionen von IL-6
nicht signifikant waren (Medium vs. IFN-a/p/IL-18/IL-15 p<0,0001; IL-1p p=0,0028; IL-2
p=0,003).

Um zu klaren, ob und welche der potenziell CD69-stimulierenden Zytokine in den Uber-
stédnden von Leishmania-stimulierten Monozyten fur diese Reaktion verantwortlich sein kénn-
ten, wurden die Zytokine in den Uberstanden (iber Zugabe neutralisierender Antikdrper blo-
ckiert. Da die Anzahl der Uberstéande von reinen Monozyten begrenzt war, wurden diese
Analysen auch mit Uberstdnden von PBMC-Gesamtfraktionen durchgefiihrt. Zur Neutralisa-
tion der Zytokine wurden die Ubersténde vor der Stimulation der Zellen mit spezifischen blo-
ckierenden Antikérpern beziehungsweise den jeweiligen Kontroll-Antikbrpern (Analysen in
Anhang 1) vorbehandelt. Als Kontrolle fir die erfolgreichen Neutralisation wurden die Zellen
in parallelen Ansétzen auch mit rekombinanten Zytokinen stimuliert, die zuvor mit dem daftr
passenden Antikdrper blockiert worden waren. Die Zytokine wurden entweder einzeln (IL-1p,
IL-2, IL-6 und IL-15) oder in Kombination blockiert (IFN-o/B, IL-12, IL-18).

Bei keinem der Zytokine hatte die Neutralisation einen Einfluss auf die Uberstandsvermittelte
Steigerung der CD69-Expression (Abb. 6 B), wahrend die Stimulation durch die rekombinan-
ten Zytokine komplett aufgehoben (US unbehandelt vs. US mit Antikérpern IL-12/18
p=0,0012; IFN-o/B p=0,0006; IL-1B p=0,0379) oder zumindest reduziert (IL-15, IL-2 nicht
signifikant) werden konnte. In Folge ist keines der oben genannten Zytokine an der Wirkung

der Uberstande von Leishmania-stimulierten Monozyten beteiligt.
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Abbildung 6: Einfluss der Zytokin-Neutralisation auf die NK-zellulare CD69-Expression nach
Stimulation mit Zellkulturiiberstdanden von Leishmania-stimulierten PBMCs.

Humane PBMCs wurden fiir 20 h entweder mit rekombinanten Zytokinen (Konzentration unter 2.1.5)
oder 60 % Zellkulturiberstand von PBMC-Leishmania Kokulturen desselben Spenders stimuliert und
die CD69-Expression der NKp46'CD3" NK-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Dabei wurden
die Zytokine und Uberstande vor Stimulation mit spezifischen blockierenden Antikérpern in den unter
2.1.4 angegebenen Konzentrationen behandelt (37°C, 1-2 h).

(A) CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMC-Gesamtfraktionen nach Stimulation mit unter-
schiedlichen rekombinanten Zytokinen. Mittelwert + SEM von 57/17/11/12/8/19/8/7/3/3 Spendern flr
die angegebenen 10 Stimulationsbedingungen.

(B) CD69-Expression auf NK-Zellen in PBMC-Gesamtfraktionen nach Stimulation mit Zellkultur-
Uberstadnde von PBMC-Leishmania-Kokulturen (lebende Leishmanien), die vor dem Einsatz zur Stimu-
lation mit blockierenden Antikdrpern fir verschiedene Zytokine behandelt worden waren. Mittelwert +
SEM von 7/7/7/6/7/7/7 (IFN-a/B, IL-12, IL-18), 7/7/7/7/6/7 (IL-1B), 9/9/9/7/8/9 (IL-15), je 5 (IL-2), je 4
(IL-6) Spendern.

(A/B) Signifikante Unterschiede zwischen blockierten und unblockierten Proben wurden mittels Man-
Whitney-Test errechnet und mit * gekennzeichnet (* p<0,05, * p<0,01, ** p<0,001).

3.1.4 STIMULATION DER CD69-EXPRESSION DURCH DIREKTEN KONTAKT VON NK-
ZELLEN MIT LEISHMANIEN-INFIZIERTEN MONOZYTEN

Da NK-Zellen nicht nur durch Iésliche Faktoren, sondern auch durch direkten Kontakt zu an-
deren Zellen aktiviert werden kdnnen, wurden hier zudem Analysen in einem Transwell-
System durchgeflhrt. Dabei befinden sich die Zellen in demselben Reaktionsansatz und tei-
len sich in Folge dasselbe Medium, werden aber Uber eine Membran (PorengréBe: 0,4 um)
an einem direkten Kontakt gehindert. Lésliche Molekiile sind jedoch in der Lage, die Memb-
ran zu passieren. Durch Verhinderung des Kontakis von NK-Zellen zu Leishmanien-
infizierten Monozyten wurde die Steigerung der CD69-Expression vollkommen unterbunden
(Abb. 7 A). In Verbindung mit den Daten zum Transfer von Kulturiberstanden zeigt das
Transwell-Experiment, dass die Hochregulation der NK-zelluldren CD69-Expression nach
Kokultur mit Leishmanien-infizierten Monozyten zumindest einen initialen NK-Zell-
Monozyten-Kontakt voraussetzt, in dessen Folge dessen dann ggf. der/die verantwortliche(n)
I6sliche(n) Faktor(en) synthetisiert wird/werden.

3.1.4.1 Blockierung von membrangebundenen NK-Zell-aktivierenden Zytokinen wah-
rend der Kokultur

IL-15 kommt nicht nur in I6slicher Form vor, sondern wird auch auf der Zellmembran be-
stimmter Zellen wie Monozyten ,prasentiert" [247, 248]. Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass auch IL-18 auf Makrophagen in einer membrangebundenen Form vorliegen kann [249].
Darum wurde in dieser Arbeit auch der mdgliche Beitrag von Membranassoziiertem 1L-18
und IL-15 analysiert. Dazu wurden neutralisierende Antikdrper direkt zu der Kokultur von
Monozyten und Leishmanien gegeben, sodass sie Uber den gesamten Inkubationszeitraum

von 20 h wirksam waren. Zum Nachweis der Funktionsfahigkeit der Antikérper wurden die
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Zellen mit rekombinantem humanem IL-15 oder IL-18 stimuliert und gleichzeitig der jeweilige
blockierende Antikdrper hinzugegeben. Durch diese Zugabe konnte die Wirkung der rekom-
binanten Zytokine komplett aufgehoben werden, was eine gute Funktionalitat der blockieren-
den Antikdrper beweist (Abb. 7 B, Zytokin vs. Zytokin mit Antikérper; IL-15 PBMC: p=0,0065;
IL-18 PBMC: p=0,0079; IL-18 NK+Mo: p=0,041).

Die Neutralisation von IL-15 in der Kokultur mit PBMCs hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die durch Leishmania-infizierte Monozyten ausgeldste Steigerung der CD69-Expression
auf NK-Zellen (Abb. 7 B). Uber die Ansatze mit gereinigten NK-Zellen plus Monozyten kann
keine Aussage getroffen werden, da nur Daten von zwei Spendern vorliegen. Die Tendenz
ist jedoch dieselbe wie bei den PBMCs. Die Zugabe von blockierenden IL-18-Antikérpern zur
PBMC-Leishmania Kokultur fUhrte dagegen zu einer signifikanten Reduktion der CD69-
Expression auf NK-Zellen (Abb. 7 C; Leishmanien vs. Leishmanien mit Antikérper; L. infan-
tum: p=0,344; L. major: p=0,0056; L. mexicana: p=0,0148). Auch bei Verwendung von reinen
NK-Zellen plus Monozyten wurde eine Reduktion der CD69-Steigerung erreicht, welche je-
doch nicht signifikant war. Eine komplette Aufhebung der Wirkung der infizierten Monozyten
wurde in keinem der Félle erreicht. In Verbindung mit den Uberstandtransferexperimenten
lasst dies darauf schlieBen, dass membrangebundenes IL-18 an der Initiation der CD69-
Hochregulation beteiligt ist. Dagegen spielen bei der durch den Uberstand vermittelte Stimu-
lation der CD69-Expression von NK-Zell-PBMC- bzw. NK-Zell-Monozyten-Kokulturen offen-
sichtlich andere Faktoren eine Rolle.
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Abbildung 7: Kontakt- und IL-18-abhéngige Steigerung der NK-zelluliren CD69-Expression
durch Monozyten

(A) NK-Zellen und Monozyten desselben Spenders wurden aus PBMCs aufgereinigt und in den ur-
springlich in den PBMCs vorhandenen Verhéltnissen fir 20 h mit oder ohne Transwell (Porengréi3e
0,4 um) mit Leishmanien kokultiviert. Die Menge an Leishmanien entsprach hierbei, bezogen auf die
NK-Zellen, immer einem Verhéltnis von 1:10. Die NK-Zellen wurden Uber die Marker CD3" und
NKp46* nachgewiesen und die CD69-Expression nach Kokultur durchflusszytometrisch gemessen.
Mittelwert + SEM von 6/5/6/3 und 3/5/6/3 Spendern.

(B/C) PBMCs oder aus PBMCs aufgereinigte NK-Zellen und Monozyten wurden 20 h lang in An- oder
Abwesenheit von blockierenden Antikérpern fir IL-15 (B) oder IL-18 (C) mit Leishmanien, IL-15 (12
ng/ml) oder IL-18 (10 ng/ml) kokultiviert. Die Leishmanien wurden in Bezug auf die PBMCs in einem
Verhaltnis von 1:10 eingesetzt und dieselbe Anzahl an Parasiten auch bei der NK-Zell-Monozyten
Kokultur zugegeben. Mittelwert + SEM von (B) 19/8/6/3/10 (PBMCs) bzw. 2 (NK+Mo) Spendern und
(C) 16/15/16/8/5 (PBMCs) bzw. 8/8/85/6 (NK+Mo) Spendern.

(B/C) Signifikante Unterschiede zwischen blockierten und unblockierten Proben wurden mittels Mann-
Whitney-Test errechnet und mit * gekennzeichnet (* p<0,05, * p<0,01, #* p<0,001).
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3.1.4.2 Nachweis von IL-18 auf der Oberflache Leishmania-infizierter Monozyten

Um die Beteiligung von membrangebundenem IL-18 an der Leishmanien-induzierten CD69-
Steigerung auf NK-Zellen zu verifizieren, sollte IL-18 auf der Oberflache von Monozyten di-
rekt angefarbt werden. Wie andere Mitglieder der IL-1-Familie wird IL-18 nicht unmittelbar in
einer aktiven Form synthetisiert, sondern liegt zuerst in einer inaktiven Pro-Form (pro-IL-18)
im Zytoplasma vor. In einigen Zelltypen, unter anderem auch in Monozyten, wird pro-IL-18
konstitutiv exprimiert [250, 251]. Erst nach Aktivierung von Caspasen kommt es zur Um-
wandlung in aktives IL-18 [252, 253]. Fir den Nachweis von membrangebundenem IL-18
(memlL-18) wurden Monozyten negativ Uber das Monocyte Isolation Kit Il (Miltenyi) auf-
gereinigt und mit Leishmania-Promastigoten kokultiviert. Um zwischen intrazellularem pro-IL-
18 und Oberflachen-memlL-18 unterscheiden zu kénnen, wurde die Zellen entweder nur mit
Formaldehyd fixiert (Nachweis von memlL-18) oder zuséatzlich mit Methanol permeabilisiert
(Nachweis von memlL-18 und intrazellularem pro-IL-18). AnschlieBend wurden die Zellen mit
einem IL-18-spezifischen Antikdrper gefarbt und im konfokalen Mikroskop analysiert. Bei den
fixierten Zellen ohne Permeabilisierung waren IL-18 in der Mediumkontrolle nicht oder nur in
geringe Mengen nachweisbar, was daflr spricht, dass unstimulierte Monozyten kaum IL-18
auf der Oberflache exprimieren. Nach Kokultur mit Leishmanien war dagegen eine deutliche,
diffus Uber die Zellen verteilte Farbung sichtbar (Abb. 8), wobei die Starke der Reaktion
Spender-abhangig variierte. Generell induzierte L. infantum schwachere Reaktionen als die
anderen beiden verwendeten Spezies. Nur nach Verwendung von L. major-Promastigoten
erschien die |IL-18-spezifische Reaktion nach zusatzlicher Permeabilisierung der Zellen stér-
ker (Abb. 8 A). In der Konjugat-Kontrolle konnte grundsatzlich keine Reaktion nachgewiesen
werden. Bei Vorbehandlung des IL-18-Antikérpers mit rekombinantem IL-18, kam es zu einer
Reduktion der IL-18-Farbung (Anhang 2), was die Spezifizitdt der Reaktion belegt. Die vor-
liegenden Daten deuten somit darauf hin, dass durch den Kontakt zwischen Monozyten und
Leishmanien die Produktion von IL-18 in Monozyten induziert wird. Mittels dieser Technik
war es jedoch nicht mdglich, prazise zwischen intrazellularem und membrangebundenem IL-
18 zu unterscheiden. In Folge kann nur konstatiert werden, dass membranstandiges IL-18

grundsétzlich an der Steigerung der NK-zellularen CD69-Expression beteiligt zu sein scheint.



Ergebnisse 57

fixiert + permeabilisiert

L. mexicana L. major L. infantum Medium

Abbildung 8: Nachweis von membrangebundenem und intrazellulirem IL-18 bei Monozyten
Monozyten wurden negativ aus PBMCs aufgereinigt und mit Leishmanien in einem Verhaltnis von
1:10 fir 20 h kokultiviert. Nach Fixierung mit Formaldehyd bzw. zuséatzlicher Permeabilisierung mit
Methanol wurde IL-18 (wei3) auf und in den Zellen angefarbt. Der Zellkern wurde mittels DAPI (blau)
angefarbt. Es sind je drei Zellen eines Spenders exemplarisch dargestellt. Die Ergebnisse dieses Ex-
periments sind reprasentativ fiir drei Experimente mit unterschiedlichen Spendern.

3.2 Produktion von IFN-y und Zytotoxizitat von humanen NK-Zellen nach
Kokultur mit Leishmanien

3.2.1 KOKULTUR VON NK-ZELLEN UND LEISHMANIEN

Eine Beteiligung von NK-Zellen an der Abwehr einer Leishmanien-Infektion in vivo setzt den
Ablauf von NK-Zell-Effektorfunktionen voraus. Ein Schlissel-Zytokin in der NK-Zell-
vermittelten Abwehr ist IFN-y, aber auch durch zytotoxische Reaktionen mit anschlieBender
Lyse infizierter Zellen kénnten NK-Zellen zu einer Eindammung der Infektion beitragen. Es
wurde daher untersucht, ob die NK-Zellen in Reaktion auf Leishmania-Parasiten |IFN-y pro-
duzieren und/oder eine gesteigerte Zytotoxizitat zeigen.

Die Kokultur von PBMCs mit Leishmanien alleine fiihrte in dem analysierten Zeitraum zu
keiner gesteigerten Produktion von IFN-y. Dies wurde sowohl mittels Sandwich-ELISA (Abb.
9 A) als auch Uber intrazellulare FACS-Farbung (Abb. 9 B) ermittelt. Die NK-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat wurde Uber einen *'Chrom-Freisetzungsassay bestimmt. Nach der Kokultur von

PBMCs mit Leishmanien war keine Steigerung, sondern eine Reduktion der Zytotoxizitat der
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NK-Zellen in der PBMC-Gesamtfraktion zu beobachten (Abb. 9 C; nur das Verhaltnis 20:1
zeigte signifikante Reaktionen im Vergleich zur Mediumkontrolle, p=0,41). Als Kontrollen
dienten Zellen, die mit IL-12 und IL-18 stimuliert wurden. Diese Behandlung stellt einen stark
aktivierenden Stimulus flir NK-Zellen dar und vermittelt die Produktion von IFN-y (Medium vs.
IL-12/18: p<0,0001) als auch eine gesteigerte NK-zellulare Zytotoxizitat (20:1/ 10:1/ 5:1/
2,5:1 p=0,0048/ 0,0120/ 0,176/ 0,0120). Diese Analysen zeigen, dass NK-Zellen in PBMC-
Kulturen durch Leishmania-Promastigote zwar aktiviert werden und in der Folge CD69 ver-
starkt exprimieren, die aktivierenden Signale aber nicht ausreichend sind, um klassische Ef-

fektorfunktionen von NK-Zellen zu induzieren.
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° 5 ]# (A) Messung der IFN-y— Konzentration im
Zellkulturiberstand durch ELISA. Sensitivi-
0 201 101 51 2'5:1 tatsgrenze 15,6 pg/ml. Mittelwert £ SEM von

76/71/55/46/74 Spendern.

(B) Messung der IFN-y-Produktion von
NKp46°CD3" NK-Zellen (ber intrazellulare
Farbung und FACS-Analyse. Mittelwert £ SEM von 17/14/15/8/17 Spendern.

(C) Messung der spezifischen Lyse von °'Cr-markierten K562-Zellen durch NK-Zellen im Chromium
Release-Assay. Mittelwert + SEM von 6 (PBMC) bzw. 9 (PBMC + IL-12/18) Spendern.

(A-C) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet. Unterschiede zwischen
unstimulierten und stimulierten Zellen wurden mit * und Unterschiede zwischen unterschiedlich stimu-
lierten Zellen mit * gekennzeichnet (*/* p<0,05, **/** p<0,01, ***/* p<0,001).

NK:K562-Zellen
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3.2.1.1 Wirkung von IL-12 und IL-18 auf NK-Zell-Effektorfunktionen nach deren Stimu-

lation mit Leishmanien

In weiteren Analysen wurde untersucht, welche zusétzlichen Signale neben Leishmanien
noch notwendig sind, um eine NK-Zell-Effektorantwort hervorzurufen. Die Stimulation von
PBMCs mit einer Kombination der Zytokine IL-12 und IL-18 in hohen Konzentrationen von 10
ng/ml fiihrte sowohl zu der Produktion von IFN-y als auch zu einer Steigerung der Zytotoxizi-
tat der NK-Zellen (siehe 3.2.1). Durch gleichzeitige Stimulation mit IL-12 plus IL-18 und
Leishmanien konnte diese zytotoxische Wirkung deutlich verstarkt werden (Abb. 9 C; IL-
12/18 vs. Leishmanien plus IL-12/18: 5:1 und 2,5:1 p=0,0315). Um zu untersuchen, welches
der beiden Zytokine in welchem Umfang an dieser Wirkung beteiligt ist, wurden PBMCs mit
IL-12 und IL-18 einzeln und in Kombination unter An- und Abwesenheit von Leishmanien in
unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Bei Abwesenheit der Leishmanien konnte nur
mit der héchsten getesteten Konzentration von IL-12/18 (10 ng/ml) die IFN-y-Produktion in
NK-Zellen induziert werden (Abb. 10 D; Medium vs. IL-12/18 10 ng/ml: p=0,0265). Mit zu-
satzlicher Leishmanien-Stimulation konnte hingegen mit allen drei Spezies schon mit 400
pg/ml dieselbe Wirkung erzielt werden (Abb. 10 D; Medium vs. Leishmanien plus IL-12/18
400 pg/ml: alle Spezies p=0,0265). Bei PBMCs hatte die Stimulation mit jeweils IL-12 oder
IL-18 alleine auch in der hohen Konzentration von jeweils 10 ng/ml keine Wirkung auf die
IFN-y-Produktion (Abb. 10 A/B), wéhrend die Kombination von IL-12 und Leishmanien zur
Steigerung der IFN-y-Produktion in NK-Zellen (Abb. 10 A; Medium plus IL-12 vs. Leishma-
nien plus IL-12: alle Spezies p<0,0005) und in geringerem MaBBe auch in T-Zellen (Abb. 10 E,
FACS-Plots) flihrte. Titrationsanalysen ergaben, dass IL-12 bis zu einer Konzentration von
300 pg/ml in der Lage war, die IFN-y-Produktion in NK-Zellen innerhalb der PBMC-
Leishmania-Kokultur zu induzieren (Abb. 10 C; signifikant nur bei L. infantum vs. L. infantum
plus IL-12 10 ng/ml: p=0,0278 und 1,25 ng/ml: p=0,0416). Die gleichzeitige Behandlung der
PBMCs mit Leishmanien und exogen zugegebenem IL-18 flhrte im Gegensatz zu IL-12 zu
keiner Stimulation der IFN-y-Produktion (Abb. 10 B). IL-18 hatte aber eine Bedeutung bei der
IFN-y-induzierenden Wirkung von IL-12, da der IL-12-vermittelte Effekt auf die IFN-y-
Produktion durch die Neutralisation von IL-18 in der Kokultur vollstandig blockiert werden
konnte (Abb. 10 E; Leishmanien plus IL-12 vs. Leishmanien plus IL-12 und Antikérper; signi-
fikant nur far ELISA: L. major und L. mexicana: p=0,02; ICS: L. major: p=0,0159).
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Abbildung 10: Wirkung von exogenem IL-12 und IL-18 auf die IFN-y-Produktion von NK-Zellen
in PBMC-Leishmania Kokulturen

Humane PBMCs wurden mit Leishmania spp.-Promastigoten (Verhaltnis 1:10) unter An- und Abwe-
senheit von exogenem IL-12 und/oder IL-18 (10 ng/ml bzw. Konzentrationsangaben in Graph) fir 20 h
inkubiert und die IFN-y-Konzentration des Zellkulturiiberstandes (A/B/C/D/E) oder der Prozentsatz an
IFN-y produzierenden NKp46*CD3" NK-Zellen Uber intrazellulare Farbung im FACS (A/E) bestimmt.
Nachweisgrenze des ELISA: 15,6 pg/ml.

(A) IFN-y im Zellkulturtiberstand und Anteil an IFN-y* NK-Zellen nach Zugabe von 10 ng/ml IL-12 zu
der Kokultur. Mittelwert £ SEM von 22/22/22/21/18/22 (ELISA) bzw. 9 (ICS) Spendern

(B) Zugabe von 10 ng/ml IL-18 zu der Kokultur. Mittelwert + SEM von 6/6/6/3/1/6 Spendern.

(C) IL-12-Ttiration. Mittelwert £ SEM von 6/6/3 Spendern

(D) IL-12/18-Titration. Mittelwert £ SEM von 4 Spendern

(E) Zugabe von 10 ng/ml IL-12 zu der Kokultur unter An- und Abwesenheit von blockierendem IL-18
Antikérpern. Mittelwert £ SEM von 6 (ELISA) bzw. 5 (ICS) Spendern

(A-E) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet und Unterschiede zwi-
schen unterschiedlich stimulierten Zellen mit ¥ gekennzeichnet (* p<0,05, # p<0,01, ** p<0,001).
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3.2.1.2 Wirkung der Zugabe von akzessorischen Zellen auf die NK-Zell-
Effektorfunktionen nach Stimulation mit Leishmania-Promastigoten

Die Tatsache, dass durch Zugabe von IL-12 zu PBMC-Leishmania-Kokulturen die Produktion
von IFN-y in NK-Zellen ausgel6st werden kann, weist darauf hin, dass in diesem in-vitro-
System ein entscheidender intrinsischer, aktivierender Faktor fehlt. Aus dem Mausmodell der
Leishmaniose ist bekannt, dass auch neutrophile Granulozyten zur Aktivierung von NK-
Zellen beitragen (nicht veréffentliche Daten der Arbeitsgruppe). Ferner stellt insbesondere
das von dendritischen Zellen produzierte IL-12 einen Schliisselfaktor der IFN-y-Produktion in
NK-Zellen im murinen System dar [5, 156, 210].

In der Fraktion der PBMCs sind keine Granulozyten enthalten, und der Anteil der dendriti-
schen Zellen im Blut ist im Vergleich zu Gewebe sehr gering [254]. Es wurde daher unter-
sucht, ob die Substitution der PBMCs mit neutrophilen Granulozyten (polymorphonuclear
cells, PMN) oder dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) zu einer Aktivierung der NK-Zell-
Effektorfunktionen durch Leishmanien fihrt. Weder die Zugabe von Mo-DCs (Abb. 11 A)
noch von PMNs (Abb. 11 B) zu der PBMC-Leishmania-Kokultur hatte einen Einfluss auf die
Produktion von IFN-y oder die CD69-Expression der NK-Zellen. Diese beiden Zelltypen
scheinen folglich keine ausreichenden zusétzlichen NK-Zell-aktivierende Signale zu liefern.



Ergebnisse 63

A W PBIC
O PBMC + Mo-DC

30004 * 100
20004 - 90
- = 80-
E 1000- c 704
= I T 60-
T 1007 % 50-
£ 75 5, 207
2 5 8 3
1 O 20
254 10

ol st & O-i L

"\b 6‘ o*

& & ¢ &
o 0(?_{\

¢ \ ,N \ f
\x\e \é’b v @ .\Q v 6"
v v A\ v
B l PBMC
O PBMC + PMN 1:1
*
150004 T ! 90+
10000- l 80-

_, 50004 = 70- l

L o
£ 1007 < 607
o u
= 80 o
z Z 40-
= 60+ ‘% 30
< 404 S 204

20- 1U-i
U L] T T 0- v
& & R & &
@6‘\0 ,b&o :\rb Q\‘G& ‘§ \,’N
& & W & N
v N

Abbildung 11: Wirkung der Zugabe von akzessorischen Zelltypen zur PBMC-Leishmanien-
Kokultur auf die IFN-y—Synthese

Kulturen aus humanen PBMCs und aus Monozyten generierten dendritischen Zellen (Mo-DC) (A) oder
neutrophilen Granulozyten (PMN) (B) wurden mit Leishmania spp.-Promastigoten (Verhaltnis PBMC:
Leishmania 1:10) oder IL-12 plus IL-18 (je 10 ng/ml) fur 20 h stimuliert. Die Mo-DCs wurden nicht als
hochgereinigte Zellpopulationen, sondern in Mischung mit anderen Zellen eingesetzt. Ihr tatsachlicher
Anteil im Zellgemisch variierte je nach Spender zwischen 2 und 14,5%. PMNs wurden als reine Popu-
lationen im Verhaltnis 1:1 zu den PBMCs zugegeben. Es wurde die IFN-y-Konzentration des Uber-
standes mittels ELISA und die CD69-Expression auf NKp46® CD3" NK-Zellen mittels FACS-Analyse
bestimmt.

(A) Mittelwert £ SEM von 4/3/3/4/2 Spendern.

(B) Mittelwert £ SEM von 3 Spendern

(A/B) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet und Unterschiede zwi-
schen unstimulierten und stimulierten Zellen mit * gekennzeichnet (* p<0,5, ** p<0,1, *** p<0,001).
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3.2.2 AKTIVIERUNG VON NK-ZELLEN IN L. INFANTUM-INFIZIERTEN I. P.-
HUMANISIERTEN MAUSEN

Um Anhaltspunkte zu gewinnen, ob humane NK-Zellen unter Bedingungen, die eher einer in
vivo-Situation gleichen, ohne zusétzliche exogene Stimuli zur Produktion von IFN-y aktiviert
werden kdnnen, wurden Experimente mit intraperitoneal (i. p.)-humanisierten Mausen durch-
gefiihrt. Hierbei wurden NOD/SCID/IL-2Rg™" (NSG)-M4usen, die keine eigenen T-, B- und
NK-Zellen besitzen, humane PBMCs in die Bauchhéhle injiziert und diese Mause anschlie-
Bend mit L. infantum intraperitoneal infiziert. Die Bauchhdhle der Muse dient hierbei als
eine Art natlrlicher Inkubator fir die humanen Zellen, in dem die durch die Leishmanien
ausgeldsten Entzindungsreaktionen nachgestellt werden kénnen. Fir die Analyse der NK-
Zell-Aktivitat wurden Peritonealexsudatzellen (PECs) aus der Bauchhéhle der Tiere gewon-
nen. Als murine Zellen wurden vor allem Granulozyten in die Bauchhdhle rekrutiert. Alle an-
deren Zellen waren humanen Ursprungs (Daten nicht gezeigt).

Im Mausmodell der Leishmaniose wird 12 h nach der Infektion mit L. infantum die maximale
NK-Zell-Aktivitét erreicht. Daher wurde auch hier dieser Zeitpunkt fir die Analyse gewahlt.
Ohne weitere Stimulation war kein Unterschied in der IFN-y-Produktion der NK-Zellen zwi-
schen den PBS-Kontrollm&dusen und den infizierten Tieren zu sehen (Abb. 12). Nach Resti-
mulation mit K562-Tumorzellen zeigten die NK-Zellen der infizierten Mause eine erhdhte
IFN-y-Produktion, wobei diese Reaktion allerdings nicht signifikant war (Abb. 12). Die Resti-
mulation mit Tumorzellen wird in diesem Zusammenhang eingesetzt, um eine vorhandene
NK-Zell-Aktivierung zu verstarken und somit auch geringe Unterschiede zwischen den unter-
schiedlichen Gruppen erkennen zu kénnen. Die bisherigen Analysen mit i. p.-humanisierten
Mausen liefern somit bestenfalls Hinweise darauf, dass NK-Zellen in einer in vivo-Situation

durch eine Leishmanien-Infektion aktiviert werden kdénnten.

Abbildung 12: IFN-y-Produktion humaner NK-
Zellen in  Peritonealexsudatzellen i. p.-

o PBS
m L. infantum 12 h

50- humanisierter Mause
40- 0 u NSG-Mause wurden mit humanen PBMCs i. p.-
~— 304 _ -I‘_ humanisiert und entweder mit je 10 Mio. L. infantum-
& 20- L. a » Promastigoten i. p. infiziert oder mit PBS i. p. inji-
3 10l o " ziert. Nach 12 h wurden die Peritonealexsudatzellen
@ 5 gewonnen. Diese Zellen wurden daraufhin entweder
E 4. in Medium belassen, mit K562-Zellen (Verhaltnis
f—' 1:1) oder mit IL-12/IL-18 (je 10 ng/ml) fir 6 h resti-
T 3 = muliert. AnschlieBend wurde der Prozentsatz an
E 24 = IFN-y produzierenden humanen NKp46°'CD3" NK-
1. n [ Zellen Gber intrazellulare Farbung im FACS be-
a ﬁ; ElE‘:l [ stimmt. Die Mediane der jeweiligen Gruppen sind als
0 I‘u’IEEu_!edium I{EEE T IL:12H'B rote Querbalken angegeben. Dargestellt sind die

Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten.
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3.3 Einfluss promastigoter Leishmania-Stadien auf die CD56-
Expression humaner NK-Zellen

3.3.1 REDUKTION DER CD56-EXPRESSION VON NK-ZELLEN NACH DIREKTEM
KONTAKT MIT LEISHMANIEN

Der am héaufigsten gebrauchte Marker fir den Nachweis humaner NK-Zellen ist CD56. Die
tatsachliche Funktion dieses MolekUls ist jedoch weitestgehend unbekannt. Die Kokultur von
NK-Zellen und Leishmania-Promastigoten fuhrte zu einer Reduktion der CD56-Expression
auf der Oberflache der NK-Zellen (Abb. 13). In Folge dessen wurde in dieser Arbeit ein ande-
rer Marker, NKp46, fir den Nachweis von NK-Zellen in PBMCs verwendet. Der reduzierende
Effekt der Leishmanien auf die CD56 Expression war sowohl bei NK-Zellen in PBMC-
Gesamtfraktionen (Abb. 13 B; Medium vs. Leishmanien, alle Spezies p<0,0001) als auch bei
gereinigten NK-Zellen (Abb. 13 A; Medium vs. Leishmanien, Verhéltnisse 1:33/1:10: alle
Spezies p<0,0007; Verhaltnis 1:1 L. infantum: p=0,0365, L. major: p=0,0055, L. mexicana:
p=0,0002) zu beobachten. Die Verminderung der CD56-Expression war dabei sowohl dosis-
als auch speziesabhangig, wobei nach Konfrontation mit Promastigoten von L. major die
geringsten und bei L. mexicana die starkste Reaktionen auftraten. Dagegen waren keine
Unterschiede zwischen verschiedenen L. infantum-Stammen unterschiedlicher Herkunft
(siehe 3.1.1) zu vermerken (Abb. 13 C). AuBerdem konnte die Reduktion der CD56-
Expression durch die Trennung der NK-Zellen und Leishmanien Uber ein Transwell-System
komplett aufgehoben werden (Abb. 13 D). Es handelt sich folglich um eine direkte, kontakt-
abhangige Wirkung der Leishmanien auf die NK-Zellen.

Um weiter zu untersuchen, ob die Reduktion der CD56-Expression durch einen aktiven Pro-
zess seitens der Leishmanien ausgeldst wird, wurden Formaldehyd-fixierte Parasiten und
Freeze-thaw-Lysate in die Untersuchungen mit einbezogen (Abb. 13 E). Die Resultate fielen
fir die verschiedenen Leishmanien-Spezies sehr unterschiedlich aus. Bei L. infantum bewirk-
ten die fixierten Parasiten eine deutlich geringere Reduktion der CD56-Expression als die
Lebenden (lebende vs. fixierte Leishmanien: p=0,0045); unter Verwendung des Lysats war
eine noch geringere Reduktion (lebende vs. Leishmanien-Lysat: p<0,0001) zu verzeichnen.
Die Fixierung von L. major-Promastigoten hatte dagegen keinen Einfluss auf die CD56-
Expression, wahrend unter Verwendung von Lysat eine geringfligig geringere Reduktion der
Expression sichtbar war (nicht signifikant). Bei L. mexicana konnte sowohl mit fixierten Para-
siten als auch mit Ff-Lysat eine &hnlich starke Reduktion der NK-zellularen CD56-Expression

hervorgerufen werden wie mit lebenden Parasiten.
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Abbildung 13: Expression von CD56 auf der Oberfliche von NK-Zellen nach Kontakt mit
Leishmania-Promastigoten

Humane PBMCs oder reine NK-Zellen wurden fiir 20 h mit Leishmania spp.-Promastigoten kokultiviert
und die CD56-Expression auf NK-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die NK-Zellen in der
PBMC-Gesamtfraktion wurden als NKp46°CD3" Zellen identifiziert. Bei den Uber Zellsortierung
NKp46*CD3" aufgereinigten NK-Zellen wurden alle lebenden Zellen im Lymphozytengate (FSC/SSC)
analysiert.

(A) Kokultur aufgereinigter NK-Zellen mit Leishmanien in unterschiedlichen Verhaltnissen. Mittelwert +
SEM von 17/16/12/12 Spendern.

(B) Kokultur von PBMCs und Leishmanien in einem Verhéltnis 1:10. Mittelwert + SEM von
132/121/114/97/20 Spendern.

(C) Kokultur von PBMCs mit L. infantum-Stdmmen von Patienten mit unterschiedlichem Krankheits-
bild: VL1, VL2: viszerale Leishmaniose; CL: kutane Leishmaniose; CanL: canine Leishmaniose. Mit-
telwert £ SEM von 9/9/9/9/7 Spendern.

(D) Kokultur von PBMCs und L. infantum (Verhaltnis 1:10) mit und ohne Transwell (PorengréBe 0,4
um). Mittelwert + SEM von je 6 Spendern.

(E) Kokultur von PBMCs und Paraformaldehyd-fixierten Leishmanien bzw. mit Freeze-thaw (Ft)-
Lysaten. Mittelwert + SEM von 22/17/18 (unbehandelt), 8/9/6 (fixiert), 17/14/14 (Lysat) Spendern.
(A-C) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet. Unterschiede zwischen
unstimulierten und stimulierten Zellen wurden mit * und Unterschiede zwischen unterschiedlich
stimulierten Zellen mit * gekennzeichnet (*/* p<0,05, **/* p<0,01, ***/*** p<0,001).

3.3.2 REDUKTION DER CD56-EXPRESSION UBER ZUGABE VON ZELLKULTUR-
UBERSTANDEN VON L. INFANTUM

Obwohl die Reduktion der CD56-Expression auf NK-Zellen durch Leishmanien kontaktab-
hangig war, wurde zusatzlich untersucht, ob auch I6sliche Leishmanien-Faktoren eine solche
Reaktion auslésen kénnen. Dazu wurden PBMCs oder gereinigte NK-Zellen mit 60 % Zell-
kulturiiberstanden von PBMC-Leishmania-Kokulturen oder reinen Leishmanienkulturen sti-
muliert, die unter denselben Bedingungen kultiviert worden waren wie die Kokulturen. Nur
mit den Uberstanden von L. infantum konnte eine Reduktion der CD56-Expression auf der
Oberflache von NK-Zellen beobachtet werden (Abb. 14 A/B; US Medium vs. US mit Leish-
manien, US PBMC auf PBMC: p<0,0001; US PBMC auf NK p=0,003; US Leishmanien auf
PBMC: p=0,0003; US Leishmanien auf NK: p=0,0444), die jedoch in ihrer Auspragung gerin-
ger als nach Kontakt mit Leishmanien ausfiel. Dabei war die Wirkung der Uberstande von
reinen Leishmanien vergleichbar mit der von PBMC-Leishmania Kokulturen. Die Reduktion
der CD56-Expression kam nur unter Verwendung von Zellkulturiberstanden lebender
Leishmanien zustande und nicht, wenn Uberstande von fixierten Leishmanien oder Leish-
manien-Lysat eingesetzt wurden (Abb. 14 C; US Medium vs. US lebende Leishmanien:
p=0,007; US lebende vs. behandelte Leishmanien; fixiert: p=0,014; Lysat: p=0,0016). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Leishmanien-spezifischer I6slicher Faktor nur von
durch L. infantum, jedoch nicht von den anderen drei untersuchten Leishmania-Spezies, ab-

gegeben wird und zur Reduktion der CD56-Expression auf NK-Zellen flhrt.
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100 ## A . . .
90 # "7 (Verhaltnis 1:10) bzw. von Leishmanien alleine
= a0 _-l'-__"_' wurden in einer Konzentration von 60 % zu
%‘ 70 PBMCs (A/C) oder reinen NK-Zellen (B) des-
% 60 selben Spenders gegeben und nach 20 h die
N 50 CD56-Expression durchflusszytometrisch analy-
* siert. Die NK-Zelen in der PBMGC-
:cg 50 Gesamtfraktion (A/C) wurden als NKp46°CD3
8 20 Zellen identifiziert. Bei den reinen NKp46'CD3
10 NK-Zellen (B) wurden alle Zellen im Lymphozy-
0 tengate analysiert. )
& (;\ .;cl\ ' (A) Stimulation von PBMCs mit Uberstand von
ﬁ&‘} ﬁ&" %{\'@ PBMC-Leishmania-Kokulturen  oder  reinen
‘\\‘,f‘\ -\é Leishmania Promastigoten-Kulturen. Mittelwert
Q.{)‘o\’ + SEM von 59/59/53/50/15 (US PBMC Kokultur)

und 8/8/6 (US Leish) Spendern.

(B) Stimulation von reinen NK-Zellen mit Uberstand von PBMC-L. infantum-Kokulturen oder reinen L.
infantum Promastigoten-Kulturen. Mittelwert + SEM von 8 (US PBMC) bzw. 2 (US Leish) Spendern.
(C) Stimulation von PBMCs mit Uberstand von PBMC-Kokulturen mit lebenden oder Paraformaldehyd-
fixierten L. infantum bzw. Freeze-thaw-Lysaten. Mittelwert + SEM von 8/8/8/7/5 Spendern.

(A-C) Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test errechnet und Unterschiede zwi-
schen unterschiedlich stimulierten Zellen mit * gekennzeichnet (* p<0,05, *p<0,01, * p<0,001).
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3.3.3 MECHANISMUS DER REDUKTION DER CD56-EXPRESSION AUF NK-ZELLEN

Die verminderte CD56-Expression nach Konfrontation von NK-Zellen mit Leishmania-Stadien
kann unterschiedliche Ursachen haben. Die Leishmanien selbst oder sezernierte Leishma-
nien-Produkte kdnnten (a) an das Molekil binden und somit die Bindung des zum Nachweis
verwendeten Antikérpers blockieren; (b) die Internalisierung von CD56 auslésen; (c) eine
verminderte Transkription oder Translation von CD56 bewirken; oder (d) CD56 von der Ober-
flache der Zellen abspalten. Friihere Arbeiten in anderen Experimentalsystemen zeigten,
dass CD56 grundsatzlich auch als I6sliches Molekil abgegeben werden kann [96, 97].

Der Nachweis einer Internalisierung des Molekils durch getrenntes Farben von oberflachli-
chem und intrazellularem CD56 und Auswertung Uber Durchflusszytometrie oder Konfokal-
mikroskopie konnte nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. Dies lag wahrscheinlich daran,
dass bei der Oberflachenfarbung keine komplette Séattigung des Oberflachen-CD56 erreicht
wurde, wodurch dies bei der intrazelluldren Farbung nochmals mit markiert wurde und daher

alle Zellen doppelt positiv waren (Daten nicht gezeigt).

3.3.3.1 Nachweis von CD56 auf der Oberflache von NK-Zellen unter Verwendung un-
terschiedlicher Antikérper-Klone

Um zu untersuchen, ob die Bindung des Antikdrpers flr den CD56-Nachweis durch die
Leishmanien behindert wird, wurden Farbungen mit drei unterschiedlichen Antikérper-Klonen
(CMSSB, HCD56, MEM-188) durchgeflihrt. Diese binden jeweils an unterschiedliche Epitope
des CD56-Molekiils. Mit allen drei Klonen wurde eine vergleichbare Reduktion der CD56-
Expression gemessen (Abb. 15 A). In Folge erscheint es unwahrscheinlich, dass die Reduk-
tion der CD56-Expression auf eine Blockierung des Molekils durch die Leishmanien und
damit auf eine Nichterkennbarkeit durch die eingesetzten Antikérper zuriickzufihren ist.

3.3.3.2 Analyse der mRNA-Expression von CD56 auf NK-Zellen

Um zu Uberpriifen, ob eine verminderte Transkription von CD56 vorliegt, wurde mRNA aus
Kokulturen von reinen NK-Zellen und Leishmanien verwendet und mittels eines CD56-
spezifischen TagMan-Systems analysiert. Die Kokultur mit Leishmanien flUhrte dosis-
abhangig zu einer Abnahme der CD56-mRNA (Medium vs. Leishmanien; aufgrund der
Spenderanzahl nur signifikant bei L. infantum 1:10: p=0,0006, L. mexicana 1:10: p=0,0037).
Diese Reaktion war fiir alle drei Leishmanienspezies vergleichbar ausgepragt. Da sich die
Reduktion der CD56-Oberflachenexpression zwischen den Spezies jedoch stark unterschei-
det, sind die mRNA-Reduktion und die Reduktion der Oberflachenexpression nicht miteinan-
der korreliert (Abb. 15 B). Es ist daher durchaus mdglich, dass die Expression auf unter-
schiedlichen Ebenen reguliert wird.



70 Ergebnisse

3.3.3.3 Messung von Iéslichem CD56

Da CD56 auch als l6sliches Molekil abgegeben werden kann, wurden Zellkulturiberstéande
von reinen NK-Zell-Leishmania-Kokulturen mittels eines CD56-spezifischen ELISAs unter-
sucht. Hier zeigten sich keine Unterschiede in der Konzentration I6slichen CD56 zwischen
der Mediumkontrolle und den Anséatzen mit Leishmanien (Abb. 15 C). Allerdings konnte
bereits in der Mediumkontrolle eine relativ hohe Konzentration (12,8 + 2,4 ng/ml) an 16sli-
chem CD56 gemessen werden. Dies lag zum Teil daran, dass das autologe Plasma, das
dem Medium in einer Konzentration von 10 % zugesetzt wurde, im Mittel bereits 7,3 + 3
ng/ml lésliches CD56 enthielt. Durch diese hohen Hintergrundwerte kénnten mdglicherweise
geringe Schwankungen der CD56-Konzentration Uberlagert worden sein. Die Ergebnisse
deuten jedoch grundsatzlich darauf hin, dass die reduzierte Oberflachenexpression von
CD56 auf NK-Zellen nach Stimulation mit Leishmanien nicht auf eine enzymatische
Freisetzung des Molekils von der Oberflache zurlickzufihren ist.

Somit bleibt der exakte Mechanismus, durch den Leishmanien eine Reduktion der NK-
zellularen CD56-Expression auslésen, derzeit ungeklart. Weder eine Internalisierung noch
eine vollstandige Abspaltung des Molekils kénnen komplett ausgeschlossen werden. Ob-
wohl eine deutliche mRNA-Reduktion messbar war, war diese nicht mit der Reduktion der
Oberflachenexpression korreliert. Die parasiteninduzierte Verminderung der CD56 Expres-
sion auf der Oberflache der NK-Zellen muss folglich noch andere Ursachen haben.
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4 DISKUSSION

4.1 Aktivierung von NK-Zellen durch Leishmanien

NatUrliche Killer-Zellen wurden in den 70er Jahren urspriinglich als Tumor-abtdtende Zellen
beschrieben [1]. Seit dieser Zeit belegen die Daten, das NK-Zellen zuséatzlich an der Abwehr
viraler [255, 256], bakterieller [257] und parasitérer [258, 259] Infektionen beteiligt sind. In
vielen Fallen sind sie zwar nicht essentiell fir die letztendliche Kontrolle der Infektion, unter-
stitzen aber die Funktion anderer Immunzellen. So tragen NK-Zellen im Mausmodell der
Leishmaniose in der Frihphase der Infektion zur Erregerkontrolle und zur Ausbildung einer
schitzenden adaptiven T-Zell-Antwort bei, sind jedoch in der Spatphase nicht mehr fir die
Kontrolle der Infektion notwendig [205, 208, 209, 213, 260]. Ob dies auch bei Menschen mit
Leishmanien-Infektionen der Fall ist, ist unklar, da in den meisten Féllen eine Leishmania-
Infektion erst mit dem Auftreten klinischer Symptome diagnostiziert wird und Analysen in der
Frihphase der Infektion entsprechend nicht méglich sind. Ausgehend von der Hypothese,
dass NK-Zellen bei der Kontrolle der Infektion beteiligt sind und bei manchen Menschen die
Ausbildung klinischer Symptome verhindern kénnen, wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich
die Immunantwort von gesunden Spendern, die noch nie mit Leishmanien in Kontakt ge-
kommen waren, in vitro analysiert. Die wenigen bisherigen Studien, die sich mit der NK-Zell-
Antwort gesunder Spender auf Leishmania-Infektionen befasst haben, kamen zu unter-
schiedlichen Ergebnissen. So ist bisher nicht abschlieBend geklart, ob NK-Zellen direkt durch
Leishmania-Parasiten aktiviert werden kénnen oder ob andere Zellen und Faktoren flr eine
Aktivierung notwendig sind.

In den meisten Studien waren fur die Generierung einer NK-Zell-Antwort akzessorische Zel-
len oder Zytokine notwendig. Dabei konnten jedoch nicht mit allen getesteten Leishmania-
Spezies oder Antigenpraparationen dieselben Reaktionen ausgelést werden. So konnte in
einer Arbeit sowohl mit lebenden als auch hitze-inaktivierten Leishmania (L.) aethiopica-
Promastigoten in PBMCs eine IFN-y-Produktion induziert werden [261], wé&hrend in einer
Folgestudie derselben Arbeitsgruppe nur einige wenige Spender auf die hitze-inaktivierten
Parasiten reagierten [228]. Auch nach Stimulation von PBMCs mit LACK-Antigen von L. ae-
thiopica konnte eine erhéhte Synthese von IFN-y nachgewiesen werden [222, 229]. Die Er-
gebnisse nach Stimulation mit Freeze-thaw-Lysaten von L. aethiopica waren hingegen wie-
der gegenlaufig: In einer Studie mit PBMCs gesunder Personen aus einen Endemiegebiet
(Athiopien) konnte IFN-y induziert werden [221], bei Verwendung von PBMCs gesunder Per-
sonen aus einem nicht-Endemiegebiet reagierten dagegen keine oder nur wenige Spender
mit einer geringer IFN-y-Produktion [220, 222, 223, 228].
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Auch wurde nicht in jeder Studie die Herkunft des IFN-y geklart und nur in zwei Untersu-
chungen [222, 223] wurde nachgewiesen, dass dieses Zytokin tatséchlich von NK-Zellen und
nicht von T-Zellen produziert wurde. Anzumerken ist weiterhin, dass in den meisten Féllen
nur eine sehr geringe Menge an IFN-y (100-300 pg/ml) messbar war [220, 221] bzw. dass es
nur Uber sensitivere Techniken als den ELISA (hier: ELISPOT) nachweisbar war [228]. Letzt-
lich muss noch darauf hingewiesen werden, dass in den genannten Studien keine Angaben
zum Endotoxin-Gehalt der verwendeten Leishmania-Kulturmedien gemacht wurden. Nur bei
der Verwendung von aufgereinigtem LACK, jedoch nicht von Ft-Lysaten, wurde in zwei Stu-
dien die Endotoxinfreiheit Gberpriift [222, 229]. In den meisten Fallen kann folglich eine LPS-
induzierte Monozyten-/DC-Aktivierung innerhalb der PBMCs als Ursache fur die NK-Zell-
Aktivierung nicht ausgeschlossen werden.

In zwei Studien wurde zudem eine direkte Aktivierung von reinen NK-Zell-Populationen
durch Leishmania-Antigene beschrieben [229, 231]. Bei Nylen et al. (2003) wurden NK-
Zellen sowohl durch lebende als auch durch tote Promastigote von L. aethiopica, L. mexica-
na und L. donovani, nicht jedoch ber Stimulation mit LACK aktiviert und produzierten nach-
folgend IFN-y [229]. In einer Folgestudie konnten diese Daten fur zwei unterschiedliche L.
major-Stamme nicht bestatigt werden [224]. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte dagegen,
dass die Stimulation mit einem oberflachlich gebundenen Lipophosphoglykan (LPG) von L.
major allein ausreichend war, um eine gesteigerte IFN-y-Produktion in reinen NK-Zell-
Populationen auszulésen [231].

In der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene Leishmania-Spezies, die unterschied-
liche Krankheitsbilder auslésen und eine unterschiedliche geographische Herkunft aufwei-
sen, miteinander verglichen, um gegebenenfalls speziesspezifische Effekte erfassen zu kén-
nen. Erstmalig wurde auch die NK-Zell-Antwort in Reaktion auf unterschiedliche Stamme von
L. infantum-Parasiten analysiert. AuBerdem wurden lebende Parasiten direkt mit toten, je-
doch morphologisch intakten Parasiten sowie mit Leishmania-Antigen (Ft-Lysate) als Stimu-

latoren verglichen.

4.1.1 REGULATION VON NK-ZELL-AKTIVIERUNGSMARKERN

Grundsatzlich bewirkte die Konfrontation mit allen getesteten Leishmania-Spezies (L. infan-
tum, L. major, L. mexicana, L. donovani) eine Expressionssteigerung der Aktivierungsmarker
CD69 und CD25 (auBer L. donovani) auf NK-Zellen (s. Abb. 2 A). Da CD69 grundsétzlich
schneller induziert wird als CD25 [233-235], ist es hierbei nicht verwunderlich, dass nach der
relativ kurzen Inkubationszeit von 20 h die Steigerung der CD69-Expression deutlich starker
ausfiel als die von CD25. Erstere wurde allerdings nicht durch einen direkten Effekt der
Leishmanien auf die NK-Zellen ausgeldst, da sie ausschlieBlich bei Anwesenheit von sol-
chen Monozyten gemessen werden konnte, die direkten Kontakt zu Leishmanien oder
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Leishmania-Antigen hatten (s. Abb. 2 C, 3 A, 5, 7 A). Die Starke der CD69-Expression war
insgesamt von unterschiedlichen Faktoren abhangig. Dies waren die Anzahl der Leishma-
nien, die Leishmania-Spezies und die Art der Praparation der Leishmanien (s. Abb. 2). Ent-
sprechend zeigte sich eine Abhangigkeit von der Dosis als auch von der Vitalitat als auch
Integritat der Parasiten.

Neben genetischen Unterschieden zwischen den Parasitenspezies spielt vor allem die initia-
le Immunantwort des Wirtes eine groBe Rolle fiir den Ausgang einer Infektion. Es ist daher
mdglich, dass das unterschiedliche NK-Zell-Aktivierungspotential der einzelnen Leishmania-
Spezies zu unterschiedlichen Krankheitsverldufen beitragt. In der vorliegenden Arbeit wur-
den allerdings beim direkten Vergleich von dermotropen und viszerotropen L. infantum-
Stammen keine signifikanten Unterschiede in der NK-Zell-Aktivierung in vitro beobachtet,
was eine inverse Korrelation zwischen der NK-Zell-Aktivierung (CD69 Expression) und der
Viszeralisierung der Leishmanien unwahrscheinlich macht.

Da die Hochregulation der Aktivierungsmarker geman der vorliegenden Daten ausschlieBlich
indirekt Uber Monozyten erfolgte, kdnnten die Speziesunterschiede auch auf eine unter-
schiedlich starke Aktivierung der Monozyten zurlckzufihren sein. So ist beispielsweise be-
kannt, dass verschiedene Leishmania-Spezies unterschiedlich gut phagozytiert werden und
unterschiedlich schnell replizieren. Dabei zeigt L. infantum eine geringere Infektionsrate von
humanen Monozyten als L. major [145, 262], und zum Erreichen derselben Infektionsrate
humaner Makrophagen werden 50 % weniger L. donovani als L. major-Promastigote benétigt
[145]. Dies deckt sich mit der in dieser Arbeit beschriebenen Starke der CD69-Steigerung auf
den NK-Zellen, bei der L. infantum den geringsten und L. donovani den starksten Effekt hatte
(s. Abb. 2 A). Es ist daher mdglich, dass die quantitativen Speziesunterschiede der CD69-
Expression durch die jeweilige Anzahl der phagozytierten Leishmanien bzw. der Infektionsra-
te der Monozyten hervorgerufen wurden. Dies wird auch durch die Beobachtung unterstitzt,
dass das Ausmaf der CD69-Expression mit zunehmender Anzahl der Parasiten anstieg (s.
Abb. 2 B). Zusatzlich liefert es auch eine Erklarung des Phanomens, dass mit lebenden so-
wie mit fixierten (d.h. abgetdteten, aber morphologisch intakten) Parasiten eine &hnlich star-
ke Steigerung der CD69-Expression hervorgerufen werden konnte, wahrend dies im Fall der
Ft-Lysate deutlich geringer ausfiel (s. Abb. 2 E). Leishmanien werden grundsatzlich indirekt
Uber Phagozytose aufgenommen, wobei bestimmte Oberflachenmolekiile, wie das LPG oder
gp63 (eine Metalloprotease, Leishmanolysin), die Bindung an Fresszellen vermitteln und
damit die Aufnahme beschleunigen kénnen [134, 135]. Es ist daher plausibel, dass intakte
Promastigote unabhangig von ihrer Vitalitat schneller oder besser aufgenommen werden als
reines Antigen. Lebende Promastigote sollten dabei allerdings einen stérkeren Stimulus dar-

stellen, da sie sich wahrend der Kokultur weiterhin vermehren.
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In diesem Kontext wurde auch untersucht, ob eine der bekannten Monozyten-
Subpopulationen starker an der NK-zellularen Hochregulation der CD69-Expression beteiligt
ist als andere. Im menschlichen Blut werden anhand der Oberflachenmarker CD14, CD16
und CCR2 drei Monozytenpopulationen unterschieden: klassische (CD14""/CD16
/CCR2"e"), intermedidre (CD14""/CD16"°"/CCR2") und nicht-klassische
(CD14"°%/CD16"9"/CCR2) [236]. Neben den verschiedenen Oberflaichenmolekillen weisen
diese Subpopulationen auch funktionelle Unterschiede auf. So produzieren klassische
Monozyten nach LPS-Stimulation vor allem pro-inflammatorische Zytokine, wahrend inter-
mediare Monozyten vorwiegend IL-10 freisetzen und nicht-klassische Monozyten primar nur
auf virale Stimuli reagieren [238, 263]. Zusatzlich ist bekannt, dass intermediare Monozyten
eine starkere Antigen-Prasentation zeigen als die beiden anderen Subpopulationen und dass
nicht-klassische Monozyten eine geringere Phagozytoseleistung besitzen [238, 264]. Grund-
satzlich waren alle drei Subpopulationen in der Lage, in der Kokultur mit NK-Zellen und
Leishmanien die gesteigerte Expression von CD69 auf NK-Zellen zu vermitteln. Die Stérke
der Reaktion war bei klassischen und intermediaren Monozyten vergleichbar, wéahrend sie
mit nicht-klassischen Monozyten insignifikant schwacher ausfiel (s. Abb. 3 B). Die niedrige-
ren Werte der nicht-klassischen Monozyten kénnen mit ihrer geringeren Phagozytoseleistung
erklart werden, die in Folge zu einer schwéacheren Kostimulation der NK-Zellen fihrte.
Monozyten kénnen andere Zellen sowohl Uber |6sliche Faktoren als auch tber zellgebunde-
ne Molekile stimulieren. Die in dieser Arbeit konstatierte Erhéhung der NK-zellularen CD69-
Expression wurde teils Gber einen I6slichen Faktor (s. Abb. 16 unten) und teils durch direkten
Kontakt der beiden Zelltypen (s. Abb. 16 oben) hervorgerufen, da einerseits Zellkulturiber-
stand von Leishmania-infizierten Monozyten unmittelbar zu einer Stimulation der CD69-
Expression auf NK-Zellen flhrte (s. Abb. 4), andererseits jedoch die CD69-Hochregulation
bei fehlendem Kontakt zwischen Monozyten und NK-Zellen ausblieb (s. Abb. 7).

In Analogie zu lebenden Promastigoten war die Steigerung der CD69-Expression Uber Zell-
kulturiiberstande sowohl dosis- als auch Parasitenspeziesabhéngig. Uberstande von L. ma-
jor-infizierten Monozyten hatten den gréBten Effekt, wahrend mit Uberstanden von L. infan-
tum-Monozyten-Kokulturen die geringsten Reaktionen gemessen wurden (s. Abb. 4 A/B).
Zuséatzlich war der CD69-stimulierende, |6sliche Faktor mit der Vitalitat der Parasitenstadien
verkniipft, da nur die Uberstande lebender, nicht jedoch toter Leishmanien (fixiert oder ly-
siert) die genannten Effekte induzierten. Zudem wurde die Wirkung der Uberstinde durch
Erhitzen vollstandig aufgehoben (s. Abb. 4 C/D). Die Hitzelabilitat schlieBt (Glyko-) Lipide
und Glykane als stimulierende Strukturen aus und weist auf proteinhaltige Moleklle wie Zy-
tokine hin. In den Uberstanden konnten mehrere, typischerweise von Monozyten produzierte
Moleklle nachgewiesen werden (s. Abb. 5). Dabei hatten nur IFN-o/B, IL-18, IL-2, IL-6, IL-

15, und IL-18 eine direkt stimulierende Wirkung auf die NK-zellulare CD69-Expression (s.
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Abb. 6 A). Allerdings flhrte weder die Blockade von IL-12 noch der anderen genannten Bo-
tenstoffe zu einer Aufhebung der CD69-vermittelten Reaktion (s. Abb. 6 B). Der l6sliche Fak-
tor ist somit keines der genannten Zytokine, die klassischerweise fir ihre aktivierende Wir-
kung auf NK-Zellen bekannt sind [7, 83, 239-241]. Es besteht die Mdglichkeit, dass es sich
um ein Zytokin handelt, welches in dem verwendeten Zytokin-Array nicht enthalten war oder
das noch nie im Zusammenhang mit NK-Zellen analysiert wurde. Auch wurde beispielsweise
IL-21, ein bekanntes NK-Zell-aktivierendes Zytokin [45, 265], nicht weitergehend untersucht,
da es nur von einem der drei im Zytokin/ Chemokin-Assay analysierten Spender produziert
wurde. Weiterhin kénnte die CD69-Expression aber auch durch ein Leishmania-spezifisches
Protein verursacht werden, das jedoch nur nach Aufnahme der Parasiten durch Monozyten
produziert wird (da die Uberstdnde von reinen Leishmanien keine NK-zellulire CD69-
Expression induzierten). Dies kénnte wiederum bedeuten, dass das fragliche Protein entwe-
der Uber die Monozyten von Leishmanien abgespalten wird oder nur von intrazellularen
Leishmanien in ihrer amastigoten Form produziert wird. Leishmania-spezifische Molekdle,
wie z. B. die Oberflachenmolekile gp63 und LPG, werden vorwiegend tber 30-70 nm groB3e
Exosomen in die Umgebung abgegeben [266, 267]. Solche Exosomen werden sowohl von
promastigoten als auch von amastigoten Formen der Leishmanien produziert. Da sie sich
jedoch in ihrer Zusammensetzung unterscheiden, kénnten von Amastigoten produzierte
Exosomen durchaus eine andere Wirkung haben als die von Promastigoten [267]. Dies wiir-
de auch erklaren, warum der CD69-induzierende Faktor nur im Falle lebender Parasiten
wirkte, da nur diese sich in Amastigote umwandeln kénnen. Weiterhin kénnten so auch die
Speziesunterschiede begriindet werden, da sich die unterschiedlichen Leishmania-Arten
deutlich in der Zusammensetzung und Menge ihrer Oberflachenmolekile [268, 269] als
auch bezlglich der produzierten Exosomen [270] unterscheiden.

Neben einem oder mehrerer I6slicher Moleklle zeigte sich die gesteigerte CD69-Expression
auch als abhangig vom direkten Zellkontakt, da nach Trennung von NK-Zellen und Monozy-
ten durch ein Transwell-System die Reaktion ausblieb (s. Abb. 7 A). Dabei machte es keinen
Unterschied, ob zusétzlich auf der NK-Zell-Seite des Transwell-Kultursystems Leishmanien
vorhanden waren oder nicht (ein Experiment, Daten nicht gezeigt). Unerwartet war hierbei
zunéchst, dass es im Transwell-System zu einer vollstandigen Aufhebung der Reaktion kam.
Der im vorangegangenen Abschnitt beschriebene |6sliche Faktor misste theoretisch auch in
einem Transwell-System wirksam sein, da die verwendete Membran eine Porengréf3e von
0,4 um aufwies und der l6sliche Faktor durch einen Sterilfilter (PorengréBBe: 0,22 um) filtrier-
bar war. Eine mdégliche Erklarung kénnten Unterschiede in der Konzentration und Synthese-
oder Wirkkinetik des gesuchten Molekuls im Transwell-Ansatz sein. Sollte es erst gegen En-
de der Kokultur produziert werden, wéare es verglichen mit den anderen Kokulturbedingungen

bei Einsatz von Zellkulturiberstanden ggf. zu kurz wirksam.
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Auch einige Zytokine haben zellkontaktabh&ngige Effekte, da sie nicht nur in I6slicher Form
abgegeben, sondern auch membransténdig auf Zellen prasentiert werden. Am besten be-
kannt ist dieser Effekt bei IL-15, das in der transprasentierten Form beispielsweise eine wich-
tige Rolle bei der Entwicklung und Aktivierung von NK-Zellen spielt [3, 271]. Aber auch von
IL-18 wurde kirzlich eine membrangebundene Form auf humanen Makrophagen beschrie-
ben [249, 272]. Die Mdglichkeit der Beteiligung membrangebundener Zytokine bei der Stei-
gerung der CD69-Expression wurde Uber die direkte Zugabe blockierender Antikdrper zu der
PBMC-Leishmania-Kokultur untersucht. Dabei hatte die Blockierung von IL-15 keinen hem-
menden Effekt, wahrend durch anti-IL-18-Antikérper eine signifikante Reduktion der CD69-
Expression von etwa 50 % erreicht wurde (s. Abb. 7 B/C). In den Zellkulturiberstanden wa-
ren grundsatzlich nur geringe Mengen an IL-18 messbar, entsprechend hatte die Neutralisa-
tion dieses Zytokins unter diesen experimentellen Bedingungen keinen Effekt auf die CD69-
Expression (Abb. 5 A, 6 B). Dies kénnte darauf hindeuten, dass das IL-18 tatsachlich in einer
membrangebundenen Form vorliegt.

Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigten, dass Monozyten nach Kontakt mit Leishma-
nien vermehrt IL-18 exprimieren (s. Abb. 8). Die verwendete Nachweistechnik erlaubte je-
doch nur bedingt Rickschlisse auf eine intrazelluldre oder oberflachliche Lokalisation des
IL-18. Im Gegensatz zu vielen anderen Zytokinen wird IL-18 nach Aktivierung der Zellen
nicht neu synthetisiert und abgegeben, sondern liegt zunéchst in einer inaktiven Form, dem
pro-IL18, im Zytoplasma vor und wird erst in einem weiteren, Caspasen-vermittelten enzy-
matischen Schritt in seine aktive Form umgewandelt [252, 253]. Monozyten gehdren dabei
typischerweise zu den Zelltypen, die pro-IL-18 konstitutiv exprimieren [250, 251]. Der fir die
Fluoreszenzfarbung verwendete Antikérper detektierte sowohl die pro- als auch die aktive
Form, die entweder sezerniert oder transprasentiert wird. Um zwischen membranstandigem
transprasentiertem und der intrazellularen pro-Form von IL-18 unterscheiden zu kdénnen,
wurden Farbungen mit nur fixierten (hier sollte ausschlieBlich oberflachenstédndiges IL-18
erkannt werden) und fixierten als auch permeabilisierten Zellen verglichen (intrazellulares
und Oberflachen-IL-18 sollten hier gleichermaBen erkannt werden). Bei beiden Methoden
kam es unter Konfrontation mit Leishmanien zu einer gesteigerten Expression von IL-18, das
gleichmaBig Uber die ganze Zelle verteilt erschien und entsprechend nicht eindeutig der
Zellmembran zugeordnet werden konnte. Zwischen den fixierten und den zusatzlich per-
meabilisierten Zellen konnte jedoch kein Unterschied erkannt werden (s. Abb. 8). Eine Erkla-
rung hierfir kdnnte sein, dass die Zellmembran bereits durch die Behandlung der Zellen
leicht durchlédssig geworden ist, sodass auch hier schon intrazellulares pro-IL-18 angefarbt
wurde. Auch wenn membranstandiges IL-18 nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte,
so ist es doch unter Berlicksichtigung aller Fakten sehr wahrscheinlich, dass von infizierten
Monozyten transpréasentiertes IL-18 an der Aktivierung von humanen NK-Zellen beteiligt ist.
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Abbildung 16: Modell der Leishmania-induzierten CD69-Expression auf NK-Zellen.

Humane Leishmania-infizierte Monozyten bewirken eine Voraktivierung humaner NK-Zellen, die sich
in der Hochregulation des NK-zelluldren Aktivierungsmarkers CD69 zeigt. Diese Aktivierung erfolgt
zum einen Uber direkten Kontakt mit membrangebundenem IL-18, das nach Infektion mit Leishmanien
vermehrt auf den Monozyten prasentiert wird. Zum anderen wird entweder von infizierten Monozyten
oder von den intrazellularen amastigoten Leishmanien ein |6slicher Faktor produziert, der zuséatzlich
zu einer kontaktunabhangigen Steigerung der CD69-Expression fhrt.

4.1.2 AKTIVIERUNG VON NK-ZELL-EFFEKTORFUNKTIONEN

Eine, wie in der Literatur beschriebene, direkte Aktivierung humaner NK-Zellen durch Leish-
manien konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Bezugnehmend auf Nylen et al. [229]
kénnte dies in einer verkirzten Stimulationsdauer von 20 h begrindet liegen (Nylen et al.
verwendeten 48 h). Weitere mdgliche Grinde kdnnten die abweichenden Kultivierungsbe-
dingungen sowie die anderweitige Herkunft der NK-Zellen sein. Beide Faktoren kénnten eine
unterschiedliche Voraktivierung der NK-Zellen bedingt haben. Insbesondere bei der Studie
von Becker et al. [231] ist dies durchaus vorstellbar, da hier Zellen von Blutspendern aus
Mexiko, einem Leishmanien-Endemiegebiet, analysiert wurden. Daflir spricht auch, dass in
einer Studie mit an viszeraler Leishmaniose erkrankten Patienten aus Brasilien und Bangla-
desch bereits bei gesunden Kontrollspendern unterschiedliche Konzentrationen an Zytokinen
im Serum nachgewiesen wurden [173]. Es ist daher méglich, dass Menschen aus unter-
schiedlichen Regionen bereits eine unterschiedliche angeborene Immunantwort gegenlber
Leishmanien zeigen.
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In dieser Arbeit erfolgte die Aktivierung von NK-Zellen durch Leishmanien nur indirekt Gber
Signale von akzessorischen Zellen (siehe auch Ubersicht Abb. 17). Obwohl die NK-Zellen in
der PBMC-Leishmania- bzw. NK-Monozyten-Kokultur die Aktivierungsmarker CD69 und
CD25 gesteigert exprimierten, wurde keine vermehrte Produktion von IFN-y und sogar eine
verminderte Zytotoxizitat beobachtet (s. Abb. 9). Das Ausbleiben einer typischen NK-Zell-
Effektorantwort kénnte ein Anzeichen einer allgemeinen ,Erschépfung® der NK-Zellen sein
[18, 273]. Dies scheint hier jedoch nicht der Fall zu sein, da die NK-Zellen auf die Stimulation
mit den Zytokinen IL-12 und IL-18 erwartungsgeman IFN-y produzierten und gesteigerte Zy-
totoxizitat zeigten. Zudem wurde die Wirkung der Zytokine durch die Zugabe von Leishma-
nien nicht vermindert, sondern verstarkt (s. Abb. 9, 10). Die verminderte Zytotoxizitat nach
Konfrontation mit Leishmanien alleine kénnte auch damit erklart werden, dass die extrazellu-
laren Promastigoten den Kontakt zwischen NK-Zellen und den Tumor-Zielzellen behindern,
welcher fir die Auslésung der spezifischen Zytotoxizitatsreaktion notwendig ist. Bei zusatzli-
cher Stimulation mit IL-12/18 bewirken dagegen die Zytokine bereits alleine eine Aktivierung
der Zellen, sodass hier fir die Auslésung der Zytotoxizitat kein zusatzlicher Kontakt mehr
notwendig ist und in Folge keine Hemmung der Zytotoxizitat mehr stattfindet.

Parasitéare Signale allein sind also nicht ausreichend, um in dem hier untersuchten in vitro-
System NK-Zellen zu einer Effektorantwort zu stimulieren. Dies steht im Wiederspruch zu
bereits publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen. In den meisten dieser Fallen erfolgte die
Analyse jedoch erst nach 48-72 h und ergab nur geringe Mengen an IFN-y [220, 221, 228].
Es ist nicht ausgeschlossen, dass auch im vorliegenden Fall nach einer langeren Stimulati-
onsdauer IFN-y nachweisbar gewesen ware. Allerdings ist es fraglich, ob eine solch geringe
IFN-y-Antwort der NK-Zellen zu einem so spéaten Zeitpunkt in einer in vivo-Situation Uber-
haupt relevant ware. Obwohl durch die alleinige Stimulation mit Leishmanien keine voll-
sténdige Aktivierung von NK-Zellen erreicht werden konnte, zeigte sie ein stimulierendes
Potential, da sie bei bereits aktivierten NK-Zellen sowohl die IFN-y-Produktion als auch die
Zytotoxizitat nochmals steigerte (s. Abb. 10). Fur die Auslésung der NK-Zell-Effektorantwort
sind neben den bereits identifizierten Signalen infizierter Monozyten folglich noch weitere
stimulierende Signale notwendig. So konnte durch die Zugabe von exogenem IL-12 zu der
PBMC-Leishmanien-Kokultur die NK-zellulare IFN-y-Produktion stimuliert werden. Diese Wir-
kung kam jedoch nur unter relativ hohen IL-12-Konzentrationen von 300 pg/ml zustande
(wahrend die Stimulation der PBMCs mit IL-12 alleine keinerlei Effekt hatte) (s. Abb. 10 A/C).
Durch die gleichzeitige Stimulation der Zellen mit IL-12 und Leishmanien sowie der Neutrali-
sation von IL-18 konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die Wirkung von IL-12 in der
Kokultur von IL-18 abhangig ist (s. Abb. 10 E). Allerdings kann keine gesicherte Aussage

dazu gemacht werden, ob es sich hier ausschlieBlich um membrangebundenes IL-18 auf
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Monozyten handelt. Es besteht zusatzlich die Mdglichkeit, dass durch Behandlung mit IL-12
die Freisetzung von léslichem IL-18 induziert wurde.

Die in PBMC-Leishmania-Kokultur-Uberstanden maximal gemessene Konzentration von 100
pg/ml IL-12p40 (s. Abb. 5 B) ist, sofern dies als Maf3 fiir das bioaktive IL-12 (Heterodimer IL-
12p70 [p35/p40]) herangezogen werden kann, wahrscheinlich nicht ausreichend, um eine
gesteigerte NK-zellulare IFN-y-Produktion auszulésen. Wird die IL-12-Konzentration durch
exogene Zugabe auf ein kritisches Niveau von mindestens 300 pg/ml erhéht, kann diese
Effektorfunktion in den NK-Zellen aber in Abhangigkeit von IL-18 hervorgerufen werden.
IL-12 wird von allen mononukle&ren Phagozyten wie Monozyten, Makrophagen und dendriti-
sche Zellen (DCs) produziert, wobei vor allem letztere die Hauptproduzenten darstellen
[274]. Im peripheren Blut sind jedoch nur geringe Mengen an DCs und keine Makrophagen
vorhanden. In der Haut und in sekundaren lymphatischen Organen befinden sich hingegen
unterschiedlichste Dichten dieser Zellpopulationen [254, 275, 276]. Bei einer naturlichen In-
fektion durch den Stich einer Sandmucke sind bei der sich anschlieBenden Immunreaktion
neben den Blutleukozyten auch Immunzellen der Haut beteiligt. Es ist daher nicht ausge-
schlossen, dass in einer in vivo-Situation die flr eine Aktivierung der NK-Zell-Effektorantwort
notwendige IL-12-Konzentration erreicht werden kann. Basierend auf diesen Uberlegungen
wurde in dieser Studie untersucht, ob NK-Zellen in PBMC-Leishmania-Kokulturen eine IFN-y-
basierte Effektorantwort zeigen, wenn zusatzlich aus Monozyten generierte DCs (Mo-DCs)
anwesend sind (s. Abb. 11 A), da diese Zellen nach Phagozytose von Leishmanien IL-12
produzieren kénnen [277, 278]. Die Daten der vorliegenden Studie zeigten jedoch, dass dies
nicht der Fall war, was ggf. auf die zu geringe Menge produzierten IL-12 zurGckzuflhren war.
Im Gegensatz zu den Literaturdaten konnte in den hier durchgeflhrten Experimenten auch
mit keiner der verwendeten Leishmania-Spezies die Produktion von IL-12p40 in Mo-DCs
induziert werden (Daten nicht gezeigt). Ob dies an der zu niedrigen Anzahl von Mo-DCs in
Relation zur PBMC-Zahl oder an anderen methodischen Problemen lag, konnte bisher nicht
geklart werden. Generell muss natirlich bedacht werden, dass die in vitro generierten Mo-
DCs nur ansatzweise mit primaren DCs aus Geweben vergleichbar sind. Fir zukinftige Ex-
perimente wirde sich daher anbieten, primdre DCs aus dem Blut aufzureinigen und in der
Kokultur zu verwenden. Die Rolle von DCs als IL-12-Produzenten bei der NK-Zellaktivierung
kann demnach nicht abschlieBend beurteilt werden.

In einem weiteren Ansatz wurden neutrophile Granulozyten der PBMC-Leishmania-Kokultur
als akzessorische Zellen zugesetzt (s. Abb. 11 B), da dieser Zelltyp im Mausmodell an der
NK-Zell-Aktivierung beteiligt ist (nicht veréffentliche Daten der Arbeitsgruppe). Auch unter
diesen Bedingungen wurde keine vermehrte NK-zellulare IFN-y-Produktion beobachtet, so-
dass Neutrophile in der humanen Situation bei der Leishmania-vermittelten NK-Zell-

Aktivierung méglicherweise keine Rolle spielen.
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Abbildung 17: Modell der Aktivierung von NK-Zell-Effektorfunktionen durch Leishmanien

Der Kontakt mit membrangebundenem IL-18 auf Monozyten ist alleine nicht ausreichend, um eine
Effektorantwort bei NK-Zellen auszulésen. Nach zusatzlicher Stimulation mit IL-12 kommt es, abhén-
gig von der Anwesenheit von IL-18, zur Produktion von IFN-y. Neutrophile Granulozyten oder unreife
aus Monozyten generierte DCs liefern keine ausreichenden zusatzlichen Signale, um eine NK-Zell-
Effektorantwort auszulésen.

Parallel zu den in vitro-Versuchen wurden auch in vivo-Experimente mit intraperitoneal (i.p.)-
humanisierten NOD/SCID/IL-2Rg™" (NSG)-M&usen durchgefiithrt. Hier bestatigten sich im
Prinzip die in vitro generierten Daten, da nur nach zuséatzlicher Stimulation mit Tumorzellen
eine vermehrte IFN-y-Produktion von NK-Zellen ausgel6st werden konnte, die zudem sehr
schwach ausfiel (s. Abb. 12). Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass in diesem Maus-
modell keine optimalen Bedingungen erreicht werden. Zum einen sind nicht alle Zellen hu-
manen Ursprungs, da NSG-Mause zwar keine eigenen T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen,
jedoch noch Zellen myeloiden Ursprungs, wie Makrophagen und dendritische Zellen, besit-
zen [232]. Da die Signale der murinen Zellen (z. B. die von diesen produzierten Zytokine) nur
teilweise eine Kreuzreaktivitat mit humanen Immunzellen zeigen, kann dies zu einer geringe-
ren Aktivierung der humanen NK-Zellen geflhrt haben. Auch gilt das Kompartiment der
Bauchhéhle nicht als physiologischer Ort einer natlrlichen Leishmanien-Infektion, da typi-
sche Interaktionen der NK-Zellen mit residenten dendritischen Zellen der Haut oder Zellen
der Lymphorgane, die im klassischen Mausmodell fiir eine NK-Zell-Aktivierung nétig sind, in
der Bauchhdhe nicht stattfinden. Letztendlich kann aus den hier erarbeiteten Daten nicht mit
Sicherheit geschlussfolgert werden, ob die in vivo-Daten tatséachlich die in vitro-Daten unter-
stitzen oder ob das hier praktizierte humanisierte Maussystem einfach kein addquates Mo-
dellsystem zur Beantwortung unserer Fragestellungen war.

Eine Alternative zu dem i.p.-Modell sind intravends (i.v.)-humanisierte Mause. Hierbei wer-

den neugeborenen NSG-M&usen humane hamatopoetische Stammzellen transplantiert, so-
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dass diese Mause im Erwachsenenalter ein humanes Immunsystem entwickeln [232]. Aller-
dings wurde gezeigt, dass einige der Zelltypen nicht voll funktionsféhig sind und dass gerade
NK-Zellen und myeloische Zellen in deutlich geringeren Mengen vorhanden sind als dies bei
Menschen der Fall ist. In den letzten Jahren wurden deshalb immer neue NSG-Mauslinien
mit unterschiedlichen Verbesserungen gezlichtet und neue Behandlungsverfahren etabliert
[279, 280]. Ob diese eine realistische Analyse der Aktivitdt humaner NK-Zellen wahrend ei-

ner Leishmania-Infektion erlauben, muss jedoch erst noch untersucht werden.

4.2 Beeinflussung von NK-Zell-spezifischen Oberflachenmolekiilen

Der am héaufigsten verwendete Marker zum Nachweis humaner NK-Zellen ist das Oberfla-
chenmolekil CD56. Obwohl dieses Molekil Gegenstand intensiver Forschung ist (ins-
besondere im Zusammenhang mit neurogenen Zellen), ist seine Funktion flir NK-Zellen noch
weitgehend unbekannt. Da es sich um ein Adhasionsmolekll handelt, ist anzunehmen, dass
es auch im Falle der NK-Zellen zu Interaktionen mit anderen Zellen oder Gewebestrukturen
beitragt. Neben der reinen Adhé&sion vermittelt CD56 bei Neuronen auch den Eingriff in intra-
zellulare Signalwege [91, 92]. Dies ist auch bei NK-Zellen nicht ausgeschlossen. In dieser
Arbeit wurde beobachtet, dass der direkie Kontakt von NK-Zellen mit Leishmania-
Promastigoten zu einer Reduktion der CD56-Expression flihrt, wobei die Starke der Reaktion
sowohl von der Anzahl als auch der Spezies der Leishmanien, nicht jedoch von ihrem Or-
gantropismus abhing (s. Abb. 13). Ein anderer Marker, NKp46, zeigte dagegen bei allen
Leishmania-Spezies nur eine maBige Reduktion seiner Expression. CD16 war wiederum nur
nach Exposition mit L. mexicana verringert nachweisbar (s. Anhang 3). Ein ahnliches Pha-
nomen wurde im Zusammenhang mit Leishmanien bisher auch von Lieke et al. [224] be-
schrieben. Dabei zeigten reine NK-Zellpopulationen nach einer 24-stiindigen Kokultur mit L.
major-Promastigoten eine deutlich reduzierte Expression von CD16, CD56, NKp30 und
NKp44, jedoch nicht von NKp46 [224]. Der genaue Mechanismus, Uber den die reduzierte
CD56-Expression vermittelt wird, ist noch unbekannt. Das Molekdl wurde nicht von der NK-
Zell-Membran abgespalten, da die Konzentration I6slichen CD56 im Zellkulturiberstand un-
verandert blieb (s. Abb. 14 C). Dagegen konnte eine deutliche Reduktion der CD56-
Gentranskription nachgewiesen werden (s. Abb. 14 B links), was eine Ursache der vermin-
derten Oberflachenexpression sein kann. Allerdings Kkorrelieten das AusmafB3 der
transkriptionellen Beeinflussung nicht mit der Starke der Oberflachenreduktion, da bei allen
drei getesteten Leishmania-Spezies zwar eine vergleichbare Reduktion der mRNA-
Transkription gemessen wurde, die Verminderung der Oberflachenexpression jedoch unter-
schiedlich stark ausgepragt war (s. Abb. 14 B rechts). Es ist daher wahrscheinlich, dass die
Expression Uber zusétzliche Mechanismen beeinflusst wird. So besteht die Mdglichkeit, dass
neben der Regulation auf mRNA-Ebene das oberflachliche CD56-Molekil durch die Leish-
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manien bzw. Uber Leishmanienprodukte so verandert wird, dass es nicht mehr nachweisbar
ist.

Um auslésende Faktoren der verminderten CD56-Expression naher zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Leishmanien-Praparationen und -Spezies verglichen. Da im Falle von L.
mexicana unter Verwendung von fixierten Leishmanien vergleichbare Reaktionen erreicht
werden konnten wie mit lebenden Parasiten, scheint eine aktive Beteiligung der Leishma-
nien, z. B. in Form der Sekretion bestimmter Faktoren oder energieabhangiger Prozesse,
nicht notwendig zu sein. Die vergleichbare Wirkung von Freeze-thaw-Lysaten weist weiter
darauf hin, dass einzelne Bestandteile der Parasitenmembran fir die Wirkung ausreichend
sind (s. Abb. 13 E). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Reduktion der CD56-Expression
auf ein bestimmtes Oberflachenmolekil der Leishmanien zurlckzufihren ist, welches zum
Beispiel Uber einen Pathogenerkennungsrezeptor eine Signalwirkung in den NK-Zellen aus-
I6st. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Leishmania-Spezies kénnten demnach
auf eine speziesabhéngige, unterschiedlich stark ausfallende Expression dieses Molekuls
zurtckzufiihren sein. Im Gegensatz zu L. mexicana konnte bei L. infantum durch die Fixie-
rung beziehungsweise Lyse der Parasiten die CD56-Reduktion fast komplett aufgehoben
werden (s. Abb. 13 E). Dies kénnte daran liegen, dass das verantwortliche Molekal durch die
Behandlung der Leishmanien so verandert oder beschéadigt wird, dass es nicht mehr voll
wirksam ist. Die noch vorhandene Wirksamkeit bei L. mexicana ist dann méglicherweise auf
eine anfangs starkere Expression dieses Molekils zurlickzufihren. Ein weiterer Unterschied
zwischen den Spezies ist, dass nur der Uberstand von L. infantum-Kulturen ebenfalls eine
CD56-Reduktion bewirkte (s. Abb. 15).

Unter Berilcksichtigung aller Ergebnisse kdnnte der Virulenzfaktor gp63 ein viel-
versprechender Kandidat fur das gesuchte Oberflachenmolekil sein. Bei diesem handelt es
sich um eine Metalloprotease, die insbesondere auf der promastigoten Form der Leishma-
nien exprimiert wird und in der Lage ist, unterschiedliche Substrate bei unterschiedlichen pH-
Werten umzusetzen [281, 282]. So wurde beschrieben, dass diese Molekil gezielt CD4-
Molekile auf T-Zellen spalten kann, ohne andere Rezeptoren wie CD3, CD8 oder CD25 zu
beeinflussen [283]. Einige Molekile scheinen folglich anfalliger gegentber der Wirkung die-
ser Protease zu sein als andere. Dies kdnnte erklaren, warum nur CD56 in einem so starken
Ausmal betroffen ist, wahrend andere Molekiile wie NKp46 oder CD16 kaum beeinflusst
werden. Einen weiteren Hinweis liefert die bereits erwahnten Studie mit NK-Zellen von Lieke
et al. [224], bei der die verminderte CD56-Expression dann ausblieb, wenn eine gp63-
defekte L. major-Mutante in Kurzzeitexperimenten verwendet wurde. Allerdings flhrte hier
eine langere Inkubationszeit von 5 Tagen auch mit der gp63*°-Variante zu einem
Verschwinden des NK-zellularen CD56-Markers [224]. Gp63 wird auch in léslicher Form in
groBen Mengen in den Zellkulturiberstand abgegeben, wobei dies jedoch nicht nur bei L.
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infantum, sondern auch bei allen anderen Leishmania-Spezies der Fall ist [284, 285]. Aller-
dings werden gp63-vermittelte enzymatische Reaktionen weder Uber Lyse (freeze-thaw-
Behandlung) noch durch Fixierung der Parasiten mit Glutaraldehyd und damit wahrscheinlich
auch mit Formaldehyd nicht beeintrachtigt [285, 286]. Damit ware nicht erklarbar, warum bei
fixierten L. infantum und Ft-Lysat keine Reduktion der CD56-Expression mehr zu messen
war. Es bleibt daher zu Gberprifen, ob gp63 tatsachlich an der genannten Reaktion beteiligt
ist und ob zusétzlich andere Leishmania-spezifische Molekile zugrunde liegen.

Eine der wichtigsten Fragen, die sich bei diesen Analysen stellt, ist, ob die veranderte CD56-
Expression einen direkten Einfluss auf die Funktion der NK-Zellen hat oder nur eine Begleit-
erscheinung ist. Da die Funktion dieses Molekils bisher nicht genau bekannt ist, kann tber
einen direkten Einfluss nur spekuliert werden. Eine verringerte Adhéasionsfahigkeit Uber
CD56 koénnte das Wanderungsverhalten der NK-Zellen und damit ihre Verfugbarkeit an Or-
ten einer Leishmania-Infektion vermindern. Zusatzlich ist bekannt, dass CD56 eine Rolle
beim Kontakt mit anderen Immunzellen spielen kann [111, 112]. So ist es vorstellbar, dass
durch Reduktion der CD56-Expression die Wirkung auf andere Zellen vermindert wird. Wei-
terhin kénnen NK-Zellen auch direkt Gber CD56 aktiviert werden [103]. Die bei einer geringe-
ren Expression ausbleibenden, aktivierenden Signale kénnten demnach zu einer geringeren
Aktivierung der NK-Zellen fihren. Alle diese Faktoren kénnten insgesamt zu einer schlechte-
ren Kontrolle einer Leishmania-Infektion beitragen, jedoch auch Auswirkungen auf die Im-
munantwort auf andere Krankheiterreger haben und somit Sekundérinfektionen begtinstigen.
Natlrlich besteht auch die Mdglichkeit, dass die Veranderung der CD56-Expression keine
funktionellen Auswirkungen hat und somit bei der Abwehr von Leishmania-Infektionen keine
direkte Rolle spielt. Hinweise lassen sich aus anderen Erkrankungen ableiten: So wurde bei
Patienten mit chronischen Viruserkrankungen [68, 287-290], sekundarer Syphilis [291] und
Myasthenia gravis [292] ein vermehrtes Auftreten von CD56" NK-Zellen beschrieben. Diese
Zellen zeigten eine allgemein verringerte Aktivitdt mit verminderter spezifischer Tumorzell-
Lyse und Zytokinproduktion. Dies war bei HIV (humanes Immundefizienz-Virus), HCMV
(humanes Cytomegalievirus) und EBV (Epstein-Barr-Virus) durch eine erhdhte Expression
von inhibierenden Rezeptoren und einer verminderten Expression von aktivierenden Rezep-
toren (NKp46, NKp30) bedingt [287-289]. Dagegen war bei chronischen Hepatitis-Virus-
Infektionen keine Veranderung der NK-Rezeptorverteilung vorhanden [290]. Durch Stimulati-
on mit IL-2 konnte die CD56-Expression wiederhergestellt werden, dies beeinflusste jedoch
die beschriebenen Reaktionen nicht, sodass ein direkter Zusammenhang zwischen der
CD56-Veranderung und der NK-Zellfunktion ist in diesem Fall nicht zu bestehen scheint. Die
geringere Zytotoxizitdtskapazitat dieser CD56° NK-Zellen deckt sich mit den hier
beschriebenen NK-Zellreaktionen. Allerdings zeigten die CD56 NK-Zellen der genannten
Publikationen auch nach Stimulation mit Zytokinen eine geringere Aktvierung, wahrend dies
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in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall war (die mit Leishmania-Stadien konfrontierten und
zeitgleich Zytokin-stimulierten NK-Zellen produzierten sogar mehr IFN-y als in Abwesenheit
von Leishmanien). Dabei wurde das IFN-y bei zwei analysierten Spendern in erster Linie von
CD56" Zellen produziert (s. Anhang 4). Weitere Unterschiede zu den bei Virusinfektionen
beschriebenen Daten (s.0.) sind die allenfalls marginale Expressionsminderung der beiden
Oberflachenmarker NKp46 und CD16. Folglich scheinen hier beschriebenen CD56™ NK-
Zellpopulationen nicht mit den bei chronischen Virusinfektionen auftretenden Zelltypen iden-
tisch zu sein. Allerdings kénnte die Dauer der Stimulation einen Einfluss ausgetibt haben. So
ist es nicht ausgeschlossen, dass NK-Zellen nach langerer Stimulation mit Leishmanien auch
eine reduzierte Aktivitdt zeigen. Zuséatzlich wurden Leishmanien und Zytokine in den hier
durchgeflhrten Analysen zur selben Zeit zu den Zellen gegeben. Es ist daher nicht bekannt,
wie die durch Leishmanien-Stimulation auftretenden CD56™ NK-Zellen auf eine spatere Zyto-

kin-Stimulation reagieren wirden.

Zusammenfassend konnte in den Untersuchungen dieser Arbeit gezeigt werden, dass NK-
Zellen auch im humanen System innerhalb von 20 h nach einer Leishmania-Infektion akti-
viert werden kdnnen. Die Stimulation der NK-Zellen ist dabei spezieslibergreifend, da sie
gleichermalB3en bei vier unterschiedlichen Leishmania-Spezies nachweisbar war. Allerdings
fand keine direkte Aktivierung der NK-Zellen durch die Parasiten statt, es waren vielmehr
zusatzliche Zelltypen und Zytokine notwendig. Vor allem Monozyten spielten hier eine ent-
scheidende Rolle. Einerseits produzierten sie einen noch unbekannten léslichen Faktor und
andererseits exprimierten sie IL-18 membrangebunden auf der Zelloberflache. Beides flihrte
zu einer Voraktivierung von NK-Zellen, die in Folge Uber geringfligige zusatzliche Stimulation
mit IL-12 mit einer erhdhten IFN-y-Produktion sowie gesteigerten Zytotoxizitatsreaktionen
reagierten. Welche Zellen fir die Produktion des IL-12 in einer in vivo-Situation verantwort-
lich sein kénnten, muss erst noch geklart werden. Trotzdem gibt diese Arbeit Hinweise da-
rauf, dass humane NK-Zellen in der Lage sind, sehr schnell mit der Produktion von IFN-y auf
eine Leishmania-Infektion zu reagieren. Eine medikamentdse Unterstitzung der NK-Zell-
Antwort kénnte daher sowohl in der Prophylaxe als auch in der Therapie von Leishmanien-

Infektionen von Vorteil sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund und Fragestellung. Die einzelligen Leishmania-Parasiten, die Erreger der teils
tédlich verlaufenden Leishmaniose werden Uber den Stich von Sandmucken auf viele unter-
schiedliche Saugetiere, wie auch den Menschen, tbertragen. Durch die fortschreitende Aus-
breitung des Vektors und verstarkte Zuwanderung aus Endemiegebieten hat die Leishma-
niose auch in Deutschland in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen.
Leishmanien werden nach der Ubertragung passiv Uber Phagozytose in unterschiedliche
Zellen, vor allem Immunzellen, aufgenommen und vermehren sich intrazellular. Eine effekti-
ve Immunantwort gegen Leishmanien ist daher mit der Produktion von leishmanizid wirken-
den, reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (z. B. Stickstoffmonoxid [NO]) durch die infi-
zierten Zellen selbst verbunden. Die NO-Produktion wird vor allem durch das Zytokin Interfe-
ron (IFN)-y induziert, das von T-Lymphozyten und Naturlichen Killer (NK)-Zellen produziert
wird. Im Mausmodell der Leishmaniose konnte nachgewiesen werden, dass IFN-y von NK-
Zellen bei einer Leishmanien-Infektion einen protektiven Effekt hat. Auch beim Menschen
gibt es Hinweise darauf, dass NK-Zellen an der Immunabwehr von Leishmanien beteiligt
sind. Allerdings sind die zugrundeliegenden Mechanismen der NK-Zell-Aktivierung im
menschlichen Kérper teils noch unklar und die bisher erzielten Ergebnisse kontrovers. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob aus dem Blut isolierte humane NK-Zellen in
vitro in einem Zeitraum von 20 h durch Leishmanien aktiviert werden kénnen und welche
Faktoren hierflr notwendig sind.

Methoden. Mononukleére Zellen des peripheren Bluts (PBMCs) wurden aus frischem Ve-
nenblut Uber Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und einzelne Immunzellpopulationen
Uber durchflusszytometrische Sortierung, magnetische Zellseparation oder Plastikddhasion
aufgereinigt. Die verschiedenen Immunzellpopulationen wie NK-Zellen, Monozyten, T- und
B-Zellen oder neutrophile Granulozyten wurden in unterschiedlicher Zusammensetzung mit
Leishmania spp.-Promastigoten bzw. Leishmania-Antigen flr 20 h kokultiviert und der Akti-
vierungsstatus der NK-Zellen mittels  Durchflusszytometrie, ELISA,  *'Chrom-
Freisetzungsassay und quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Um zu untersuchen, ob direk-
ter Zellkontakt oder spezifische Zytokine bei der Zellaktivierung eine Rolle spielen, wurden
die Zellen teils durch ein Transwell-System voneinander getrennt, teils wurden der Kokultur
neutralisierende Antikdrper zugesetzt. Die Uberstande der Kokulturen wurden abgenommen,
fir unterschiedliche Analysen weiterbehandelt (Filtration, Erhitzung, Zytokinblockade) und
ihre stimulierende Wirkung auf NK-Zellen getestet bzw. der Gehalt verschiedener
immunmodulatorischer Proteine Uber ELISA und Multiplex Immunoassay bestimmt. Die IL-
18-Expression von Monozyten wurde zusatzlich nach Immunfluoreszenzfarbung mit einem

konfokalen Mikroskop analysiert.
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Ergebnisse Die Kokultur von PBMCs mit promastigoten Stadien unterschiedlicher Leishma-
nia-Arten fuhrte zu einer gesteigerten Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf NK-
Zellen. Die Starke der Expression war spezies- und dosisabhangig, zeigte jedoch keinen
Zusammenhang zum Organtropismus der jeweiligen Parasiten-Stdmme. Wahrend T- oder B-
Lymphozyten keine Rolle spielten, wurden Leishmania-infizierte Monozyten als Induktoren
der NK-Zell-Aktivierung identifiziert. Die Steigerung der CD69-Expression war dabei nicht
abhangig von einer bestimmten Monozytensubpopulation. Sie konnte sowohl durch einen
I6slichen Faktor, der von Leishmania-infizierten Monozyten produziert wurde, als auch durch
direkten Kontakt zwischen Monozyten und NK-Zellen ausgeldst werden. Wahrend es in die-
ser Arbeit nicht mdglich war, den Iéslichen Faktor zu identifizieren, konnte das auf Monozy-
ten prasentierte, membrangebundene IL-18 flr die kontaktabh&ngige Steigerung der CD69-
Expression verantwortlich gemacht werden. Es wurden keine Hinweise auf eine direkte Akti-
vierung der NK-Zellen durch Leishmanien gefunden. Trotz der CD69-Steigerung auf NK-
Zellen wurde weder die Produktion von IFN-y noch eine NK-Zell-Zytotoxizitat unter den ge-
nannten Bedingungen ausgeldst. Unter zusatzlicher Stimulation mit dem Zytokin IL-12 kam
es jedoch in IL-18-abhangiger Weise zum Ablauf der genannten Effektormechanismen. Die
Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten oder unreifen, aus Monozyten generierten
dendritischen Zellen (Mo-DCs) in PBMC-Leishmania-Kokulturen hatte allerdings keinen Ein-
fluss auf die Effektorfunktionen der NK-Zellen. Die zellulare Quelle des flr die Aktivierung
bendtigten IL-12 in einer in vivo-Situation ist daher bisher nicht geklart. Vielversprechende
Kandidaten sind, wie bereits im Mausmodel gezeigt, reife DCs.

Neben den indirekten Effekten der Leishmanien auf NK-Zellen konnte auch eine direkte, kon-
taktabhangige Interaktion gemessen werden, die zur verminderten Expression des Oberfla-
chenmolekiils CD56 auf den NK-Zellen fihrte. Welche Auswirkungen diese Reaktion auf die
allgemeine Funktionalitdt der NK-Zellen hat, bedarf weiterer Untersuchungen.

Schlussfolgerungen. Die vorliegenden Daten zeigen, dass NK-Zellen nicht Leishmania-
infizierter Menschen in vitro in sehr kurzer Zeit durch unterschiedliche Leishmania spp. akiti-
viert werden kénnen und dass hierflr spezifische Signale weiterer Zelltypen, wie z. B. Uber
Monozyten prasentiertes IL-18, notwendig sind. Fir die Auslésung NK-Zell-spezifischer Ef-
fektorantworten sind jedoch weitere Stimuli wie IL-12 notwendig. Obwohl die Quelle fur IL-12
in einer in vivo-Situation noch unklar ist, ist es wahrscheinlich, dass NK-Zellen auch in dieser
Situation an der frihen Abwehr einer Leishmania-Infektion beteiligt sind.
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6 SUMMARY

Background and Hypothesis. Protozoan Leishmania parasites, which are the causative
agents of potentially lethal leishmaniasis, are transmitted by the bite of sandflies to a variety
of mammals, including humans. Due to progressive spreading of the vector and considerable
immigration from endemic countries over the last years, leishmaniasis has also gained en-
hanced medical significance in Germany. After transmission, Leishmania parasites are pas-
sively taken up via phagocytosis by different cell types, mainly immune cells, and replicate
intracellularly. Thus, an effective immune response against Leishmania is associated with the
host cell production of leishmanicidal reactive oxygen and nitrogen species (e. g. nitrogen
monoxide [NO]). The NO production is mainly induced by the cytokine interferon (IFN)-y,
which is produced by T-lymphocytes and NK cells. In a murine model of leishmaniasis, it was
shown that NK cell-derived IFN-y plays a protective role in Leishmania infections. Similarly, in
the human system there are some evidences that NK cells contribute to the immune re-
sponse against Leishmania. However, the underlying mechanisms of NK cell activation in the
human context are not entirely known and the data are somewhat controversial, so far.
Therefore, this study intended to analyse whether human blood-derived NK cells can be acti-
vated by Leishmania in vitro (within a period of 20 hours), and to identify the inducers or
stimuli of NK cell activation in this context.

Methods. Mononuclear cells of peripheral blood (PBMCs) were isolated from freshly col-
lected venous blood via density gradient centrifugation, and different immune cell populations
were purified by flow cytometric cell sorting, magnetic cell sorting or plastic adhesion. The
different cell types (NK cells, monocytes, T cells and B cells) were cocultured for 20 h in vari-
able cell compositions with Leishmania spp. promastigotes or Leishmania-antigen, and the
NK cell activation status was determined by flow cytometry, ELISA, °'chromium-release-
assay and quantitative real-time-PCR. Transwell assays or antibody-mediated blockage were
used to analyse the contact dependency or the role of specific antigens in NK cell activation.
Cell culture supernatants were harvested, treated by different methods (filtration, heat in-
activation, cytokine blockage) and tested for their NK cell activating potential. Furthermore,
the content of different immune modulators in the supernatants was determined via ELISA
and multiplex immunoassay. In addition, the monocyte-derived IL-18-expression was ana-

lyzed by immunofluorescence staining and confocal laser scanning microscopy.

Results. The coculture of PBMCs with different Leishmania spp. led to an increased expres-
sion of the activation marker CD69 on NK cells. This reaction was species- and dose-
dependent but independent of the organotropism of the different parasite strains. Leishma-
nia-infected monocytes were identified as triggers of NK cell activation, whilst neither T- nor
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B-lymphocytes exhibited any stimulatory effect on NK cells. However, CD69 upregulation
revealed as independent on the monocyte subtype. CD69 expression was triggered by both,
a soluble factor being produced by Leishmania-infected monocytes, and by direct contact of
monocytes and NK cells. In the current study it was not possible to identify the soluble factor
but to elucidate monocyte-derived, surface-bound IL-18 as trigger of contact-dependent
CD69 induction. Overall, there was no evidence of direct contact-dependent NK cell activa-
tion by Leishmania stages themselves or of CD69-induced production of IFN-y or NK cell
cytotoxicity. For the latter reactions an additional stimulation with the cytokine IL-12 is obvi-
ously necessary, which is effective only in the presence of IL-18. However, the addition of
neutrophil granulocytes or immature monocyte-derived dendritic cells to PBMC-Leishmania
coculture, had no effect on the NK cell effector function. Therefore, the cellular source of the
IL-12 needed for activation in an in vivo situation is still unclear. Similar to the mouse model,
promising candidates for this function are mature DCs.

Besides indirect effects of Leishmania on NK cells, a direct interaction between these cells
led to a contact-dependent reduction of surface CD56 expression on NK cells. The conse-
quences of this change on NK cell function will be analysed in future projects.

Conclusion. The current study shows that NK cells originating from non-infected humans
are activated in vitro by different Leishmania spp. within a very short time span, and that
these reactions depend on specific signals of other cell types, such as monocyte-derived
surface-expressed IL-18. In addition, to trigger NK cell effector functions, IL-12 is needed as
additional stimulus. Although the actual source of IL-12 in an in vivo situation remains un-
clear, it appears likely that NK cells contribute to the early immune defence in Leishmania-

infections.
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Anhang 1: Isotypkontrollen der neutralisierenden Antikérper und Antiseren

Isotypkontrollen wurden entweder direkt zu der PBMC-Leishmania Kokultur zugegeben (A) oder mit
ZellkulturGberstédnden vorinkubiert, bevor diese zu den Zellen zugegeben wurden (B/C/D) und die
CD69-Expression auf den NK-Zellen im FACS bestimmt.

(A/B) Kontrolle fir anti-IL-18, anti-IL-12, anti-IL-15, anti-IL-18 Antikérper. Mittelwert £ SEM von 2/2/2/1
(A) und 14/3/3/3/2/14 (B) Spendern.

(C) Kontrolle fir anti-IL-6-Antikrper. Mittelwert £+ SEM von 4/3/4/4/4/4 Spendern.

(D) Kontrolle fir anti-IFN-a/B Antiseren. Mittelwert + SEM von 6/2/2/1/1/6 Spendern.
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Anhang 2: Kontrollen der IL-18-Farbung von Monozyten

Monozyten wurden negativ aus PBMCs aufgereinigt und mit L. major in einem Verhaltnis von 1:10 fiir
20 h kokultiviert. Nach Adhasion auf Adh&sionsobjekitragern und Fixierung mit Formaldehyd bzw.
zuséatzlicher Permeabilisierung mit Methanol wurde IL-18 (wei3) auf und in den Zellen angefarbt. Der
Zellkern ist in blau dargestellt. Die oberste Reihe zeigt die Kontrolle, bei der nur der unspezifische
Zweit-Antikdrper verwendet wurde. In der zweiten Reihe wurde der IL-18-Antikérper vor Verwendung
mit IL-18 praabsorbiert. Es sind je drei Zellen eines Spenders exemplarisch dargestellt. Die Ergebnis-
se dieses Experiments sind reprasentativ fir drei Experimente mit unterschiedlichen Spendern.
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Anhang 3: Leishmanien bewirken eine unterschiedliche Reduktion von NK-Zell-
Oberflachenmarkern

PBMCs wurden mit Leishmania Promastigoten in einem Verhaltnis von 1:10 fir 20 h kokultiviert und
die Expression unterschiedlicher Oberflachenmolekdiile von NK-Zellen im FACS analysiert.

(A) Prozentsatz an CD56°/CD3" Zellen. Mittelwert + SEM von 126/114/109/93/20 Spendern.

(B) Prozentsatz an NKp46*/CD3" Zellen. Mittelwert + SEM von 126/114/109/91/20 Spendern.

(C) Prozentsatz an CD16/CD3 Zellen. Mittelwert + SEM von 91/82/80/64/19 Spendern.
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Anhang 4: IFN-y-Produktion von NK-Zellen ist unabhéangig von der CD56-Expression.

PBMCs wurden mit Leishmanien alleine oder zusétzlich IL-12/ 18 flir 20 h stimuliert und Uber ICS die
Produktion von IFN-y im FACS bestimmt. Die NK-Zellen wurden Uber die Marker NKp46* und CD3"
detektiert. Gezeigt sind Analysen von zwei unterschiedlichen Spendern.
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