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1 Zusammenfassuno

Fur die Ausheilung voih.. majorinfektionen ist eine effektive Th1-/Tcl-Antwort
unerlasslich.

Dennoch sind bis heute nicht alle Mechanismen dedtgenden Immunabwehr
beim Menschen und in der Maus endguiltig geklarsa#éh bestand das Ziel der vorliegenden
Arbeit darin, Thl-/Tcl-Antworten und damit die Sttstelle zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem eingehender zu untersuchen.

Fir diesen Ansatz wurde zunachst der Einfluss dastggchen Hintergrundes auf
den Verlauf der Infektion anhand von BALB/c- und 7B&/6-Zellen analysiert. Als
entscheidender Faktor fur Heilung und Suszepiilitwurde mit Hilfe von
Knochenmarkschiméren die Herkunft der T und/od&eBen identifiziert.

Erst die Aktivierung durch Thl-/Tcl-Zellen versetit. majorinfizierte
Makrophagen in die Lage, die intrazellularen Péaeasi abzutbten. In diesem
Aktivierungsprozess spielt die TNF-induzierte Sigreterleitung Uber den TNF-Rezeptor 1
(TNF-R1) eine wichtige Rolle. TNF-R1 ist mit dengBalmolekil FAN assoziiert. In dieser
Arbeit konnte anhand von Mausen, denen FAN felndt Imlvolvierung dieses Molekuls in der
Induktion eines Thl-Zytokinsprofils und in der Kosite der Parasitenzahl sowie der lokalen
Begrenzung der Infektion gezeigt werden.

Weiterhin wurde unter Verwendung immundefizienteiude die Realisierbarkeit
eines PBMC-Transfermodells geprift. Ein solchesdwrur Validierung an Mausen
gewonnener Erkenntnisse und als praklinisches ysst® der humanen kutanen
Leishmaniasis dringend bendtigt. In allen getest@&&mmen liel3 sich durch den Transfer
humaner PBMC did_. majorInfektion beeinflussen. Humane CD4ind CD8 T-Zellen
waren an den Infektionsstellen prasent und es konahtigenspezifische Immunreaktionen
nachgewiesen werden.

Das PBMC-Transfermodell konnte durch die Transplaom humaner Haut auf
immundefiziente Mause zusatzlich entscheidend wsdre werden. In diesen Transplantaten
lieRen sichL. majorinfektionen etablieren und durch zusatzlichen Tiemgon PBMC die
Zahl humaner CD45Zellen an der Infektionsstelle deutlich steigern.

In ihrer Gesamtheit tragt die vorliegende Arbeitsemtlich zum Verstandnis der
Determinanten von Heilung und Suszeptibilitat detaken Leishmaniasis bei und zeigt neue
Ansatzpunkte fur eine Beeinflussung des Krankheitaufes auf. Die Etablierung eines
préklinischen Testmodells der humanen Leishmaniasisntscheidend, um das Wissen Uber
die murine Leishmaniasis auf die humane Erkrankamg Gbertragen. So kann dem
dauerhaften Problem der Entwicklung von VakzinenMiéwusen, die keine Wirksamkeit
gegen die humane Erkrankung zeigen, begegnet weElervollstandig etabliertes Modell
wird es ermdglichen, der humanen Erkrankung zugrlimgende Mechanismen zu
untersuchen und Patienten-spezifisch aber aucknadlongultig Vakzinierungs-Ansatze und
Therapien unter experimentellen Bedingungen zerest



Summary

It is known that healing of.. major infections requires an effective Thl/Tcl
immune response. However, many mechanisms leadiagprotective immune response in
humans and mice remain elusive. For this reasam,aim of this thesis was to further
investigate Th1l/Tcl responses and the connectidtwelka innate and adaptive immune
responses.

To achive this, we first analysed the importanc¢hefgenetic background on the
course of murind.. major infections using BALB/c and C57BL/6 cells. In tHisesis, the
origin of T and/or B cells was identified as they Kactor for healing or susceptibility.

Before infected macrophages are able to kill theagellularL. major parasites
these cells have to be activated by Thl/Tcl célgring this activation process, TNF
signalling via the TNF receptor-1 (TNF-R1) playsiamportant role. The signal transduction
molecule FAN is associated with TNF-R1, but no imement of this molecule in immune
responses during infection has been publishedHeare, for the first time, the involvement of
this protein in the induction of Thl cytokine ptef, control ofL. major parasite humbers
and restricting the infection to the inoculatiotesvas shown by using FAN-deficient mice.

Furthermore, the feasibility of establishing a PBM@nsfer model fot.. major
infections using immunodeficient mice was testedclSa system is urgently needed to
validate findings discovered in the murine model miftaneous leishmaniasis and for
preclinical testing using human cells. In all telsteouse strains, the transfer of human PBMC
altered the course of disease. Human TBAd CD8 T cells were present at the site of
infection and antigen-specific humane immune respsnvere detected.

The usage of human skin transplants further imptdhe PBMC transfer model
for human cutaneous leishmaniasis. We were abéstablishL. major infections within the
human transplant and increased the number of heedtat the infection site by transferring
PBMC intraperitoneally.

This work contributes substantially to the underdiag of the determinant factors
of healing and susceptibility during cutaneous hHeianiasis and shows new targets to
influence the course of disease. The establishroérg preclinical model is essential to
transfer knowledge gained by using mice onto thedu disease. The utilization of such a
model may overcome the continuous problem of dewetp murine vaccines showing no
protective effect in humans. A fully establishedrtamnized model will allow analysing human
leishmaniasis and the underlying mechanisms as agetesting patient-specific and general
vaccination strategies under experimental condition
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2 Einleitung

2.1 Leishmaniasis

Leishmaniaist eine Gattung protozoischer Parasiten, die ldalen Stich von
Sandmicken Hhlebotominag Ubertragen werden und Krankheiten auslésen, die
zusammengefasst als Leishmaniasis bezeichnet weldeh wenn die Leishmaniasis keine
der Infektionskrankheiten ist, deren Namen jederddudig ist, ist sie mit 350 Millionen
Gefahrdeten und etwa 12 Millionen Infizierten eider haufigsten Infektionskrankheiten
weltweit'.

Die WHO zahlt sie zu den ,neglected tropical diesasdie vor allem in armen
Landern endemisch sind. Von den 88 Landern, in e Leishmaniasis derzeit prasent ist,
zahlen allein 72 zu den Entwicklungslandern, 13odazxu den am wenigsten entwickelten
Landern, auch vierte Welt genannt (Abbl. 1purch eine zunehmende Ausweitung des
Verbreitungsraumes der Sandmicke ist inzwischeh amomehrt die erste Welt betroffen.
Vermutlich vektorkompetente Sandmuicken sind beraits Deutschland nachgewiesen
worderf. Gesicherte, autochthone Leishmaniasisfalle sinBéutschland jedoch noch nicht
bekannt geworden.

Die humane Leishmaniasis zeigt eine Vielzahl kbhex Symptome. Diese grol3e
Bandbreite an Manifestierungen resultiert aus demalklen genetischen Hintergrund der
Patienten und der genetischen Diversitat der RaraskEs werden drei Hauptformen der
Erkrankung unterschieden: die kutane, die mukolautard die viszerale Leishmaniasis.

12 million people infected
350 million people at risk

M Visceral
Cutaneous / Mucocutaneous

Visceral + Cutaneous / Mucocutaneous

Abb. 1: Verbreitungsgebiet der Leishmaniasis.Auf der Karte sind die Verbreitungsgebiete derzeralen
(gran), kutanen und mukokutanen (hellrot) Leishrasisi und die Gebiete markiert, in denen alle degifen
der Erkrankung (violett) auftreten (al)s
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Kutane Leishmaniasis

Die kutane Leishmaniasis (CL) ist die haufigstenfrater Erkrankung. In den
meisten Regionen wird sie ausgelost durch einedioie mit L. major oderL. tropica,in der
neuen Welt hingegen in der Uberwiegenden Zahl dde FurchL. mexicana, L. (Viannia)
braziliensis oder L. panamensis(siche auch Tabelle 1) Die Erkrankung &ufRert sich
Ublicherweise mit Ulkusbildung an den exponiertedrperstellen wie Armen, Beinen und
Gesicht. Oftmals entsteht dabei eine groRRe Zahl Rarasiten-tragenden L&sionen. Der
weitere Verlauf der Erkrankung hangt vom Immun&atdes Patienten ab. In
immunkompetenten Patienten heilen die Lasionentmspisntan unter Narbenbildung ab. In
unzureichend behandelten oder HIV-koinfiziertensBeen hingegen kann die CL auf die
Mucosa Ubergreifer{. Ein entsprechender Immunstatus kann im ungtinstigball dazu
fihren, dass CL-verursachende Parasiten eine alszeeishmaniasis (VL) auslogen

Mukokutane Leishmaniasis

Die mukokutane Leishmaniasis ist potentiell lebeadsbhlici. Ausgeldst von
Parasiten des Subgenymnniaist die Entwicklung zu einer mukosalen Erkrankwog der
Kombination der zellularen Immunitat des Patienied der Virulenz des Parasiten abhangig.
In einer Population infizierter Personen greift muretwa 1-10% der Falle die Infektion auf
die Mukosa der Patienten ibelst das jedoch der Fall, fihrt die Infektion iardrolge zu
einer teilweisen oder vollstandigen Zerstorung &ehleimhaute von Mund, Nase und
Rachen.

Viszerale Leishmaniasis

Die Spezied.. donovaniundL. infantumverursachen die viszerale Leishmaniasis,
auch als Kala-Azar bekannt. Sie manifestiert smmhAinschwellen von Leber und Milz und
wird begleitet von Fieberschiben, deutlichem Getsadrlust und teilweise
lebensbedrohlicher Andmie. Ohne Behandlung fukesalschwere Form der Leishmaniasis in
Entwicklungslandern binnen 2 Jahren zu einer Mibétalate von bis zu 100%. Erst seit
Kurzem sind wirkungsvolle Medikamente verfiigbare dnzwischen systematisch in
Kombinationen getestet werden. Allerdings sind elidsedikamentenkombinationen oft nur

regional begrenzt wirksath

Tabelle 1: DielL eishmania-Hauptspezies der humanen Leishmaniasigaus™?).
Main disease manifestation Species

Old World, subgenus Leishmania

Visceral leishmaniasis Leishmania donovani and Leishmania
infantum

Cutaneous leishmaniasis Leishmania major, Leishmania tropica and
Leishmania aethiopica

Diffuse cutaneous leishmaniasis L. aethiopica
New World, subgenus Leishmania
Visceral leishmaniasis L. infantum

Cutaneous leishmaniasis L. infantum, Leishmania mexicana, Leishmania
pifanol and Leishmania amazonensis

Diffuse cutaneous leishmaniasis L. mexicana and L. amazonensis
New World, subgenus Viannia

Cutaneous leishmaniasis Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania panamensis and
Leishmania peruviana

Mucocutaneous leishmaniasis L. braziliensis and L. panamensis

Das Hauptproblem der Epidemiologie der Leishmasid®gt in der hohen
Durchseuchungsrate von Nagern und Hunden, die im eedemischen Gebieten in
unmittelbarer Nachbarschaft mit den Menschen labehals Reservoir fur Parasiten dienen.
Aber auch der Mensch selbst ist hier nicht auszomeeh So wird Patienten mit dermaler



Michael Fischer Einleitung

Post-Kala-Azar-Leishmaniasis eine wichtige Rollé der Erhaltung und Unterstitzung der
Ubertragung von Parasiten in der VL zugeschriében

Kirzlich wurden zwei neue Medikamente zur Behangllder Leishmaniasis in
die WHO Liste der essentiellen Medikamente aufgeanem Jedoch ist die Behandlung nach
wie vor fiir die meisten Betroffenen kaum erschwiirigl

Ein effektives Vakzin, das praventiv gegen die hmaniasis eingesetzt werden
kann, konnte bislang noch nicht entwickelt werden.

2.2 Der Lebenszyklus vonL. major

Die Sandmducke ist Uberwiegend dammerungs- und aoht Auf ihrer Suche
nach Blut, das fur die Entwicklung der Eier benbtigrd, Ubertragt eine infizierte, weibliche
Sandmiucke mit ihrem SpeichHedishmania sppDabei gelangt die begeil3elte, metazyklische,
promastigote Form des Parasiten in die Dermis dawtHDiese Form des Parasiten ist
hochinfektiés und optimal auf die Bedingungen in 8&ugetierhaut vorbereitétBei einem
einzelnen Stich werden 10-1000 Parasiten Ubertrageh zlgig von gewebsstandigen
Makrophagen (M) phagozytiert. Die Uber den Komplement-Rezeptorveémittelte
Phagozytose dient dem Parasiten als Evasionsmechagii. Der Parasit ist in der Lage, sich
im Phagolysosom der M in die obligat intrazellulare, amastigote Form wumvandeln und
dort zu proliferieren. Diese unbegeif3elte Form Blasasiten wird ins Gewebe freigesetzt und
kann dort weitere M infizieren oder wahrend einer Blutmahlzeit erneugn einer
Sandmiicke aufgenommen werden. Im Mitteldarm der Kdibildet sich wiederum die
promastigote Form des Parasiten aus, die in diesavilieu optimale
Proliferationsbedingungen wiederfindet, bevor sm@mv Mittel- in den Vorderdarm der
Sandmiicke wandert. Damit schlieRt sich der LebddisgyAbb. 2§,

| Proliferation in the midgut ‘

N

/ Procycm;\Q
Amastigotes @ promastigotes »
g Metacyclic
@ \ promastigotes

o¢ w -

<< B —
<
\
a7
el
0 Q o
/ 5 o
@ Pha ocyte
gocy
‘O
O

&)
< \ 2 Z @
Proliferation g@ / Phagolysosome

Intracellular amastigote

Abb. 2: Lebenszyklus vonLeishmania. Der Lebenzyklus schliel3t sowohl eine Infektion B#ugetieren wie
auch eine Passage in Sandmiicken ein*fus
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2.3 Experimentelle murine kutane Leishmaniasis

231 T-Zell-immunantworten

Zellulare Immunmechanismen spielen eine entschd@l&olle bei der Kontrolle
von Infektionen mit dem Parasitdreishmania Die ersten Hinweise auf die Relevanz des
Verhéltnisses von T-Helferzell (Th)1/Th2-Immunantten fir den Ausgang der Krankheit
wurden bereits vor iiber 15 Jahren entdéckt Einige Mausstamme definierter genetischer
Hintergriinde erwiesen sich als suzeptibel, andereten die Infektion kontrollieren und
ausheilen. Sie waren gegen eine weitere Infektioh dam gleichen Parasiten immun.
Suszeptible Mausstamme entwickelten préferentielne e Th2-Immunantwort  mit
entsprechend hohen Interleukin (IL-)4-Titern unandaeine humorale Immunantwort. Die
induzierte Antikdrperantwort war jedoch nicht inrdeage, effektiv gegen die intrazellular
vorliegenden Parasiten vorzugehen. In resistent@émi@en hingegen konnte eine IL-12 und
Interferon- (IFN-y-vermittelte Thl-Antwort nachgewiesen werden. Berén den 1980er
Jahren wurde gezeigt, dass eine CO#1-Antwort protektiv gegen die Parasiteninfektion
wirkt*>*” In den vergangenen Jahren zeigte sich jedoctyebiist durch die Entdeckung
zuvor unbekannter Subtypen, dass eine Reihe weitérZellen eine Rolle in der
Immunantwort gegeh. major spielen. Inzwischen weil3 man, dass von resisteéatémmen
sowohl eine Thl- als auch eine zytotoxische T-Z@ltl)-Antwort mit einer IFN-
y-Freisetzung durch beide Zellpopulationen induziértl'®. Die Haut weist zudem eine hohe
Zahl ruhender, sogenannter natirlicher regulatoeisd-Zellen (nTregs) auf. Sie limitieren
Gewebeschéaden durch inflammatorische Immunrekatione dem sie selbst anti-
inflammatorisch wirken. lhre Prasenz in der Haubesct dadurch das Uberleben von
LeishmaniaParasiten fordern. Sie wirken hierbei Uber IL-Dbv@ngige und -unabhangige
Mechanismet?? Die proinflammatorisch wirkende, IL-17 freisetdenCD4 Population der
Th17 Zellen wurde erst vor wenigen Jahren beschmniemzwischen wurde gezeigt, dass IL-
17 in der Rekrutierung, Migration und Aktivierungrvneutrophilen Granulozyten (N eine
Rolle spielt. Th17-Zellen schitzen Oberflachen weatrazellularen Bakterien und Pilzen,
kénnen jedoch auch pathologisch wirk&. Firr L. majorInfektionen wurde gezeigt, dass
die IL-17A-Freisetzung durch CD4T-Zellen und M in suszeptiblen Mausen zur
Parasitenpersistenz beitrégt

C57BL/6 Mause sind resistent gegen Infektionenlmitnajor und reagieren mit
einer Th1/Tcl-Antwort auf die Infektion mit diesdParasiten. Die experimentelle Infektion
dieses Mausstammes wird deshalb als Modell fur ldienane, kutane Leishmaniasis
immunkompetenter Patienten eingesetzt. Der StamrhBBA hingegen ist aufgrund einer
dominanten Th2/Th17/Treg-Antwort genetisch susbeptund fungiert als Modell fur die
viszerale Form der Erkrankung (Abb. 3).
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C57BL/6 BALB/c

Thl/ Tcl Th2/ Th17/ Treg

IL-12 IL-4
IFN-y IL-17
IL-10
Heilung/ Suszeptibilitat/

Resistenz Versterben

Abb. 3: Mausmodelle der experimentellen Leishmanias. C57BL/6 Mause sind resistent gegenuber einer
Infektion mit dem Parasiteh. major und werden als Modell fir die humane, kutane Lrashiasis eingesetzt.
BALB/c Mause hingegen sind aufgrund ihrer Suszdjitibein beliebtes Modell zur Erforschung derzésalen
Leishmaniasis.

2.3.2 Modell der schitzenden Immunantwort

In der kutanen Leishmaniasis werden nach der laikul der promastigoten
Parasiten zunachst ® infiziert, in denen sichLeishmaniain die amastigote Form
umwandelt. Es kommt zu einer stillen Phase derktide, denn eine Aktivierung der ®
findet nicht statt. Erst die von ® freigesetzen Amastigoten kdénnen von DCs effektiv
aufgenommen werdéh®®. Und erst diese Zellen werden durch die Infekttiviert und
migrieren in den Lymphknoten. In resistenten Mausammt es dort zu einem Priming von
Thi- und Tcl-Zellen, die an der Infektionsstellézierte M® IFN-y-vermittelt aktivieref?.
Durch die dabei induzierte NOProduktion werden die # in die Lage versetzt, die
intrazellularen Parasiten abzutdten (siehe auch Ab*.

Epidermis .

Dermis oy
a

Lymphknoten
WY
% cp4- Thi ‘@8,
&
s IL-12
E 1'3:'-_ ‘
CD8* Tcl

Abb. 4: Paradigma der kutanen LeishmaniasisDie Hauptaspekte einer schitzenden Immunantwodt rsiih
den relevanten Zellpopulationen tber die Zeit dstejit (Quelle: Esther von Stebut).
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2.3.3 Genetisch bedingte Einflussfaktoren in C57BL/6 undBALB/c
Mausen

Es sind eine ganze Reihe von Genloci bekannt, diRkesistenz gegelh. major
Infektionen assoziiert werdEn Allerdings konnten keine stammesspezifischen
Polymorphismen in diesen Genen nachgewiesen westglass eine ldentifizierung dieser
Resistenzfaktoren allein nicht ausreicht, um di¢ergchiedlichen Verlaufe voh. major-
Infektionen in C57BL/6 und BALB/c Inzuchtstdmmenlzeschreiben.

Die Suszeptibilitat manifestiert sich unter anderhEbene der T-Zellen. Sie ist
assoziiert mit einer Th2-Antwort, die sich nebemém Konzentrationen an IL-10 und IL-13
in einer Freisetzung groRerer Mengen IL-4 zeigt4llst in der Lage, die Thl-Entwicklung
zu inhibieren und fihrt zu einer Th2-Polarisieruragver ThO-Zellen. Zu frihen Zeitpunkten
freigesetztes IL-4 wurde in BALB/c Mausen als emktér identifiziert, der mitbestimmend
fur den progressiven Verlauf der Erkrankung isted@ss IL-4 wird von einer Population
VB4Va8'CD4" T-Zellen freigesetzt, die spezifisch dasishmaniahomologue of receptors
for activated C kinaserkennt® Jedoch widersprechen sich hier die Daten derdtite. Eine
solche IL-4-Produktion wurde in gleichem MalRe auchresistenten C57BL/6 Mé&usen
beschriebel?®” Es ist allerdings bekannt, dass die geringere-Attwort in BALB/c
M&usen erwartungsgemaR zu einer reduzierten yHkeisetzung fuhtt. Ein weiterer
Einflussfaktor scheint ein Defekt in der Hochregoia des Chemokinrezeptors CXCR3 auf
BALB/c T-Zellen zu sein, mit Hilfe dessen IFNproduzierende Thl- und Tcl-Zellen an den
Infektionsort gelockt werden. Es wurde gezeigtsda57BL/6 CXCR3 T-Zellen Immunitat
gegenL. majorInfektionen vermitteln. In BALB/c Mausen wird dess Rezeptor jedoch
vermindert exprimieff. AuRerdem zeigen BALB/c Mause eine erhohte Th1fwarnt.t™®

Auf der Ebene von DCs finden sich in vielen Bereitlkeine Unterschiede. So ist
die phagozytotische Aktivitat der DCs, ihre Relkeuing und Antigenprasentation sowie ihre
Migration bei suszeptiblen und resistenten Mausstém vergleichbaf. Allerdings
unterscheiden sich die DCs in ihrer Fahigkeit, Thind Th2- aus ThO-Zellen zu
polarisiere””. Das von Mp, N® und DCs im Lymphknoten freigesetzte IL-12 ist &ine
protektive Immunantwort absolut notwentfigin L. majorinfizierten Mausen scheinen die
Hauptquelle des friihen IL-12 jedoch DCs zu seir, damit eine wichtige Rolle in der
Weichenstellung zu einer schiitzenden Th1-Antwoiglepf®. Allerdings konnten zwischen
DC aus C57BL/6 und BALB/c keine Unterschiede in de&rl2p40- und IL-12p70-
Freisetzung beobachtet werden, wobei in BALB/c gddoermehrt das inhibitorische IL-
12p40-Homodimer IL-12p80 nachgewiesen werden kdffiteEine lokale Applikation von
IL-12p80 an die Infektionsstelle resultierte in grf3erten Lasionen und verringerter Thl-
Antwort in C57BL/6 und BALB/c Mausen. Aul3erdem puaceren DCs von BALB/c Mausen
weniger IL-k/B im Vergleich zu resistenten C57BL/6 Mau¥erEs wurde bereits zuvor
gezeigt, dass IL-d.syngergistisch mit IL-12 eine Th1-Antwort fordert

BALB/c Mause rekrutieren in den ersten Stunden naokulation vonL. major
Parasiten auschliel3lich dN an den Infektionsort und der Anteil dieser Zell@am
Inokulationsort liegt nach 12 Tagen noch immer dteia 60%> C57BL/6 Mause hingegen
weisen mit etwa 60% bereits in den ersten Stundenlidh weniger b auf. Ihr Anteil an
den Gesamtzellen in den Lasionen fallt zudem leereiterhalb der ersten beiden Tage auf
unter 10%. N> sind wahrend.. majorInfektionen als Quelle von inhibitorischen IL-12p8
bekannt®. Dieses wird jedoch nur von BALB/cdN exprimiert, wobei C57BL/6 N das
biologisch aktive I1L-12p70 sowie IL-10 freisetzeBALB/c N® hingegen exprimieren kein
IL-10. Zusatzlich wurde in diesen Zellen ndchmajorInfektion weniger TLR2-, TLR7- und
TLR9-mRNA nachgewiesen.

C57BL/6 Méausen weisen eine robusteréMntwort nachL. majorInfektionen
auf. Bereits einige Tage nach Infektion sind Urdkiesde in der Rekrutierung von F478a®
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zu erkennen. Lasionen von C57BL/6 Mausen weiser @rhohte Zahl maturer @
gegeniiber BALB/c Lasionen &fif Es handelt sich dabei um einen T-Zell-unabhamgige
Effekt. Auch in C57BL/6 Knochenmarks (KM) -Kulturesteigt die Zahl F4/80-positiver &1
schneller an als in Kulturen mit BALB/c Knochenmatk Lasionen von BALB/c Mausen
hingegen ist vermehrt eine diffuse Akkumulation vaiRP14 Granulozyten und
inflammatorischen Monozyten erkennbar. Steinbrink @&. konnten zeigen, dass
inflammatorische MRPI4 Monozyten L. majorParasiten nur ineffektiv zu eliminieren
vermogef®.

Neben hamatopoetischen Zellen wurden auch Keratienzauf Mausstamm-
spezifische, regulatorische Mechanismen hirL.immajordnfektionen untersucht. So wurde
gezeigt, dass die Epidermis eine Hauptquelle vanummodulatoren in der frihen Phase der
Infektion ist. Es kommt zu einer Hochregulation sahiedenster Gene, die eine Thl-
Entwicklung fordern. Resistente Stimme zeigten ggrenehrte Aktivitat in denl-12-, il-
1beta; osteopontinundil-4-Genen, die zeitlich auf die Th1-/Th2-Entwicklungybenzt ist®.

Es wurde bereits eine Vielzahl von Faktoren besbtlen, die den
unterschiedlichen Krankheitsverlauf in verschiedselmzuchtmausstammen beeinflussen und
in Suszeptibiliat oder Resistenz gegen dinanajorinfektion resultieren. Diese Faktoren
involvieren neben Zellen des angeborenen und aagaptmmunsystems auch Stromazellen.
Ob nur diese Vielzahl von Faktoren zusammen derenfdohied zwischen progressivem
Krankheitsverlauf und Heilung ausmachen oder ob denetische Hintergrund einer
einzelnen Zellpopulation ausreicht, um den eineeraghderen Verlauf der Infektion zu
verursachen, ist derzeit noch unklar. Dieser Aspekthier beleuchtet werden.

Um der Frage nach den entscheidenden Zellpoputatiodes jeweiligen
genetischen Hintergrundes nachzugehen, wurde fi@sediArbeit das Modell der
Knochenmarkschiméren gewahlt, das es ermdglichpf&mgertiere mit dem Immunsystem
von Mausen eines anderen genetischen Hintergrundeskonstituieren.

2.34 Experimentelle Mausinfektionen

Die experimentelle Leishmaniasis ist ein hervornalgs Modell zur Analyse von
Th1l-/Th2-Antworten und wurde in der Vergangenheielfach erfolgreich fur die
Erforschung von Parasiten-Wirt-Interaktionen eimgels Derzeit gibt es in der
experimentellen Leishmaniasis noch kein Standar@thodStattdessen werden zur
Nachahmung der humanen Erkrankung von 100 bis zureren Millionen Parasiten
unterschiedlichster Stamme eingesetzt. Zusatzletden in vielen Arbeiten nicht nur die bei
der natlrlichen Infektion Ubertragenen metazykikschPromastigoten, sondern auch
Mischkulturen mit verschiedensten Parasitenstadigrinfektion verwendet. Die Inokulation
der Parasiten findet in der Natur an exponiertenpKiieilen statt und die Parasiten werden
dabei intradermal in die Haut eingebracht. Dievaftwendete subkutane Inokulation in die
FuRRsohlen der Mause oder intraventse (i.v.) Indekisind deshalb als unphysiologisch
anzusehen. Um Erkenntnisse zu gewinnen, die sitlliathumane Erkrankung tbertragen
lassen, sollte deshalb die natirliche Infektion letigt exakt imitiert werden.

Eine intradermale Infektion in die Ohren erlaubtneei dreidimensionale
GroRRenbestimmung der entstehenden L&sionen. Aldeidd schematisch den Verlauf der
Lasionsentwicklung in BALB/c und C57BL/6 Mausen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Lasionsentwitkng in BALB/c und C57BL/6 Mausen nach
intradermaler Infektion. Die Lasionsentwicklung in BALB/c Mausen zeigt ein@rogressiven Verlauf,

wohingegen in C57BL/6 Mausen die gréfiten Ohrsclumgkn nach 6-9 Wochen erreicht sind und die Lasione
anschlieBend abheilen.

2.4 TNF in der Leishmaniasis

2.4.1  TNF und seine Rezeptoren

Der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) spielt eine zentr&elle in der Abwehr
intrazellularer Parasiten und induziert verschistenMechanismen der angeborenen
Immunantwort wie die Zellrekrutierung und Zelldifémzierung. Dabei kann TNF sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Wirkung zeigAtlerdings sind die Wirkmechanismen
dieses von vielen Zellpopulationen exprimiertenakyts und sein Beitrag zum Schutz vor
intrazellularen Parasiten noch nicht vollstandigstendef’. Eine der ersten identifizierten
Funktionen von TNF war die Induktion von Apopt8&€ Es wurde jedoch auch gezeigt,
dass dieses oft proinflammatorisch wirkende Zytakinnfektionssituationen tberwiegend
von M® produziert wird und besonders bei der Abwehr meHalarer Pathogene eine
wichtige Rolle spief® Der intrazellulare Parasit. major wird beispielweise von
infizierten humanen M durch NG abgetotet, dessen Produktion durch TNF induziert
wird®%. L. majorinfizierte Mause, denen rekombinantes TNF verahteigurde, zeigen
deutlich kleinere Lasionen und weniger Parasiteéhrend die Applikation eines TNF-
neutralisierenden Antikorpers die Erkrankung instesiten Mausen verschlechtert. Es kommt
zu einem verzdgerten Abheilen und keinem volls@gediAusheilen der Lasion®&ir®. Wird
TNF dauerhaft neutralisiert, indem Mause konstitugin TNF-R1-Ig-Fusionsprotein
exprimieren, sind sie suszeptibel gegenitbenajorinfektionert’. Wilhelm et al. bestatigten
diese Ergebnisse, indem sie zeigen konnten, Hd6¢ Mause nach Infektion mit. major
rasch versterb&f Eine weitere, die wichtige Rolle von TNF untetséinde Beobachtung war
das Wiederauftreten von Leishmaniasis-Symptomeanfinierten Patienten, die wegen einer
rheumatoiden Arthritis mit anti-TNF behandelt wumtfe

Die Ergebnisse der Literatur in Bezug auf die Retla TNF in der Leishmaniasis
sind jedoch nicht eindeutig. TNF besitzt zwei Reasm, die auf einer Vielzahl von Zellen
exprimiert werden: TNF-R1 und TNF-R2. Im GegensatZTNF~ Mausen induzieren Mause
mit einer Defizienz fir den TNF-R2 oder die TNF-RIiberraschenderweise eine protektive
Th1- und IFNy-Antwort (gemischter genetischer Hintergrund C5®x129%°. Fehlt nur der
TNF-R2, sind die Mause in der Lage, die Lasioneszabeilen. TNF-RI Mause mit
C57BL/6 Hintergrund sind hingegen dazu nicht vélstig in der Lage, kontrollieren jedoch
das Parasitenwachstum und produziereny/E¥wie Stickstoffmonooxid-Radikale

Auch Uber 30 Jahre nach der ersten Beschreibungdbnsind die vielfaltigen
Wirkmechanismen von TNF noch nicht vollig gekl&tn weitere Klarheit zu schaffen, wird
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im Folgenden die Rolle des an der intrazellularegn&@weiterleitung beteiligten Molekuls
FAN in der Leishmaniasis untersucht.

2.4.2 Der TNF-R1-Signalweg und FAN

Neutrale Sphingomyelinasen (hSMasen) vermittelrSdiess-induzierte Ceramid-
Produktion und sind in einer Vielzahl von Prozess@r Inflammation, Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und Zelltot sowie Atheriosklem und Alzheimer involvielt® Es
wurden inzwischen drei nSMase Gene in Saugetiedantifiziert. Mindestens die
Aktivierung der nSMase2 und 3 erfolgt nach TNF Bing tiber den TNF-R1®® Bereits
1996 wurde beschrieben, dass diese Aktivierung laer intrazellular an den TNF-R1
gebundene Protein FAN _dktor asoziiert mit der Aktivierung der_ewntralen
Sphingomyelinase) vermittelt wity ein Prozess, der im Menschen auf gleiche Weiser un
Beteiligung des humanen FAN-Proteins abi&ufbabei rekrutiert FAN das Protein RACK1
an den TNF-R1-Komplex und moduliert so die Aktivitier nSMas®.

(A) TNF-R1 Signalweiterleitung tiber FAN und nSMase2 (B) Induziert durch TNF

Extracellular TNF-R1
Space
) _.-; B —
€0 i H as o
AN Inflammation Zelladhdsion
“

Hautbarriere-
| Endothelregulation | Reparatur

Abb. 6: FAN und nSMase2 in der TNF-R1-Signalweitegitung. (A) Die Bindung von TNF an den TNF-R1
fuhrt zur Aktivierung der nSMase2 und 3, vermittigter FAN (verandert nact’). (B) nSMasen sind nach
TNF-vermittelter Aktivierung an einer Vielzahl vétrozessen beteiligt.

FAN ist jedoch nicht mit dem TNF-R2 assoziiert. Kesinte gezeigt werden, dass FAN nach
TNF:TNF-R1-Bindung Funktionen in der Regulation lamhmatorischer Antworten
ibernimmt®. Neben dem TNF-R1 ist FAN mit dem zur TNF-Reze{8uperfamilie
gehdrenden Molekil CD40 assoziiert und ist an depoptose-induzierenden
Signalweiterleitung beteiligt’® Weiterhin spielt es eine Rolle in der Aktin-Reamgsation
von Fibroblasten und ist an der Reparatur der Hatidre beteilig’® Die Rolle von FAN
in der lysosomalen Permeabilisierung sowie in de6-Sekretion ist bereits beschriefhén
Eine Assoziierung von FAN mit dem Cannabinoid TypeRezeptor wurde ebenfalls
publiziert®. Trotz allem ist der genaue Signalweg, in dem Felihe Rolle spielt, und dessen
Vernetzung mit weiteren zellularen Prozessen, miciit vollstandig aufgeklart.
Interessanterweise zeigen FANVause keine erhohte Suszeptibilitat gegentiber
Infektionen mit den intrazellularen Erregerhisteria monocytogenes Streptococcus
pneumoniaeund Toxoplasma gondfi. Der Einfluss eines Knock Outs von FAN in der
kutanen Leishmaniasis wurde bisher nicht untersucht
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2.5 Humane kutane Leishmaniasis

251 Zellulare Mechanismen

Wie in der murinen Erkrankung sind in der humanen Leishmaniasis die
primar infizierten Zellen und TNF ist auch hier eiichtiger Mediator der N&-Freisetzung,
der zum Abtoten der intrazellularen Amastigotenrfith Neben diesem verlaufen weitere
Prozesse in der humanen Leishmaniasis ahnlich wgen murinen Modellen. So sind die
Marker-Zytokine IFNy und IL-4 ebenso im humanen Krankheitsbild releyvam es bereits
fur die murine Infektion gezeigt wurdé™. Allerdings ist das Wissen uber die humane
Leishmaniasis beschrankt.

Anfang bis Mitte des vergangenen Jahrhunderts wuvedeeinzelt experimentelle
Infektionen mit Leishmania spp an Menschen durchgefiifftt Auch wenn solche
Experimente sehr kritisch zu sehen sind, habendsiEh zum heutigen Verstandnis der
Leishmaniasis beigetragen. Durch Sandmiicken- urdklidMakulation von Parasiten lie3en
sich lokale, Parasiten-tragende Lasionen und \aézdreishmaniasis auslésen, die mit den
natirlichen Erkrankungen vergleichbar waren. Egteesich, dass der Krankheitsverlauf
spezifisch fur die verschiedenen Leishmanien-Sgesie Suszeptibilitat ist individuell von
den Patienten abhangig und eine ausgeheilte lofeltiduziert Immunitat gegenuber einer
wiederholten Infektion mit dem gleichen und je naShbspezies auch gegen andere
Leishmanien-Spezies.

In der murinen wie auch in der humanen Leishmasiss$idie Produktion Th1l-
assoziierter Zytokine unerlasslich fir die Kontoldes Parasitenwachstums und das
Ausheilen der Erkrankung. Die viszerale und diffukatane Leishmaniasis (DCL) sind
charakterisiert durch einen negativen HauttestLeishmanien Antigene und das Fehlen von
Thl-zytokinen, wohingegen die lokale, kutane Leighrasis einen positiven Hauttest zeigt
und die peripheren, mononuklearen Zellen des BIirRBMC) der Patienten in der Lage sind,
IFN-y zu produziereft. Schon seit langem wird auch in der humanen, lentareishmaniasis
IFN-y mit Heilung assoziie¥. Zudem fiihrte eine systemische Applikation von 4FKei
einem 4-jahrigen Patienten zum Ausheilen einerigtégsenden, ulzerienden &L

Allerdings wird im Gegensatz zur murinen experinedah Leishmaniasis die
Th1-/Th2-Dichotomie in der Peripherie von Patientenit CL nicht immer deutlich.
Stattdessen ist oft eine gemischte Thl-/Th2-Antwmathweisbdr® Antigenspezifisch
restimulierte PBMC aus Patienten mit einem mildeerl&uf weisen tUberwiegend Thl-
dominierte Antworten mit hohen Mengen an IFNind nicht nachweisbaren Konzentrationen
an IL-4 auf. PBMC von Patienten mit schweren Vegauhingegen exprimieren haufig
geringe Mengen an IFM-was in den meisten Fallen zusammen mit eines&aing von IL-

4 auftritf®. In Patienten mit aktiven Lasionen kommt es natemProduktion von IFN-auch
zur Freisetzung von TNE- und IL-167. Restimulierte PBMC ausgeheilter Patienten
sekretieren dagegen nur IFNR erhthten Mengéh

In den vergangenen Jahren wurden zunehmend diergisivon Patienten
untersucht. Die lokal ablaufenden Immunantwortenl svahrscheinlich entscheidend fir den
Verlauf der lokalen CL. In der fruhen Phase dere