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XIV 

1. Zusammenfassung 
Im Säugetierwirt liegt der heteroxene Parasit Leishmania major hauptsächlich in 

den residenten Makrophagen (MF) und dendritischen Zellen (DC) der Haut vor. 

Diese ontogenetisch eng verwandten myeloiden Zellen gehören zu den aktivsten 

Phagozyten, sind zur Antigenpräsentation fähig, unterscheiden sich aber drastisch 

in der Reaktion auf eine Infektion und das intrazelluläre Schicksal von Leishmania. 

MF werden zunächst ohne Entzündungsreaktion invadiert und bieten ideale Bedin-

gungen für die parasitäre Transformation und Replikation. Die Aufnahme in DC hin-

gegen führt zur Aktivierung, Migration und Initiierung der T Zell vermittelten Immu-

nität. Dennoch sind es letztlich aktivierte MF die durch Nitritoxid die intrazelluläre 

Elimination und damit die Resolution der Infektion auslösen. Diese Phagozyten sind 

somit der Schlüssel für den Übergang vom progressiven Krankheitsverlauf hin zur 

immunologischen Kontrolle und der damit verbundenen lebenslangen Gedächt-

nisantwort. 

In vivo Studien in Abwesenheit von Phagozyten leisten einen wichtigen Beitrag zur 

Aufklärung pathologischer Mechanismen, bisher sind diese in der Leishmaniasis 

jedoch auf die selektive Depletion verschiedener DC Subtypen und PMN be-

schränkt. Zielstellung des ersten Teils der Arbeit war daher die selektive Depletion 

von MF im experimentellen Modell der kutanen Leishmaniasis.  Zunächst wurde 

Diphtherietoxin an Mäuse verabreicht, die einen sensitiven Rezeptor unter Kontrolle 

des Lysozym-M Promotors exprimieren. Als zweites System wurden Clodronat Lip-

osomen eingesetzt. Bei wirkungsvoller MF Depletion reduzierte sich das Überleben 

der Mäuse auf wenige Tage. Erfolgte die Applikation seltener, konnte keine Reduk-

tion erzielt werden und das Infektionsresultat war vergleichbar mit den Kontrollbe-

handlungen. Resultierend war daher eine Bewertung der Funktion von MF  in der 

Infektion mit L. major mittels dieser Systeme nicht möglich. 

Darüber hinaus könnten die Unterschiede zwischen MF und DC durch die Interna-

lisierung, die intrazelluläre Prädestination und die molekulare Zusammensetzung 

der parasitophoren Vakuolen (PV) bedingt sein. Der zweite Teil der Arbeit vergleicht 

daher das Auftreten und die Lokalisation phagosomaler Reifungsmarker nach der 

Aufnahme von L. major und Latex Beads in repräsentative MF und DC Zelllinien. 

Gesamtzellulär zeigte die DC Linie (SP37A3) eine längere Präsenz von Lamp2 

nach der Internalisierung von Amastigoten. Lokalisiert in der PV Membran hingegen 

wurden Regulationen weder in Abhängigkeit vom internalisierten Partikel noch vom 

Zelltyp offensichtlich. Zusätzlich wurde die intrazelluläre Prädestination adressiert, 
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die Signalintensität des Proliferationsfarbstoffes wies sowohl in primären MF als 

auch in J774A.1 auf eine Replikation beider L. major Lebensformen hin. In primären 

DC und SP37A3 hingegen konnte dies nur für Amastigote gezeigt werden. Die wei-

tere Analyse des BrdU ermittelten Hoechst Quenching kombiniert mit einer Vitali-

tätsfärbung konnte zudem zwischen Transformation und DNA-Replikation von 

Leishmanien in J774A.1 differenzieren.  

Letztlich ist die Analyse des Proteoms der intrazellulären Nische ein idealer Ansatz 

Informationen über Prozesse sowohl in L. major als auch in der invadierten Zelle zu 

erhalten. Im letzten Teil der Arbeit wurde demzufolge eine durchflusszytometrische 

Methode zur Isolation von PV etabliert. Die MF und DC Linien wurden mit Amasti-

goten koinkubiert, anschließend fixiert und mechanisch lysiert. Die PV wurden aus 

dem Zelllysat durch fluoreszenzaktivierte Sortierung gewonnen, basierend auf dem 

Ausschluss von Debris und intakten Zellen in Kombination mit einer positiven Se-

lektion in Bezug auf den Proliferationsfarbstoff. Erste massenspektrometrische Ana-

lysen zeigten asymmetrische Verhältnisse in den Abundanzen von parasitären und 

Wirtsproteinen. Diese zu reduzieren war Ziel der anschließend implementierten 

proliferationsunabhängigen Markierung von Amastigoten und der indirekten Markie-

rung der PV Membran. Die ausstehenden Bestimmungen müssen die Integrität der 

erhaltenen Isolate bestätigen, damit dieser Ansatz zum Verständnis der Pathome-

chanismen beitragen und zur Identifizierung möglicher Impfstoffe verwendet werden 

kann. 
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2. Einleitung 
2.1. Leishmaniasis 
Die Leishmaniasis ist eine vektorübertragene Infektionserkrankung, die durch gei-

ßeltragende Protozoen der Gattung Leishmania ausgelöst wird. Diese obligat intra-

zellulär lebenden Parasiten zeigen einen dimorphen Lebenszyklus mit einem Wirts-

wechsel zwischen der zur Familie der Schmetterlingsmücke gehörenden, weibli-

chen Sandmücke und einem Wirbeltierwirt. In diesen wird die infektiöse promasti-

gote Lebensform durch den Biss der weiblichen Sandmücke übertragen. Die 

schnelle Aufnahme in phagozytierende Zellen ist durch das Ausbleiben klinischer 

Symptomatik gekennzeichnet und gewährleistet die intrazelluläre Transformation in 

die unbewegliche, amastigote Lebensform, die im Wirbeltierwirt persistiert und die 

Infektion manifestiert.  

Von den über 500 bekannten Phlebotominae Arten konnten 30 als Überträger der 

verschiedenen Leishmania Subspezies identifiziert werden; die Phlebotomus Gat-

tungen Lutzomyia und Psychodopygus sind in der „Alten“ und „Neuen“ Welt als do-

minierende Vektoren beschrieben. (E. von Stebut, 2017) Die Verbreitung der vek-

torkompetenten Sandmücken und damit auch der Leishmaniasis reicht von den Tro-

pen bis in die gemäßigten Klimazonen und zählt damit zu den zehn häufigsten glo-

balen Infektionserkrankungen. (2017) Nach aktuellen Angaben der Weltgesund-

heitsorganisation (WHO) sind weltweit eine Billion Menschen in 88 Ländern täglich 

dem Risiko einer Infektion ausgesetzt (Abb. 1). Trotz einer Inzidenz von bis zu 1,6 

Millionen Erkrankungen und über 20.000 jährlichen Todesfällen zählt die Leishma-

niasis zu den „neglected tropical diseases“. (2017; Alvar et al., 2012) Diese ver-

nachlässigten Tropenerkrankungen kommen ausschließlich in Entwicklungsländern 

der Dritten Welt vor und stehen im Kontrast zu den tödlichen Infektionserkrankun-

gen AIDS, Malaria und Tuberkulose. Für deren Bekämpfung deutlich mehr Entwick-

lungskosten und -interessen aufgewendet werden aufgrund ihrer Bedeutung auch 

in industrialisierten Ländern. (Yamey, 2002)  

Für die Situation in Europa ist eine deutliche Zunahme zu verzeichnen (Abb. 1), mit 

circa 700 autochthonen Infektionen jährlich ist die Leishmaniasis bereits in allen 

mediterranen Ländern endemisch. (Dujardin et al., 2008) Ursächlich hierfür sind un-

ter anderem klimatische Veränderungen, die eine Verbreitung des Vektors auch 

nach Zentraleuropa ermöglichen. (Dujardin et al., 2008) Seit 1999 werden Sandmü-

cken auch in verschiedenen Regionen Deutschlands gefunden und eine Erhöhung 

der Durchschnittstemperatur um lediglich ein Grad in Regionen Österreichs würde 
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bereits geeignete Bedingungen für deren Vermehrung schaffen. (Aspock et al., 

2008) Die bereits gefundenen Phlebotomus Arten gelten als gesicherte Vektoren 

der Leishmania Subspezies (Naucke et al., 2008) und bisher konnten 11 Fälle au-

tochoner Infektionen in Deutschland ermittelt werden. Zudem spielt die Einfuhr von 

weiterer Leishmania spp. eine entscheidende Rolle in der zunehmenden Prävalenz. 

Internationale Reistätigkeit, Migration und insbesondere die Einfuhr von infizierten 

Tieren erhöhen das Risiko einer Einschleppung. (Haeberlein et al., 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.2. Klinische Manifestationen 
Von den Leishmania Subspezies spielen etwa 20 in der Humanpathologie eine 

Rolle. In Abhängigkeit von der Subspezies und dem Immunstatus des infizierten 

Individuums kann ein Komplex von kutanen und viszeralen Manifestationen und 

Schweregraden der Erkrankung ausgelöst werden. (Boecken et al., 2017) Risiko-

gruppen für einen verschärften Krankheitsverlaufs unter Umständen mit Organbe-

teiligung sind insbesondere Kinder, ältere Menschen und Betroffene mit einer be-

einträchtigten Immunantwort. (von Stebut, 2017a) Abhängig von der Lokalisation 

der vordergründigen Symptomatik werden in der Klinik die drei human relevanten 

Formen der Leishmaniasis unterschieden: 
 

2.2.1. Kutane Leishmaniasis 
Mit einer Inzidenz von 90 % ist die kutane, selbstlimitierende Leishmaniasis (CL) 

die häufigste klinische Erscheinungsform, bei der die Vermehrung von Leishmania 

auf den Inokulationsort beschränkt ist. Auslöser der Infektion sind die assoziierten 

Abb. 1 Globale Verbreitung der kutanen und viszeralen Leishmaniasis. Neuerkrankungen im Jahr 2015 
weltweit (Adaptiert nach (WHO 2017)) 
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Subgenera L. major, L. tropica, L. infantum, bzw. die dermatropen L. infantum 

Stämme. Nach einer Inkubationszeit von Wochen bis Monaten zeichnet sich die 

primär unkompliziert verlaufende Infektion durch die Bildung einer rötlichen Papel 

am Inokulationsort aus, welche im Verlauf häufig ulzeriert. Spätestens nach zwei 

Jahren kommt es im immunkompetenten Patienten zur spontanen, narbigen Abhei-

lung. (von Stebut, 2017b) Aufgrund der Prädilektionsstellen an exponierten Haut-

arealen, dem Gesicht, den Armen und Beinen ist die entstehende Narbe häufig ent-

stellend, (Stebut et al., 2016) geht jedoch üblicherweise mit einer Resistenz gegen 

die auslösende Subspezies einher. Trotz der normalerweise lokalisierten Vermeh-

rung des Parasiten kann es insbesondere bei einer parallelen Infektion mit dem hu-

manen Immundefizienz-Virus (HIV) zu der Ausbildung disseminierter Hautläsionen 

unter Beteiligung der Schleimhäute kommen. Die Ausbreitung von Leishmania ent-

lang der Lymphbahnen und damit eine Viszeralisierung mit Milz, Leber- und Kno-

chenmarkbefall sind möglich. (Stebut, 2017) Durch die lebenslange Persistenz des 

Erregers ist zudem eine Reaktivierung der Leishmaniasis durch fortschreitende Pa-

thologie der HIV Infektion oder Immunsuppression möglich. (von Stebut, 2017a) 

 

2.2.2. Mukokutane Leishmaniasis 
Die mukokutane Leishmaniasis (MCL) ist eine schwere Verlaufsform der CL. Asso-

ziiert mit Gewebsuntergang beginnend am Nasenseptum, welcher im Fortschreiten 

der Erkrankung auf die Trachea und den Pharynx übergreift und dadurch zu 

Schluckstörungen und Kachexie führt. (David and Craft, 2009) Innerhalb von zwei 

bis zehn Jahren wird eine Dissemination der zunächst kutanen Infektionsherde des 

L. brasiliensis-Komplexes in die Schleimhäute beobachtet. Auch eine unzu-

reichende Behandlung einer Infektion anderer Subspezies kann eine MCL auslösen 

(von Stebut, 2017b) und diese führt bei Betroffenen zu einer hohen Mortalitätsrate. 

(Murray et al., 2005)  

 

2.2.3. Viszerale Leishmaniasis 
Bei der viszeralen Leishmaniasis (VL) kommt es im Gegensatz zur CL und MCL zu 

einer systemischen Vermehrung des Parasiten, unter Beteiligung der inneren Or-

gane. Von den drei Hauptmanifestationen stellt diese die seltenste, wenn gleich 

schwerste Form dar, und führt unbehandelt bis heute in 100 % der Fälle zum Tod 

des Betroffenen. Auslösende Erreger sind vor allem L. infantum innerhalb Europas 

und L. donovani in Indien und China. (von Stebut, 2017a) Die WHO berichtet von 
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über 300.000 jährlichen Fällen, wobei 90 % dieser in den sechs Ländern Bangla-

desch, Brasilien, Äthiopien, Indien, Südsudan und dem Sudan auftreten. (2017) 

Symptomatisch zeigen sich hohes Fieber und durch den Befall des Knochenmarks 

Anämien, Leukopenien und Thrombozytopenien mit den resultierenden Konse-

quenzen wie erhöhte Infektanfälligkeit und Blutungsneigung. (Robert-Koch-Institut, 

2011) Typisch ist zudem das Auftreten von Aszites mit einhergehender Hepatosple-

nomegalie, die sich in einem aufgetriebenen Leib bemerkbar macht. (von Stebut, 

2017a) Bei gleichzeitiger HIV Infektion kommt es zu einem fulminanten Krankheits-

verlauf, häufig mit Therapieresistenzen und Rezidiven (Fernandez-Guerrero et al., 

2004; Robert-Koch-Institut, 2011) und eine vermehrte HIV Replikation wird beo-

bachtet. (von Stebut, 2017a) 

 

2.3. Diagnostik, Therapie und Vakzinierung 
Grundsätzlich ist der therapeutische Ansatz der Leishmaniasis sowohl von der ver-

ursachenden Subspezies, als auch von der klinischen Manifestation abhängig. Zur 

Verfügung stehen sowohl lokale als auch systemische Therapien. Bei einfachen 

Läsionen ist die lokale Therapie vordergründig und reicht von der Exzision, über 

thermische Verfahren bis hin zu chemotherapeutischer Medikation. (Aronson et al., 

2017) Eine systemische Therapie ist hauptsächlich bei diffuser, rezidivierender und 

mukokutaner Manifestation indiziert und ebenso bei einer kutanen Leishmaniasis, 

die durch einige südamerikanische Subspezies ausgelöst wurde. Zur Anwendung 

kommt Pentavalentes Antimon, dessen Wirkmechanismus in der Hemmung der pa-

rasitären DNA Topoisomerase I vermutet wird. Weiterhin zur Verfügung stehen lip-

osomales Amphotericin B und Miltefosin, die die Membranintegrität von Leishmania 

stören. (Hof and Dörries, 2017) Letztere Behandlungen sind sehr wirksam, gehen 

jedoch mit hohen Kosten einhergeht und werden daher in den endemischen Län-

dern der Dritten Welt eingesetzt. (von Stebut and Sunderkötter, 2007) 

Trotz intensiver Bemühungen ist eine Vakzinierung gegen die humane Leishma-

niasis bislang nicht möglich. Die Beobachtung, das eine einmal durchgemachte In-

fektion zu einer Resistenz gegenüber der ursächlichen Subspezies führt, deutet je-

doch darauf hin, dass dies grundsätzlich möglich sein sollte. Die bewusste Infektion 

von Personen (Leishmanization), die häufig in endemischen Länder praktiziert wird, 

bietet einerseits nur den Schutz vor einer Subspezies und kann andererseits ab-

hängig vom Immunstatus des Infizierten zu einer Viszeralisierung führen. 

(Sukumaran and Madhubala, 2004) Im Jahre 2011 ist für den veterinärmedizini-

schen Bereich eine Vakzinierung gegen Leishmania infantum entwickelt worden. 
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Die Beobachtung, dass eine Infektion des Hundes unabhängig von der auslösenden 

Subspezies immer zu einer Viszeralisierung führt, legt jedoch nahe, dass sich die 

pathologischen Mechanismen zwischen den Säugetierarten grundlegend unter-

scheiden. Den einzig wirkungsvollen Schutz vor einer Infektion bietet daher vorerst 

die Vermeidung von Sandfliegen Stichen durch Repellentien und Mückennetze.  

 

2.4. Angeborene Immunzellen 
Eindringende Fremdkörper sind zunächst dem unspezifischen, angeborenem Ab-

wehrsystem ausgesetzt. Neutrophile Granulozyten (PMN), dendritische Zellen 

(DC), Monozyten (MO) und die aus diesen differenzierten, gewebeständigen Mak-

rophagen (MF),sind die zellulären Komponenten dieser angeborenen Immunität 

(Abb. 2). Neben der Phagozytose (siehe 2.5) besteht deren Hauptaufgabe in der 

Antigenpräsentation gegenüber patrouillierenden Immunzellen des adaptiven Sys-

tems. Diese Fähigkeit angeborener Immunzellen ist zudem ein wichtiger Bestandteil 

der immunologischen Toleranz, in der mechanistisch Haupthistokompatibilitätskom-

plexe (Major Histocompatibility Complex, MHC) in der Zellmembran Abbauprodukte 

des intrazellulären Stoffwechsels gegenüber dem adaptiven Immunsystem präsen-

tieren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MF erfüllen diverse Aufgaben in der Gewebehomöostase und als Effektorzellen in 

der Infektion. Im gesunden Gewebe müssen die primär ortstreuen MF zellulären 

Debris und apoptotische Zellen erkennen, aufnehmen und abbauen. (Depraetere, 

2000) Während der Embryonalentwicklung entstehen MF aus Vorläuferzellen und 

persistieren gewebsständig in vielen Organen des adulten Organismus. (Ginhoux 

Abb. 2 Phagozyten der Haut. Konstitutiv in der Haut vorliegende Phagozyten und deren Ursprung im Vergleich 
zu den Veränderungen ausgelöst durch eine Inflammation. (Adaptiert nach (Tamoutounour et al., 2013)) 
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and Guilliams, 2016) 

Zirkulierende MO und PMN hingegen werden kontinuierlich im Knochenmark gebil-

det und im Zuge der Immunabwehr ins Gewebe rekrutiert (Abb. 2). Die kurzlebigen 

PMN weisen die namensgebenden Granula-Vesikel mit den darin enthaltenen anti-

mikrobiellen und immunstimulatorischen Effektoren auf, die sie, gefördert durch 

Phagozytose, auch in den Extrazellularraum abgeben können. MO hingegen zeigen 

nur rudimentäre Granula und sind die Vorläufer von MF und eines Teils der DC im 

Gewebe. Letztere hingegen sind eine divergente Zellfamilie, die in nahezu allen pe-

ripheren Geweben im unreifen Zustand vorliegt und zur Antigenaufnahme und Pro-

zessierung befähigt sind. (Mayer et al., 2012) In der Homöostase sind DC in der 

Lage, tolerogene Signale zu vermitteln und dadurch die immunologische Toleranz 

zu induzieren. (Mayer et al., 2012) Klassifiziert nach ihrem Ursprung werden die DC 

der Haut in konventionelle DC (cDC), plasmazytoide DC (pDC), monozytäre DC 

(moDC) und Langerhans Zellen unterschieden (Abb. 2). Letztere sind die einzigen 

DC der Epidermis und bereits während der Embryonalentwicklung in die Haut ein-

wandern. (Hoeffel et al., 2012) cDC hingegen werden kontinuierlich durch präDC 

aus dem Knochenmark erneuert und differenzieren in der Haut in zwei Subpopula-

tionen (Abb. 2). Monozytäre DC (moDC) differenzieren ebenfalls aus MO des Blutes 

und haben damit einen gemeinsamen Vorläufer mit dermalen MF (Varol et al., 

2009). In Abhängigkeit von ihrem Reifungszustand zeigen moDC einen Wechsel 

von der hauptsächlich phagozytischen Kapazität hin zur Interaktion mit dem adap-

tiven Immunsystem. (Steinman, 2012) pDC letztlich lösen in erster Linie eine T Zell 

vermittelte Immunantwort aus, können jedoch auch die Balance zwischen T Helfer-

zellpopulationen (Th) beeinflußen. Die hohe Varianz zwischen den DC Subtypen 

wird durch die Expression charakteristischer Oberflächenmarkern reflektiert und 

diese wird zudem von homöostatischen, inflammatorischen oder tolerogenen Be-

dingungen beeinflußt. (Kamath et al., 2000) Ubiquitär führt in allen DC Subtypen der 

Kontakt mit Pathogenen in Kombination mit externen Gefahrensignalen („Danger 

Signals“) zur Maturation und Migration. Lokalisiert in den lymphoiden Organen prä-

sentieren DC internalisierte Antigene gegenüber naiven T Zellen und modulieren 

die spezifische Immunreaktion. (Reis e Sousa, 2004)  
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2.5. Phagozytose 
Phagozytose bezeichnet eine Form der Endozytose, die allgemein die aktive Auf-

nahme extrazellulärer Partikel durch Einstülpung der Plasmamembran bezeichnet 

und besonders in eukaryotischen Leukozyten essentieller Bestandteil der angebo-

renen Immunantwort ist. (Greenberg and Grinstein, 2002) Grundsätzlich kann die-

ser Prozess in vier Hauptschritte unterteilt werden: Erkennung der Zielstruktur, Sig-

naltransduktion zur Aktivierung der Internalisierungs-Maschinerie, Bildung des Pha-

gosoms und letztlich die intrazelluläre phagolysosomale Reifung mit einhergehen-

dem Abbau der Zielstruktur. (Rosales and Uribe-Querol, 2017)  

In erster Linie findet dieser phylogenetisch konservierte Abwehrmechanismus in 

professionellen Phagozyten statt. Die Aufnahme von mikrobiellen Pathogenen und 

auch apoptotischen oder nekrotischen Zellen initiiert in Phagozyten duale Funktio-

nen. Der Effektormechanismus des angeborenen Kompartiment besteht in der int-

razellulären Mortifikation von Mikroben. (Greenberg and Grinstein, 2002) Zudem 

werden die entstehenden Antigene in das MHC System eingeschleust und bilden 

damit Basis der Verständigung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsys-

tem. (Larsson et al., 2001)  

 

Erkennung und Internalisierung der Zielstruktur 
Die mikrobiellen Aggressoren werden durch Bindung an phagozytotische Rezepto-

ren erkannt, die hoch konservierte Motive aus Kohlenhydraten, Glykolipiden, Prote-

olipiden, Glykoproteinen oder Proteinen auf Pathogenen erkennen. Zudem können 

diese Rezeptoren auch Opsonine des Komplements und die Immunglobuline der 

humoralen Immunantwort binden. (Aderem, 2002) Abhängig von dem vermittelnden 

Rezeptor werden intrazellulär substanziell unterschiedliche Reaktionen ausgelöst. 

(Aderem, 2002) Grundsätzlich induziert die Rezeptor Ligand Interaktion intrazellulär 

die Polymerization und Umordnung des Zytoskeletts durch Akkumulation von fila-

mentösem Aktin und assoziierten Proteinen. (Caron and Hall, 1998) Es kommt zur 

Bildung von Pseudopodien und der phagozytischen Tasche, die das Pathogen um-

schließt, und die Zugkräfte ins Zellinnere setzen ein. (Aderem, 2002) Organisiert 

werden die intrazellulären Signale vorrangig durch von Rho Guanosintriphosphata-

sen (GTPasen) katalysierte Spaltungen einer Vielzahl beteiligter Signal- und Adap-

tormoleküle, Lipid-modifizierender Enzyme und Motorproteine (Caron and Hall, 

1998). Weiterhin erfordert der Prozess die Rekrutierung zum Teil großer Mengen 

Membran an die Stelle des sich bildenden Phagosoms. Diese setzt sich aus der 

Zellmembran, Exozytose von Recycling-Endosomen (Greenberg and Grinstein, 
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2002) und zum Teil  Verschmelzung des endoplasmatischen Retikulums mit der 

Zellmembran zusammen. 
 

Phagosomale Reifung  
Direkt nach der Abschnürung setzt die Metamorphose des Phagosoms ein. (Pitt et 

al., 1992) Die einsetzenden Veränderung der Membranbestandteile und der bioche-

mischen Eigenschaften des Lumens werden durch Vesikeltransportvorgänge vom 

und hin zum Phagosom ausgelöst. (Stenmark, 2009) Sämtliche Fusionen und 

Transportprozesse entlang des Zytoskeletts werden durch Rab Proteine koordiniert, 

eine Gruppe Ras-verwandter kleiner GTPasen, die charakteristisch für den Reife-

grad des Phagosoms bzw. die voranschreitende Azidifikation und hydrolytische Ak-

tivität sind. Im ersten Schritt dieses Reifeprozesses verschmilzt das Phagosom mit 

frühen Endosomen in der Zellperipherie. Das entstehende frühe Phagosom ist cha-

rakterisiert durch das frühe endosomale Antigen 1 (EEA1), Rab4, Rab5 und Rab11 

mit einem pH-Wert von 5,8 bis 6,4. Dieser wird durch ATP getriebene Protonen-

pumpen (V-ATPase) erzeugt und löst die Dissoziation von Rezeptor und Pathogen 

aus. Die anschließende Fusion mit azideren, späten Endosomen im Bereich des 

Nukleus ist durch die Rekrutierung von Rab7 und Rab9 gekennzeichnet und liefert 

die Ausstattung mit spät endosomalen Enzymen und den damit einhergehenden 

beginnenden Verdau. (Karlson and Doenecke, 2017) Letztlich wird der Reifungs-

prozess durch Fusion mit primären und sekundären Lysosomen vollendet und das 

Phagolysosom entsteht. (Flannagan et al., 2012) Die darin enthaltenen Enzyme 

zum Abbau aller wichtigen Makromoleküle, sind nur bei dem durch die V-ATPase 

erzeugten pH-Wert (4,5 bis 5) aktiv.  

 

Zusammensetzung des Phagosoms 
Die Ausstattung des phagolysosomalen Lumens zeigt eine hohe Varianz zwischen 

den unterschiedlichen Phagozyten. (Flannagan et al., 2012) Grundsätzlich dient die 

Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich der direkten Restriktion mikro-

biellen Wachstums und schafft optimale Bedingen für die sauren Hydrolasen und 

antimikrobiellen Peptide die das eingeschlossene Pathogen von essentiellen Kofak-

toren abschneiden. (Jabado et al., 2000) 

Ein weiteres ubiquitäres Merkmal des phagolysosomalen Lumens ist der unspezifi-

sche Angriff durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS, RNS), die zu-

sammen die Bestandteile des oxidativen Bursts sind. Mechanistisch katalysiert die 

Phagozyten spezifische Enzymkomplex die Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 



Einleitung    

 

9 

Oxidase 2 (NOX2) die Bildung von Superoxidanionen (O2-) aus Sauerstoff, diese 

wiederum werden von der Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffperoxid (H2O2) re-

duziert. In Folge eines insbesondere über den Immunglobulinrezeptor vermittelten 

phagozytischen Reizes kommt es zur Assemblierung von inaktiver NOX2 in der sich 

bildenden phagozytischen Tasche. Die anschließende Reifung induziert die Aktivie-

rung des Komplexes. Die, insbesondere in PMN aktive Myeloperoxidase führt zu-

dem zur Bildung von hypochloriger Säure (HOCl). (Nauseef and Borregaard, 2014) 

Zusammen mit Stickstoffmonoxid (NO), dem Produkt der frei im Zytoplasma vorlie-

genden induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) (Evans et al., 1996), stel-

len dies die immunrelevanten Oxidantien der angeborenen Immunabwehr dar. Die 

induzierten Oxidationen und daraus resultierenden Destruktionsprozesse betreffen 

alle biologischen Makromoleküle, wie Lipide insbesondere der Zellmembran, Prote-

ine und DNA und verursachen toxische Zellschäden. (DeLeo et al., 1999) Die Akti-

vität von NOX2 hat zudem zusammen mit der V-ATPase direkte Auswirkungen auf 

den luminalen pH-Wert des Phagosoms. (Levin et al., 2016) Die immunrelevanten 

Wirkungen der RNS beruhen ebenfalls auf toxischen Effekten, zeigen jedoch auch 

zytostatische Wirkungen durch Inhibition von Enzymen der DNA Synthese und In-

duktion von Doppelstrangbrüchen. (Rath et al., 2014)  

Der dritte uniforme Bestandteil der Phagosomen ist ein Arsenal unterschiedlicher 

antimikrobieller Proteine und Peptide, die direkt antagonistisch auf Pathogene wir-

ken (Flannagan et al., 2009). Die Wirkungsweisen sind mannigfaltig und reichen 

von der Abschirmung der Pathogene von essentiellen Wachstumsfaktoren hin zur 

direkten Mortifikation. Die Deprivation von beispielsweise Eisen, einem essentiellen 

Kofaktor von Mikroben, stellt eine wirkungsvolle Inhibition des Stoffwechsels dar. 

Die wichtigsten direkt antimikrobiell wirkenden Proteine sind verschiedene 

Lysozyme, kationische antimikrobielle Peptide (CAP) und lysosomale saure Hydro-

lasen. (Claus et al., 1998; Risso, 2000; Schiff et al., 1997; Zhang et al., 2010)  

Letztlich wird der phagozytische Prozess mit der Resolution des Phagolysosoms 

beendet, ein Teil der Phagozytose, über den bisher relativ wenig bekannt ist. Sicher 

ist, dass nach vollständigen Abbau aller Makromoleküle zum Teil aktive Recycling-

prozesse eintreten und die phagolysosomale Membran selbst abgebaut wird. (Levin 

et al., 2016) 
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2.6. Adaption der Phagozytose in angeborenen Immunzellen 
2.6.1. Makrophagen 
In der Gewebehomöostase müssen MF zellulären Debris und apoptotische Zellen 

aufnehmen und abbauen. (Depraetere, 2000) Da es sich hierbei um das Ergebnis 

normaler Gewebeentwicklung und Reparaturprozesse handelt, muss das phagoso-

male Kompartiment ruhender MF einen stark proteolytischen, aber trotzdem anti-

inflammatorischen Phänotyp aufweisen. Gekennzeichnet ist dieser unter anderem 

durch eine vollständige Ansäuerung des Phagolysosoms (Tab. 1). (Delamarre et 

al., 2006) Im Gegensatz zur Situation in aktivierten MF wird dieser durch Balance 

zwischen der Aktivität von NOX2 und dem aktiven Ionentransport ins Zytoplasma 

erreicht. Zudem setzt die besonders in ruhenden MF aktive Arginase L-Arginin in 

Ornithin und Harnstoff um und konkurriert damit direkt mit iNOS um das verfügbare 

Substrat und inhibiert dadurch den oxidativen Burst. Eine Aktivierung von MF und 

daraus resultierend auch von iNOS wird durch mikrobielle Stimuli oder Zytokine, 

insbesondere IFNg ausgelöst und initiiert eine Veränderung weiterer Aspekte der 

MF Physiologie. (Rath et al., 2014) Die RNS vermittelte Mortifikation ist damit ein 

Merkmal das in aktivierten MF beobachtet wird.(Flannagan et al., 2012) Zudem zei-

gen diese einen Wechsel der Degradation im Phagososom vom vollständigem Ab-

bau hin zur Proteolyse für die Entstehung von Epitopen für das MHC System (Tab. 

1). (Russell et al., 2009) Diese effizientere Antigenprozessierung wird durch die Re-

duktion der Proteolyse erreicht und optimiert die Entstehung und Halbwertszeit im-

munogener Epitope, die letztlich die Aktivierung von CD4 T Zellen vermitteln. 

(Delamarre et al., 2006) Auch der oxidativen Burst ist im Vergleich zu ruhenden MF 

verstärkt, (Fang, 2004; Nathan and Shiloh, 2000) um trotz der reduzierten Proteo-

lyse die antimikrobielle Funktion zu gewährleisten. (Russell et al., 2009; VanderVen 

et al., 2009) Ein weiteres Merkmal der Phagozytose in MF ist die Verschmelzung 

des endoplasmatischen Retikulums mit der Zellmembran während der Bildung und 

Vergrößerung der Pseudopodien als wichtige Membranquelle. (Gagnon et al., 2002) 

Dieser Mechanismus wird auch in DC (Guermonprez et al., 2003) nicht jedoch in 

PMN beobachtet. (Gagnon et al., 2002) 

 

2.6.2. Dendritische Zellen 
DC zeigen in Abhängigkeit von dem Subtyp und ihrem Reifungszustand unter-

schiedliche Anpassungen der Phagozytose. Mature DC zeichnen sich durch redu-
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zierte phagozytische Aktivität und Antigeninternalisierung aus und zeigen eine ver-

änderte Expression des MHC Kompartiments. Die Hauptaufgabe der Phagozytose 

in cDC liegt in der Präsentation mikrobieller Antigenen gegenüber dem adaptiven 

Immunsystem. Diese Phagolysosomen zeichnen sich daher durch einen vergleichs-

weise basischen pH-Wert aus (Tab. 1), die Proteolyse liefert dadurch ideale Epitope 

für die MHC vermittelten Kreuzpräsentation gegenüber zytotoxischen CD8 und CD4 

T Zellen. (Mantegazza et al., 2008; Savina et al., 2006) Untersuchungen konnten 

zeigen, dass residente, murine cDC im direkten Vergleich zu MF generiert aus dem 

Knochenmark bei Immunglobulin vermittelter Internalisierung einen um 50% redu-

zierten proteolytischen Abbau in den Phagosomen aufweisen. (Russell et al., 2009) 

Ursächlich für diese Verschiebung ist zusammen mit anderen Regulationsmecha-

nismen (Steinberg et al., 2007) auch die gesteigerte Aktivität der NOX2. 

(Mantegazza et al., 2008; Savina et al., 2006) moDC, auf der anderen Seite, zeigen 

ein geringeres migratorisches und T Zell stimulatorisches Potential, sind jedoch 

phagozytisch aktiver als cDC (Tamoutounour et al., 2013). Ein geringer Teil der 

moDC kann jedoch durch Antigenkontakt in der Peripherie auch einen migratori-

schen Phänotyp etablieren. Lokalisiert im Lymphknoten ist die stimulatorische Ka-

pazität gegenüber CD8 T Zellen im Vergleich zu cDC jedoch um 60 % reduziert und 

unterbleibt für CD4 Zellen gänzlich. (Tamoutounour et al., 2013) 

 

2.6.3. Neutrophile Granulozyten  
Vergleichbar mit aktivierten MF und DC weisen auch PMN eine Alkalisierung des 

Phagolysosoms auf, (Jankowski et al., 2002) die zugrunde liegenden Mechanismen 

in der Bildung und Maturation weichen jedoch stark ab (Nordenfelt and Tapper, 

2011). Im Gegensatz zu MF folgt die Phagozytose in PMN nicht dem klassisch en-

dozytotischen Weg, sondern ist durch die Verschmelzung mit bereits intrazellulär 

vorliegenden primären, sekundären und tertiären granulären Vesikeln charakteri-

siert. (Henry et al., 2004) PMN zeigen eine vergleichsweise schnelle und hohe Pha-

gozytoserate (Henry et al., 2004; Segal et al., 1980) und Intensivierung der oxidati-

ven Immunantwort. Intrazellulär ist diese durch die rapide Rekrutierung primärer 

Granula zum Phagosom gekennzeichnet. (Nordenfelt and Tapper, 2011) Die NOX2 

vermittelte Akkumulation von Protonen im Phagosom verursacht eine Inhibition und 

reduzierte Rekrutierung der V-ATPase und der basischer pH-Wert entsteht, der 

letztlich den raschen Abbau von Pathogenen auslöst. (Levin et al., 2016) 
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Trotz der hohen Konzentration an ROS und RNS im Phagolysosom liegt die Haupt-

aufgabe von PMN in der effizienten Mortifikation von Mikroben mit hoher Proteoly-

seaktivität. (Nauseef and Borregaard, 2014) Im Gegensatz zu MF findet diese je-

doch auch extrazellulär statt (Tab. 1). In Reaktion auf rezeptorvermittelte mikrobielle 

Stimuli ohne daraus resultierende Phagozytose geben PMN den zytotoxischen In-

halt ihrer Granula auch exozytotisch ab. (Sheshachalam et al., 2014) Neben einer 

Vielzahl an Hydrolasen, ROS und Immunmodulatoren wird bei der Degranulation 

auch die Myeloperoxidase freigesetzt. Die katalysierte Umsetzung von Wasserstoff-

peroxid (H2O2) und Chloridanionen in elementares Chlor (Cl2) führt im physiologi-

schen Milieu zur Entstehung zytotoxischer hypochlorigen Säure (HOCl). Diese ver-

ursacht die Zerstörung beispielsweise der Membran von Mikroben durch Oxidation 

von Makromolekülen. (Nauseef and Borregaard, 2014) 

 
Tab. 1 Adaptionen der Phagozytose in angeborenen Immunzellen. 
 

 Ruhende MF Aktivierte MF DC PMN 

 pH  sauer basisch basisch basisch 

 Proteolyse  vollständig unvollständig unvollständig vollständig 

 Immunogene 
Epitope  gering verstärkt verstärkt vollständig 

 ER Rekrutierung  Ja Ja Ja Nein 

 Oxidativer Burst  gering verstärkt gering verstärkt 

 Exozytose von 
Granula  Nein Nein Nein Ja 

 

2.7. Lebenszyklus und Immunantwort gegen L. major 
Die weibliche Sandmücke benötigt zur Beschleunigung der Eientwicklung Blutpro-

teine, hierfür bevorzugen unterschiedliche Phlebotomenarten unterschiedliche Wir-

beltiere (Torres-Guerrero et al., 2017) Bei der Blutmahlzeit ritzt die Sandmücke mit 

ihren breiten Mundwerkzeugen die Haut ein und saugt das austretende Blut mit den 

darin enthaltenen Amastigoten auf (Abb. 3). Die unbeweglichen, runden, 2-4 µm 

großen Amastigoten gelangen in den Darm und wandeln sich dort in teilungsaktive, 

begeißelte prozyklische Promastigote um. Die Anheftung an das Darmepithel über 



Einleitung    

 

13 

das an der Geißel lokalisierte Lipophosphoglycan (LPG) verhindert die Ausschei-

dung und ermöglicht die weitere Differenzierung in freischwimmende, infektiöse 

metazyklische Promastigote mit einer Größe von 12-25 µm. (Dostálová and Volf, 

2012) Bei der nächsten Blutmahlzeit müssen diese entgegen der Richtung des ein-

gesaugten Bluts in den Pharynx und von dort in die Haut des Wirts gelangen. Para-

sitäre Chitinasen induzieren eine Störung des Schließmechanismus und es kommt 

zum Erbrechen der Flüssigkeit aus dem Mitteldarm und einer Übertragung von 100 

bis 1000 metazyklischen Promastigote in die obere Dermis des Wirbeltierwirts (Abb. 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hier müssen die Leishmanien zunächst der wirtseigenen Immunabwehr in Form von 

Komplement, Oxidantien und hydrolytischen Enzyme entkommen und geeignete 

Wirtszellen für ihre Aufnahme finden. (Späth et al., 2003) 

Dabei kommt der komplexen Glykokalyx auf Promastigoten, mit den Hauptbestand-

teilen Lipophoshoglykan (LPG) und der Zink basierten Metalloprotease (Leishma-

nolysin, gp63) eine besondere Rolle zu. Neben virulenten Funktionen nach Inkor-

poration in Phagozyten wurde gezeigt, dass extrazellulär die Hauptfunktion von 

LPG in der Resistenz gegenüber Hyperoxid Anionen (O2-) liegt. GP63 hingegen ka-

talysiert die Spaltung von auf der Oberfläche gebundenem Komplementfaktor 3b 

(C3b), das entstehende Produkt fungiert als Opsonin für die von den Komple-

mentrezeptoren 1 und 3 (CR1, CR3) vermittelte Phagozytose, ist jedoch inaktiv für 

die Bildung eines lytischen Komplexes. In dieser frühen auch „stillen“ Phase, sind 

Abb. 3 Lebenszyklus von L. major. Durch die Blutmahlzeit kommt es zur Übertragung der amastigoten Form 
von L. major auf die Sandmücke. Diese transformiert im Darm in infektiöse metazyklische Promastigote. Bei der 
nächsten Blutmahlzeit werden diese in die obere Dermis des Wirbeltierwirts übertragen. Die Aufnahme durch 
residente Phagozyten, präferenziell MF ermöglicht die Transformation von Promastigoten in Amastigote im 
Phagolysosom. Die anschließende Replikation führt letztlich zur Ruptur der Phagozyten. Freigesetzte Amasti-
gote können erneut von Phagozyten aufgenommen oder durch die Blutmahlzeit auf neue Sandmücken übertra-
gen werden. (adaptiert nach (Kaye and Scott, 2011)) 
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hauptsächlich PMN und die bevorzugten Wirtszellen MF infiziert und die Entzün-

dungsreaktion wird aktiv unterdrückt (Abb. 4). Nach der vorrangig Komplement Re-

zeptor 3 (CR3) vermittelten Internalisierung in MF persistieren Leishmanien in die-

ser Phase im Phagosom. Optimal an diese Bedingungen adaptiert findet dort die 

Transformation in Amastigote statt (Abb. 4). Als obligat intrazellulärer Parasit zeigt 

sich hier eine Vielzahl von Evasionsmechanismen, die die Entzündungsreaktion un-

terbinden, um eine unbemerkte Transformation und Replikation in MF zu gewähr-

leisten. (Haas, 2007) Die Replikation innerhalb der folgenden 4 bis 5 Wochen führt 

letztlich zur Ruptur der MF und zur Freisetzung der Amastigoten in den Extrazellu-

larraum der Dermis (Abb. 3 und Abb. 4). 

 

In dieser zweiten Phase werden erstmals klinische Symptome in Form einer sich 

am Inokulationsort bildenden Hautläsion sichtbar und es kommt erstmals auch zu 

einer Infektion von in der Haut residenten DC. Diese sind deutlich suszeptibler für 

die Infektion mit Amastigoten im Vergleich zu Promastigoten (Abb. 4). Als Mediato-

ren zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem ist diese Internalisierung 

ein wichtiger Wendepunkt im Überwinden der Infektion und wird hauptsächlich 

durch die Bindung von Antikörpern an den Fcg Rezeptor initiiert. (Kautz-Neu et al., 

2012; von Stebut, 2007) Für diese Amastigoten bindenden Antikörper wird ange-

Abb. 4 Reaktionen im immunkompetenten Wirbeltier in der kutanen Leishmaniasis. Die durch die Sand-
mücke übertragenen metazyklischen Promastigoten werden in der oberen Dermis als erstes von PMN aufge-
nommen, nach der Apoptose dieser kurzlebigen Zellen werden sie im Züge der Gewebehomöostase von MF 
internalisiert. Zudem erfolgt zeitgleich die direkte CR3 vermittelte Internalisierung von Promastigoten in MF, in 
dieser stillen Phase der Infektion wird die Entzündungsreaktion durch Leishmanien aktiv supprimiert und es 
erfolgt die Transformation und Replikation im Phagolysosom von MF. Ruptur von MF durch die Raumforderung 
der replizierenden Amastigoten entlässt diese in den Extrazellularraum und es kommt zur Fcg Rezeptor vermit-
telten Aufnahme durch DC. Durch intrazelluläre Amastigoten aktiviert migrieren ausgereifte DC in den drainie-
renden Lymphknoten und initiieren IL 12 abhängig die Proliferation Leishmanien spezifischer Th2 Zellen. Loka-
lisiert in der Dermis führt deren IFNg Sekretion zur MF iNOS Aktivierung. Intrazellulär entstehendes NO morti-
fiziert Leishmanien und löst die Resolution der Infektion aus. (adaptiert nach (Von Stebut, 2007)) 
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nommen, dass sie zum konstitutiv exprimierten, natürlichen Repertoire des Immun-

systems gehören. (Dominguez and Torano, 1999; Ochsenbein and Zinkernagel, 

2000; Woelbing et al., 2006) Im Phagolysosom initiieren Amastigote nun effizient 

die Ausreifung und Emigration der DC. Phänotypische Charakteristika hierfür sind 

die Zunahme von Haupthistokompatibilitätskomplexen (MHC) I und II und kostimu-

latorischen Molekülen. (Tamoutounour et al., 2013) Lokalisiert in den benachbarten, 

drainierenden Lymphknoten prägen DC Leishmania spezifische B, CD4 und CD8 T 

Zellen und initiieren damit die zellvermittelte Immunität (Louis et al., 1998) (Abb. 4). 

Bei Infizierten konnten als Ergebnis dieser Interaktion zwei unterschiedliche Reak-

tionsmuster des Immunsystems beschrieben werden. Der Kontakt zwischen DC 

und naiven CD4 T Zellen führt zur Differenzierung in die zwei unterschiedlichen T 

Helferzell Subtypen 1 und 2 (Th1 und Th2). (Murphy et al., 2017) Ist bei der Inter-

aktion von der DC sekretiertes IL-12 präsent, (von Stebut et al., 1998) verschiebt 

sich das Differenzierungsmuster der naiven T Zellen zugunsten der Th1 Zellen, pro-

duzieren die DC hingegen IL-4, werden bevorzugt Th2 Zellen expandiert. (Ghosh 

and Bandyopadhyay, 2004) Diese unterschiedliche Spezialisierung ist entschei-

dend verantwortlich entweder für die Kontrolle der Leishmaniasis oder einen pro-

gressiven Krankheitsverlauf mit den einhergehenden Komplikationen.  

Am Inokulationsort in der Dermis sind Th1 Zellen verantwortlich für die zelluläre 

Immunantwort, ihr Zytokinmuster ist geprägt durch IL-2 und IFNg. MF, natürliche 

Killerzellen (NK) und zytotoxische T Zellen (CTL) werden rekrutiert und die Abwehr 

und Abtötung der intrazellulären Erreger wird initiiert. (Murphy et al., 2017) Hierbei 

spielt insbesondere die IFNg vermittelte Reaktion in MF eine Rolle, die Phagozyto-

seaktivität wird erhöht und iNOS wird induziert. Die resultierende Sekretion großer 

Mengen NO in das phagolysosomale Lumen (Zamora et al., 2000) führt letztlich zur 

intrazellulären Mortifikation von Leishmania und der Resolution der Infektion. (von 

Stebut, 2017b) Parallel dazu führt die Induktion von Haut residenten, natürlich re-

gulatorischen T-Zellen (nTreg) zu einer IL-10-abhängigen Persistenz der Parasiten 

und einer lebenslangen Gedächtnisantwort. (Belkaid et al., 2002; Suffia et al., 2006)  

Wandern hingegen präferenziell Th2 Zellen aus dem Lymphknoten aus, ist das Zy-

tokinprofil in der Dermis durch die assoziierten Mediatoren IL-4 und IL-10 geprägt. 

(Rogers et al., 2002) Die resultierende Immunantwort äußert sich in der B Zell ver-

mittelten Produktion von Antikörpern, Mastzellvermehrung und -differenzierung und 

Phagozyten unabhängigen Reaktionen. (Banchereau and Steinman, 1998; Von 

Stebut, 2007) Ein progressiver Krankheitsverlauf ist assoziiert und aufgrund der 
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ausbleibenden Kontrolle der Leishmanien Vermehrung besteht das Risiko der Aus-

breitung über den Inokulationsort hinaus. (Aseffa et al., 2002; Bretscher et al., 1997) 

Weiterhin wird dies durch die Rekrutierung von Th17 Zellen verstärkt (Lopez Kostka 

et al., 2009), da erhöhte IL-17A Spiegel persistierende PMN Infiltrate in progressi-

ven Läsionen induzieren. (Ribeiro-Gomes et al., 2004; Tacchini-Cottier et al., 2000) 

Die meisten humanpathogenen Leishmania spp. sind nicht absolut spezifisch auf 

einen Wirbeltierwirt, daher lassen sich immunologische Studien in der Maus als Mo-

dellorganismus durchführen. Als Erreger hat sich hierbei L. major durchgesetzt, bei 

dem verschiedene Inzuchtstämme die klinischen Manifestationen der humanen 

Leishmaniasis wiederspiegeln. (Hiepe et al., 2006) BALB/c Mäuse zeigen in Antwort 

auf eine Infektion Th2 basierte Reaktionen, resistente Stämmen wie z.B. C57BL/6 

hingegen zeichnen sich durch die Th1 assoziierte Resolution aus.  

Unabhängig von der im Vordergrund stehenden Th Subpopulation kommt es letzt-

lich durch den erneuten Biss einer Sandmücke zur Aufnahme von freien oder intra-

zellulären Amastigoten und der Lebenszyklus von Leishmania ist geschlossen (Ste-

but et al., 2016) (Abb. 3). 
 

2.8. Angeborene Immunzellen in der Leishmaniasis 
2.8.1. Neutrophile Granulozyten 
Die Zerstörung des Gewebes durch die Mundwerkzeuge der Sandfliege führt zu 

einer verstärkten Infiltration vom PMN (van Zandbergen et al., 2002), diese wird 

zusätzlich durch den „Leishmania chemotactic factor“ (LCF) (van Zandbergen et al., 

2002) und Bestandteile des Speichels der Sandmücke (Vasconcelos et al., 2014) 

aktiv gefördert. Resultierend aus der quantitativen Dominanz werden daher inner-

halb der ersten Stunden ca. 80 bis 90 % der Promastigoten von PMN aufgenom-

men. (Peters et al., 2008; Peters and Sacks, 2009) Die Interaktion zwischen PMN 

und dem Phosphatidylserin (PS) in der Membran natürlicher Weise übertragener 

toter Parasiten imitiert zudem die Aufnahme apoptotischer Zellen in PMN und för-

dert dadurch die Phagozytose von Promastigoten ohne sekundäre stimulierende 

Signale auf andere Immunzellen auszulösen. (Fadok et al., 1998; Ravichandran, 

2010; van Zandbergen et al., 2006; Wanderley et al., 2013) Nach der präferenziell 

CR3 vermittelte Aufnahme führt die Sekretion parasitärer, saurer Phosphatasen zu 

einer Resistenz gegenüber toxische Sauerstoffmetaboliten, inhibiert die lysosomale 

Fusion und den oxidativen Burst und ermöglicht es L. major somit, dem Verdau 

durch PMN zu entgehen. (al Tuwaijri et al., 1990; el-On et al., 1990; Remaley et al., 

1984) Die kurzlebigen PMN zeigen nach der Aufnahme zudem eine beschleunigte 
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Expression apoptotischer Signalmoleküle und werden verstärkt von MF und DC 

erkannt und aufgenommen. (Ribeiro-Gomes et al., 2012) Diese Beobachtungen 

stützen zum einen die Hypothese apoptotischer PMN als trojanisches Pferd für die 

Aufnahme in MF (Laskay et al., 2003; van Zandbergen et al., 2004), und sind zu-

dem eine mögliche Erklärung für die „silent Phase“ der Infektion, da diese Form der 

Internalisierung im Gegensatz zur direkten Aufnahme von Promastigoten zu einer 

antiinflammatorischen Modulation und zum Abklingen des entzündlichen Prozesses 

führt. (Peters and Sacks, 2009) Die im weiteren Verlauf der Infektion im Mausmodell 

unter anderem durch eine verzögerte Resistenzentwicklung (Ribeiro-Gomes et al., 

2012) und eine limitierte Aktivierung von CD8 T Zellen durch DC gekennzeichnet 

ist. (Peters et al., 2008; Ribeiro-Gomes et al., 2012) 

 

2.8.2. Makrophagen 
Nach 1 bis zwei Tagen beginnt die anfänglich PMN basierte Infektion in die MF 

vermittelte überzugehen. Für den Eintritt stehen CR1 und 3, Fibronektin Rezeptoren 

und der FcγRII-B2 im Vordergrund, wobei besonders Promastigote ihre Aufnahme 

durch Ligation mehrerer Rezeptoren intensivieren. (Ueno and Wilson, 2012) In Ab-

hängigkeit des Rezeptors zeigen sich ausschlaggebende Unterschiede für die int-

razelluläre Prädisposition und die induzierten Immunreaktionen. Ist ursächlich der 

FcgR involviert, wird der zytoskeletale Umbau von Rac GTPasen vermittelt und 

große gemeinschaftliche Vakuolen mit erhöhter NOX2 Aktivität entstehen. Im Ge-

gensatz dazu führt die CR3 induzierte Internalisierung durch rekrutierte Rho-GTPa-

sen zu einem eng anliegenden, individuellen Phagosom, (Ehlers, 2000) in dem die 

Bildung von Wasserstoffperoxid und die proinflammatorische Signalkaskade durch 

die Unterdrückung von IL-12 inhibiert ist.  (Caron and Hall, 1998; Marth and Kelsall, 

1997; Ueno and Wilson, 2012) Die Wiederaufnahme von Amastigoten hingegen er-

folgt in erster Linie FcgR vermittelt und induziert anti inflammatorisches IL-10. (Guy 

and Belosevic, 1993) Mimikry apoptotischer Zellen durch PS in der Membran von 

Amastigoten ist ebenfalls ein wichtiger Mechanismus für die Internalisierung in MF, 

mit einer Korrelation zwischen der Schwere des Krankheitsverlauf und der PS 

Dichte. (Fadok et al., 2000; Kima, 2007) 

Intrazellulär lokalisiert beginnen Promastigote die parasitäre Vakuole (PV) und die 

Immunantwort durch mannigfaltige Mechanismen zu manipulieren. LPG vermittelt 

die Unterdrückung des oxidativen Bursts, (Mosser and Edelson, 1987) eine Inhibi-
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tion der Assemblierung von NOX2 und den Ausschluss der V-ATP aus der phago-

somalen Membran durch Destruktion von Lipid Mikrodomänen. (Lodge et al., 2006; 

Matheoud et al., 2013; Vinet et al., 2009) Da Promastigote im Gegensatz zu Amas-

tigoten empfänglicher für das endosomale Milieu sind, kommt es zudem zu einer 

Reifungsverzögerung (Desjardins and Descoteaux, 1997), die sich im verzögerten 

Auftreten der späten, endosomalen Membranproteine Rab7 und Lamp1 bemerkbar 

macht. Amastigoten infizierte MF hingegen zeigen eine reduzierte Hemmung der 

Superanionen Produktion. (Kima, 2007)  

Ein weiterer Evasionsmechanismus ist die Blockade von hydrolytischen Enzymen 

und antimikrobiellen Molekülen durch parasitäre Hydrolasen. (Olivier et al., 2005) 

Die isolierte, intrazelluläre Lokalisation von L. major ermöglicht es vielen Mechanis-

men der Immunabwehr zu entgehen, zwingt jedoch gleichzeitig dazu viele Funktio-

nen des MF zu inhibieren. Regulationen finden sich sowohl auf Proteinebene als 

auch in der Genexpression. (Buates and Matlashewski, 2001; Olivier et al., 2005) 

Promastigoten infizierte MF beispielsweise sind resistent gegenüber einer IFNg ver-

mittelten Aktivierung, verursacht zum Teil durch reduzierte Expression des Rezep-

tors und auch die direkte Blockade der resultierenden Signalkaskade. Zudem ist es 

existentiell, die Präsentation über MHC Moleküle zu hemmen, durch die inhibierte 

NOX2 Assemblierung, die eine niedrigeren pH-Wert und eine effizientere Proteo-

lyse in der PV zur Folge hat, unterdrücken Promastigoten die MHC I Präsentation 

und T Zellaktivierung. (Matheoud et al., 2013) Ähnliche Effekte wurden auch für 

Amastigote gezeigt, in denen es vorrangig zu einer Suppression der IFNg induzier-

ten Expression von MHC II und iNOS kommt. (Bhattacharya et al., 2011; Matte and 

Descoteaux, 2010) In Abhängigkeit von der Subspezies kommt es weiterhin zur In-

hibition MHC relevanter Gene, (De Almeida et al., 2003; Reiner et al., 1988; Reiner 

et al., 1987),  Interferenzen mit der Antigenbeladung (Prina et al., 1993) oder der 

direkten Endozytose von MHCII. (De Souza Leao et al., 1995) 

Eine weitere Organisationsebene im interzellulären Informationsaustausch über 

den Infektionsstatus ist die Produktion von pro- und antiinflammatorischen Boten-

stoffen. Auch dieses Wirkprinzip macht sich L. major zu Nutze. In der bevorzugten 

Wirtszelle angekommen, ist eine weitere Rekrutierung von PMN nicht mehr von Nö-

ten und die Sekretion von IL-1, IL-6 und TNFα werden im Gegensatz zur frühen 

Phase supprimiert. (Matte et al., 2001) Das Schlüsselzytokin IL-12 hingegen wird 

durch einen LPG basierten Mechanismus blockiert. (Belkaid et al., 1998) Vice versa 

induziert L. major zudem verschiedene immunsupprimierende Botenstoffe. (Olivier 
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et al., 2005) 

 

2.8.3. Dendritische Zellen 
Im Gegensatz zu der intrazellulären Phase in MF sind die Interaktionen der 

Leishmanien Lebensformen mit DC deutlich weniger gut charakterisiert und zeigen 

im murinen Modell zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. Ursächlich hierfür ist si-

cherlich auch die Inhomogenität innerhalb der DC Population, (Shortman and Liu, 

2002) zudem führt das weit verbreitete Modell der Generation von DC aus dem 

murinen Knochenmark zur Expansion hauptsächlich heterogener myeloider Zellen, 

(Kima, 2007) die keine der natürlich vorkommenden DC Subtypen adäquat wider-

spiegeln können. (Helft et al., 2015) Weiterhin sind der Ort der Parasitenapplikation 

(subkutan oder intradermal) und die Dosis (Hochdosis oder Niedrigdosis) entschei-

dend für die Diskrepanz. Myeloide oder klassische DC (cDC) weisen im ausgereif-

ten Zustand ebenso wie Langerhanszellen eine deutlich reduzierte Affinität für iC3b 

und damit für die Aufnahme von Promastigoten auf. (Preynat-Seauve et al., 2004) 

Die Interaktion zwischen CR3 und dem induziertem iC3b resultiert in einer reduzier-

ten stimulatorischen und migratorischen Kapazität, da diese Bindung unter physio-

logischen Bedingungen die Aufnahme apoptotischer Zellen in unreife DC vermittelt. 

(Behrens et al., 2007) (Varga et al., 2007; Verbovetski et al., 2002) Zudem ist einen 

Tag nach Inokulation von L. major nur ein geringer Anteil der DC infiziert, (Woelbing 

et al., 2006) von denen die meisten durch die Aufnahme von PMN infiziert wird. 

(Ribeiro-Gomes et al., 2012; Ribeiro-Gomes et al., 2015) Die direkte Aufnahme von 

Amastigoten hingegen wird in erster Linie durch FcgR und den Rezeptor für PS ver-

mittelt. Die verschiedenen DC Subtypen zeigen auch entscheidende Differenzen in 

der direkten Infektion mit L. major Amastigoten, wobei die CD8 exprimierenden cDC 

am resistentesten sind. Zudem konnte eine negative Korrelation mit der Fähigkeit 

zur IL 12 Sekretion nachgewiesen werden. (Henri et al., 2002) 

Genereller Konsensus ist derzeit, dass DC durch Aufnahme von Parasiten einen 

reifen Phänotyp ausbilden und in den drainierenden Lymphknoten Leishmania spe-

zifische Antigene gegenüber T Zellen präsentieren. (Macatonia et al., 1995; von 

Stebut et al., 1998) Durch die Inhibition sowohl der Migration hautresidenter DC als 

auch der Rekrutierung zum entzündlichen Geschehen unterdrücken Leishmanien 

essentielle Funktionen der DC. Eine Interaktion von L. major Produkten mit den für 

die Migration ursächlichen Chemokin-Signalwegen konnte gezeigt werden. (Jebbari 

et al., 2002; Ponte-Sucre et al., 2001; Vicari et al., 2004) und die Unterbrechung 
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dieser vermittelt den Wechsel vom resistenten Phänotyp (Sato et al., 2000) hin zum 

progressiven Verlauf. Grundsätzlich verläuft die Präsenz von L. major Antigenen im 

Lymphknoten kinetisch in drei Intervallen (Ashok and Acha-Orbea, 2014), die initial 

von migratorischen LC und cDC verursacht wird. (Brewig et al., 2009) Sind diese 

jedoch hauptsächlich durch die Aufnahme apoptotischer PMN infiziert, unterbleibt 

die nachfolgende T Zell Aktivierung. (Ribeiro-Gomes et al., 2012) Die sich anschlie-

ßende zweite Welle wird zusätzlich durch in Lymphknoten residente cDC getragen, 

die lösliche Leishmania Antigene aufnehmen. (Ashok and Acha-Orbea, 2014) Drei 

Wochen nach Infektion zeigt sich ein massiver Influx aller DC Subtypen und beson-

ders moDC. (Leon et al., 2007) In der Dermis infiziert lösen diese in Synergie mit 

den kreuzpräsentierenden DC Subtypen die nötige Th1 Antwort aus. (Ashok and 

Acha-Orbea, 2014) 

Eine weitere zentrale Funktion von allen DC Subtypen ist die Maturation, durch In-

hibition dieser konnte im Niedrigdosis Modell eine Verlängerung der stillen Phase 

der Infektion nachgewiesen werden. Auch eine reduzierte Antigenpräsentation in 

Kombination mit Hemmung der IL-12 Sekretion wurde in Antwort auf eine L. mexi-

cana Infektion nachgewiesen werden. (Bennett et al., 2003; Bennett et al., 2001) 

Auch hierbei scheint der die Internalisierung auslösende Rezeptor ursächlich zu 

sein, die Aufnahme von unopsonisierten oder C3 opsonisierten L. amazonesis 

Promastigoten erhält langfristig den unreifen DC Phänotyp. Die Internalisierung 

durch FcgR Ligation hingegen führt zu einer rapiden Expression von kostimulatori-

schen, Adhäsions- und MHCII Molekülen. (Prina et al., 2004) Analoge supprimie-

rende Mechanismen konnten jedoch für L. major in DC nicht gezeigt werden. 

 

2.8.4. Phagosomenbiogenese und Replikation  
Der initiale Kontakt und die Phagozytose zwischen MF und Promastigoten wird 

über die Spitze des Flagellums initiiert, an der die Ausbildung der Pseudopodien 

beginnt und sich in Richtung des Zellkörpers fortsetzt. (Forestier et al., 2011) An der 

Aufnahme sind unter anderem Interaktionspartner von Aktin im Flagellum beteiligt 

(Champion and Mitragotri, 2006) und das ER wird rekrutiert, um den Membranver-

lust auszugleichen. (Ndjamen et al., 2010) In dieser ersten Phase des Eintritts 

kommt es zu einer Ansäuerung, wohingegen die PV in den sich anschließenden 

Phasen der Biogenese refraktär gegenüber lysosomaler Fusion wird. Die zweite 

Phase ist durch die intrazelluläre Reorientierung der Promastigoten gekennzeich-
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net, wobei das Flagellum zur Plasmamembran hin ausgerichtet wird und durch per-

sistierende Aktivität eine Bewegung der PV zur Zellperipherie und damit entgegen 

der zellulären Kräfte erzeugt. Die daraus resultierende Schädigung der MF Memb-

ran hat eine massive Exocytose von Lysosomen zur Folge. (Forestier et al., 2011) 

Nach 24 bis 48 h setzt die Transformation ein und die Promastigoten verlieren, 

eventuell als Folge des Differenzierungsprozesses, das Flagellum. (Gluenz et al., 

2010) Abhängig von der Subspezies sind die hierfür auslösenden Faktoren der 

Temperaturanstieg und der erniedrigte pH-Wert. Charakteristisch für die letztlich 

entstehenden Amastigoten ist ein distinkter metabolischer Zustand, die Aufnahme 

von Glucose und Aminosäuren ist erniedrigt und die ß-Oxidation von Fettsäuren 

erhöht und ermöglicht das Überleben im Nahrungsmittel armen Milieu des Phago-

soms. (Saunders et al., 2014) Die effiziente Transformation initiiert zudem eine Th2 

assoziierte Zytokinexpression und begünstigt damit zusätzlich die Persistenz von L. 

mexicana in MF. (Ali et al., 2013) Selbige wird durch den Amastigoten spezifischen 

Virulenzfaktor, das Kinetoplasten Membranprotein 11 (KMP-11) unterstützt, dass 

die IL-10 Produktion fördert und durch Stimulation der MF Arginaseaktivität NO re-

duziert. (de Mendonca et al., 2015; Matos et al., 2010) Grundsätzlich sind beide 

Lebensformen sind in der Lage, den Mechanismus der phagosomalen Reifung spe-

zifisch zu steuern, ebenso konnten Subspezies basierte Unterschiede ermittelt wer-

den. Zunächst liegen Promastigote und Amastigote einzeln in der PV von MF vor 

und induzieren je nach Subspezies im Verlauf der Teilung die Fusion zu kommuna-

len PV für L. amazonensis (Real and Mortara, 2012) oder separate PV für die sich 

bildenden Tochterzellen bei L. major. (Kima, 2007) Für die sich anschließende Tei-

lung und das Wachstum werden Nährstoffe und zusätzliche Membran in der PV 

benötigt, Manipulation des sekretorischen Wegs des ER und von Lysosomen der 

MF gewährleistet dies. (Canton and Kima, 2012; Forestier et al., 2011) 

Der letzte Schritt des intrazellulären Lebenszyklus im MF ist der Austritt der Amas-

tigoten aus der Wirtszelle. Für L. amazonensis konnte ein direkter Zell zu Zell Trans-

fer nachgewiesen werden, hierbei bildet die Donorzelle sogenannte Membran-Blebs 

aus, die normalerweise ein frühes Zeichen einer Apoptose sind. Diese Ausstülpun-

gen an der Oberfläche sind reich an phagosomalen Bestandteilen und können auch 

Amastigote enthalten. Rezipierende MF nehmen diese selektiv auf und die übertra-

genen Amastigoten verbleiben viabel in der invadierten Zelle.(Real et al., 2014) 

Bei der Reinfektion von MF durch Amastigote zeigt sich ebenfalls eine Vielfalt ur-

sächlicher Rezeptoren, vordergründig sind bei dieser Lebensform jedoch der Fcg, 
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der C3 Rezeptor und die PS vermittelte Internalisierung involviert. (de Freitas 

Balanco et al., 2001; Kima, 2007; Wanderley et al., 2006) 

Bis heute stammen die Informationen über Leishmania enthaltende PV fast aus-

schließlich aus Studien mit MF. Obwohl gezeigt wurde, dass internalisierte Parasi-

ten sich in DC ebenfalls in endozytischen Vakuolen befinden (Flohe et al., 1997; 

Henri et al., 2002; Prina et al., 2004), sind die endosomalen Transportwege in DC 

und die Remodellierung des endosomalen / lysosomalen Kompartiments in infizier-

ten DC weitgehend unbekannt.		

Einzelne Studien zeigen eine beeinträchtigte Fusionsaktivität der PV mit Lysoso-

men, die in unreifen DC am stärksten ausgeprägt ist und im Zuge der zellulären 

Ausreifung abnimmt. Diese ist zudem von der Lebensfähigkeit und dem Stadium 

von L. major abhängig. Lebende Promastigoten blockierten die Phagolysosomen 

Generation in unreifen BMDC nahezu vollständig, während Phagosomen mit abge-

töteten Organismen eine starke Fusion mit Lysosomen zeigen. Amastigoten hinge-

gen blockieren die fusogene Aktivität nur teilweise. Weiterhin weisen die entstehen-

den PV keine typische Zusammensetzung der PV Membran auf. Ein geringes Vor-

kommen von Rab7 scheint ein spezifischer Effekt von lebenden Promastigoten ins-

besondere in unreifen DC zu sein. (Körner et al., 2006) Dieses Phänomen konnte 

in MF mit der Expression von Lipophosphoglycan, dem vorherrschenden Oberflä-

chenmolekül von Promastigoten, in Verbindung gebracht werden (Dermine et al., 

2000; Desjardins and Descoteaux, 1997; Lang et al., 1994). Es wurde gezeigt, dass 

die Promastigoten enthaltenden Phagosomen mit niedriger fusogener Aktivität eine 

gestörte Rekrutierung von Rab7 aufweisen (Scianimanico et al., 1999), dies legt 

nahe, dass die Fusionsrestriktion in beiden Zelltypen die Differenzierung von 

Promastigoten in Amastigoten ermöglicht, und damit eine Anpassung an das lyso-

somale Kompartiment darstellt.(Körner et al., 2006)  
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3. Zielsetzung 
MF und DC sind die relevanten Zellen des angeborenen Immunsystems in der 

Leishmaniasis. Ihre phagozytotische Internalisierung von L. major und die resultie-

renden Reaktionen entscheiden zwischen einer selbstlimitierenden Infektion oder 

einem progressiven Krankheitsverlauf. Dennoch sind die intrazellulären Vorgänge 

und die Zusammensetzung der PV insbesondere in DC weitgehend unbekannt. 

 

Um die phago(lyso)somale Funktion besser zu verstehen, sollte das Vorkommen 

und die Lokalisation von phagosomalen Reifungsmarkern und die intrazelluläre 

Transformation und Replikation innerhalb dieser Phagozyten untersucht werden.  

 

Weiterhin stellt die massenspekrometrische Analyse des Proteoms und damit der 

Gesamtheit aller Proteine der PV einen idealen Ansatz dar, um umfassende Infor-

mationen über die induzierten Prozesse sowohl in L. major, als auch in der Wirts-

zelle zu erhalten. Studien zur Analyse von Beads oder Bakterien enthaltenden PV 

haben gezeigt, dass eine Isolation dieser grundsätzlich möglich ist. Daher sollte 

eine Methode zur Isolation von Amastigoten enthaltenden PV etabliert werden. 

 

In vivo Studien in der experimentellen Leishmaniasis unter Abwesenheit von Pha-

gozyten leisten einen wichtigen Beitrag zur Aufklärung zugrundeliegender, patholo-

gischer Mechanismen. Die Zielstellung der durchgeführten Versuche war es daher 

ein in vivo System zur selektiven Depletion von MF im murinen Modell der kutanen 

Leishmaniasis zu entwickeln und die resultierende Immunantwort zu analysieren. 
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4. Ergebnisse 
4.1. In vivo Depletion in der experimentellen L. major Infektion  
4.1.1. Depletion Lysozym M positiver Zellen im transgenen Mausmo-

dell 
4.1.1.1. Läsionsentwicklung und Frequenz von Immunzellen im Verlauf der 

Infektion 

Um die Auswirkungen einer Depletion von MF und damit der primären Wirtszelle 

auf die Etablierung einer Infektion mit L. major zu untersuchen, wurden die transge-

nen LsyM-cre/DTR Mäuse verwendet. Diese basieren auf dem C57BL/6 geneti-

schen Hintergrund und zeigen damit ohne Applikation von DT einen selbstlimitie-

renden, resistenten Verlauf der kutanen Leishmaniasis. Um dieses nachzuweisen, 

wurden LsyM-cre/DTR bzw. LysM-cre Mäuse intraperitoneal mit DT behandelt ei-

nen Tag vor der Infektion (Tag 0). Appliziert wurde den LsyM-cre/DTR Tieren ent-

weder PBS (200 µl) oder DT (300 ng in 200 µl PBS). Zudem wurden die potentiellen 

Auswirkungen des DT durch Behandlung von homozygoten LysM-cre Mäusen kon-

trolliert. Die Applikation von DT bzw. PBS erfolgte einen Tag vor der intradermalen 

Niedrigdosis Infektion mit 103 metazyklischen L. major Promastigoten und nachfol-

gend für eine konstante Depletion einmal wöchentlich (Abb. 5A).   

Zur Dokumentation der Schwere der resultierenden Symptomatik wurden die sich 

bildenden Läsionen am Inokulationsort als dreidimensionales Ellipsoid wöchentlich 

ermittelt. Über den gesamten Beobachtungszeitraum von 13 Wochen zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede in der Ausprägung der durch L. major hervorgeru-

fenen kutanen Granulome (Abb. 5B) zwischen den drei Gruppen.  

Weiterhin wurden die Auswirkungen der Behandlung auf die Frequenzen der Zellen 

des angeborenen Kompartiments betrachtet. Hierzu wurde jeweils zwei Tieren der 

verschiedenen Gruppen vier Wochen nach der Infektion Blut entnommen und die-

ses für die durchflusszytometrische Analyse aufgearbeitet. Die Entnahme erfolgt 

einen und sechs Tage nach der jeweiligen Applikation. Charakterisiert durch Zelltyp 

spezifische Oberflächenmarker (siehe 7.4) wurde der prozentuale Anteil an MO, 

PMN und DC in der Gesamtpopulation bestimmt (Abb. 5C). Bei der Differenzierung 

der Immunzellen des erworbenen Kompartiments wurden B Zellen als CD19 expri-

mierende Zellen definiert, NK Zellen hingegen wurden über die Anwesenheit von 

NK1.1 auf der Oberfläche identifiziert (Siehe 7.10.1, Abb. 40). Die CD3 exprimie-

renden Zellen (Abb. 34 B) wurden anhand der CD4 und CD8 Expression unterschie-
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den (Abb. 40B). Im angeborenen Kompartiment wurden die CD11b tragenden Zel-

len anhand von Ly6G und Ly6C in Makrophagen (Ly6G-, Ly6C-), PMN (Ly6Cinterme-

diär, Ly6Ghoch) und Monozyten (Ly6Gnegativ, Ly6Choch) eingeteilt. Dendritische Zellen 

wurden als MHCII und CD11c tragend definiert (Abb. 40C). Für alle Zellpopulation 

wurde jeweils der prozentuale Anteil an der Gesamtheit morphologisch identifizier-

ter Zellen angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Einen Tag nach der Gabe zeigte der Vergleich zu der mit PBS behandelten LsyM-

cre/DTR Gruppe eine leichte, nicht signifikante Reduktion aller analysierten Zellty-

pen für die DT behandelten LsyM-cre/DTR Tiere. Dennoch zeigten im Vergleich mit 

beiden LsyM-cre/DTR Gruppen die homozygoten LysM-cre Tiere die niedrigsten 

Frequenzen an MO, PMN und DC. Sechs Tage nach Applikation hingegen war die-

ser leichte Depletionseffekt in der DT behandelten LsyM-cre/DTR Gruppe nicht 

mehr nachweisbar und es kam insbesondere für den Anteil der PMN zu einem An-

stieg im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Die Analyse des Blutes konnte damit 

Abb. 5 Einfluss der wöchentlichen Diphtherie Toxin vermittelten Depletion auf die Läsionsvolumina 
Niedrigdosis infizierter LysM-cre und LsyM-cre/DTR Mäuse. Transgene Mäuse wurden mit 103 metazykli-
schen L. major Promastigoten in beide Ohren infiziert und 300 ng Diptherie Toxin bzw. 200 μl PBS wurde intra-
peritoneal einmal wöchentlich appliziert (A). Die entstehenden Läsionen wurden über einen Zeitraum von 13 
Wochen als Ellipsoid vermessen (B). (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 4-8 Mäusen 
pro Gruppe) In der vierten Woche nach der Infektion wurde die Depletionseffizienz im Blut einen Tag und 6 
Tage nach Applikation durchflusszytometrisch ermittelt (C). (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte 
±SEM, n=1 mit 2 Mäusen pro Gruppe) 



Ergebnisse 

 

26 

nachweisen, dass eine wirkungsvolle Depletion von MO unter Einfluss der DT Be-

handlung nicht stattfand.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Um diese Daten auch in primären lymphatischen Organen und an der Inokulations-

stelle in der Haut zu betrachten und insbesondere den Anteil gewebsständiger MF 

zu analysieren wurden jeweils 2 bis 4 Tiere der Gruppen 6 und 13 Wochen nach 

Inokulation euthanasiert und die Gewebe aufgearbeitet (Abb. 6). Sechs Wochen 

nach Infektion zu dem Zeitpunkt ausgeprägter klinischer Symptome in Form von 

Läsionen, zeigte die durchflusszytometrische Analyse der Lymphknoten einen eher 

stimulierenden Effekt auf die Anzahl der MF und MO, wohingegen Veränderungen 

in der Milz nicht nachgewiesen werden konnten. In der dreizehnten Woche, nach 

Abb. 6 Einfluss der Diphtherie Toxin Applikation auf die Frequenz Gewebe assoziierter angeborener 
Immunzellen im Verlauf der L. major Infektion. Drainierende Lymphknoten, Milz und Haut an der Infektions-
stelle von LysM-cre und LsyM-cre/DTR Mäusen wurde sechs und dreizehn Wochen nach Infektion durchflusszy-
tometrisch analysiert. Die Zellen des angeborenen und adaptiven Kompartiments sind angegeben als prozen-
tualer Anteil an der gesamten Zellpopulation. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 2-
4 Mäusen pro Gruppe)  
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Resolution der Infektion, waren diese Effekte in der Zusammensetzung des adapti-

ven Systems in der Haut rückläufig und auch der Anteil an MO in den drainierenden 

Lymphknoten in den DT behandelten LsyM-cre/DTR Mäusen zeigte keine Unter-

schiede mehr zu den beiden Kontrollgruppen. Auch in der Milz konnte kein deple-

tierender Effekt des DT auf MO oder MF zu keinem der beiden Zeitpunkt nachge-

wiesen werden (Abb. 6). 

 

4.1.1.2. Einfluss der Diphtherie Toxin Applikation auf die Frequenz ange-
borener Immunzellen im Gewebe 

Weiterhin wurde untersucht, ob durch eine höher frequentierte Applikation von DT 

eine Depletion erreicht werden könnte. Die Auswirkungen von DT auf die Frequen-

zen der Zellen des angeborenen und adaptiven Kompartiments wurden im transge-

nen LsyM-cre/DTR Mausmodell erneut analysiert. Vor der Niedrigdosis Infektion mit 

103 metazyklischen L. major Promastigoten (Tag 0) wurde den LsyM-cre/DTR Tie-

ren an drei aufeinander folgenden Tagen entweder PBS (200 µl) oder DT (300 ng 

in 200 µl PBS) intraperitoneal appliziert. Im weiteren Verlauf erfolgte zunächst vier 

Tage keine Applikation und anschließend wurde die Frequenz der Behandlung auf 

jeden dritten Tag reduziert (Abb. 7A). Zur Beurteilung der Depletionseffizienz und 

der Einfluss des DT auf andere Immunzellen wurden jeweils ein bis zwei Tiere der 

verschiedenen Gruppen 4, 7 und 12 Tage nach Infektion euthanasiert. Diese Zeit-

punkte wurden jeweils einen Tag nach der letzten Applikation gewählt. Die verschie-

denen Gewebe wurden aufgearbeitet und die Zellen der Immunkompartimente 

(siehe 7.10) durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 7B).  

Im angeborenen Kompartiment zeigte sich bezüglich der MF, der durch DT adres-

sierten Zielzellen, lediglich 8 Tage nach Infektion und damit nach insgesamt sieben 

Applikationen eine Reduktion der Frequenz am Applikationsort dem Peritoneum im 

Vergleich zur PBS behandelten Kontrollgruppe. Dieser Effekt war jedoch nach 4 

Tagen und weiteren Behandlungen nicht mehr nachweisbar und es ergab sich eine 

erhöhte Frequenz.  

Die Betrachtung der MO, und damit der Vorläuferzellen reifer gewebsständiger MF, 

ergab eine erhöhte Häufigkeit in nahezu allen analysierten Geweben. Für den pro-

zentualen Anteil an PMN und DC wurden divergente Ergebnisse ermittelt, die kei-

nen klaren Trend zeigten. Um die Integrität des Immunsystems unter DT Behand-

lung zu untersuchen wurden zudem die Zellen des adaptiven Kompartiments ana-
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lysiert. Die DT Behandlung bewirkte eine leichte Reduzierung der CD8 T Zellfre-

quenzen im Lymphknoten und der B Zellen in der peritonealen Kavität zu allen be-

trachteten Zeitpunkten. Zudem konnte eine deutliche Stimulation der peritonealen 

NK Zellen ermittelt werden. 

Weiterhin wurde beobachtet, dass die wiederholte, höher frequentierte Applikation 

von DT starke Auswirkungen auf die Vitalität und den allgemeinen Gesundheitszu-

stand der behandelten Tiere hatte und der Versuch musste am 12. Tag gemäß tier-

schutzrechtlicher Vorschriften beendet werden.  

 

Zusammenfassend konnte durch die DT Applikation im transgenen LsyM-cre/DTR 

Modell weder durch eine wöchentliche Applikation von DT noch durch erhöhte Ap-

plikationsfrequenz eine Reduzierung weder der MF noch der MO im Gewebe er-

reicht werden. Zudem zeigte insbesondere die wiederholte Gabe von DT schwere 

Auswirkungen auf den Gesundheitszustand der Mäuse.   

 

Abb. 7 Kontrolle der Diphtherie Toxin vermittelten Depletion von angeborenen Immunzellen im Gewebe 
nach wiederholter Applikation. Transgenen LsyM-cre/DTR Mäusen wurde an drei aufeinanderfolgenden Ta-
gen je 300 ng Diptherietoxin (in 200 µl PBS) bzw. 200 μl PBS zur Kontrolle intraperitoneal appliziert. Anschlie-
ßend erfolgte 4 Tage keine Behandlung und im weiteren Verlauf wurde die Häufigkeit der Applikation auf jeden 
drittenTag reduziert. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde die Frequenz angeborener Immunzellen in den 
drainierenden Lymphknoten, der Milz, der Haut am Infektionsort und in der peritonealen Flüssigkeit durch-
flusszytometrisch ermittelt. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 1-2 Mäusen pro 
Gruppe)  
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4.1.2. Phagozytendepletion durch Clodronat Liposomen in C57BL/6 
Mäusen 

4.1.2.1. Krankheitsverlauf der L. major Infektion unter Liposomen Einfluss 
Jeweils fünf C57BL/6 Mäuse wurde intraperitoneal 200 µl Liposomen bzw. PBS ap-

pliziert. Eine Gruppe erhielt Clodronat eingeschlossen in einen Bilayer, und um Ne-

benwirkungen der Lipososmen auszuschließen wurden zudem Liposomen mit ein-

geschlossenem PBS in der dritten Gruppe als Kontrolle verwendet. Die Tiere erhiel-

ten eine Injektion der jeweiligen Behandlung einen Tag vor der Niedrigdosis Infek-

tion. Im weiteren Verlauf wurde bis zur siebten Woche eine Dosis pro Woche ver-

abreicht. Zwischen der achten und dreizehnten Woche wurde die Gabe auf zweimal 

wöchentlich erhöht (Abb. 8A). Neben der Dokumentation der Symptomatik in Form 

von wöchentlichen Messungen der Läsionsvolumina (Abb. 8B) wurde zudem als 

Maß für den allgemeinen Gesundheitszustand der Tiere ebenfalls deren Gewicht 

wöchentlich bestimmt (Abb. 8C).  

Die Entwicklung der Läsionen über die Zeit zeigte eine Verschlechterung des durch 

L. major ausgelösten Krankheitsbildes in der PBS Liposomen behandelten Gruppe 

sowohl im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe als auch zur Clodronat Behandlung. 

Diese wiederum reduzierte die Läsionsvolumina signifikant im Vergleich zur PBS 

Liposomengruppe. Die durch die Clodronat Behandlung verursachten Nebenwir-

kungen zeigten sich bereits in der Gewichtsentwicklung der Mäuse. Die beiden Kon-

trollgruppen wiesen einen normalen Anstieg des Gewichts in Abhängigkeit von der 

Zeit auf, wohingegen bei der Clodronatgruppe nur ein langsamerer Anstieg zu ver-

zeichnen war, welcher letztlich sogar rückläufig wurde. Weiterhin konnte ein starker 

Einfluss des Clodronats auf die Überlebensrate der Tiere beobachtet werden. In der 

PBS Liposomen Gruppe überlebten alle Tiere den gesamten Beobachtungszeit-

raum, in der PBS Gruppe verstarb ein Tier durch die Isoflurannarkose im Zuge der 

wöchentlichen Vermessung der Läsionen. Die Applikation von Clodronat hingegen 

zeigte letale Nebenwirkungen bei 75% der Mäuse, unabhängig von der Isofluran 

Narkose, die jedoch nicht durch die Steigerung der Applikationsfrequenz ab der 

achten Woche verändert wurde (Abb. 8C). Weiterhin wurde der prozentuale Anteil 

von angeborenen Immunzellen unter Einfluss der Behandlungen innerhalb des Be-

obachtungszeitraums in der vierten und neunten Woche nach Inokulation unter-

sucht.  
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Ein bis zwei Tieren der verschiedenen Gruppen wurde hierzu Blut entnommen und 

dieses durchflusszytometrisch auf die Frequenz von MO, PMN und DC analysiert 

(Abb. 9). In der vierten Woche erfolgte die Entnahme einen und sechs Tage nach 

Applikation. Die Clodronatgruppe zeigte zu beiden Zeitpunkten keine Veränderun-

gen der MO und DC, der Anteil an PMN war unabhängig von dem Zeitabstand zwi-

schen Untersuchung und der letzten Applikation in der Clodronatgruppe erhöht. 

Nachdem die Applikationen in der siebten Woche auf zweimal wöchentlich erhöht 

wurden, erfolgte eine weitere Blutanalyse zwei bzw. drei Tage nach der Behandlung 

in der neunten Woche. Diese Steigerung der Applikationsfrequenz führte zu einer 

Liposomen vermittelten Depletion der MO und DC, die jedoch unabhängig von 

Clodronat war und zwei Tage anhielt. Nach drei Tagen war jedoch eine Repopula-

risierung beider Zelltypen zu erkennen (Abb. 9) 

Abb. 8 Einfluss der Liposomen Applikation auf Läsionsvolumina, Gewicht und Überleben infizierter 
C57BL/6 Mäuse. C57BL/6 Mäuse wurden mit 1x103 metazyklischen L. major Promastigoten in beide Ohren 
infiziert und 200 µl Liposomen wurden bis Woche 8 einmal wöchentlich und anschließend zweimal wöchentlich 
appliziert (A). Die entstehenden Läsionen wurden über einen Zeitraum von 13 Wochen als Ellipsoid vermessen 
(B). Zudem wurde das Gewicht der Mäuse und das Überleben dokumentiert (C). (Dargestellt sind die arithmet-
rischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 1-8 Mäusen pro Gruppe) 
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In der dreizehnten Woche nach Infektion, zu einem Zeitpunkt, an dem die entste-

henden Läsionen nahezu abgeheilt waren, wurden zudem die Effekte der verschie-

denen Behandlungen auf die prozentuale Verteilung von Immunzellen der verschie-

denen Kompartimente des Immunsystems in den lymphatischen Organen und der 

Haut im Bereich des Ohres untersucht (Abb. 10).  

Aufgrund der letalen Nebenwirkungen des Clodronats konnte in dieser Gruppe nur 

ein Tier analysiert werden. Die prozentuale Zusammensetzung der in der Haut lo-

kalisierten Zellen zeigte eine Abnahme in der Häufigkeit von MO und DC durch die 

Liposomen Gabe, die unabhängig von Clodronat war. Wohingegen MF und CD8 T 

Zellen durch die Behandlung mit Clodronat eher zunahmen. Die drainierenden 

Lymphknoten in dieser Gruppe waren durch erhöhte PMN und DC geprägt. Ledig-

lich in der Milz konnte der erwünschte Effekt einer effizienten MF Depletion nach-

gewiesen werden.  

Abb. 9 Vergleich des Einflusses der ein- und zweimaligen Liposomen Applikation pro Woche auf die 
Frequenz angeborener Immunzellen im Blut infizierter Tiere. C57BL/6 Mäusen wurden wöchentlich bis Wo-
che 7 und zweimal wöchentlich ab Woche 8 200 μl Liposomen intraperitoneal appliziert. In der vierten und 
neunten Woche nach Infektion wurde die Depletionseffizienz im Blut einen Tag und 6 Tage bzw. zwei und drei 
Tage nach Applikation durchflusszytometrisch ermittelt. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, 
n=1 mit 1-2 Mäusen pro Gruppe) 

Abb. 10 Frequenz angeborener und adaptiver Immunzellen im Gewebe infizierter, Liposomen behandel-
ter Tiere. C57BL/6 Mäusen wurde bis Woche 7 einmal wöchentlich und anschließend zweimal wöchentlich 200 
μl Liposomen intraperitoneal appliziert. Nach Abklingen der Infektion in Woche 13 wurde die prozentuale Ver-
teilung der angeborenen und adaptiven Immunzellen in den drainierenden Lymphknoten, der Haut am Infekti-
onsort und der Milz ermittelt. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 1-2 Mäusen pro 
Gruppe) 
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4.1.2.2. Dosisdichtere Clodronat Applikation in der L. major Infektion 
Um die Ergebnisse der Verbesserung der L. major induzierten Krankheitsbild durch 

die Gabe von Clodronat Liposomen zu sichern, und eine mögliche Steigerung die-

ses Effekts durch höher frequentierte Applikationen zu untersuchen, wurden wiede-

rum jeweils 10 C57BL/6 Mäuse mit PBS, PBS Liposomen oder Clodronat Liposo-

men behandelt (Abb. 11A). Die erste Gabe erfolgte einen Tag vor der Niedrigdosis 

Infektion mit L. major. Über einen Zeitraum von 13 Wochen erhielten die Tiere je  

zwei Dosen der jeweiligen Behandlung pro Woche, die Läsionen wurden dreidimen-

sional vermessen (Abb. 11B) und die Entwicklung der Gewichtsveränderung doku-

mentiert (Abb. 11C). Um das Ausmaß der Infektion mit L. major zu untersuchen, 

wurde zudem in der sechsten und dreizehnten Woche nach Infektion die Anzahl 

lebendender Leishmanien an der Inokulationsstelle und in der Milz quantifiziert 

(Abb. 11D).  

Analog zum ersten Experiment verursachte die Clodronat Behandlung wiederum 

einen protektiven Effekt im Vergleich zu den Kontrollliposomen, der jedoch durch 

die Erhöhung der wöchentlichen Dosis unverändert blieb. Auch die verzögerte Ge-

wichtszunahme trat wieder in Erscheinung, beides wurde jedoch durch die häufige-

ren Behandlungen nicht verstärkt. Bezüglich der Letalität unter Clodronat Behand-

lung verstarben erneut 75 % der Mäuse verstärkt zu frühen Zeitpunkten. Innerhalb 

der ersten drei Wochen waren bereits 50 % der Tiere verstorben. Die Parasitenzahl 

im Ohr, als Maß für die lokale Kontrolle der Infektion durch das Immunsystem, zeigte 

keine Unterschiede, weder zum Zeitpunkt der ausgeprägten Infektion 7 Wochen 

nach Infektion, noch nach Resolution in der 13. Woche. Im Gegensatz dazu verur-

sachte die Clodronat Behandlung zu beiden Zeitpunkten erhöhte Parasitenlasten in 

der Milz. Bei fehlender lokaler Kontrolle der Parasitenreplikation am Entzündungsort 

kann es insbesondere bei progressivem Krankheitsverlauf zu einer Viszeralisierung 

von Leishmania kommen, diese ist durch das erhöhte Vorkommen von Parasiten in 

den inneren Organen gekennzeichnet und scheint durch die Behandlung mit 

Clodronat begünstigt zu werden. In der dreizehnten Woche nach Infektion geben 

die Ergebnisse jedoch nur einen Hinweis auf diese Aussage, da nur ein Tier die 

dauerhafte Behandlung mit Clodronat überlebte, wohingegen in der PBS Gruppe 

fünf Tiere und in der PBS Liposomengruppe vier Tiere für die Analyse herangezo-

gen wurden. 

Um diese Veränderungen näher zu charakterisieren, wurde das angeborene und 

adaptive Kompartiment im Blut behandelter Tiere im Verlauf der Infektion analysiert. 

Hierzu erfolgte eine Blutentnahme in der ersten, vierten und zehnten Woche nach 
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Infektion jeweils am dritten Tag nach der Applikation mit anschließender durch-

flusszytometrischer Analyse der Zellfrequenzen (Abb. 12). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es zeigte sich erneut besonders zu frühen Zeitpunkten eine Zunahme der PMN 

unter Clodronat Einfluss, eine Reduktion phagozytierender Zellen konnte nur in 

Abb. 11 Einfluss der Liposomen Applikation auf Läsionsvolumina, Gewicht und Überleben infizierter 
C57BL/6 Mäuse. Die Tiere wurden mit 103 metazyklischen L. major Promastigoten in beide Ohren infiziert und 
jeweils 200 μl Liposomen bzw. PBS wurde zweimal wöchentlich appliziert (A). Die entstehenden Läsionen wur-
den über einen Zeitraum von 13 Wochen vermessen (B). Zudem wurde das Gewicht und das Überleben doku-
mentiert (C). 7 und 13 Wochen nach Infektion wurde die Parasitenzahl in den Ohren und der Milz mittels einer 
Verdünnungsreihe bestimmt (D). (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 1- 5 Mäusen 
pro Gruppe) 
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der abklingenden Infektion und damit nach langer Behandlungsdauer in der zehn- 

ten Woche beobachtet werden. Das adaptive Kompartiment unter Einfluss von 

Clodronat war durch eine vergleichbare Verteilung zu den Kontrollgruppen gekenn-

zeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ergänzend wurde zu den relevanten Zeitpunkten der Infektion die Untersuchung 

von residenten Zellen in verschiedenen Geweben durchgeführt (Abb. 13A und B). 

Im entzündlichen Filtrat der Haut verursachte die Clodronat Behandlung keine 

schwerwiegenden Veränderungen angeborener Immunzellen. Lediglich nach Ab-

klingen der Infektion zeigte sich eine leichte Abnahme des Anteils an PMN und DC 

verglichen mit den Kontrollgruppen. In Bezug auf die adaptive Immunantwort wurde 

eine leichte Reduktion der NK Zellen ersichtlich. Die Analyse des Blutes zeigte er-

höhte PMN und MO Zahlen, die jedoch zehn Wochen nach Infektion rückläufig wa-

ren. Die Applikation von Clodronat verursachte über eine Dauer von zehn Wochen 

unter Einfluss der Infektion eine Reduzierung des T und B Zell Kompartiments in 

den Lymphknoten. Die gewebsständigen Zellen der Lunge hingegen wiesen eine 

Divergenz zwischen den untersuchten Zeitpunkten auf. Zeigte sich in der sechsten 

Woche noch eine höhere Frequenz an DC und eine physiologische Zusammenset-

zung des verbleibenden angeborenen und adaptiven Systems, waren in der zehn-

ten Woche die Zahlen für MF, PMN und DC rückläufig im Vergleich zu den Kon-

trollgruppen. Lediglich in der peritonealen Kavität konnte eine wirksame Depletion 

Abb. 12 Einfluss der zweimaligen Liposomen Applikation pro Woche auf die Frequenz angeborener Im-
munzellen im Blut infizierter Tiere. C57BL/6 Mäusen wurden zweimal wöchentlich 200 μl Liposomen intrape-
ritoneal appliziert. In der ersten, vierten und zehnten Woche nach Infektion wurde die Depletionseffizienz im 
Blut drei Tage nach Applikation durchflusszytometrisch ermittelt. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte 
±SEM, n=1 mit 1- 2 Mäusen pro Gruppe) 
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von MF zu beiden Zeitpunkten ermittelt werden.  

Abb. 13 Frequenz angeborener und adaptiver Immunzellen im Gewebe infizierter, Liposomen behandel-
ter Tiere. C57BL/6 Mäusen wurde zweimal wöchentlich 200 μl Liposomen intraperitoneal appliziert. Zum Zeit-
punkt der ausgeprägten Inflammation 7 Wochen nach Infektion (A) und nach Abklingen der Infektion in Woche 
14 (B) wurde die prozentuale Verteilung der angeborenen und adaptiven Immunzellen in den drainierenden 
Lymphknoten, der Haut am Infektionsort und der Milz, Lunge und der peritonealen Kavität ermittelt. (Dargestellt 
sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1 mit 1-2 Mäusen pro Gruppe) 
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Diese ging jedoch ebenfalls mit der signifikanten Reduktion aller anderen phagozy-

tierenden Zellen einher. Zudem erschien auch das gesamte adaptive System durch 

die Behandlung mit Clodronat im Vergleich negativ beeinflusst zu sein. 

In Bezug auf die adaptive Immunantwort wurde eine leichte Reduktion der NK Zel-

len ersichtlich. Die Analyse des Blutes zeigte erhöhte PMN und MO Zahlen, die 

jedoch zehn Wochen nach Infektion rückläufig waren. Die Applikation von Clodronat 

verursachte über eine Dauer von zehn Wochen unter Einfluss der Infektion eine 

Reduzierung des T und B Zell Kompartiments in den Lymphknoten. Die gewebs-

ständigen Zellen der Lunge wiesen eine Divergenz zwischen den untersuchten Zeit-

punkten auf. Zeigte sich in der sechsten Woche noch eine höhere Frequenz an DC 

und eine physiologische Zusammensetzung des verbleibenden angeborenen und 

adaptierten Systems, waren in der zehnten Woche die Zahlen für MF, PMN und DC 

rückläufig im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Lediglich in der peritonealen Kavität 

konnte eine wirksame Depletion von MF zu beiden Zeitpunkten ermittelt werden. 

Diese ging jedoch ebenfalls mit der signifikanten Reduktion aller anderen Phagozy-

ten einher. Zudem erschien erneut auch das gesamte adaptive System durch die 

Behandlung mit Clodronat negativ beeinflusst zu sein. 

 

4.1.2.3. Einfluss der dosisdichteren Liposomenapplikation auf die Immun-
antwort 

Im Weiteren wurde untersucht, ob die effiziente Depletion von MF durch weitere 

Steigerung der Applikationsfrequenz auch in den anderen Geweben erreicht wer-

den konnte. Zudem sollten diese Versuchsbedingungen klären, ob eine wirkungs-

volle Depletion in der Haut erzielt werden konnte, um eine Infektion mit L. major 

unter Ausschluss von MF zu ermöglichen. Hierzu wurde den Mäusen dreimal im 

Abstand von zwei Tagen jeweils eine Dosis Liposomen verabreicht und eine umfas-

sende Analyse von gewebsständigen Zellen durchflusszytometrisch einen Tag nach 

der letzten Injektion durchgeführt. Zur Kontrolle wurden in diesem Ansatz PBS Lip-

osomen verwendet.  

Um die Auswirkungen auf MF besser zu analysieren, wurde neben den lymphati-

schen Organen auch die Lunge untersucht. Zudem wurden die Zellen in der peri-

tonealen Kavität und damit an der Applikationsstelle bestimmt (Abb. 14). Eine wir-

kungsvolle Reduktion der MF Zahl konnte durch wiederholte Behandlungen nur in 

der Milz und im Peritoneum erreicht werden. Der Anteil der alveolar MF war grund-

sätzlich sehr gering und blieb unter Clodronat Einfluss unverändert im Vergleich zur 
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PBS Liposomen Kontrolle. Eine signifikante Reduktion der MF in der Haut, als Ge-

webe, das in der L. major Infektion relevant ist, konnte nicht erreicht werden. MO 

und die kurzlebigen PMN wurden durch die Clodronat Liposomen im Blut erhöht 

und zeigten auch einen Influx in die Haut, und verblieben in den anderen Geweben 

unverändert. Die Analyse der DC zeigte im Blut ebenfalls erhöhte Frequenzen, in 

der Milz hingegen wurde eine leichte Abnahme offensichtlich.  

Damit konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit Clodronat zwar ei-

nen Einfluss auf die Frequenzen phagozytierender Zellen hat, jedoch für die MF 

Depletion insbesondere in der Haut kein geeignetes Modell ist. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14 Depletionseffizienz von angeborenen Immunzellen im Gewebe von C57BL/6 Mäusen nach Lip-
osomen Applikation. C57BL/6 Mäusen wurden dreimal im Abstand von zwei Tagen 200 μl Liposomen i.p. 
appliziert (A) und einen Tag nach der letzten Injektion die Auswirkungen auf die Frequenz angeborener Immun-
zellen im Gewebe durchflusszytometrisch analysiert (B). (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, 
n=1 mit 5 Mäusen pro Gruppe) (* p £ 0,05; **p £ 0,01) 
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4.2. In vitro Analyse intrazellulärer Prozesse infizierter Pha-
gozyten Zelllinien  

4.2.1. Immunphänotypisierung von J774A.1 und SP37A3 Zellen 
Um die Verfügbarkeit primärer Zellen zu umgehen und insbesondere für die Etab-

lierung der verschiedenen Techniken wurden Zelllinien verwendet. Zur Kontrolle der 

phänotypischen Charakteristika beider Linien wurde zunächst eine Durchflusszyto-

metrie basierte Analyse der für primäre MF bzw. DC spezifischen Oberflächenmo-

leküle durchgeführt (Abb. 15). Hierzu wurden die J774A.1 mittels Zellspatel aus der 

Kultur geerntet, die unreifen und folglich adhärenten SP37A3 wurden durch Inkuba-

tion mit PBS/EDTA vom Flaschenboden gelöst.  

 

 

 

 

 

 

 

Zum einen erfolgte die Analyse der konstitutiv exprimierten Marker mittels fluores-

zenzmarkierter Antikörper gegen MHCII und CD11b für beide Linien. Als MF spe-

zifische Marker wurden F4/80 und CD68 verwendet, zum Vergleich mit dem DC 

Immunphänotyp wurde hingegen zusätzlich das Vorhandensein von CD11c analy-

siert. Die Zelllinien zeigten in der Anlyse alle spezifischen Oberflächenmarker, le-

diglich eine MHCII Expression konnte für die J774A.1 nicht nachgewiesen werden, 

diese wird jedoch wie bereits in der Literatur beschrieben erst durch Stimulation 

induziert. Aufgrund der bisher wenigen Untersuchungen der SP37A3 wurden für 

diese noch weitere kostimulatorische Moleküle bestimmt. Die Zellen zeigten sich 

positiv für die in der Interaktion mit anderen Immunzellen wichtigen Proteine CD40, 

CD80 und CD86. Zudem konnte CD54, als Adhäsionsmolekül das zur Migration von 

DC beiträgt, für die SP37A3 nachgewiesen werden.  

 

 

 

 

Abb. 15 Phänotypische Charakterisierung der J774A.1 und SP37A3 Zelllinien. Nach Ernte aus der Kultur 
gemäß der jeweiligen Bedingungen wurden die Zellen mit spezifischen Flurochrom markierten Antikörpern ge-
gen Zelltyp spezifische Oberflächenmoleküle von Makrophagen bzw. DC gefärbt. Die Fluoreszenzintensität 
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=3) 
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4.2.2. Methodenetablierung für die Untersuchung der intrazellulären 
Transformation und Replikation von L. major 

4.2.2.1. Markierung von L. major mit verschiedenen Proliferationsfarbstof-
fen 

Charakteristisch Parameter der intrazellulären Phase von L. major sind die Trans-

formation der Promastigoten in Amastigote, die Replikation der Amastigoten und 

die Prädestination beider Lebensformen. Um diese nachweisbar zu machen, wur-

den verschiedene Methoden entwickelt. Für den Nachweis der intrazellulären 

Transformation und Replikation und zur durchflusszytometrische Wiederfindung 

wurde L. major zunächst mit verschiedenen Proliferationsfarbstoffe markiert (Abb. 

16). Bei diesen handelt es sich grundsätzlich um membrangängige Farbstoffe, die 

intrazellulär freie Amine zytoplasmatischer Proteine kovalent binden. Diese Bindung 

beeinträchtigt die Zellfunktionen nicht und die Umsetzung durch zelluläre Enzyme 

katalysiert letztlich die Entstehung der fluoreszierenden Farbstoffe. Neben der ge-

zielten Markierung von Zellen bieten diese Farbstoffe auch die Möglichkeit, die Zell-

teilung zu verfolgen. Im Zuge dieser wird der Farbstoff zu jeweils 50 % an die ent-

stehenden Tochterzellen weitergegeben und führt bei weiteren Teilungen zu einer 

proportionalen Ausdünnung der Signalintensität.  

Zur Verwendung kamen vier verschiedene, kommerziell erwerbliche Proliferations-

farbstoffe, das Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidyl-ester (CFSE), Cell Trace 

violet (CTV), Cell Trace Far Red (CTFR) und der ProliDye eFluor 670. Zudem wurde 

der transgene, konstitutiv rot fluoreszierendes Protein (RFP) exprimierende, L. ma-

jor Stamm verwendet. Um die Wiederfindung der verschiedenen Farbstoffe und die 

Beständigkeit der Markierung nach der intrazellulären Phase in MF zu untersuchen, 

wurden metazyklische Promastigote mit diesen markiert. Anschließend wurden 

J774A.1 über 18 h mit den gefärbten Promastigoten koinkubiert und das Lysat der 

gewaschenen Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Die Ergebnisse zeigten, 

dass lediglich in 25 % der Promastigoten die RFP Expression des transgenen L. 

major Stamms in Abwesenheit des Selektionsantibiotikums (G418), welches unter 

normalen Kulturbedingungen zugesetzt werden muss, erhalten bleibt. Der Ansatz 

mit ProliDye eFluor 670 gefärbten Promastigoten zeigte lediglich eine Wiederfin-

dung von 7 %. Nach der intrazellulären Phase in MF von CFSE und CTV markierten 

Promastigoten zeigen lediglich ca. 35 % ein positives Signal, CTFR hingegen zeigte 

mit 85 % positiven intrazellulären Parasiten die beste Beständigkeit der Färbung. 
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4.2.2.2. Vitalitätstest von L. major enthaltenden parasitären Vakuolen 
Um die intrazelluläre Mortifikation zu detektieren, wurde ein Nachweis für die Vitali-

tät von L. major nach der intrazellulären Phase entwickelt. Hierzu wurde zunächst 

versucht, mehrere für Zellen etablierte Fluorochrom basierte Verfahren zur durch-

flusszytometrischen Diskriminierung von lebenden und toten Zellen auf promasti-

gote L. major zu übertragen.  

Zur Anwendung kam zum einen das Life Dead Yellow, das in geschädigten Zellen 

mit intra- und extrazellulären freien Amine zu einem fluoreszierenden Produkt rea-

giert. In lebenden Zellen hingegen ist diese Reaktivität auf die Zelloberfläche be-

schränkt. Weiterhin wurden die drei DNS interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe 

Annexin V AF 488 Konjugat (7AAD), Sytox Green und Propidiumiodid (PI) verwen-

det. Bei Verlust der Membranintegrität können diese in Zellen eindringen und mar-

kieren daher selektiv tote Zellen. Das verwendete Acetoxymethylester des Calcein 

(Calcein AM) hingegen muss aktiv aufgenommen und intrazellulär umgewandelt 

werden, die Fluoreszenz entsteht damit ausschließlich in lebenden Zellen. 

Um eine heterogene Population toter und lebendender Promastigote zu erhalten, 

wurden diese ohne weitere Selektion metazyklischer Promastigote direkt aus der 

Kultur verwendet. Weiterhin wurden als Kontrolle Promastigote durch eine 20 min 

Inkubation bei 56 °C getötet und ebenfalls für die Messung aufbereitet (Abb. 17). In 

der anschließenden Analyse der ermittelten durchflusszytometrischen Daten wurde 

bewusst auf eine Größenselektion im FSC / SSC verzichtet, um auch apoptotische 

L. major mit in die Analyse einzubeziehen. Für den Vergleich der verschiedenen 

Farbstoffe im Potential zwischen lebenden und toten Promastigoten zu unterschei-

den, wurden überlagerte Histogramme der detektierten Ereignisse in Abhängigkeit 

von der Fluoreszenzintensität erstellt (Abb. 17). Die Ergebnisse zeigten keine Ver-

änderung der Größe oder Granularität der Promastigoten durch die Färbung. Wei-

terhin konnte weder mittels 7AAD, PI noch Life Dead Yellow eine Unterscheidung 

Abb. 16 Vergleich der Signalintensität verschiedener Fluoreszenz Markierungen von Promastigoten 
nach der intrazellulären Phase in J774A.1. J774A.1 wurden mit gefärbten oder RFP exprimierenden met-
azyklischen Promastigoten im Verhältnis 1:5 über einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die geernteten, gewa-
schenen Zellen wurden mit dem GentleMACS lysiert und das Zelllysat wurde im Durchflusszytometer auf den 
Prozentsatz Fluoreszenz positiver PV untersucht. (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=2-4) 
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bezüglich der Vitalität der Promastigoten detektiert werden. Sytox Green zeigte eine 

leichte Färbung der getöteten Parasiten. Lediglich bei der Verwendung von Calcein 

AM waren zwei distinkte Populationen erkennbar und ermöglichte damit eine ein-

deutige Identifikation lebender Promastigote. Um weiterhin zu analysieren, ob die-

ser Farbstoff auch geeignet war, die Vitalität von L. major nach der intrazellulären 

Phase in Phagozyten zu untersuchen, wurden J774A.1 in vitro mit Promastigoten 

infiziert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, lysiert und das 

Lysat mit den enthaltenen PV einerseits direkt mit Calcein AM gefärbt und anderer-

seits erneut eine Kontrolle mit getöteten intrazellulären Promastigoten hergestellt 

und diese ebenfalls markiert. Die Daten wurden entsprechend aufgearbeitet. Das 

Histogramm zeigte zwischen den PV mit lebenden und toten Promastigoten im Ly-

sat ebenfalls eine gut zu unterscheidende Intensität in der Färbung. Damit ist Cal-

cein AM geeignet für den Vitalitätsvergleich von sowohl Promastigoten als auch von 

L. major in PV.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2.3. Analyse der intrazellulären Replikation durch BrdU vermitteltes 
Hoechst Quenching 

MF stellen geeignete Bedingungen für die Transformation von L. major und eine 

Replikation von Amastigoten ist möglich. Eigene, bisher nicht veröffentlichte Vorar-

beiten legen nah, dass diese Prozesse in DC nicht stattfinden, basierten jedoch auf 

der Quantifizierung intrazellulärer Parasiten in histologischen Färbungen. Die intra-

Abb. 17 Vitalitätsfärbung metazyklischer Promastigote und Zelllysat infizierter J774A.1. Zur Diskriminie-
rung zwischen lebenden und toten metazyklischen Promastigoten wurden diese mit 7- aminoactinomycin D (7-
AAD, 5 µl), Propidiumiodid (1,5 µM), Life Dead Yellow (1 µl) und Calcein Acetoxymethylester (Calcein AM, 10 
mM) gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert Die Promastigote wurden durch eine 20 min Inkubation bei 
56 °C behandelt um einen Teil abzutöten (A). Zudem wurden J774A.1 mit metazyklischen Promastigoten für 18 
h koinkubiert und mittels des Gentle MACS Dissociators lysiert. Das gewonnene Lysat wurde mit Calcein AM 
gefärbt und die Kontrolle bei 56 °C behandelt (B). (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=2-5) 
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zelluläre Transformation und Replikation der Leishmania Lebensformen in den Pha-

gozyten direkter zu adressieren, war Ziel der folgenden Versuche. Die Verwendung 

eines Proliferationsfarbstoffes gibt für intrazellulär transformierende Parasiten nur 

Hinweise auf eine Replikation. Die bei Promastigoten zunächst stattfindende Trans-

formation in Amastigote geht mit einer deutlichen Reduzierung der Parasitengröße 

einher, und kann dadurch zu einer reduzierten Wiederfindung der verwendeten 

Proliferationsfarbstoffe führen. Damit kann nicht differenziert werden, ob die abneh-

mende Signalintensität des Proliferationsfarbstoffes durch intrazelluläre Replikation 

oder den Verlust an Zytoplasma verursacht wird. Um die Replikation direkt nach zu 

weisen, wurde die Vervielfältigung der DNS daher durch Inkubation mit 5-Brom-2 ́-

desoxy-Uridin (BrdU), ein modifiziertes Uridin, untersucht. Werden Zellen in Anwe-

senheit von BrdU kultiviert, wird dieses während der DNS-Synthese anstelle von 

Thymidin eingebaut. DNS mit inkorporiertem BrdU, die anschließend mit DNS inter-

kalierendem Hoechst gefärbt wird, fluoresziert schwächer, da BrdU das Fluores-

zenzsignal von Hoechst quencht. (Rabinovitch, 1983)  

Um die DNS Synthese von L. major mit dieser Methode nachzuweisen und mit der 

Abnahme der Signalintensität eines Proliferationsfarbstoffes zu vergleichen, wur-

den metazyklische Promastigote und läsionale Amastigote gewonnen und mit dem 

fluoreszierenden Proliferationsfarbstoff CTFR markiert (Abb. 18). Zur Überprüfung 

der Eignung des Hoechst Quenchings für den Nachweis der Replikation von L. ma-

jor wurde zunächst die extrazelluläre Transformation von Amastigoten in Promasti-

gote und die in vitro Replikation von Promastigoten analysiert. Um diese Transfor-

mation von Amastigoten zu induzieren, wurden diese in Leishmanien Medium kulti-

viert, eine Vorgehensweise die normalerweise genutzt wird, um eine frische 

Promastigotenkultur zu generieren. Innerhalb von 7 Tagen und 2 Passagen mit ei-

ner 1:5 Verdünnung entsteht normalerweise eine stabile Promastigotenkultur (siehe 

7.4.1.1).  In diesem Versuch diente dies der Untersuchung der Signalintensität von 

CTFR in Abhängigkeit von der Transformation und der Analyse des Einflusses der 

CTFR Färbung auf die Replikations- und Transformationskompetenz von L. major. 

Es erfolgten jeweils zwei Ansätze von CTFR gefärbten Promastigoten- und Amas-

tigotenkulturen mit und ohne Zugabe von BrdU. Nach 18 Stunden, 4 und 6 Tagen 

wurden beide Lebensformen aus der Kultur geerntet (Abb. 18) und mit Hoechst 

(Abb. 19D) und Calcein AM (Abb. 19A) gefärbt und am Durchflusszytometer analy-

siert. Durch Vergleich mit ungefärbten Parasiten wurde der zudem Prozentsatz Cal-

cein positiver und damit lebender Parasiten bestimmt (Abb. 19C). Aus der Hoechst-
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färbung der Parasiten mit und ohne BrdU wurde zunächst jeweils die mediane Sig-

nalintensität bestimmt. Der Quotient aus dieser und der Anzahl der Ereignisse ergab 

die mediane Signalintensität pro Parasit. Anschließend wurde diese für die Kultur 

mit BrdU mit der zugehörigen Kontrolle in Abwesenheit von BrdU ins Verhältnis ge-

setzt und dadurch der Prozentsatz proliferierender Parasiten berechnet (D Hoechst) 

(Abb. 19E). Bei  einer Proliferationsrate von 50% hat die Hälfte der Parasiten eine 

Zellteilung durchlaufen, bei 100 % haben alle Parasiten eine Zellteilung durchlaufen 

und bei 200 % fanden entsprechend bereits zwei Zellteilungen statt.  

 

 

 

 

Die Promastigoten zeigten zu Beginn der Kultur (0h) eine Lebendzellzahl von ca. 

90 % und waren nahezu vollständig mit CTFR gefärbt (Abb. 19A, B). Bereits nach 

18 Stunden war in Abwesenheit von BrdU die CTFR Färbung rückläufig (Abb. 19A, 

B) und es zeigte sich ein leicht gesunkener Anteil lebender Promastigoten (Abb. 

19C). Dieser Anteil stieg zwischen 18 Stunden und 4 Tagen leicht an und das CTFR 

Signal ging auf 4,2 % zurück (Abb. 19B, C). Durch den zwischen dem 4 und 6 Tag 

einsetzenden Mangel an Nährstoffen, da die Kultur nicht mit frischem Medium ver-

sorgt wurde, ging die Anzahl lebender Promastigoten leicht zurück und es konnte 

nahezu keine CTFR Färbung mehr detektiert werden (Abb. 19B, C). Die Zugabe 

von BrdU hingegen zeigte keinen Einfluss auf die Abnahme des CTFR Signals (Abb. 

19B), verursachte jedoch innerhalb der ersten 18 Stunden eine Reduktion der le-

benden Promastigoten, vermutlich aufgrund der Toxozität des Einbaus von BrdU in 

die replizierende Promastigote (Abb. 19C). Dies korrelierte auch mit der aus der 

Hoechst Signalintensität (Abb. 19D) ermittelten Proliferationsrate von 90 % nach 18 

Stunden (Abb. 19E). Methodisch bedingt wurden die durch BrdU getöteten und folg-

lich lysierten Promatigoten durch die Probenaufbereitung aus der Kultur entfernt. 

Dies könnte die Zunahme des Anteils lebender Promastigote bei sinkender Prolife-

rationsrate zwischen 18 Stunden und 4 Tagen (Abb. 19C, E) erklären. Im Ansatz 

mit BrdU zeigte sich nach 6 Tagen keine Nährstoff bedingte Abnahme der lebenden 

Promastigoten (Abb. 19C). Die Ergebnisse zeigten, dass für Promastigote unter 

Abb. 18 Durchführung des BrdU vermittelten Hoechst Quenchings von L. major Kulturen am Beispiel 
von Amastigoten. Metazyklische Promastigote und läsionale Amastigote wurden gewonnen und mit dem flu-
oreszierenden Proliferationsfarbstoff CTFR markiert. Beide Lebensformen wurden jeweils mit und ohne Zugabe 
von BrdU kultiviert. Nach 18 Stunden, 4 und 6 Tagen wurden beide Lebensformen aus der Kultur geerntet und 
mit Hoechst, zum Nachweis der Replikation, und Calcein AM, zum Nachweis lebender Parasiten, gefärbt. 
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Kulturbedingungen grundsätzlich die Replikation durch den Einbau von BrdU nach-

gewiesen werden konnte und die Verwendung von CTFR zum Nachweis der Rep-

likation tendenziell vergleichbare Ergebnisse mit dem Hoechst Quenching lieferte, 

die Replikation jedoch nach 18 Stunden bereits das Maximum erreicht hatte.  

 

Bei der Betrachtung der Amastigotenkulturen mit und ohne Zugabe von BrdU hin-

gegen war die CFTR Färbung bis zum sechsten Tag in beiden Ansätzen nachweis-

bar (Abb. 19A, B). Im Vergleich zu Promastigoten setzt die Replikation von Amasti-

goten erst nach Transformation und daher zeitverzögert ein dies wurde durch den 

Einbau an BrdU bestätigt (Abb. 19D). Innerhalb der ersten 18 Stunden sank zudem 

die Zahl lebender Amastigote in beiden Ansätzen leicht (Abb. 19C), möglicherweise 

da es in diesem Zeitraum zur Selektion tranformationskompetenter Amastigote 

kommt und Amastigote, die nicht zur Transformation in der Lage sind, absterben. 

Bis zum vierten Tag hingegen stieg der Anteil lebender Amastigote in An- und Ab-

wesenheit von BrdU (Abb. 19C) bei nahezu unveränderter Proliferationsrate (Abb. 

19E). Diese Diskrepanz zwischen dem Verlust der CTFR Färbung und der ausblei-

benden Replikation könnte durch die Zunahme an Zytoplasma im Zuge der Trans-

formation in Promastigote verursacht sein, da dadurch mehr Esterasen für die Um-

setzung von Calcein zur Verfügung. Bis zum sechsten Tag blieb sowohl die Prolife-

ration als auch die Zahl lebenden Amastigoten weiterhin nahezu konstant unabhän-

gig von der BrdU Zugabe (Abb. 19C), möglicherweise hatte die Expansion noch 

nicht einsetzt, bzw. die ausbleibende Mediumzugabe wirkte limitierend (Abb. 19C, 

E).  

Abb. 19 Untersuchung der Replikation von L. major Promastigoten und Amastigoten mittels BrdU ver-
mitteltem Hoechst Quenching. Metazyklische Promastigote und läsionale Amastigote wurden mit CTFR mar-
kiert und mit und ohne Zugabe von BrdU bei 27 °C gemäß den Kulturbedingungen inkubiert. Zu den verschie-
denen Zeitpunkten (18 h, 4 d, 6 d) wurden die Parasiten aus der Kultur geerntet und mit Hoechst (D) und Calcein 
AM gefärbt und die Signalintensitäten am Durchflusszytometer untersucht (A (Ansätze ohne Zugabe von BrdU), 
B). Anhand ungefärbter L. major wurde der Anteil lebender Parasiten bestimmt (C). Die Signalintensitäten der 
Hoechstfärbung wurde als mittlere Fluoreszenzintensität pro Zelle berechnet und der Prozentsatz proliferieren-
der Zellen durch Vergleich mit der korrespondierenden Kontrolle ohne BrdU berechnet (D Hoechst, E). (n=1) 
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Nachdem die Ergebnisse der in vitro Kultivierung insbesondere der Promastigoten-

kultur den BrdU Assay als verlässliche Methode zum Nachweis der Parasitenrepli-

kation bestätigen konnten, wurde im Weiteren analysiert, ob die Methode auch zum 

Nachweis der intrazellulären Replikation in J774A.1 geeignet ist. Hierzu wurden 

J774A.1 mit CTFR markierten Promastigoten oder Amastigoten für 18 Stunden 

ohne Zugabe von BrdU kokultiviert (Abb. 20). Anschließend wurden die nicht inter-

nalisierten Parasiten durch Waschschritte entfernt. Ein Teil der Zellen wurde nach 

der Infektion direkt lysiert und das Lysat mit den enthaltenen PV mit Calcein AM und 

Hoechst gefärbt, um den Anteil lebender Parasiten, deren DNS Menge und die 

CTFR Färbung zu Beginn des Experiments zu bestimmen. Der verbleibende Teil 

der Zellen wurde mit oder ohne Zugabe von BrdU für 4 und 6 Tage inkubiert (Abb. 

20). Die Zellen und der Kulturüberstand wurden anschließend separiert. Die durch 

Zentrifugation (3.000 g) aus dem Kulturüberstand gewonnenen Parasiten (Abb. 21) 

und das Zelllysat mit den enthaltenen PV (Abb. 22) wurden gefärbt. Diese Trennung 

diente dem Nachweis von Parasiten in den Kulturüberstand, die frei werden, da die 

J774A.1 durch Replikation der Parasiten letztlich rupturiert werden (Abb. 21). 

Grundsätzlich benötigt die Morphogenese intrazellulärer Promastigote in vitro 10 bis 

20 Stunden und die resultierenden Amastigoten beginnen, in den anschließenden 

24 bis 120 Stunden zu replizieren. (Tsigankov et al., 2014)  

 

Nach sechs Tagen war in den Überständen Amastigoten und Promastigoten infi-

zierter J774A.1 ohne BrdU ein nahezu identischer Anteil lebender Parasiten nach-

weisbar (Abb. 21C). Die frei im Überstand vorliegenden Amastigoten wiesen im Ge-

gensatz zu den Promastigoten eine geringere CTFR Intensität auf (Abb. 21A, B) 

und hatten auch mehr BrdU eingebaut (Abb. 21D). Die Daten sprechen dafür, dass 

Abb. 20 Durchführung des BrdU vermittelten Hoechst Quenchings zum Nachweis der intrazellulären 
Replikation am Beispiel von Amastigoten. J774A. wurden mit CTFR markierten Promastigoten oder Amas-
tigoten für 18 h kokultiviert. Anschließend wurden die nicht internalisierten Parasiten durch Waschschritte ent-
fernt. Ein Teil der Zellen wurde nach der Infektion direkt lysiert und das Lysat mit den enthaltenen PV mit Calcein 
AM und Hoechst gefärbt. Der verbleibende Teil der Zellen wurde mit und ohne Zugabe von BrdU für 4 und 6 
Tage inkubiert. Die Zellen und der Kulturüberstand wurden geerntet. Die Zellen (200g) und die im Kulturüber-
stand enthaltenen Parasiten (3.000 g) wurden durch Zentrifugation aufgearbeitet. Nach der Lyse der Zellen 
wurden die gewonnenen PV und die Parasiten mit Calcein AM und Hoechst gefärbt. 
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die Amastigoten intrazellulär bereits zwischen 18 Stunden und 4 Tagen replizieren 

(Abb. 21E) und dies zur Ruptur der J774A.1, und damit zur Entlassung der Amasti-

goten in die Überstände, führte. Die intrazelluläre Replikation von Promastigoten 

hingegen setzte erst nach 6 Tagen ein, da erst zu diesem Zeitpunkt die Hoechst 

Intensität abnahm (Abb. 21D) und es zu einem Anstieg proliferierender Promasti-

goten kommt (Abb. 21E). Die intrazelluläre Replikation der Amastigoten wurde auch 

durch die Beobachtung bestätigt, dass diese im Überstand vorliegend nahezu voll-

ständig CTFR negativ sind (Abb. 21B). Um die Ruptur der Zellen direkter nachzu-

weisen wäre jedoch zusätzlich die Bestimmung der lebenden J774A.1 wünschens-

wert.  

 

Die Betrachtung des Zelllysats diente der Analyse der Replikation und Vitalität der 

Parasiten in den PV (Abb. 22). Die PV enthielten nach der Infektion (18 h) ca. 75 % 

lebende Promastigote (Abb. 22C) die ein deutliches CTFR Signal (75 %) aufwiesen 

(Abb. 22A, B). Unabhängig von BrdU blieb zwischen 18 Stunden und 6 Tagen der 

Anteil lebender Promastigote nahezu konstant (Abb. 22C) und das CTFR Signal 

ging auf ca. 14 % zurück (Abb. 22A). Zwischen dem 4. und 6. Tag stieg der BrdU 

Einbau (Abb. 22D) und damit die Proliferation (Abb. 22E) deutlich an, wohingegen 

das CTFR Signal lediglich um ca. 10 % abnahm (Abb. 22A). Der Vergleich der Ab-

nahme des CTFR Signals (Abb. 22A) mit der direkten Bestimmung der Replikation 

durch den Einbau von BrdU (Abb. 22D) zeigte, dass es zunächst zu einer starken 

Abnahme des CTFR Signals kam, vermutlich bedingt durch die Transformation der 

Abb. 21 Untersuchung der intrazellulären Transformation und Replikation in den Überständen L. major 
Promastigoten und Amastigoten infizierter J774A.1 mittels BrdU vermitteltem Hoechst Quenching. Met-
azyklische Promastigote und läsionale Amastigote wurden mit CTFR markiert und mit J774A.1 für 18 Stunden  
in einem Verhältnis von 10:1 kokultiviert. Anschließend wurden die freien Parasiten entfernt und die Zellen mit 
und ohne Zugabe von BrdU bei 37 °C für 4 und 6 Tage inkubiert. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden 
die Zellen von den im Überstand befindlichen Parasiten getrennt. Diese wurden mit Hoechst (D) und Calcein 
AM gefärbt und die Signalintensitäten am Durchflusszytometer untersucht (A (Ansätze ohne Zugabe von BrdU), 
B). Anhand von ungefärbten Parasiten wurde der lebende Anteil bestimmt (C). Die Signalintensitäten der 
Hoechstfärbung wurde als mittlere Fluoreszenzintensität pro Zelle berechnet und der Prozentsatz proliferieren-
der Zellen durch Vergleich mit der korrespondierenden Kontrolle ohne BrdU berechnet (D Hoechst, E). (n=1) 
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Promastigoten in die deutlich kleineren Amastigote. Erst zu den späteren Zeitpunk-

ten konnte das abnehmende CTFR Signal auf eine Replikation zurückgeführt wer-

den, da erst zwischen dem 4. und 6. Tag ein BrdU vermitteltes Hoechst Quenching 

nachgewiesen werden konnte (Abb. 22D). 

 

Für die intrazelluläre Proliferation von Amastigoten ergab sich nach 18 Stunden ein 

geringerer Anteil lebender und CTFR positiver Amastigote in den PV im Vergleich 

zu Promastigoten PV (Abb. 22C). Bei Amastigoten die im Vergleich zu Promastigo-

ten intrazellulär nicht zunächst in die replikationskompetente Lebensform transfor-

mieren müssen, setzt die Replikation bereits nach 18 Stunden ein (Abb. 22E). Dies 

wurde durch die Abnahme des CTFR Signals (Abb. 22A, B), den Anteil lebender 

Amastigote in den PV in Abwesenheit von BrdU (Abb. 22C) und durch den Einbau 

von BrdU bestätigt (Abb. 22D). Nach vier Tagen lag die Proliferationsrate in den PV 

bei Amastigoten bereits 70 % höher als die von Promastigoten (Abb. 22E). Erst 

nach sechs Tagen begannen die Proliferationsraten sich anzunähern. Dies wird 

möglicherweise durch den toxischen Effekt von BrdU begründet, der in Folge die 

schneller replizierenden Amastigoten schneller abtötet (Abb. 22B) und sich in dem 

sinkenden Anteil lebender Amastigoten in den PV am sechsten Tag in Anwesenheit 

von BrdU zeigt (Abb. 22C). Damit konnte gezeigt werden, dass für die intrazelluläre 

Replikation von Amastigoten die Verwendung des Proliferationsfarbstoffes CTFR 

und die Analyse des BrdU Einbaus zu ähnlichen Ergebnissen führen.  

Abb. 22 Untersuchung der intrazellulären Transformation und Replikation von L. major Promastigoten 
und Amastigoten in J774A.1 mittels BrdU vermitteltem Hoechst Quenching. Metazyklische Promastigote 
und läsionale Amastigote wurden mit CTFR markiert und mit J774A.1 für 18 Stunden in einem Verhältnis von 
10:1 kokultiviert. Anschließend wurden die freien Parasiten entfernt und die Zellen mit und ohne Zugabe von 
BrdU bei 37 C für 4 und 6 Tage inkubiert. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert. Das 
Lysat mit den enthaltenen PV wurde mit Hoechst (D) und Calcein AM gefärbt und die Signalintensitäten am 
Durchflusszytometer untersucht (A (Ansätze ohne Zugabe von BrdU), B). Anhand von ungefärbtem Lysat wurde 
der Anteil lebender Parasiten bestimmt (C). Die Signalintensitäten der Hoechstfärbung wurde als mittlere Fluo-
reszenzintensität pro Zelle berechnet und der Prozentsatz proliferierender Zellen durch Vergleich mit der kor-
respondierenden Kontrolle ohne BrdU berechnet (D Hoechst, E). (n=1) 
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Basierend auf der Annahme, das in MF für Promastigoten zunächst die Transfor-

mation in Amastigote erfolgt bevor die Replikation einsetzt, konnte der BrdU Einbau 

die intrazelluläre Replikation für beide Lebensformen verlässlich nachweisen. Zu-

dem ermöglichte die simultane Calcein AM Färbung die Beurteilung ob die J774A.1 

in der Lage sind L. major intrazellulär abzutöten. Zusammengenommen ist  dieser 

Assay daher geeignet in weiteren Versuchen J774A.1 und SP37A3 direkt bezüglich 

des Schicksals von L. major zu vergleichen.  
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4.2.3. Methodenetablierung zur Untersuchung der Phagosomenma-
turation 

4.2.3.1. Optimierung der Signalintensität durch Fluorochrom markierte Se-
kundärantikörper 

Die Präsenz von spezifischen Proteinen der phagosomalen Membran ist relativ ge-

ring im Verhältnis zur Gesamtheit der zellulären Proteine und ist im Verlauf der Rei-

fung vom frühen Phagosom zum Phagolysosom alternierenden Tendenzen unter-

worfen. Um diese Marker in intakten Zellen durchflusszytometrisch nachweisen zu 

können wurde die Signalintensität der spezifischen Antikörper gegen die endoso-

malen Reifungsmarker EEA1 und Lamp2 durch FITC markierte Sekundärantikörper 

verstärkt. Hierzu erfolgte zunächst die Immunfärbung mit spezifischen Primäranti-

körpern und anschließend mit FITC markierten Sekundärantikörpern in J774A.1. 

Um die Spezifität der Sekundärantikörper zu sichern, wurde jeweils eine Kontroll-

färbung nur unter Verwendung des Sekundärantikörpers durchgeführt. Sowohl für 

das EEA1 als auch Lamp2 zeigte sich eine Nachweisbarkeit der Färbung durch die 

Signalverstärkung mittels Zweitantikörper, die sich deutlich von der unspezifischen 

Färbung unterschied (Abb. 23). Daher wurde diese Signalverstärkung für die weite-

ren Versuche verwendet.  

 

 

 

 

 

4.2.3.2. Fluoreszenzmarkierung von Beads 
Um eine Aussage über eine veränderte phagosomale Reifung von L. major enthal-

tenden PV zu treffen, musste diese mit der Maturation von Phagosomen verglichen 

werden, die einen Partikel enthalten, der nicht in zelluläre Prozesse eingreifen kann. 

Als solcher haben sich Latex oder Polystyrene Beads durchgesetzt, diese werden 

 von allen Phagozyten aufgenommen. Ursächlich durch den durchflusszytometri-

schen Ansatz der geplanten Experimente mussten diese Beads zunächst markiert 

werden, um die Wiederfindung zu sichern. Hierzu wurden jeweils 106 biotinylierte 

Beads mit verschiedenen absoluten Mengen eines Streptavidin APC Konjugats 

markiert. 

Abb. 23 Erhöhung der Signalintensität durch FITC markierte Sekundärantikörper. Nach Ernte aus der 
Kultur wurden die J774A.1 mit spezifischen Fluorochrom markierten Antikörpern gegen Lamp2 und EEA1 
gefärbt. Zudem wurden korrespondierende FITC markierte Sekundärantikörper, die sich gegen den jeweligen 
Isotyp des Primärantikörpers richteten, verwendet. Die Konrolle der Spezifität des Sekundärantikörpers erfolgte 
durch eine Einzelfärbung. Die Fluoreszenzintensität wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (Dargestellt sind 
repräsentative Diagramme von n=2) 
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In allen verwendeten Ansätzen war eine klare Differenzierung zwischen gefärbten 

und ungefärbten Beads im Durchflusszytometer möglich. Weiterhin musste für die 

Versuche auch die Aufnahme von Beads in Phagozyten durchflusszytometrisch be-

stimmt werden. Dazu wurden die unter den angegebenen Bedingungen markierten 

Beads für 18 h mit J774A.1 inkubiert. Die gewaschenen Zellen wurden in der Ana-

lyse mit Zellen ohne Beads verglichen. Hier zeigte sich, dass 2,7 µg des Streptavidin 

APC Konjugats zur Markierung von 106 Beads eingesetzt werden musste, um eine 

Unterscheidung in der APC Signalintensität und damit der Internalisierung zu er-

möglichen (Abb. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3.3. Phagozytische Aktivität von SP37A3 
Bei den verwendeten SP37A3 handelt es sich um eine bisher noch wenig charak-

terisierte Zelllinie, insbesondere existieren bisher keine Untersuchungen zu ihrer 

phagozytischen Aktivität. Um für die vergleichenden Analysen mit MF diese sicher 

zu stellen, wurden die unreifen Zellen mit PBS/EDTA geerntet. Anschließend er-

folgte eine 6 stündige Inkubation mit CTV markierten Amastigoten bzw. PE markier-

ten Beads. Die gewaschenen Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert. 

 

 

 

 

 

 

Zum einen konnte eine Internalisierung sowohl von Amastigoten als auch Beads  

 

Abb. 25 Durchflusszytometrische Diskriminierung der Internalisierung von Amastigoten und Beads 
durch SP37A3. Die Zellen wurden entweder mit CTV markierten Amastigoten oder PE markierten Beads im 
Verhältnis 1:5 für die 6 h kultiviert. Die Fluoreszenz des jeweiligen Agens ermöglicht die Unterscheidung zwi-
schen infizierten und nicht infizierten Zellen.  

Abb. 24 Fluoreszenz Markierung von Beads für die Durchflusszytometrie. Jeweils 106 Beads wurden mit 
verschiedenen Konzentrationen Streptavidin APC unter Biotin freien Bedingungen gefärbt. Weiterhin wurden 
die gefärbten Beads für 18 h mit J774A.1 im Verhältnis 1:5 für 18 h inkubiert. Die Signalintensität von Beads 
und Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt. (n=1) 
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nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte die Auswertung das eine durchflusszyto-

metrische Diskriminierung zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen erreicht 

werden konnte, wodurch die getrennte Betrachtung der intrazellulären Prozesse er-

möglicht wurde (Abb. 25). 

 

4.2.4. Methodenetablierung der Phagosomenisolation aus L. major 
infizierten J774A.1 

Ziel der folgenden Versuche war es eine Methode zu entwickeln, Amastigote ent-

haltende PV für eine massenspektrometrische Analyse zu isolieren. Grundzüge die-

ser Methode waren die Infektion der beiden Phagozyten Zelllinien mit Fluoreszenz 

markierten L. major Amastigoten. Die eigentliche Separation von PV aus dem Zell-

lysat sollte über die Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung erfolgen mit einer sich an-

schließenden massenspektrometrischen Analyse.  

 

4.2.4.1. Vergleich der Phagosomenausbeute nach verschiedenen Zelllyse 
Methoden 

Zur Bestimmung der effizientesten und gleichzeitig schonendsten Lyse wurden drei 

gebräuchliche Methoden verglichen. Zunächst wurden J774A.1 über 18 h mit RFP 

exprimierenden Promastigoten infiziert. Nach Entfernung der nicht internalisierten 

Parasiten wurden die Zellen gleichmäßig auf die verschiedenen Ansätze verteilt. 

Zur Lyse wurde der Pellet-Pestle verwendet. Durch die schnelle motorgetriebene 

Rotationsbewegung des konischen Pistills werden die in der Lösung befindlichen 

Zellen aufgrund der Zentrifugalkraft nach außen in Richtung der Gefäßwand ge-

schleudert und durch den Aufprall an dieser und an anderen Zellen lysiert. 

Ein weiterer Ansatz war die Verwendung von zwei über eine dünne Kapillare ver-

bundenen Spritzen. Durch wechselseitige Bewegung der Flüssigkeit mit den enthal- 

tenen Zellen entstehen Differenzen in der Strömungsgeschwindigkeit und eine tur- 

bulente Strömung wird erzeugt. Die trudelnden Zellen werden durch Scherkräfte 

lysiert. Bei der letzten verwendeten Methode handelt es sich um ein halbautomati-

siertes System zur Homogenisierung von Gewebe und Zellen. In Gefäßen mit inte-

grierter Klinge rotiert diese in einem festgelegten Protokoll, bestehend aus wech-

selnden Drehrichtungen und Geschwindigkeiten, und homogenisiert dadurch die 

Probe.  

Die erhaltenen Lysate wurden für den Vergleich des prozentualen Anteils lysierter 

Zellen der unterschiedlichen Methoden durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 26). 
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Der vorwärts und seitwärts gerichtete Laser wurde auf die Lagedarstellung von in-

takten Zellen eingestellt. Hierbei zeigten alle drei Methoden eine Lyse von mehr als 

99% der Zellen. Trotz dieser vergleichbaren Effizienz zeigten die Methoden deutli-

che Unterschiede in der Konservierung der PV Membran. Um diese zu ermitteln, 

wurde in den jeweiligen Lysaten das mit der PV Membran assoziierte CD68 immun-

markiert.   

Diese Analyse zeigte den höchsten Anteil an intakten PV nach der Lyse der Zellen 

mit dem GetleMACS System, und, da dieses auch eine gesicherte Reproduzierbar-

keit der Lysebedingungen gewährleistet, wurde diese Methode für die sich anschlie-

ßenden Versuche verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4.2. Einfluss von Fixierung auf die Ausbeute 
Ein weiterer Versuch zur Maximierung der erhaltenen PV Ausbeute war die Fixie-

rung infizierter Zellen vor der Lyse. Um die nachfolgende massenspektrometrische 

Analyse des Proteoms der isolierten PV nicht durch denaturierende Fixative zu ge-

fährden, wurde das quervernetzende, schonende PFA als Fixativ eingesetzt. Zur 

Bestimmung der minimal optimalen Konzentration an PFA in neutral gepufferter 

Salzlösung wurden J774A.1 mit CTV markierten Promastigoten infiziert. Nach der 

Zellernte wurden die Zellen mit drei verschiedenen Konzentrationen an PFA für 20 

min fixiert. Nach der Lyse mit dem GentleMACS wurde die Integrität der PV Memb-

ran durch Immunmarkierung von Lamp2 detektiert (Abb. 27).  

Abb. 26 Einfluss der Lysemethode auf die Ausbeute intakter PV. J774A.1 wurden mit RFP exprimierenden 
metazyklischen Promastigoten im Verhältnis 1:5 über einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die geernteten, gewa-
schenen Zellen wurden mit drei unterschiedlichen Methoden lysiert. Die infizierten Zellen wurden entweder mit 
einem motorgetriebenen Pelett Pestler über 30 s behandelt, durch Scherkräfte einer turbulenten Strömung in-
nerhalb einer Kapillare oder mittels des GentleMACS OctoDissoziator Systems lysiert. Die erhaltenen Lysate 
wurden im Durchflusszytometer zum einen durch eine FSC / SSC basierte Fokussierung auf den Anteil intakter 
Zellen (A) verglichen und im Weiteren auf die Integrität der PV Membran durch Immunmarkierung von CD68 
(B) analysiert. (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=2) 
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Die durchflusszytometrische Analyse zeigte für eine PFA Konzentration von 0,5 % 

keine verbesserte Ausbeute im Vergleich zur unfixierten Kontrolle. Eine Konzentra-

tion von 2 % hingegen erhöhte die Ausbeute leicht, bliebt jedoch unter dem Effekt 

von 1 % PFA zurück, bei der sich der prozentuale Anteil intakter PV verdoppelte. 

Dieser abnehmende Effekt bei Erhöhung der Ausbeute könnte durch die Denaturie-

rung des vom Lamp2 spezifischen Antikörper erkannten Epitops verursacht sein. 

Damit stellte die Konzentration von 1 % PFA ein für die Proteine schonendes und 

dennoch stabilisierendes Fixativ dar und wurde im Weiteren verwendet.  

 

 

 

 

 

 

4.2.4.3. Simultane Inkubation von J774A.1 mit L. major und Beads 
Da jedes biologische System ständigen Änderungen unterworfen ist, sollte die Pha-

gozytose und sich anschließende Isolation der PV möglichst unter identischen Be-

dingungen für die verschiedenen Partikel stattfinden. Daher wurde untersucht in-

wiefern eine gleichzeitige Aufnahme von Amastigoten und Beads in die Zellen mög-

lich ist. Um dies zu überprüfen wurden Amastigote mit CTV und Beads mit APC 

markiert und mit J774A.1 gleichzeitigt koinkubiert. Als Kontrolle wurden identische 

Ansätze mit jeweils nur einem der Partikel durchgeführt. Im Durchflusszytometer 

wurden sowohl die intakten Zellen als auch das gewonnene Lysat untersucht (Abb. 

28). Bei einzelner Inkubation zeigte sich für Amastigoten eine Aufnahme von 26 %, 

die Beads hingegen wurden von 30 % der Zellen internalisiert. Bei gleichzeitiger 

Inkubation war für beide Partikel eine um 10 bis 15 % reduzierte Aufnahme erkenn-

bar. Zudem waren nur 4 % der J774A.1 in der Lage, gleichzeitig Beads und Amas-

tigote zu phagozytieren.  

Die Analyse der Lysate zeigte deutlich, dass im Vergleich zu den einzelnen Ansät-

zen mit den Partikeln bei paralleler Inkubation die Ausbeute an Amastigoten enthal-

tenden PV um 75 % reduziert war, wohingegen die Beads enthaltenen PV nahezu 

identisch blieben. Weiterhin konnte keine PV ermittelt werden, die sowohl Amasti-

gote, als auch Beads enthielt.  

Abb. 27 Optimierung der PV Ausbeute durch PFA Fixierung infizierter Zellen. J774A.1 wurden mit CTV 
markierten metazyklischen Promastigoten im Verhältnis 1:5 über einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die geern-
teten, gewaschenen Zellen wurden vor der Lyse mit dem GentleMACS mit verschiedenen PFA Konzentrationen 
für 20 min bei 4 °C fixiert. Das Zelllysat wurde nach Immunmarkierung von Lamp2 im Durchflusszytometer auf 
den Prozentsatz intakter PV untersucht. (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=2) 
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Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass im Falle einer gleichzeitigen Inkubation Be-

ads präferentiell internalisiert wurden und die Aufnahme von Amastigoten abnahm. 

Zudem war nur ein geringer Teil der Zellen in Lage, sowohl Beads als auch Amas-

tigote zu phagozytieren, diese waren zudem nicht im selben Phagosom einge-

schlossen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4.4. Indirekte Fluoreszenz Markierung der phagosomalen Membran 
Die Fluoreszenz basierte Selektion besonders kleiner Partikel wie im Fall der Sor-

tierung von Amastigoten enthaltenden PV aus dem Zelllysat stellt besondere tech-

nische Anforderungen an den Flusssortierer. Ursächlich durch ihre Größe zeigen 

die PV im vorwärts und seitwärts Streulicht im Gegensatz zu Zellen keine klar ab-

gegrenzte Population. Diese liegen eingebettet zwischen den Organellen der lysier-

ten Zellen. Weiterhin erschwert diese Lage auch die durch den Hüllstrom und die 

Vibration vermittelte Vereinzelung der Zellen in separate Tröpfchen. Dies mindert 

die Reinheit und Effizienz und geht mit einer reduzierten Geschwindigkeit des Sor-

tierens einher.  

Um die Bedingungen zu optimieren wurde ein zweiter Parameter für den Sortie-

rungsprozess eingeführt. Neben der Fluoreszenzmarkierung von L. major wurde 

auch die phagosomale Membran markiert. Herbei wurde der lipophile fluoreszie-

rende Farbstoff DiO verwendet. Bei der Phagozytose werden zu internalisierende 

Partikel von der Zellmembran umschlossen und ins Zellinnere befördert. Daher ist 

es theoretisch möglich, die PV Membran durch vorhergehende Fluoreszenzmarkie-

rung der Zellmembran indirekt zu markieren. Um dies zu überprüfen, wurde J774A.1 

Abb. 28 Durchflusszytometrische Analyse von intakten J774A.1 und Zelllysat nach simultaner Inkuba-
tion mit Amastigoten und Beads. J774A.1 wurden mit CTV gefärbten Amastigoten und APC positiven Beads 
gleichzeitig über einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die geernteten, gewaschenen Zellen wurden mit dem Gent-
leMACS lysiert und die intakten Zellen und das Zelllysat wurden im Durchflusszytometer auf den Prozentsatz 
Fluoreszenz positiver Zellen und PV für die beiden Partikel untersucht. (Dargestellt sind repräsentative Dia-
gramme von n=4) 
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mit DiO gefärbt (Abb. 29). Die Toxizitätsbestimmung durch selektive Markierung to-

ter Zellen im Vergleich zur ungefärbten Kontrolle konnte ausschließen (Abb. 26A), 

dass die Membranfärbung einen Einfluss auf die Vitalität der J774A.1 hat. Anschlie-

ßend wurden die Zellen mit CTFR markierten Amastigoten bzw. APC gefärbten Be-

ads kokultiviert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Markierung der Membran zeigte keine Auswirkung auf die phagozytische Akti-

vität der J774A.1 (Abb. 29A), die Infektionsrate mit Amastigoten zwischen gefärbten 

(81,7 %) und ungefärbten (74,8 %) Zellen zeigte nur eine geringe Varianz. Die Zel-

len wurden anschließend lysiert und im Lysat der ungefärbten Probe wurde die PV 

Membran durch Immunmarkierung von Rab7 detektiert. Durchflusszytometrisch 

wurde das Lysat auf den Anteil intakter PV untersucht. Die Verwendung von DiO 

erhöhte die Ausbeute an Amastigoten enthaltenden PV von 9 % auf 88 % im Ver-

gleich zur Detektion der Membran durch Immunmarkierung von Rab7 (Abb. 29B). 

Bei Beads enthaltenden PV war dieser Effekt deutlich weniger ausgeprägt, es zeigte 

sich jedoch auch hier durch DiO eine leichte Verbesserung. Damit zeigte die Mar-

kierung der Zellmembran vor der Koinkubation mit Partikeln eine verbesserte Wie-

derfindung der PV Membran im Vergleich zur Immunmarkierung mit Rab7. Zusätz-

lich könnte dieser weitere Parameter für die Sortierung der PV eine optimierte Adap-

tion der Versuchsbedingungen auf die technischen Gegebenheiten des Flusssortie-

rers leisten. 

 

4.2.4.5. Markierung der Membran von L. major  
Da Proliferationsfarbstoffe entwickelt wurden, um die Zellteilung durch Reduzierung 

Abb. 29 Vitalität und Phagozytose Aktivität von Membran gefärbten J774A.1. Die Zellmembran der 
J774A.1 wurde mit dem lipophilen Carbocyanin Farbstoff Neuro-DiO gefärbt. Zur Bestimmung der Toxizität der 
Färbung wurde ein Totfarbstoff verwendet. Zusätzlich wurden die Zellen mit CTFR markierten Amastigoten (A) 
bzw. APC gefärbten Beads (B) im Verhältnis 1:5 für 18 h inkubiert und die Infektionsrate bestimmt (A). Die Lyse 
der geernteten, gewaschenen Zellen erfolgte mit dem GentleMACS, das Lysat der ungefärbten Zellen wurde 
zum Nachweis der PV Membran mit anti-Rab7 gefärbt. Im Durchflusszytometer wurde mittels ungefärbter und 
gefärbter Partikel und der Isotyp Kontrolle der Prozentsatz an intakten PV aus gefärbten und ungefärbten Zellen 
verglichen (B). (Dargestellt sind repräsentative Diagramme von n=2) 
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der Signalintensität nachvollziehbar zu machen, wurde im Weiteren eine andere 

Fluoreszenzmarkierung von L. major untersucht, um auch stark proliferierende A-

mastigote in die massenspektrometrische Analyse einfließen zu lassen. Analog zur 

indirekten Markierung der Zellmembran der Phagozyten wurde daher auch für L. 

major ein Membranfarbstoff verwendet. Um das Emissionsspektrum deutlich von 

dem des für die Zellen verwendeten DiO zu trennen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff 

DiD verwendet. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen lipophilen Carbocyanin 

Farbstoff, der sich in die Membran inseriert. Für die direkte Vergleichbarkeit wurden 

Amastigote mit CTFR oder DiD markiert und mit DiO gefärbten J774A.1 inkubiert, 

anschließend wurden sowohl die intakten Zellen als auch das Zelllysat durch-

flusszytometrisch analysiert (Abb. 30).  

 

 

 

 

 

 

 

Bezüglich der intakten Zellen ergab sich ein prozentualer Anteil infizierter Zellen für 

die CTFR markierten Amastigoten der 10 % höher lag im Vergleich zu DiD gefärb-

ten. Die Wiederfindung der Amastigoten im Lysat hingegen wurde durch DiD deut-

lich gesteigert. Waren nach der intrazellulären Phase in J774A.1 noch 52 % der 

Amastigoten im Durchflusszytometer nachweisbar, konnte nur noch für 13 % der 

Amastigoten eine CTFR Färbung nachgewiesen werden. Diese Unterschiede lie-

ßen sich auch in der Ausbeute an PV wiederfinden, diese betrug für CTFR markierte 

Amastigote lediglich 11 %. Durch die Membranfärbung DiD im Vergleich ergab sich 

eine Steigerung um 40 %. Aufgrund dieser Steigerung sollte die DiD Färbung in den 

folgenden PV Isolationen eingesetzt werden.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 30 Vergleich der PV Ausbeute zwischen Membran gefärbten und CTFR markierten Amastigoten. 
Die Zellmembran der J774A.1 wurde mit dem lipophilen Carbocyanin Farbstoff Neuro-DiO gefärbt. Amastigote 
wurden entweder mit CTFR markiert oder mit dem lipophilen Carbocyanin Farbstoff DiD gefärbt. Nach einer 18 
stündigen Inkubation mit den Zellen im Verhältnis 1:5 wurde die Zellen und das mittels Gentle MACS gewon-
nene Lysat durchflusszytometrisch analysiert. (n=1) 
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4.3. Charakterisierung L. major enthaltender Phagosomen in 

vitro  

4.3.1. Intrazelluläre Proliferation von L. major in Zelllinien und pri-
mären Zellen 

Die intrazellulären Bedingungen, die L. major für die Transformation der promasti-

goten in die amastigote Lebensform benötigt, sind ein entscheidendes Charakteris-

tikum der intrazellulären Phase von L. major. Diese in den beiden Phagozyten direkt 

zu adressieren, war Ziel der folgenden Versuche. Zudem wurden die beiden Zellli-

nien mit den Reaktionen in primären Zellen verglichen, um diese als geeignete Mo-

dellsysteme zu sichern (Abb. 31). Für die Isolation der primären MF aus C57BL/6 

Mäusen wurde die Methode des Biogel induzierten kutanen Granuloms verwendet. 

Nach drei bis fünf Tagen finden sich vorrangig MF im entzündlichen Infiltrat, zu 

diesem Zeitpunkt wurde das Biogel entnommen und die MF durch Adhärenz an 

einer Plastikoberfläche selektioniert. Die Generierung von DC hingegen erfolgte 

durch Zytokin vermittelte Expansion aus dem Knochenmark (bone marrow derived 

dendritic cells, BMDC) von C57BL/6 Mäusen. Weiterhin wurden metazyklische 

Promastigote und läsionale Amastigote präpariert und mit dem Proliferationsfarb-

stoff CFSE markiert. Die in vitro Infektion in unabhängigen Versuchen von entweder 

Biogel MF und BMDC oder J774A.1 wurde für 12 h (0 h) durchgeführt und anschlie-

ßend wurden alle adhärenten und freien Parasiten durch Waschschritte entfernt 

(Angegeben als 0h in Abb. 31). Nach den weiteren Inkubationen für 2,5 h, 5 h, 7,5 

h und 10 h wurden die Zellen geerntet und mittels GentleMACS lysiert. Für die Ana-

lyse der Parasiten enthaltenden PV im Durchflusszytometer wurde zum einen die 

Größe und Granularität betrachtet, zum anderen wurde die Fluoreszenzintensität 

des CFSE Signal graphisch dargestellt (Abb. 31A) und aus diesem die mediane 

normalisierte Fluoreszenz im Vergleich zu CFSE gefärbten Parasiten vor der Infek-

tion berechnet (Abb. 31B).  

Die Betrachtung der Morphologie der PV im vorwärts seitwärts Streulicht zeigte nur 

für Promastigoten enthaltende PV aus J774A.1 eine leichte Veränderung nach der 

zehn stündigen intrazellulären Phase. Für PV aus BMDC und Biogel MF konnten 

unabhängig von der Lebensform keine Veränderungen beobachtet werden (Abb. 

31A).  

Die CFSE Signalintensität Promastigoten enthaltender PV zeigte unabhängig vom 

Zelltyp eine starke und schnelle Abnahme, der Großteil der isolierten PV war bereits 

nach der Infektion (0 h) CFSE negativ (Abb. 31A). Da basierend auf der Größe und 
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Granularität keine eindeutige Identifikation von Parasiten enthaltenen PV möglich 

war enthielten die isolierten PV entweder keine Parasiten, oder diese wiesen kein 

CFSE Signal mehr auf. Insbesondere bei Biogel MF war das CFSE Signal bereits 

zu Beginn der Inkubation (0 h) nahezu identisch mit der ungefärbten Kontrolle (Abb. 

31A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 31 In vitro Analyse von CFSE markierten L. major Promastigoten und Amastigoten PV nach der 
intrazellulären Phase in primären Makrophagen, BMDC und J774A.1. C57BL/6 Makrophagen wurden aus 
Biogel (Polyacrylamid Gel) induzierten kutanen Granulomen isoliert, BMDC wurden durch sechstägige Stimu-
lation von Knochenmarkzellen mit GM-CSF und IL-4 gewonnen. In zwei unabhängigen Versuchen wurden met-
azyklische Promastigote und frisch isolierte läsionale Amastigote wurden mit CFSE markiert und für 12 h (0 h) 
entweder mit den primären Zellen oder den J774A.1 in einem Verhältnis von 1:5 koinkubiert. Anschließend 
wurden die nicht phagozytierten Parasiten entfernt und die Zellen für die verschiedenen Zeiten inkubiert. Nach 
Lyse der Zellen mit dem GentleMACS wurde das Lysat durchflusszytometrisch analysiert (A). Die Signalinten-
sitäten wurden als mittlere Fluoreszenzintensität pro Zelle berechnet und auf die CFSE Intensität von L. major 
vor Infektion normalisiert (nMFI) (B). (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=1-2) 
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Grundsätzlich legte die Analyse der normalisierten Intensitäten (Abb. 31B) nahe, 

dass die intrazelluläre Transformation bzw. Replikation in J774A.1 im Vergleich zu 

Biogel MF ähnlich ablief, die PV aus beiden Zellen zeigten im Gegensatz zu BMDC 

eine lineare Abnahme des CFSE Signals über den Beobachtungszeitraum. Diese 

war jedoch in J774A.1 deutlich verlangsamt. Vorarbeiten konnten zeigen, das Bio-

gel MF und J774A.1 nach 12 h identische Infektionsraten (ca. 75%) aufweisen und 

im Schnitt ca. 2,5 Promastigoten aufgenommen haben. Daher könnte die in J774A.1 

langsamere Abnahme des CFSE Signals auf Unterschiede in der intrazellulären 

Replikation bzw. der phagosomalen Reifung zurück zu führen sein. Isoliert aus 

BMDC hingegen wurde zu Beginn eine vergleichsweise höhere Signalintensität der 

Promastigoten enthaltenden PV beobachtet, die sprunghaft in den ersten 2,5 h ab-

nahm und im weiteren zeitlichen Verlauf nahezu konstant blieb. Die Daten stehen 

in Übereinstimmung mit der vorab ermittelten Beobachtung, dass lediglich ca. 20 % 

der BMDC in der Lage sind Promastigoten zu internalisieren. 

Für Amastigoten enthaltende PV sank das CFSE ebenfalls über die Zeit sowohl in 

Biogel MF als auch in BMDC. Eine sprunghafte Abnahme wurde in BMDC in den 

ersten 2,5 h beobachtet, wohingegen Biogel MF eine kontinuierliche Abnahme auf-

wiesen (Abb. 31), die im Vergleich weniger ausgeprägt war. Aufgrund der aus-

schließlichen Analyse des CFSE Signals können unter diesen Versuchsbedingun-

gen jedoch keine Rückschlüsse gezogen werden ob die beobachteten Ergebnisse 

auf eine intrazelluläre Mortifikation oder Replikation der Parasiten verursacht wur-

den. 

Um die intrazelluläre Mortifikation in J774A.1 und SP37A3 zu bestimmen und zu-

dem die frühen und späten Phasen der internalisierten L. major Lebensformen bes-

ser zu untersuchen, wurden die Versuchsbedingungen verändert. In vitro benötigt 

die Promastigoten Morphogenese 10 bis 20 Stunden und die resultierenden Amas-

tigoten beginnen in den anschließenden 24 bis 120 h zu replizieren. (Tsigankov et 

al., 2014) In diesem Ansatz wurden daher die J774A.1 und SP37A3 nur für 11 h (0 

h) mit CTV markierten läsionalen Amastigoten oder metazyklischen Promastigoten 

inkubiert (Abb. 32). Erneut wurden die nicht internalisierten Parasiten durch Wasch-

schritte entfernt und die Zellen für die indizierten Zeitpunkte inkubiert. Die Verwen-

dung von CTV anstelle von CFSE in diesem Versuch diente der längeren Wieder-

findung des Signals über die Zeit. Das Lysat Amastigoten infizierter Zellen wurde 

nach 36 h analysiert, das Promastigoten infizierter Zellen hingegen bereits nach 20 

h. Für die Ermittlung der intrazellulären Mortifikation wurde die gewonnenen Lysate 
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mit den enthaltenen PV zudem mittels Calcein AM gefärbt und der prozentuale An-

teil lebender Leishmanien in den PV durch den Vergleich mit ungefärbtem Lysat 

ermittelt (Abb. 32C). Die CTV Signalintensitäten wurden graphisch dargestellt (Abb. 

32A) und erneut die mediane normalisierte Fluoreszenz im Vergleich zu CTV ge-

färbten Parasiten berechnet (Abb. 32B). Weiterhin wurde das CTV Signal in Abhän-

gigkeit von der Calcein AM Färbung graphisch dargestellt (Abb. 32A).  

Grundsätzlich wiesen auch in diesem Versuchsaufbau die gewonnenen PV bereits 

zu Beginn der Inkubation (0 h) unabhängig von dem Zelltyp und der internalisierten 

Lebensform nur ein geringes CTV Signal auf, da auch in diesem Versuchsaufbau 

keine eindeutige Identifikation von Parasiten enthaltenen PV möglich war. Die Be-

trachtung der Promastigoten enthaltenden PV aus SP37A3 zeigte einen deutlichen 

Rückgang des CTV Signals im Vergleich zu Promastigoten vor der intrazellulären 

Phase. Im weiteren Verlauf wurde jedoch keine sprunghafte Abnahme in der CTV 

Signalintensität nachgewiesen, diese blieb innerhalb der 20 stündigen Inkubation 

der Zellen nahezu konstant (Abb. 32A). Die Ergebnisse der Calcein AM Färbung 

zeigte jedoch eine leichte Reduzierung der lebenden Promastigoten in den PV (Abb. 

32C). Vorarbeiten zur Interaktion von SP37A3 mit L. major konnten eine erhöhte 

Aufnahme von Promastigoten (40 %) gezeigt werden, die in BMDC nur reduziert 

(20 %) stattfindet. Zusammengenommen könnte ursächlich sein, dass die von 

SP37A3 aufgenommenen Promastigoten nicht effizient transformieren und es im 

weiteren Verlauf möglicherweise zu einer Mortifikation kommt. Promastigote aus 

J774A.1 auf der anderen Seite zeigten bereits nach der Infektion (0 h) eine ver-

gleichsweise reduzierte CTV Intensität (Abb. 32A, B). In den anschließenden 20 h 

reduzierte sich das Signal im Vergleich zu PV aus SP37A3 beschleunigt (Abb. 32B) 

und verlief analog zu den Ergebnissen der Untersuchung mit CFSE markierten 

Promastigoten. Der leicht ansteigende Anteil lebender Promastigote innerhalb von 

20 h, der in diesen Zellen beobachtet werden konnte (Abb. 32C), bestätigte zudem 

die Annahme, dass eine effiziente Transformation mit anschließender Replikation 

stattfindet, dafür sprach zudem das diese Zunahme lebender Promastigote moderat 

war und folglich die Replikation erst einsetzte. 

Amastigote enthaltende PV waren ebenfalls bereits nach der Infektion der beiden 

Zelllinien nahezu vollständig CTV negativ (Abb. 32A). Durch die intrazelluläre Phase 

in SP37A3 verlor sich das CTV Signal über die Zeit (36 h) nur leicht. Der längere 

Beobachtungszeitraum für diese Lebensform zeigte, dass die Abnahme der verblei-

benden CTV positiven PV im Gegensatz zu PV aus J774A.1 langsamer eintrat (Abb. 

32B). 
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Möglicherweise war dies durch intrazelluläre Mortifikation der Amastigoten bedingt, 

da auch der Anteil lebender Parasiten in den PV über die Zeit tendenziell eher ab-

nahm (Abb. 32C). In den J774A.1 hingegen wiesen die Amastigoten enthaltenden 

PV nach der Infektion ein vergleichsweise reduziertes CTV Signal auf, das nach 36 

h nahezu identisch mit ungefärbten Amastigoten war. Trotz dieser starken Abnahme 

blieb die Zahl lebender Amastigote nahezu konstant (Abb. 31C) und legt damit 

Abb. 32 Infektion von J774A.1 und SP37A3 mit CTV markierten L. major Promastigoten und Amastigo-
ten. Metazyklische Promastigote und läsionale Amastigote wurden mit CTV markiert und für 11 h (0 h) in einem 
Verhältnis von 1:5 mit J774A.1 und SP37A3 koinkubiert. Anschließend wurden die nicht phagozytierten Parasi-
ten entfernt und die Zellen für die verschiedenen angegebenen Zeiten inkubiert. Nach Lyse der Zellen mit dem 
GentleMACS wurde das Lysat mit den enthaltenen PV mit Calcein AM zur Bestimmung der lebenden Parasiten 
gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht und die normalisierte Fluoreszenzintensität (B) des CTV Signals  
und der Anteil lebender Parasiten bestimmt (C). (n=1) 
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nahe, dass diese Abnahme nur zum Teil auf die intrazelluläre Replikation zurück-

geführt werden kann. Zudem wurden in diesem Versuchsaufbau freie Parasiten die 

aus lysierten Zellen entlassen werden nicht berücksichtigt. 

 

4.3.2. Zelluläre und Phagosomen lokalisierte phagosomale Rei-
fungsmarker 

Die phagozytische Aufnahme mit der sich anschließenden Reifung vom frühen Pha-

gosom zum Phagolysosom ist durch für jede Phase spezifische Proteine charakte-

risiert, die in der phagosomalen Membran eingelagert sind. In den folgenden Ver-

suchen wurde durch Immunmarkierung von Markerproteinen die phagosomale Rei-

fung Amastigoten enthaltender PV in DC im Vergleich zu MF analysiert. Um Zelltyp 

spezifische Unterschiede zwischen den beiden Phagozyten auszuschließen, wur-

den die Experimente analog unter Verwendung von Beads durchgeführt.  

Die J774A.1 und SP37A3 Zelllinien wurden mit läsionalen, CTV markierten Amasti-

goten bzw. PE markierten Beads inkubiert. Nach 3, 6 und 18 h wurde jeweils ein 

Teil der Zellen entnommen und die phagosomalen Reifungsmarker wurden immun-

markiert. Die Fluoreszenz der verwendeten Partikel ermöglicht die durchflusszyto-

metrische Diskriminierung zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen (Abb. 

33A). Die phagosomalen Marker in intakten Zellen konnten dadurch zu den ver-

schiedenen Zeitpunkten separat betrachtet werden. Neben der graphischen Dar-

stellung des Vorhandenseins (Abb. 33B) wurden auch die absoluten Werte der me-

dianen Fluoreszenz ermittelt (Abb. 34A). 

In Anwesenheit eines phagozytischen Reizes konnte in beiden Zelllinien eine Stei-

gerung der phagosomalen Reifungsmarker im Vergleich zum basalen Niveau beo-

bachtet werden, unabhängig vom Infektionsstatus.  

Für die absolute Fluoreszenzintensität von EEA1 zeigte sich eine leichte, nicht sig-

nifikante Erhöhung in J774A.1 im Vergleich zu SP37A3 sowohl für Amastigoten als 

auch Beads enthaltende Zellen, die unabhängig vom Infektionsstatus war. Diese 

war jedoch innerhalb der unabhängigen Versuche einer starken Varianz unterwor-

fen. In SP37A3 war zudem ein leichter Unterschied in der Kinetik von EEA1 beim 

Vergleich von Amastigoten und Beads enthaltenden Zellen zu beobachten. Nach 

18 h stieg EEA1 in der Internalisierung von Amastigoten immer noch an, wohinge-

gen im Falle der Beads das Maximum bereits nach 6 h erreicht war (Abb. 34A). Das 

späte endosomale Protein Rab7 zeigte in J774A.1 im Vergleich der internalisierten 

Partikel ähnliche Tendenzen. Die maximale Expression war jeweils nach 6 h erreicht 
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und ging bis 18 h zurück. Für die SP37A3 konnte vergleichbare Tendenz beobach-

tet werden, die sich auch für das EEA1 zeigte. Im weiteren Reifungsprozess wie-

dergespiegelt durch CD68 konnte erneut eine höhere grundsätzliche Anteil in 

J774A.1 beobachtet werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Stadium des Phagolysosoms hingegen schien in beiden Zelllinien zwischen 

Amastigoten und Beads verändert zu sein. Zellen mit internalisierten Beads wiesen 

die maximale Expression von Lamp2 bereits nach 6 h auf, wurden jedoch Amasti-

gote aufgenommen, blieb das Niveau über den gesamten Zeitraum nahezu kon-

stant. Dies legt eine Manipulation der PV durch Amastigote im Stadium des Phago-

lysosoms nahe die jedoch unabhängig vom Zelltyp war (Abb. 34A). Dennoch konn-

ten die Versuche weder bei dem Vergleich der beiden Zelllinien noch zwischen den 

verschiedenen internalisierten Partikel statistisch signifikante Unterschiede nach-

weisen. 

Abb. 33 Durchflusszytometrische Unterscheidung der Anwesenheit phagosomaler Reifungsmarker in 
infizierten und nicht infizierten J774A.1 und SP37A3. Die beiden Zelllinien wurden entweder mit CTV mar-
kierten Amastigoten oder PE markierten Beads im Verhältnis 1:5 für die angegebenen Zeitpunkte kultiviert. 
Nach der indirekten Immunmarkierung von EEA1, Rab7, CD68 und Lamp2 wurde im Durchflusszytometer über 
die Fluoreszenz des jeweiligen Partikels zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen unterschieden (A) und 
die Expression phagosomaler Marker dieser separat betrachtet (B). (Dargestellt sind repräsentative Diagramme 
von n=5) 
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Um die Manipulation insbesondere des Phagolysosoms besser vergleichen zu kön-

nen, wurden die medianen Fluoreszenzintensitäten auf das maximale Niveau der 

phagosomalen Marker der Zelllinien innerhalb des Zeitintervalls normalisiert (Abb. 

34B). Hierzu wurden infizierte und nicht infizierte Zellen ebenfalls separat betrach-

tet. Diese Darstellung verdeutlichte die durch Amastigoten verursachte Verzöge-

rung der phagosomalen Reifung in SP37A3, basierend auf der länger andauernden 

Präsenz von EEA1 in Amastigoten enthaltenden PV im Vergleich zu Beads. Zudem 

ermöglichte diese Auswertung auch einen vergleichbaren Effekt in J774A.1 be-

obachten zu können. Diese Tendenzen konnten jedoch nicht statistisch gesichert 

werden. Letztlich führten Amastigote in J774A.1 tendenziell zu einer schnelleren 

und kontinuierlicheren Rekrutierung von Lamp2 zur PV und bewirkten in SP37A3 

eher eine verzögerte Kinetik. Während in Amastigoten enthaltenden PV nach 18 h 

eine Rekrutierung von Lamp2 beobachtet wurde, war diese in Beads enthaltenden 

Abb. 34 Zelluläres Vorkommen phagosomaler Reifungsmarker. J774A.1 und SP37A3 wurden mit Amasti-
goten und Beads für 18 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Verhältnis 1:10 kultiviert. Anschließend erfolgte die Im-
munmarkierung der phagosomalen Reifungsmarker. Die phagosomalen Marker sind zum einen als Medianwert 
der absoluten Fluoreszenzintensität nach Abzug der Isotyp Kontrolle dargestellt (A). Außerdem wurde die rela-
tive Intensität der Färbung innerhalb der unabhängigen Versuche bestimmt, hierbei ist eins die maximale Sig-
nalintensität innerhalb des Zeitintervalls des jeweiligen Markers bei getrennter Betrachtung infizierter und nicht 
infizierter Zellen. (Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=5) (* p £ 0,05)  
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SP37A3 bereits eher rückläufig. Der Vergleich der normalisierten Expressionsni-

veaus zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen zeigte grundsätzlich ähnliche 

Tendenzen (Abb. 34B). 

Um die Aussagekraft des Experiments noch weiter zu spezifizieren, wurden die in-

fizierten immunmarkierten Zellen anschließend lysiert und erneut im Durchflusszy-

tometer analysiert. Damit wurden die phagosomalen Marker lokalisiert in der PV 

Membran direkt adressiert. Die Aufarbeitung der ermittelten Daten erfolgte analog 

zur gesamtzellulären Auswertung (Abb. 35). Bemerkenswert war hier, dass die Ni-

veaus aller Marker in Amastigoten PV deutlich höher waren als in Beads PV. Grund-

sätzlich ist jedoch auch die Ausbeute an membranumschlossenen, Beads enthal-

tenden PV in den voran gegangenen Experimenten stets deutlich niedriger im Ver-

gleich zu Amastigoten PV.  

Der Vergleich der phagosomalen Reifung zwischen Amastigoten und Beads enthal-

tenden PV zeigte bei SP37A3 keine Unterschiede zwischen den analysierten Mar-

kern, wodurch eine Manipulation dieser Marker durch Amastigote ausgeschlossen 

werden konnte. Bezüglich der Zelltyp spezifischen Unterschiede in Antwort auf den 

unspezifischen phagozytischen Reiz der Beads, ergab sich eine Veränderung im 

Stadium des späten Endosoms repräsentiert durch Rab7. Während in J774A.1 über 

18 h Rab7 zur PV Membran rekrutiert wurde, war dies in SP37A3 bereits nach 6 h 

rückläufig. Die folgenden Reifungsmarker waren jedoch nicht beeinflusst. Lokalisiert 

in der PV Membran ließen sich für EEA1 keine Unterschiede zwischen den Zelllinien 

bzw. dem aufgenommenen Partikel beobachten. Diese Ergebnisse stehen im Ge-

gensatz zu den Effekten, die in intakten Zellen beobachtet wurden. Dies spricht da-

für, dass zwar in SP37A3 länger eine höhere EEA1 Expression stattfindet, dies je-

doch nicht zur Amastigoten enthaltenden PV rekrutiert wird. In J774A.1 hingegen 

verursachten Amastigote in der PV Membran eine länger anhaltende Lokalisation 

von EEA1 und eine damit einhergehende verzögerte Reifung. Phagosomen lokali-

siert zeigte sich weiterhin jedoch für Amastigoten in J774A.1 eine beschleunigte 

Reifung, die Rab7 Expression erreichte das Maximum bereits nach 6 h, die Mem- 

bran um Beads hingegen rekrutierte nach 18 h weiterhin Rab7. Amastigote schei-

nen daher die Kinetik von Rab7 in Richtung des Verlaufs in SP37A3 zu manipulieren 

und verändern damit den Zelltyp spezifischen Unterschied zwischen J774A.1 und 

SP37A3. Gesamtzellulär waren die Entwicklungen jedoch für beide Partikel gleich, 

möglicherweise wird bei Amastigoten die Delokalisation von Rab7 aus der Membran 

schneller initiiert. Im Gegensatz dazu blieb jedoch CD68 für Amastigote in J774A.1 

länger präsent als in der Membran um Beads. Auch diese Ergebnisse stehen im 
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Gegensatz zur Ergebnissen der intakten Zellen. Für Lamp2 kam es nur für Beads 

enthaltende SP37A3 zu einer Übereinstimmung des gesamtzellulären mit dem PV 

lokalisierten Gehalt. In den anderen Fällen stieg die Expression in den intakten Zel-

len über 18 h, wohingegen diese in den PV bereits nach vier Stunden wieder ab-

nahm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 35 Phagosomen lokalisierte phagosomale Reifungsmarker. J774A.1 und SP37A3 wurden mit Amas-
tigoten und Beads kultiviert, wie in Abb. 29 beschrieben. Nach der Immunmarkierung der phagosomalen Marker 
erfolgte die Lyse mit dem GentleMACS und das Lysat mit den Amastigoten bzw. Beads enthaltenden PVs wurde 
durchflusszytometrisch analysiert. Durch die Selektion auf CTV bzw. PE positive Partikel wurde die Expression 
auf phagosomaler Ebene zum einen als Medianwert der absoluten Fluoreszenzintensität nach Abzug der Isotyp 
Kontrolle ermittelt (A). Zum anderen wurde die relative Intensität der Färbung innerhalb der unabhängigen Ver-
suche bestimmt, hierbei stellt eins die maximale Signalintensität innerhalb des Zeitintervalls dar (B). (Dargestellt 
sind die arithmetischen Mittelwerte ±SEM, n=2) (* p £ 0,05) 
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4.3.3. Massenspektrometrische Analyse der PV zur Überprüfung des 
Isolationsprotokolls 

Um die durchgeführten Optimierungen des Isolationsprotokolls für Amastigoten ent-

haltende PV zu überprüfen wurden, im Laufe der Methodenetablierung zwei mas-

senspektrometrische Analysen durchgeführt. Im ersten Ansatz wurden RFP expri-

mierende Amastigote mit insgesamt 106 J774A.1 für 18 h im Verhältnis 1:10 inku-

biert. Anhaftende Partikel wurden anschließend durch zwei Waschschritte entfernt 

und die Lyse der Zellen erfolgte unter Verwendung der Kapillare. Im zweiten Ansatz 

hingegen wurden CTV markierte Amastigote verwendet und die Zellen (106) wurden 

nach der Infektion zudem mit einer 1 %igen PFA Lösung fixiert und mit dem Gent-

leMacs lysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das gewonnene Lysat wurde in beiden Ansätzen mit Benzonase behandelt um eine 

Anhaftung der PV an die DNS zu verhindern und anschließend pelettiert. Die Fluo-

reszenz aktivierte Separation der intakten PV erfolgte durch eine FSC / SSC ba-

sierte Fokussierung auf die Größe von Amastigoten, und die RFP bzw. CTV positi-

ven Amastigoten wurden selektioniert. Im ersten Ansatz wurden insgesamt 0,05*106 

Amastigoten enthaltende PV massenspektrometrisch analysiert (Abb. 36). Durch 

die Optimierungen der Methode, die Verwendung von CTV markierten Amastigoten, 

dem GentleMacs zur Zelllyse und der PFA Fixierung konnte die Anzahl für die  Ana-

lyse zur Verfügung stehender PV im zweiten Ansatz um 10 % auf 0,5*106 PV ge-

steigert werden. Diese Steigerung zeigte sich auch in der Gesamtzahl identifizierter 

Proteine, im ersten Ansatz konnten lediglich 60 Proteine ermittelt werden, zudem 

Abb. 36 Vergleich der massenspektrometrisch identifizierten Proteine durch die Optimierung des Isola-
tionsprotokolls. Im ersten Ansatz wurden RFP exprimierende Amastigote mit J774A.1 für 18 h im Verhältnis 
1:10 inkubiert. Anhaftende Partikel wurden durch zwei Waschschritte entfernt, die Lyse erfolgte unter Verwen-
dung einer Kapillare. Im zweiten Ansatz hingegen wurden CTV markierte Amastigote verwendet und die Zellen 
wurden nach der Infektion mit einer 1 %igen PFA Lösung fixiert und mit dem GentleMacs lysiert. Das gewon-
nene Lysat wurde mit Benzonase behandelt und pelettiert. Die Fluoreszenz aktivierte Separation der intakten 
PV erfolgte im BD FACS Aria. Zum einen durch eine FSC / SSC basierte Fokussierung auf die Größe von 
Amastigoten, zum anderen wurden die RFP bzw. CTV positiven Partikel selektioniert. Die isolierten Amastigoten 
enthaltenden PV wurden anschließend massenspektrometrisch analysiert und die prozentualen (A) und abso-
luten (B) Anteile muriner, humaner und Leishmanien spezifischer Proteine bestimmt. (n=1) 
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zeigte sich eine deutliche Kontamination mit humanen Keratinen (Abb. 36). Im Ver-

gleich lieferte die zweite Analyse die eindeutige Identifikation von 1870 Proteinen 

und ergab damit eine Steigerung der ermittelten murinen und Amastigoten spezifi-

schen Proteine um den Faktor 300 bzw. 60. Zudem konnte die Kontamination mit 

humanen Proteinen deutlich reduziert werden. 

Im zweiten Ansatz wurde weiterhin überprüft, ob die Methode auch zur Gewinnung 

von Amastigoten enthaltenden PV aus SP37A3 geeignet ist. Hierzu wurden insge-

samt 115*106 Zellen verwendet und unter den angegebenen Bedingungen behan-

delt. Die 2337 hierbei massenspektrometrisch ermittelten Proteine der gewonnenen 

0,65*106 PV wurden mit den Proteinen aus J774A.1 verglichen. Hierzu wurde zu-

nächst jeweils zwischen L. major und murinen Proteinen unterschieden und diese 

weiterhin auf das Vorkommen sowohl in SP37A3 als auch in J774A.1, bzw. die Zell-

typ Spezifität analysiert (Abb. 37A, B).  

Die erhöhte Gesamtanzahl detektierter Proteine in SP37A3 im Vergleich zu J774A.1 

war hauptsächlich auf murine Proteine zurück zu führen, für Amastigoten Proteine 

zeigte sich nur eine leichte Steigerung. Die koinzidenten Proteine wurden zudem 

nach Regulation klassifiziert, wobei eine Erhöhung der gemessenen Proteinmenge 

um den Faktor 2 als spezifisch und die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien 

bei einem Wahrscheinlichkeitswert unter 0,05 als statistisch signifikant beurteilt 

wurde (Abb. 37E, F).  

Gemessen an dem 8038 Proteine umfassenden Proteom von L. major konnten für 

beide Zelllinien zusammen genommen lediglich 158 Amastigoten Proteine ermittelt 

werden, mit einer Erhöhung für die Gewinnung der PV aus SP37A3 (Abb. 37B). 

Zudem entsprach der Mengenanteil Amastigoten spezifischer Proteine im Isolat ge-

wonnen aus J774A.1 lediglich 5,6 %, für die SP37A3 war dieser mit 3,4 % noch 

geringer. Eine gesicherte Regulation von Amastigoten Proteinen konnte zudem nur 

für 2 bzw. 3 Proteine gezeigt werden (Abb. 37D, F). Hierbei handelt es sich in 

SP37A3 um ein nicht charakterisiertes Protein und zwei Proteine die Homologien 

zur schweren Kette des Dyneins und der 60s ribosomalen Untereinheit aufweisen. 

Im Falle der J774A.1 hingegen konnte die Inositol-3-Phosphat Synthase ermittelt 

werden und ein Protein mit Homologien zur Serinpeptidase. Bezüglich der murinen 

Proteine zeigten die SP37A3 insgesamt eine um den Faktor 1,3 höhere Anzahl 

identifizierter Proteine (Abb. 37A). Zudem scheint in diesen Zellen eine deutlich er-

höhte Regulation statt zu finden, im Vergleich zu J774A.1 warenmengenmäßig 14- 

mal mehr Proteine um mindestens den Faktor 2 signifikant erhöht (Abb. 37C, E). 
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Um die entwickelte Methode zur PV Isolation bezüglich der Kontamination mit un-

erwünschten Bestandteilen der Wirtszelle zu überprüfen und mögliche Muster in 

den differenziell regulierten Proteinen zu identifizieren, wurden die ermittelten Pro-

teine mit der UniProt Gen-Annotations Datenbank abgeglichen (Abb. 38). Die zellu-

läre Lokalisation der Proteine aus Amastigoten ergab eine Häufung zytoplasmati-

scher Proteinen bzw. den mit diesen assoziierten Genen, die sowohl koinzident als 

auch Zelltyp spezifisch nachgewiesen werden konnten.  

 

 

Abb. 37 Regulation koinzidenter und abweichender muriner und L. major spezifischer Proteine in der 
massenspektrometrischen Analyse von Amastigoten enthaltenden PV aus J774A.1 und SP37A3. CTV 
markierte Amastigote wurden mit SP37A3 bzw. J774A.1 in einem 1:10 Verhältnis für 18 h inkubiert. Anhaftende 
Parasiten wurden durch zwei Waschschritte entfernt, die Lyse erfolgte unter Verwendung des GentleMACS 
Systems. Das gewonnene Lysat wurde mit Benzonase behandelt und pelettiert. Die Fluoreszenz aktivierte Se-
paration der intakten PV erfolgte im BD FACS Aria. Zum einen durch eine FSC / SSC basierte Fokussierung 
auf die Größe von Amastigoten, zum anderen wurden die CTV positiven Partikel selektioniert. Die isolierten 
Amastigoten enthaltenden PV wurden anschließend massenspektrometrisch analysiert und in murine (A, C) 
bzw. L. major spezifische (B, D) Proteine unterschieden, die weiterhin nach der Wiederfindung in beiden Zellli-
nien und Zelltyp spezifische Proteine unterschieden wurden (A, B) . Die koinzidenten Proteine wurden zudem 
nach der Regulation klassifiziert, wobei eine Erhöhung der Proteinmenge um den Faktor 2 als spezifisch und 
die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien bei einem Wahrscheinlichkeitswert unter 0,05 als statistisch 
signifikant beurteilt wurde (C, D, E, F). (n=1) 
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Abb. 38 Zelluläre Lokalisation und biologische Prozesse von murinen und L. major spezifischen Protei-
nen. CTV markierte Amastigote wurden mit J774A.1 bzw. SP37A3 für 18 h im Verhältnis 1:10 inkubiert. Anhaf-
tende Amastigote wurden entfernt und die Zellen mit in 1 % PFA fixiert, die Lyse erfolgte mit dem GentleMacs. 
Die mit dem BD FACS Aria isolierten Amastigoten enthaltenden PV wurden massenspektrometrisch analysiert.. 
Die Ontologie der zugehörigen Gene identifizierter Amastigoten (A) und muriner (B) Proteine wurde mit der 
Uniprot Datenbank bestimmt und der zellulären Lokalisation und den biologischen Prozessen zugeordnet. (n=1)  



Ergebnisse 

 

71 

Grundsätzlich war hierbei jedoch keine physiologische Verteilung auf alle Zellkom-

partimente zu beobachten, und damit legten diese Ergebnisse nahe, dass entweder 

keine intakten und damit vollständigen Amastigoten analysiert wurden oder das De-

tektionslimit erreicht wurde (Abb. 38A). 

Die zelluläre Lokalisation der identifizierten murinen Protein zeigt ebenfalls eine 

hohe Wiederfindung zytoplasmatischer Komponenten (Abb. 38B). Weiterhin traten 

gehäuft Bestandteile des Nukleus auf, die für eine Kontamination der PV mit Zell-

kern assoziierten Proteinen spricht. Eine solche mit mitochondrialen Proteinen 

konnte anhand der ermittelten Daten ausgeschlossen werden. Grundsätzlich 

konnte jedoch ein zu erwartender hoher Anteil an endosomalen Proteinen nicht er-

mittelt werden. Lediglich die quantitative Dominanz von Bestandteilen der Zell-

membran verifizierte die Annahme, dass ausschließlich PV isoliert wurden. Weiter-

hin konnten vergleichbare Tendenzen der zellulären Lokalisation zwischen den dif-

ferentiell regulierten, den koinzidenten und den individuellen Proteinen zwischen 

SP37A3 und J774A.1 beobachtet werden.  

Funktionell fand sich eine Häufung der assoziierten Gene in der Regulation für 

sämtliche Gruppierungen (Abb. 38B), insbesondere für die ausschließlich in 

J774A.1 ermittelten Proteine. Die Häufung von Komponenten assoziiert mit der Ant-

wort auf Stimuli ist im Zusammenhang mit der Analyse von PV nachvollziehbar, 

jedoch war nur ein geringer Teil der identifizierten Proteine in die Immunantwort 

involviert 

 

4.3.3.1. Etabliertes Protokoll zur Isolation von Phagosomen 
Aus den Ergebnissen der durchgeführten Optimierungen in Bezug auf die Reinheit 

und Ausbeute wurde das folgende Protokoll zur Isolation der Phagosomen entwi-

ckelt (Abb. 39). Die SP37A3 wurden durch PBS/EDTA gelöst, während die J774A.1 

mittels Zellspatel aus der Kultur geerntet wurden. Die DiO gefärbten J774A.1 und 

SP37A3 wurden für 18 h mit DiD markierten Amastigoten bzw. ungefärbten Beads 

im Verhältnis 1:10 inkubiert. Anhaftende Partikel wurden durch Waschschritte ent-

fernt und die Zellen durch Zugabe einer 1 %igen PFA Lösung für 20 min bei 4 °C 

fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen in PBS mit Protease 

Inhibitoren aufgenommen und die Lyse erfolgte mit dem GentleMACS System. Das 

gewonnene Lysat wurde anschließend zum Abbau der enthaltenen Nucleinsäuren 

mit Benzonase behandelt um die Viskosität der Lösung zu reduzieren und die An-

haftung der PV an die DNS zu verhindern. Die Fluoreszenz aktivierte Separation 
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der intakten PV erfolgte im Flusssortierer. Zunächst wurde hierzu das vorwärts seit-

wärts gerichtete Streulicht auf die Größe von Amastigoten bzw. Beads fokussiert. 

Anschließend wurden die, im Falle der Amastigoten, DiD und DiO positiven Partikel 

und für die Beads die Membran und damit DiO positiven Beads selektioniert. Die 

isolierten Amastigoten bzw. Beads enthaltenden PV wurden anschließend pelettiert 

und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 39 Entwickeltes Protokoll zur Isolation von Phagosomen. Die Zelllinien wurden vor der Inkubation mit 
DiO, die läsionalen Amastigoten mit DiD gefärbt und die Beads verblieben. Nach der 18 stündigen Inkubation 
der Zellen mit den Partikeln im Verhältnis 1:10 wurden die Zellen geerntet und gewaschen. Das durch das 
GentleMACS gewonnene Zelllysat wurde für 20 min mit einer 1 %igen Phosphat gepufferten PFA Lösung fixiert. 
Anschließend wurden die Phagosomen durch Fluoreszenzbasiertes Zellsortieren vom Lysat getrennt und mas-
senspektrometrisch analysiert.  
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5. Diskussion 
5.1. In vivo Depletion myeloider Zellen in der experimentellen L. 

major Infektion  
Die komplexen Wechselwirkungen zwischen Leishmania und den APC des Wirbel-

tierwirts haben fundamentale Auswirkungen auf den Verlauf der Infektion. Die bei-

den wichtigsten APC, MF und DC, spielen eine entscheidende Rolle bei der Ver-

mittlung der Resistenz auf der einen Seite und der Entwicklung eines progressiven 

Verlaufs auf der anderen. MF als primäre Wirtszelle phagozytieren effizient beide 

Leishmania Lebensformen und bieten intrazellulär in ihren Phagosomen die opti-

malen Bedingungen für die Transformation und Replikation. Jedoch sind MF auch 

die Haupteffektorzellen, um eine effiziente Mortifikation des Parasiten zu erreichen. 

Diese Funktionen betonen die paradoxe Rolle von MF in der Leishmaniasis. (Liu 

and Uzonna, 2012) 

Für die detaillierte Beschreibung der Relevanz einer Zellpopulation unter physiolo-

gischen oder pathologischen Bedingungen ist ein Standardansatz deren selektive 

Depletion im lebenden Organismus. In den letzten Jahrzehnten wurden verschie-

dene Tiermodelle etabliert, die entweder durch spontane Mutationen oder durch ge-

netische Manipulation systemische Defizite aufweisen. (Mombaerts et al., 1992; 

Pantelouris, 1968) Weiterhin wurden konditionale Depletionen entwickelt, in denen 

eine definierte Zellpopulation durch chemische oder physikalische Behandlung des 

Organismus zu einem beliebigen Zeitpunkt während des experimentellen Verfah-

rens eliminiert werden kann. (Feil et al., 1996; Kellendonk et al., 1996; Kuhn et al., 

1995) 

Ziel war es daher den Verlauf der experimentellen kutanen Leishmaniasis im Maus-

modell unter Einfluss einer systemischen, selektiven Depletion von MF zu studie-

ren.  

Zu diesem Zweck wurden zwei Modelle untersucht. 1. Wiederholte Verabreichung 

von Diphtherietoxin (DT) an Mäuse, die den sensitiven DT Rezeptor höherer Prima-

ten unter der Kontrolle des LysM-Promotors exprimieren (Goren et al., 2009), und 

2. Injektion von in Liposomen eingeschlossenem Clodronat in resistente C57BL/6 

Mäuse (van Rooijen, 1992) 

Das theoretische Konzept des transgenen LsyM-cre/DTR Modells basiert auf der 

Expression des sensitiven DTR exklusiv in Zellen in denen Lysozym M aktiv ist. 

Gemäß Literaturangaben soll bereits bei sehr geringen Dosen DT die Apoptose in 

MF und MO induziert werden. (Bennett and Clausen, 2007; Buch et al., 2005; Sauer 
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and Henderson, 1988; Sternberg and Hamilton, 1981) 

Die Analyse des angeborenen Zellkompartiments im Gewebe und Blut im Verlauf 

der wöchentliche Behandlung der LsyM-cre/DTR Mäuse mit DT und zeigte zu kei-

nem der analysierten Zeitpunkte eine signifikante Abnahme von MF. Weiterhin ver-

ursachte die Verkürzung der Applikationsintervalle letale Nebenwirkungen bei den 

behandelten Tieren und eine effiziente Depletion konnte dennoch nicht beobachtet 

werden. Zudem konnte durch die DT Gabe in den transgenen Tieren kein signifi-

kanter Unterschied in der Ausprägung der durch L. major hervorgerufenen kutanen 

Granulome im Vergleich zu den Kontrollgruppen beobachtet werden. Dies ist jedoch 

sicherlich auf die ausbleibende Depletion durch DT zurückzuführen.  

Bereits die Originalpublikation (Goren et al., 2009) konnte keine effiziente Reduzie-

rung F4/80 exprimierender Zellen im Blut durch die Injektion von DT (100 ng) an 

drei konsekutiven Tagen in der durchflusszytometrischen Analyse nachweisen. Le-

diglich in der immunhistologischen Quantifizierung der MF  im Lebergewebe wurde 

diese nachgewiesen. Grundsätzlich existieren für die Einteilung myeloider Zellen in 

die Subpopulationen anhand der Expression von Oberflächenmoleküle kontroverse 

Ansichten. Definiert als CD11b+ Ly6C++ Ly6G- führte eine einmalige Gabe von 40 

ng/g DT hingegen 5 Tage nach Injektion zu einer signifikanten Reduktion inflamm-

atorischer MF in der Haut behandelter Mäuse. (Davies et al., 2017) In der vorlie-

genden Arbeit wurden Zellen mit dieser Konstellation an Oberflächenmolekülen hin-

gegen als MO klassifiziert. Jedoch auch für diese Population konnte anhand der 

vorliegenden Ergebnisse zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den Be-

handlungen ermittelt werden. Ursächlich könnte diese Divergenz sowohl in dem un-

terschiedlichen Applikationsschema als auch in der Anzahl analysierter Tiere be-

gründet sein.  

In diesen beiden Veröffentlichungen wird eine Toxizität der systemischen DT Be-

handlung nicht betrachtet (Davies et al., 2017; Goren et al., 2009). Jedoch wurde 

bereits in anderen Modellen der DTR vermittelten konditionalen Zellablation nach-

gewiesen, dass systemisch mit DT behandelte transgene DTR Mäuse uner-

wünschte Nebenwirkungen und Mortalität entwickeln können. Eine mögliche Stra-

tegie, diese zu umgehen, ist der Einsatz von Knochenmarks Chimären, (van 

Blijswijk et al., 2015; Zaft et al., 2005; Zammit et al., 2005) diese Herangehensweise 

wäre auch in dem verwendeten LsyM-cre/DTR Modell möglich, um die Nebenwir-

kungen zu umgehen. Eine zu Grunde liegende Ursache für die ausbleibende Deple-
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tion und die Morbität durch DT konnte aus den ermittelten Ergebnissen nicht abge-

leitet werden, die analysierten Frequenzen angeborener und adaptiver Immunzellen 

waren vergleichbar mit den Kontrollgruppen. Studien in Tieren, die den DTR unter 

Kontrolle des CD11c Promotors exprimieren, konnten jedoch zeigen, dass es in DT 

behandelten Tieren zu einer signifikant erhöhten Menge an PMN in der Zirkulation 

kommt, die in einer deutlichen Azidose resultiert. (Tittel et al., 2012) Weiterhin 

konnte in diesem Modell die Entwicklung einer fulminanten Myokarditis, die durch 

massive Leukozyteninfiltration und Zerstörung des Myokards gekennzeichnet war, 

nachgewiesen werden. Die Mortalität war zudem unabhängig von der lokalen oder 

systemischen Applikation. (Mann et al., 2016) Im Gegensatz zu diesen Daten 

könnte für das verwendete LsyM-cre/DTR Modell die lokale Applikation von DT di-

rekt in die Haut, und damit die Stelle der L. major Inokulation, zumindest eine Deple-

tion der gewebsständigen MF in der initialen Phase der Infektion ermöglichen und 

möglicherweise die mit einer systemischen Applikation einhergehenden Nebenwir-

kungen umgehen.  

Das zweite verwendete System nutzt eine der vordergründigen Effektorfunktionen 

der Makrophagen die Phagozytose zu deren Eliminierung aus. Liposomen sind 

künstlich hergestellte Lipidvesikel, die aus konzentrischen Phospholipiddoppel-

schichten bestehen und wässrige Kompartimente einschließen können. Sie werden 

verwendet, um stark hydrophile Moleküle zu verkapseln, beispielsweise Clodronat, 

ein Bisphosphonat, das für diagnostische und therapeutische Zwecke entwickelt 

wurde. Frei gelöstes Clodronat ist nicht in der Lage die zelluläre Phospholipidmemb-

ran zu passieren. Eingeschlossen in Liposomen, werden diese theoretisch von MF 

aufgenommen und verdaut, gefolgt von der intrazellulären Freisetzung und Akku-

mulation von Clodronat und letztlich der Induktion der Apoptose des MF. 

Zusammenfassend konnte weder durch die Applikation von Clodronat zweimal wö-

chentlich über einen Zeitraum von 13 Wochen noch durch die dosisdichtere Gabe 

eine signifikante Reduktion der MF der Haut erzielt werden. Unabhängig von der 

Applikationshäufigkeit und Dauer konnte eine effiziente Depletion lediglich in der 

Milz und am Applikationsort dem Peritoneum beobachtet werden. Intraperitoneal 

injizierte Liposomen benötigen laut Literaturangaben mehr Zeit, bevor eine wesent-

liche Verarmung in Leber und Milz erreicht werden kann, zudem werden auch peri-

toneale MF depletiert. (van Rooijen, 1992) Die Liposomen müssen bei dieser Ap-

plikationsroute passiv durch den Lymphfluss aus der peritonealen Kavität in den 
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Kreislauf gelangen. Literaturdaten konnten zeigen, dass nach zweimaliger Liposo-

men Injektion (10 µl je g Körpergewicht)  innerhalb von 3 Tagen zu einer vollständi-

gen MF Verarmung in Milz und Leber kommt. (Fraser et al., 1995) Zudem wird für 

eine andauernde Depletion in der Literatur empfohlen, die intraperitoneale Injektion 

alle 5 Tage zu wiederholen. (Fraser et al., 1995) Die theoretische Implikation der 

intraperitonealen Applikation ist, dass Liposomen die Milz und die Leber später er-

reichen und so über einen längeren Zeitraum wirken als intravenös injizierte Lipo-

somen, dies konnte in Ratten nach einer Applikation von Clodronat Liposomen (5 

µl pro g Körpergewicht) gezeigt werden. (Biewenga et al., 1995) Die vorliegenden 

Ergebnisse bestätigen dies jedoch lediglich nach der dosisdichteren Applikation, 

nicht jedoch unter Einfluss der L. major Infektion. Insbesondere lokalisiert in der 

peritonealen Kavität zeigten sich auch die Nachteile der Verwendung von eingekap-

seltem Clodronat. Die Phagozytose als ein Mechanismus, der nicht exklusiv auf MF 

beschränkt ist, sondern eine Fähigkeit aller Zellen des angeborenen Kompartiments 

ist. Daher war eine Reduktion dieser Populationen besonders bei hoher Konzentra-

tion im Zuge der Verabreichung über 7 bzw. 13 Wochen der Clodronat Liposomen 

im Peritoneum zu erwarten. Dies steht im Kontrast zu vorhergegangenen Beobach-

tungen, dass weder DC noch PMN beeinflusst werden. (Claassen et al., 1990; Qian 

et al., 1994) Die Veränderungen des angeborenen Kompartiments könnten jedoch 

auch durch die Beobachtung verursacht sein, dass MF viele nicht-phagozytische 

Zellen in Bezug auf deren Entwicklung, Migration, Differenzierung beeinflussen, und 

besonders die wiederholte Verabreichung von Clodronat Liposomen schließlich 

eine Reduktion dieser MF Funktionen induziert. (Qian et al., 1994) Aufgrund der 

Unfähigkeit der Liposomen, die vaskuläre Barriere zu durchschreiten (van Rooijen 

et al., 1996) war weiterhin eine effiziente Depletion der MF in der Haut nicht zu 

erwarten. Dennoch scheint auch eine systemische Verabreichung keinen Einfluss 

auf die inflammatorische Rekrutierung zu zeigen, dies ist möglicherweise durch die 

erhöhte Anzahl an MO im Blut nach dreimaliger Gabe verursacht. Im Gegenteil 

zeigte die wiederholte dreimalige Gabe unveränderte MF Zahlen und erhöhte zeit-

gleich den Anteil an MO und PMN in der Haut. In den durchgeführten Untersuchun-

gen zur experimentellen kutanen Infektion mit L. major wurde zu diesem Zeitpunkt 

die Infektion gesetzt. Theoretisch führt bereits die physiologische, quantitative Do-

minanz von PMN in der Leukozytenpopulation am Infektionsort dazu, dass inner-

halb der ersten Stunden nach Inokulation ca. 80 bis 90% der Promastigoten von 

PMN aufgenommen werden. (Laskay et al., 2003; Peters et al., 2008; Peters and 
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Sacks, 2009) Wird diese Dominanz durch die Clodronat Behandlung noch verstärkt, 

ist davon auszugehen, dass die injizierten metazyklischen Promastigoten nahezu 

vollständig von PMN internalisiert werden. Weiterhin unterdrückt die Aufnahme von 

apoptotischen infizierten Neutrophilen durch MF und DC die Aktivierung und unter-

stützt damit das Überleben des Parasiten. (Savill et al., 2002; van Zandbergen et 

al., 2004) Die Abnahme der Aktivierung von DC reduziert in Folge die TH1 vermit-

telte Immunantwort und inhibiert die Kreuzpräsentation gegenüber CD8 T Zellen. 

(Ribeiro-Gomes et al., 2012; Ribeiro-Gomes et al., 2015) Zudem fördern PMN auch 

die CC-Chemokin-Ligand 3 (CCL3) -abhängige Rekrutierung von DC (Charmoy et 

al., 2010) und die Expression apoptotischer Marker stimuliert die Phagozytose 

durch DC. (Ribeiro-Gomes et al., 2012) Diese Mechanismen können, besonders 

unter Berücksichtigung des durch die Clodronatbehandlung erhöhten Anteils an DC 

in der Haut, zu einer lokalen Reduktion der L. major Proliferation führen, die die 

reduzierten Parasitenlasten der Haut erklären könnte. In PMN und DC sind Promas-

tigote nicht in der Lage, effizient zu transformieren und zu replizieren. In murinen 

MO unterscheidet sich die Infektion zudem deutlich von den in MF beobachteten 

Reaktionen, MO reagieren mit einem starken respiratorischen Burst und damit einer 

frühen Parasitenbekämpfung, wohingegen MF hierfür zunächst durch IFNg aktiviert 

werden müssen. (Goncalves et al., 2011) Zusammengenommen könnte dies den 

verbesserten Krankheitsverlauf, widergespiegelt durch die signifikant kleineren Lä-

sionen, der Clodronat Gruppe verursachen.  

Im Gegensatz zu der verbesserten Symptomatik zeigten die Mäuse jedoch sowohl 

zum Zeitpunkt des maximalen inflammatorischen Geschehens als auch nach Re-

solution der Infektion erhöhte Parasitenlasten in der Milz. Ursächlich hierfür könnte 

neben der ausbleibenden Eindämmung am Infektionsort auch die verstärkte Para-

sitenaufnahme in PMN und daraus resultierend in DC sein. Die Infektion von DC 

resultiert in der Ausreifung der Zellen und initiiert deren Migration in die sekundären 

lymphatischen Organe, die Lymphknoten und auch die Milz. (Alvarez et al., 2008) 

Nachweislich kann L. major zumindest zeitweise auch in DC überleben, (Prina et 

al., 2004) unter unbeeinflussten Bedingungen ist lediglich 1 % der DC im Lymph-

knoten infiziert. (Woelbing et al., 2006) Die verstärkte Parasitenaufnahme unter 

Clodronat Einfluss in PMN und daraus resultierend auch in DC könnte jedoch die-

sen Anteil erhöhen und zu einem vermehrten und beschleunigten Transport von 

Parasiten in die lymphatischen Organe führen und damit ursächlich für die ver-
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stärkte Viszeralisierung sein. In Folge könnte es zur Freisetzung lebender Leishma-

nien in der Milz kommen die, basierend auf der in dieser beobachteten effizienten 

Depletion von MF und den reduzierten CD4 T Zellen, nicht mortifiziert werden kön-

nen und damit die systemische Kontrolle der Infektion ausbleibt. Um diese Hypo-

these zu bestätigen, wäre zusätzlich die Analyse der Parasitenzahlen in den Lymph-

knoten aufschlussreich. 

In Bezug auf die signifikant erhöhte Letalität in der Clodronat Liposomen Gruppe 

kann letztlich nur spekuliert werden. Möglicherweise ist die, vergleichbar mit der für 

die transgenen CD11cDTR Mäuse beobachteten, Neutrophilie und deren nachfol-

gende Reaktionen ursächlich. Insbesondere nach den ersten Applikationen konnte 

eine solche im Blut der Tiere beobachtet werden. Sicherlich sind jedoch auch die 

Haltungsbedingungen der Mäuse mit verantwortlich. Bei der langfristigen Behand-

lung werden die Tiere anfällig für Infektionen, die auch in einer spezifisch pathogen 

freien Haltung nicht ausgeschlossen werden können.  

Abschließend muss festgestellt werden, dass die Verwendung von Clodronat Lipo-

somen zur Depletion von MF in der experimentellen Infektion mit L. major nicht 

geeignet ist. Das Überleben der Mäuse wurde durch die Behandlung dramatisch 

reduziert, sobald eine Abnahme der MF erreicht wurde; wenn die Applikationen re-

duziert wurden, konnte keine Depletion mehr erzielt werden. Somit war aufgrund 

der verminderten Lebensfähigkeit der behandelten Mäuse eine aussagekräftige Be-

urteilung der Rolle von MF in der L. major Infektion unmöglich. 

 

5.2. Intrazelluläre Prädestination von L. major in Zelllinien und 
primären Zellen 

Die Studien der intrazellulären Vorgänge in der PV und die Prädestination von 

Leishmania erforderten zunächst die Wahl eines geeigneten Modellsystems. Die in 

vitro Infektion von Phagozyten kann aufgrund der Isolation der Zellen vom verblei-

benden Immunsystem nicht die komplexen Prozesse der Immunantwort widerspie-

geln. Den kultivierten Zellen fehlt das Mikromillieu, das unter in vivo Bedingungen 

den Phänotyp moduliert. (Ramanan et al., 2014) Dennoch ist diese Herangehens-

weise die bisher effizienteste Möglichkeit, ausreichend Material für Analysen zu ge-

winnen. (Miura and Holmes, 2009) Prinzipiell stehen zwei verschiedene Modelle zur 

Verfügung, die ex vivo und in vivo Gewinnung primärer Phagozyten und die Ver-

wendung immortalisierter Zelllinien. Insbesondere für die Entwicklung von Metho-
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den sind Zelllinien ein einfach zu kultivierendes, kosteneffizientes und standardi-

siertes System zur Untersuchung von Wirt-Pathogen-Interaktionen, dass konsis-

tente, reproduzierbare Ergebnisse liefert. Durch die Immortalisierung sind Zelllinien 

jedoch weniger physiologisch relevant als primäre Zellen und zeigen signifikante 

Unterschiede, die immunologische Reaktionen beeinflussen. (Chingwaru et al., 

2016) Die geläufigsten murinen MF ähnlichen Zelllinien sind die RAW264.7 und 

J774A.1 Zellen, wobei letztere aufgrund ihres Ursprungs den genetischen Hinter-

grund des suszeptiblen BALB/c Stammes aufweisen. Trotz der häufigen Verwen-

dung dieser Linien in phagozytischen Studien ist wenig über die Vergleichbarkeit zu 

primären Zellen bekannt. Die Quantifizierung phagosomaler Proteine in RAW264.7 

und ex vivo generierten MF aus dem Knochenmark (BMDM) legt signifikante Un-

terschiede in der Expression, insbesondere von Phagozytose Rezeptoren entschei-

dend für die Internalisierung von Leishmania, dar. Zudem wurden funktionelle Dif-

ferenzen ermittelt, BMDM im Vergleich zeigen eine beschleunigte phagosomale 

Reifung repräsentiert durch die Fusion mit Endosomen und Lysosomen. (Guo et al., 

2015) Für die J774A.1 hingegen konnten Transkriptom Analysen in Antwort auf eine 

Infektion mit Mycobacterium tuberculosis langsamere und weniger intensive intra-

zelluläre Reaktionen im Vergleich zu BMDM nachweisen. Da es sich bei Mycobac-

terium tuberculosis ebenfalls um ein die Phagozytose manipulierendes Pathogen 

handelt, liegt nahe, dass übereinstimmende Reaktionen auch in der Leishmania In-

fektion beobachtet werden können und J774A.1 vergleichbare, wenn auch verzö-

gerte Reaktionen zeigen. Basierend auf dieser Annahme und der reduzierten Re-

zeptorexpression der RAW 264.7 wurden die J774A.1 verwendet. Die Immunphä-

notypisierung der J774A.1 konnte zunächst zeigen, dass weitestgehend eine ver-

gleichbare Expression MF charakteristischer Oberflächenmoleküle stattfand. Im 

Gegensatz zu RAW 264.7 weisen diese zudem geringere Niveaus für mit anderen 

APC assoziierten kostimulatorischen Moleküle auf. (Chingwaru et al., 2016) Ledig-

lich MHC war nicht nachweisbar, Literaturdaten zeigen jedoch, dass J774A.1 im 

Kontrast zu primären MF keine konstitutive Expression aufweisen, sondern diese 

erst durch Stimulation induziert wird. (Kalupahana et al., 2005) 

Aufgrund der Heterogenität und der Komplexität von DC ist die in vitro Simulation 

dieser Zellen deutlich schwieriger. Lediglich geringe Zahlen terminal differenzierter 

post mitotischer DC können in vivo und durch die ex vivo Differenzierung von Mo-

nozyten und Knochenmarksvorläuferzellen gewonnen werden. Daher war insbe-
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sondere für diesen Zelltyp die Verwendung einer Zelllinie essentielle Vorausset-

zung. Zur Verfügung standen hierbei theoretisch zwei verhältnismäßig neue An-

sätze, die aufeinander basieren. Die D1 Zellen werden durch Langzeitkultivierung 

muriner Milzzellen unter Einfluss von Differenzierungsfaktoren (GM-CSF) gewon-

nen. (van Helden et al., 2008) Nachweislich verfügen diese über einen Phänotyp 

vergleichbar mit unreifen DC und durch in vitro Stimulation kann die charakteristi-

sche Reifung induziert werden. Weiterhin zeigen unreife D1 eine hohe endozytoti-

sche Kapazität, die im Verlauf der Reifung reduziert wird, präsentieren Antigenen in 

Abhängigkeit von MHC I und II, sekretieren ein Zytokinprofil vergleichbar mit pri-

mären DC, sind in der Lage, T Zellen effizient zu stimulieren und akquirieren einen 

migratorischen Phänotyp. (Pina et al., 2017; Sallusto et al., 1995; Savina et al., 

2006; Singh-Jasuja et al., 2000; van Helden et al., 2008; Winzler et al., 1997) Die 

SP37A3 stellen eine Weiterentwicklung der D1 dar, die Generierung erfolgt eben-

falls durch Langzeitkultivierung von C57BL/6 Milzzellen. Als weiteren Differenzie-

rungsfaktor setzten Bros et al. zusätzlich M-CSF ein und erzielten damit neben den 

genannten Eigenschaften zusätzlich die Kapazität zur Entwicklung eines toleroge-

nen Phänotyps. (Bros et al., 2007) Der durchgeführte Nachweis von DC spezifi-

schen Oberflächenmolekülen in den SP37A3 zeigte die Expression von MHC II, 

CD11b, CD11c und den kostimulatorischen Molekülen CD80, CD86 und CD54. Im 

Zusammenhang mit L. major konnten voran gegangene Analysen einer Masterstu-

dentin nachweisen, dass diese Zelllinie suszeptibel für eine Infektion mit Promasti-

goten und Amastigoten ist, in Antwort auf diese Infektion IL 12 sekretieren und die 

induzierte Ausreifung mit der vermehrten Expression von MHCII, CD86 und CD40 

einhergeht und zu einer Stimulation Amastigoten spezifischer T Zellen führt. Zu-

sammengenommen stellen die SP37A3 daher eine geeignete Alternative für die 

Analyse der phagozytischen Prozesse dar. Grundsätzlich muss jedoch der Unter-

schiedliche genetische Hintergrund der beiden Zelllinien kritisch betrachtet werden. 

Verschiedene Mausstämme zeigen Unterschiede gegenüber einer Infektion, die 

entweder in Suszeptibilität resultiert oder in der Entwicklung einer lebenslangen Re-

sistenz gegenüber der Reinfektion mit derselben Leishmania Subspezies. (Reiner 

and Locksley, 1995; Sacks and Noben-Trauth, 2002) Primäre Phagozyten generiert 

aus verschiedenen Inzuchtstämmen zeigen ebenfalls erhebliche Unterschiede in 

der antimikrobiellen Funktion gegenüber Pathogenen (Jiang et al., 2010; van Erp et 

al., 2006; Wang and Deubel, 2011). Daher ist anzunehmen, dass diese Unter-

schiede auch in den Zelllinien auftreten. Proteom und Transkriptom Analysen konn-

ten beispielsweise nachweisen, dass eine IFNg Stimulation in MF aus C57BL/6 im 
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Vergleich zu BALB/c Mäusen zu einer erhöhten Expression von Proteinen und Ge-

nen des oxidativen und antioxidativen Stress-Systems führt. Dies impliziert eine ge-

steigerte Resistenz der C57BL/6 MF gegenüber Pathogenen. (Depke et al., 2014)  

Um die beiden Zelllinien als geeignete Modellsysteme für die Analysen der Vor-

gänge in der PV und des Proteoms zu sichern, wurden diese mit primären Zellen 

verglichen. Für die Gewinnung von primären MF stehen grundsätzlich zwei ver-

schiedene Verfahren zur Verfügung. Vergleichbar mit der Gewinnung von BMDC 

können auch primäre MF durch die ex vivo GM-CSF Stimulation aus hämatopoie-

tischen Vorläufern des Knochenmarks expandiert werden. Eine weitere Möglichkeit 

ist das Biogel-induzierte Modell der Hautgranulombildung. Die subkutane Injektion 

von Polyacrylamidbeads führt zu einer wirksamen Rekrutierung von entzündlichen 

PMN und MF in Abhängigkeit von der Zeit. (John et al., 2013) Dieses Biogel-indu-

zierte Entzündungsmodell ist gut geeignet für die Erzeugung großer Zahlen ent-

zündlicher PMN oder kutanen MF. Die Vorteile sind vielfältig: in vivo Erzeugung von 

primären Hautzellen, einfaches und kostengünstiges Verfahren mit wenigen uner-

wünschten Zellen, hohe und vorhersehbare Zellausbeute und ein gut charakterisier-

ter Phänotyp der resultierenden Zellen. (von Stebut et al., 2003) Interessanterweise 

sind die gewonnenen MF, im Gegensatz zu anderen Erzeugungsmethoden bei-

spielsweise der Generation aus dem Knochenmark, vergleichsweise unreif und zur 

Phagozytose von z. B. Leishmania befähigt, zudem legt die in vivo Expansion einen 

physiologischeren Phänotyp nahe.  

Wegen ihrer Seltenheit in Geweben wird ein großer Teil der Untersuchungen von 

DCs, an aus hämatopoetischen Vorläufern unter dem Einfluss von Wachstumsfak-

toren (GM-CSF und IL4) in vitro differenzierten Zellen durchgeführt. (Helft et al., 

2015; Sallusto and Lanzavecchia, 1994) Die resultierenden Zellen aus GM-CSF-

Kulturen sind heterogen und umfassen neben DC auch Granulozyten und Makro-

phagen. Es wird angenommen, dass DC in den Suspensionszellen angereichert 

sind und CD11c und MHCII exprimieren, während Makrophagen adhärent und ne-

gativ für CD11c und MHCII sind. (Inaba et al., 1992) Üblicherweise liegt der Anteil 

der CD11c und MHCII positiven Zellen ohne weitere magnetische oder flusssortierte 

Anreicherung bei ca. 30%. Basierend auf den neuen Erkenntnissen bezüglich der 

Komplexität der DC Subpopulationen ist daher unklar, inwiefern GM-CSF-abgelei-

tete BMDC in den Rahmen der Definition von DC passen. Aktuelle Studien zeigen, 

dass auch die CD11c MHCII positive Population heterogen ist und mindestens zwei 

Subpopulationen umfasst, die aufgrund von ontogenetischen, morphologischen und 
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Genexpressionskriterien am ehesten den von Monozyten abgeleiteten Makropha-

gen und cDC zugeordnet werden können. (Guilliams and Malissen, 2015; Helft et 

al., 2015) Aktuell fehlt jedoch ein alternatives Protokoll zur Gewinnung von DC, den-

noch sollten diese Erkenntnisse in die Interpretation der generierten Daten aus 

BMDC Kulturen einfließen.   

 

Die durchgeführten Versuche zur intrazellulären Prädestination der beiden 

Leishmania Lebensformen in Phagozyten unter Verwendung von CFSE als Prolife-

rationsfarbstoffes dienten dem Nachweis der intrazellulären Proliferation. Es konnte 

eine zeitabhängige Abnahme der CFSE Signalintensität Promastigoten enthalten-

der PV sowohl in BMDC, MF als auch in J774A.1 gezeigt werden. Wobei in beiden 

MF eine lineare Abnahme des CFSE Signals über die Zeit beobachtet wurde, die 

in den J774A.1 langsamer voranschritt im Vergleich zu den Biogel MF. Insbeson-

dere bei Promastigoten ist eine Synchronisation der Infektion nicht möglich und die 

Zeit zwischen initialem Kontakt mit der Zelle und der Internalisierung variieren zum 

Teil erheblich. Daher stellen die gewonnenen PV grundsätzlich ein Mosaik unter-

schiedlicher Reifegrade dar. Unter Berücksichtigung dieser Tatsache würde sich 

eine Transformation der Promastigoten in Amastigote eher durch eine lineare Ab-

nahme des CFSE Signals äußern. Die Beobachtungen legen zudem nahe, dass in 

den J774A.1, vergleichbar mit den Literaturdaten der RAW264.7, eine langsamere 

phagosomale Reifung im Vergleich zu primären MF beobachtet werden kann, die 

in einer verzögerten Transformation in Amastigote resultiert. Eine weitere Ursache 

könnte auch in einer erhöhten Expression von Proteinen und Genen des oxidativen 

und antioxidativen Stress-Systems liegen, ausgelöst durch den genetischen BALB/c 

Hintergrund der J774A.1. (Depke et al., 2014) Das diese Abnahme des CFSE Sig-

nals innerhalb des Zeitraums von 22 h nach erstem Kontakt zwischen Promastigo-

ten und Zellen eher auf die Transformation zurückzuführen ist wird auch durch die 

Ergebnisse der Calcein Färbung gestützt. Während die Anzahl lebender Promasti-

goten zwischen 11 und 20 h nur um ca. 10 % steigt geht die Intensität des in diesem 

Versuch verwendeten CTV fast vollständig verloren. Auch der BrdU Assay bestätigt 

dies, in dem eine Proliferation der Promastigoten in J774A.1 erst zwischen dem 4. 

und 6. Tag nachgewiesen wurde. Um die Daten weiter zu sichern und auch für die 

Biogel MF zu bestätigen, müsste der BrdU Assay mit beiden MF parallel durchge-

führt werden und zudem das BrdU bereits während der Koinkubation von Zellen und 

Promastigoten zugesetzt werden. Zudem wären weitere Zeitpunkte zwischen 18 h 
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und 4 d hilfreich, um den genauen Zeitpunkt des Beginns der intrazellulären Prolife-

ration zu bestimmen.  

Isoliert aus BMDC hingegen wurde zu Beginn eine relativ hohe CFSE Signalinten-

sität der PV beobachtet, die sprunghaft in den ersten 2,5 h abnahm und im weiteren 

zeitlichen Verlauf nahezu konstant blieb. Ursächlich könnte dies in noch adhärierten 

Promastigoten liegen die nicht effizient entfernt wurden und während der folgenden 

Inkubationszeit die Bindung an die Zelle verlieren ohne internalisiert zu werden. 

Diese Annahme wird unter anderem durch frühere histologische Beobachtungen 

gestützt das BMDC nur eine sehr geringe Suszeptibilität gegenüber einer Infektion 

mit Promastigoten aufweisen (Woelbing et al., 2006). Für die SP37A3 hingegen wird 

auch eine Aufnahme von Promastigoten beobachtet. Unterstützend zeigten die Er-

gebnisse der Calcein AM Färbung eine Reduzierung der lebenden Promastigoten 

in den PV, wobei das CTV Signal konstant blieb. Zusammengenommen impliziert 

dies, dass die von SP37A3 aufgenommenen Promastigoten nicht effizient transfor-

mieren, sondern abgetötet werden. Auslösend für die unterschiedliche Suszeptibili-

tät der BMDC und SP37A3 gegenüber einer Infektion mit Promastigoten könnte 

auch in ihrem Phänotyp liegen. GM-CSF abgeleitete BMDC können aufgrund von 

ontogenetischen, morphologischen und Genexpressionskriterien am ehesten den 

cDC zugeordnet werden. (Guilliams and Malissen, 2015; Helft et al., 2015) Die 

Hauptaufgabe der Phagozytose in cDC liegt in der Präsentation mikrobieller Anti-

gene gegenüber dem adaptiven Immunsystem, die limitierte Proteolyse liefert 

Epitope idealer Größe insbesondere im Kontext der MHC vermittelten Kreuzpräsen-

tation gegenüber CD8 zytotoxischen und CD4 T Zellen. (Mantegazza et al., 2008; 

Savina et al., 2006) Zudem zeichnen sich diese durch eine reduzierte phagozyti-

sche Aktivität und Antigeninternalisierung aus. Monozytäre DC (moDC) hingegen 

differenzieren aus MO, und werden in Folge einer Inflammation aus dem Blut rekru-

tiert, weisen ein vergleichsweise geringes migratorisches und T Zell stimulatori-

sches Potential auf, sind jedoch phagozytisch und proteolytisch aktiver als cDC 

(Tamoutounour et al., 2013). Die SP37A3 werden durch Langzeitkultivierung muri-

ner C57BL/6 Milzzellen unter Einfluss von Differenzierungsfaktoren gewonnen 

(Bros et al., 2007), daher sind übereinstimmende Reaktionen eher mit den moDC 

zu erwarten. Um diese Theorie unterstützend zu analysieren, sollte ein BrdU Assay 

zudem mit BMDC und SP37A3 durchgeführt werden. Zudem sollte die proteolyti-

sche Aktivität der beiden DC Modelle analysiert werden. Hierzu könnten die beiden 

Zelltypen mit IgG-beschichteten Beads, die mit dem fluorogenen Proteasesubstrat 
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DQ Green BSA derivatisiert sind, inkubiert werden, die Protease katalysierte Hyd-

rolyse im Phagosom hebt das Quenching des Fluoreszenzsignals des DQ Green 

BSA auf und lässt dadurch Rückschlüsse auf die proteolytische Kapazität zu. Um 

weiterhin zu bestätigen, dass die sprunghafte Abnahme in der CFSE Signalintensi-

tät von L. major in BMDC durch adhärierte Promastigote verursacht wird, wäre wei-

terhin eine Markierung der Zellmembran möglich. Diese bietet die Möglichkeit inter-

nalisierte Promastigote von anhaftenden zu diskriminieren.  

Für Amastigoten enthaltende PV aus BMDC und Biogel MF sank das CFSE eben-

falls über die Zeit. Eine sprunghafte Abnahme wurde auch hier in BMDC in den 

ersten 2,5 h beobachtet, wohingegen Biogel MF einen kontinuierlichen Verlauf auf-

wiesen. Ursächlich hierfür könnten ebenfalls anhaftende Amastigote sein, jedoch 

auch die intrazelluläre Mortifikation, die in BMDC stattfinden sollte, wäre eine mög-

liche Erklärung, da eine Infektion mit Amastigoten im Vergleich zu Promastigoten 

zeitlich deutlich gleichförmiger verläuft. Zudem ist die Aufnahme von Amastigoten 

in BMDC durch histologische in vitro Untersuchungen gesichert (Woelbing et al., 

2006) und eine leichte Abnahme der lebenden Leishmanien konnte auch durch die 

Calcein AM Färbung nachgewiesen werden. In diesem Ansatz zeigte sich jedoch in 

den SP37A3 auch eine langsame Abnahme des CTV Signals. Um eine Replikation 

der Amastigoten in der Zelllinie auszuschließen, sollte ebenfalls ein BrdU Assay 

durchgeführt werden, um diese Zelllinie als geeignetes Modellsystem zu bestätigen. 

Der langsame kontinuierliche Verlauf in Biogel MF hingegen spricht eher für eine 

zeitlich koordinierte Ausdünnung des CFSE und damit für die intrazelluläre Replika-

tion. Nachgewiesen durch die Calcein AM Färbung stieg in den J774A.1 auch der 

Anteil lebender Amastigote. Diese Anstieg war jedoch nicht proportional zur Aus-

dünnung des CFSE Signals. Die Daten des BrdU Assays legen nahe, dass nach 4 

d bereits ca. 60 % der Parasiten proliferiert haben, daher konnte nicht direkt ein 

Zusammenhang der Proliferation mit der Abnahme des Signals des Proliferations-

farbstoffes nachgewiesen werden.  

 

5.3. Zelluläre und Phagosomen lokalisierte Expression phago-
somaler Reifungsmarker 

Die durchgeführten Experimente konnten bestätigen, dass die SP37A3 einen unrei-

fen myeloiden DC Phänotyp aufweisen, und bieten daher die Möglichkeit, die Diver-

sität von BMDC zu umgehen. (Bros et al., 2007) 

In bislang unveröffentlichten Analysen wurden J774A.1 oder SP37A3 mit L. major 
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inkubiert und an DiffQuick-gefärbten Zytospins die Infektionsraten bestimmt. Die 

SP37A3 zeigten sich nach 18 h effizienter in der Internalisierung beider Lebensfor-

men im Vergleich zu BMDC, mit Frequenzen Amastigoten infizierter Zellen von ca. 

70 %, die damit in Übereinstimmung mit den Ergebnissen für J774A.1 und Biogel 

MF waren. BMDC hingegen zeigen zu diesem Zeitpunkt lediglich zu ca. 20 % eine 

Aufnahme von Amastigoten. Dennoch waren die SP37A3 auch suszeptibel für eine 

Infektion mit Promastigoten mit vergleichbaren Infektionsraten (ca. 60 %), ein Be-

fund der in BMDC nicht beobachtet werden kann. (Woelbing et al., 2006) Daher 

erschien die Verwendung von Amastigoten für die durchgeführten Analysen der 

phagosomalen Reifung in den Zelllinien bessere Rückschlüsse auf die physiologi-

schen Reaktionen von MF und DC zu ermöglichen. 

Um die phago(lyso)somalen Funktionen in Amastigoten enthaltenden PV besser zu 

verstehen, wurde die zeitlich koordinierte Rekrutierung und Lokalisierung von pha-

gosomalen Reifungsmarkern innerhalb der beiden Phagozyten Linien analysiert. 

Um zudem die Abhängigkeit der phagosomale Reifung vom internalisierten Partikel 

zu untersuchen, wurden die Reifungsmarker nach der Amastigoten Aufnahme mit 

der Internalisierung von Beads verglichen.  

Bezüglich der Abundanz von EEA1 und CD68 zeigten sich zellspezifische Unter-

schiede zwischen J774A.1 und SP37A3, basierend auf länger andauernden Prä-

senzen in SP37A3. Dieser war jedoch unabhängig sowohl von der Aufnahme der 

Zellen als auch vom internalisierten Partikel. EEA1 ist ein Effektormolekül, dass die 

Reifung in späte Phagosomen durch die Anhaftung an spezifische Proteine vermit-

telt (Huotari and Helenius, 2011), CD68 hingegen ist mit der lysosomalen Membran 

assoziiert und gehört zur Familie der Scavenger Rezeptoren. (Kurushima et al., 

2000) Trotz der Unterschiede in der Anwesenheit beider Marker scheint der Rei-

fungsprozess in SP37A3 nicht beeinflusst zu sein, da trotz der niedrigen Niveaus 

an EEA1 und CD68 letztlich in beiden Zelllinien die Marker für späte Endosomen 

und Lysosomen rekrutiert werden. Diese Ergebnisse legen damit nahe, dass die 

Funktionen von CD68 und EEA1 in SP37A3 durch andere Moleküle kompensiert 

werden und stehen analog zu den Referenzen, dass die an das endosomale Kom-

partiment angepassten Amastigoten keine LPG vermittelte Verzögerung der Rei-

fung des Phagosoms in MF auslösen. (Desjardins and Descoteaux, 1997)  

In SP37A3 waren zudem leichte zeitliche Unterschiede in den Niveaus der phago-

somalen Markern zwischen Amastigoten und Beads enthaltenden Zellen zu be-
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obachten. Für die untersuchten phagosomalen Marker zeigte sich eine längere Ver-

weildauer in Amastigoten infizierten Zellen. Dies legt eine Amastigoten induzierte 

Verzögerung der phagosomalen Reifung nahe. Diese steht in Einklang mit den Li-

teraturangaben zur teilweise beeinträchtigten Fusionsaktivität von Amastigoten ent-

haltenden PV mit Lysosomen in unreifen BMDC. (Körner et al., 2006) Es ist jedoch 

kritisch zu bewerten, dass im Falle der Infektion mit Amastigoten keine mit der In-

ternalisierung von Beads vergleichbare synchronisierte Infektion erzielt werden 

kann. Dadurch ist nicht vollständig gewährleistet, dass die Abundanzen der phago-

somalem Marker direkte Rückschlüsse auf die benötigte Zeitspanne der Reifung 

zulassen. Um diese Nachteile zu kompensieren, müssten für beide Zelllinien Unter-

suchungen durchgeführt werden zum direkten Vergleich der Geschwindigkeit der 

Internalisierung von Amastigoten und Beads. Durch den Einbezug einer solchen 

Geschwindigkeitskonstante in die Auswertung der Signalintensitäten der phagoso-

malen Reifungsmarker wäre eine Vergleichbarkeit zwischen den Partikeln sicher-

gestellt. 

Die weiterhin durchgeführte Analyse isolierter PV diente dem Nachweis der phago-

somalen Marker lokalisiert in der PV Membran. Die Präsenz dieser Marker in intak-

ten Zellen ermöglicht nur eine Aussage über den Einfluss der Parasiten auf die Pro-

teinexpression. Die Bestimmung in isolierten PV hingegen untersucht direkt die 

Rekrutierung in die das Pathogen umschließende Membran. Diese Herangehens-

weise zeigte grundsätzlich ein höheres Vorhandensein aller untersuchten Marker in 

den Amastigoten enthaltenden PV im Vergleich zu Beads, unabhängig von der Pha-

gozytenzelllinie. Dieser Umstand ist sicherlich zum einen Folge der unterschiedli-

chen Größe der internalisierten Partikel. Insbesondere Rab7 vermittelt direkt den 

Transport des phagosomalen Vesikels entlang des Mikrotubulinetzwerkes durch 

Bindung an Motorproteine (Bucci et al., 2000), daher liegt es nahe, das der effiziente 

Transport eines größeren Cargos die Bindung an verhältnismäßig mehr Motorpto-

teine benötigt. Zum anderen konnte die Entwicklung der Methode zur Isolation von 

Phagosomen deutlich nachweisen, dass die Integrität der phagosomalen Membran 

im Zuge der Lyse der Zellen in Amastigoten enthaltenden PV deutlich besser kon-

serviert ist. Daher ist davon auszugehen, dass der quantitative Unterschied zwi-

schen den Partikeln auf eine schlechtere Konservierung der Membran bei der Ge-

winnung Beads enthaltender PV zurückzuführen ist.  

Die in intakten, Amastigoten infizierten SP37A3 beobachtete längere Präsenz der 

phagosomalen Marker konnte in der lokalisierten Betrachtung nicht bestätigt wer-

den. In der PV Membran der SP37A3 war der zeitliche Verlauf des Auftretens aller 
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Marker vergleichbar zwischen Amastigoten und Beads. Möglicherweise induzieren 

Amastigote in SP37A3 die Proteinexpression, führen jedoch nicht zur Rekrutierung 

in die sie enthaltenden Organellen. Der direkte Vergleich Beads enthaltender PV 

zwischen den SP37A3 und den J774A.1 legte die länger andauernde und verstärkte 

Präsenz von Rab7 in J774A.1 nahe. Diese könnte zu der beobachteten vergleichs-

weise höheren proteolytischen Kapazität von MF beitragen, (Delamarre et al., 

2006) da Rab7 als Schlüsselregulator für den späten endolysosomalen Transport 

fungiert und die endosomale Migration durch verschiedene Protein-Protein-Interak-

tionskaskaden reguliert. Dieser Unterschied scheint jedoch keine Auswirkungen auf 

die Reifung der PV zu haben, die sich anschließenden Markerproteine des lysoso-

malen Stadiums zeigten keine Veränderung. Lokalisiert in der Membran um Amas-

tigote hingegen zeigte Rab7 einen vergleichbaren Verlauf zwischen J774A.1 und 

SP37A3. In L. amazonensis konnten Courret et al. in BMM nach LPS Stimulation 

EEA1 zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb eines 48 h Intervalls kaum EEA1 und 

Rab7 in Parasiten enthaltenden Kompartimenten nachweisen, ungeachtet des pa-

rasitären Stadiums das zur Infektion verwendet wurde (Courret et al., 2002). Hierbei 

ist jedoch zu berücksichtigen, dass in der vorliegenden Arbeit keine zeitlich syn-

chronisierte Infektion durchgeführt wurde und somit die betrachteten PV ein Mosaik 

verschiedener Reifungsstadien darstellen.  

Zusammenfassend scheint die PV Reifung durch internalisierte Amastigote trotz der 

Unterschiede in der in vivo beobachteten Antwort auf eine Infektion zwischen DC 

und MF zeitlich nicht unterschiedlich zu verlaufen. Grundsätzlich sind die gewählten 

experimentellen Zeitpunkte jedoch kritisch zu betrachten. Nach drei Stunden ist die 

Phagosomenbildung insbesondere bei der Aufnahme von Beads bereits beendet. 

Um die Unterschiede zwischen den Phagozyten und in Abhängigkeit des aufge-

nommenen Partikels besser zu adressieren, sollten frühere Zeitpunkte gewählt wer-

den. Für die Rekrutierungskinetik von EEA1 würden sehr frühe Zeitpunkte (5-15 

min) und für Rab7 und LAMP2 spätere Zeitpunkten (15-30 min) gesichertere Rück-

schlüsse zulassen.  

Zudem ermöglicht die Bestimmung der Assoziation der untersuchten Proteine in der 

komplexen Organelle des Phagosoms keine Hinweise auf die funktionellen Eigen-

schaften in Bezug auf die antimikrobielle Kapazität und Antigenprozessierung, die 

das Verständnis von DC- und Makrophagenfunktionen während der Infektion auf-

klären könnten.  
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5.4. Massenspektrometrische Analyse des Proteoms isolierter 
Phagosomen 

Die Bildung von abgegrenzten membranösen Kompartimenten, den Phagosomen, 

zum Einschluss von Pathogenen initiiert die angeborenen Immunantwort und führt 

zur Prozessierung und Präsentation von pathogenen Antigenen für das adaptive 

Kompartiment. Intrazellulär ist dieser Prozess durch Rekrutierung einer Vielzahl von 

regulatorischen Proteinen und kontinuierliche Modifikation von Membranlipiden ge-

kennzeichnet, die letztlich das abbauende antimikrobielle Phagolysosom entstehen 

lassen. (Desjardins et al., 1994; Fairn and Grinstein, 2012; Lim et al., 2017) Wech-

selwirkungen und Störungen dieses Abwehrmechanismus konnten für zahlreiche 

intrazelluläre Pathogene nachgewiesen werden. In jüngster Zeit wurden zahlreiche 

Anstrengungen unternommen, um Erreger und deren intrazelluläre Kompartimente 

zu isolieren, anzureichern und ihre Zusammensetzung zu analysieren. Entspre-

chend beschäftigt im Vergleich zu eukaryotischen Parasiten die Mehrheit dieser 

Studien mit Proteom von bakteriellen Vakuolen. Die am intensivsten untersuchten 

intrazellulären Nischen sind assoziiert mit Legionellen, Mykobakterien, Salmonellen 

und Chlamydien. (Herweg et al., 2015; Hoffmann et al., 2012; Hoffmann et al., 2018; 

Li et al., 2010; Singh et al., 2018; Urwyler et al., 2010) Eine große Herausforderung 

dieser Analyse von Pathogen-Wirt-Interaktion ist das begrenzte Material, darüber 

hinaus sind die bakteriellen Proteine mengenmäßig den Wirtsproteinen deutlich un-

terlegen, welche zudem nicht zwingend am Infektionsprozess beteiligt sind. 

(Herweg et al., 2015) Die Schwierigkeit besteht daher darin, (Hartlova et al., 2011) 

mit potenziell sehr asymmetrischen Verhältnissen in den Proteinabundanz entwe-

der die Wirtsproteine oder pathogenen Virulenzfaktoren einzeln oder gleichzeitig zu 

erfassen. (Schmidt and Volker, 2011) Diese Probleme können nur mit Methoden 

gelöst werden, die sensitiv und dynamisch sind. (Semini and Aebischer, 2017) Mas-

senspektrometrische Analysen der Gesamtheit phagosomaler Proteine in Bead hal-

tigen PV haben die Eignung dieser Methode belegt (Li et al., 2010; Rogers and 

Foster, 2008) und die Identifizierung neuer Komponenten in MF und DC ermöglicht. 

(Duclos et al., 2011) 

Bisherige proteomische Analysen von Leishmania konzentrieren sich auf die Ver-

änderungen parasitärer Proteine. Vergleichende Untersuchungen zwischen Thera-

pie resistenten und suszeptiblen Subspezies (Biyani et al., 2011), zum in vitro Ein-

fluss toxischer ROS und RNS (Dea-Ayuela et al., 2009; Sardar et al., 2013) und das 

zwischen den beiden Lebensformen veränderte Proteom und Transkriptom wurden 
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bereits vielfach adressiert. (Brotherton et al., 2010; McNicoll et al., 2006; Paape et 

al., 2010; Tsigankov et al., 2013) Auch neue Ansätze der Regulation in Antwort auf 

das intrazelluläre Habitat in ruhenden und IFNg stimulierten MF sind auf die Identi-

fikation Leishmania spezifischer Proteine limitiert. (Lamour et al., 2012) Die durch 

Leishmania induzierten Veränderungen der Wirtszelle und im speziellen die Zusam-

mensetzung der PV sind bisher jedoch wenig untersucht. Die verschiedenen Isola-

tionsprotokolle für bakteriell infizierte Zellen implizieren jedoch, dass die Separation 

auch für L. major möglich ist. Besondere Herausforderungen hierbei sind zum einen 

die asynchrone Infektion und zum anderen das daraus resultierende Mosaik unter-

schiedlichster Reifungsgrade der PV. Grundsätzlich haben sich für die Isolation von 

PV drei verschiedene Ansätze, und Kombinationen aus diesen, durchgesetzt: die 

Affinitätsaufreinigung mittels spezifischer Antikörper zum Teil gekoppelt an magne-

tische Beads, die subzelluläre Fraktionierung durch Dichtegradientenzentrifugation 

und die Fluoreszenz aktivierte durchflusszytometrische Separation. (Herweg et al., 

2015) Die Verwendung spezifischer Antikörper gegen Wirtszellmarker assoziiert mit 

der PV Membran, beispielsweise dem ER lokalisierten Calnexin, isoliert zuverlässig 

endosomale Kompartimente. Hierbei ist jedoch eine Diskriminierung zwischen Pa-

thogen enthaltenden und frühen endosomalen Vesikeln nicht möglich. Zudem 

wurde für Leishmania im speziellen gezeigt, dass im Zuge der Maturation der PV 

und der Transformation in Amastigote Calnexin von der Membran delokalisiert und 

somit nur Promastigoten enthaltende PV gewonnen werden können. (Kima and 

Dunn, 2005) Sukrosegradienten Zentrifugation hingegen trennen die Bestandteile 

von Zelllysaten abhängig von der Dichte. Hierin zeigen sich bereits die Nachteile 

dieser Methode, prinzipiell werden nicht nur Pathogene enthaltende PV angerei-

chert, sondern gleichzeitig kommt es zur Akkumulation von Organellen mit einer 

ähnlichen Dichte, beispielsweise Mitochondrien. (Li et al., 2010) Die in dieser Arbeit 

entwickelte Methode auf Basis des Flusssortierers sollte die Nachteile der genann-

ten Ansätze kompensieren.  

Zunächst ermöglichte die Fluorenzenz basierte Markierung von Leishmania die Dis-

kriminierung zwischen PV und endosomalen Vesikeln und reduzierte die Verunrei-

nigung mit Organellen der Wirtszellen. Der letztlich verwendete Membranfarbstoff 

bietet im Gegensatz zu den zunächst verwendeten Proliferationsfarbstoffen einer-

seits den Vorteil der verbesserten Wiederfindung von Leishmania in den PV. Zudem 

findet durch diesen keine Selektion bezüglich der Replikationskompetenz von L. 

major in den PV statt. Durch Transformation und Replikation bedingte Ausdünnung 
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des Proliferationsfarbstoffes würde durch die anschließende Sortierung zu einer An-

reicherung früher Reifungsstadien und PV mit bereits toten Leishmanien führen. 

Dennoch müsste zur Kontrolle der Interferenzen des Farbstoffes mit dem Amasti-

goten Proteom in den MS Analysen in weiteren Analysen ein Vergleich mit unge-

färbten Amastigoten durchgeführt werden. 

Selbiges gilt auch für den zur Markierung der Membran der Zelllinien verwendeten 

Farbstoff. Neben der Optimierung der technischen Bedingungen für den Sortierme-

chanismus ermöglichte diese Markierung der Phagozytenmembran die Unterschei-

dung zwischen adhärierten Amastigoten und in PV lokalisierten. Dadurch könnte 

die indirekte Markierung der PV Membran weiterhin in der massenspektrometri-

schen Analyse eine Aussage über die absolute Quantität der detektierten Amasti-

goten spezifischen Proteine zulassen. Bezüglich der Amastigoten enthaltenen PV 

konnte durch diese Markierung eine deutliche Anreicherung dieser im Lysat erreicht 

werden, für Beads nach der intrazellulären Phase war jedoch nur eine geringe Ver-

besserung zu beobachten. Dies könnte in der fehlenden Interaktion und der daraus 

resultierenden Bindung der PV Membran an die Beads begründet sein. Dennoch 

wäre es auch möglich das Proteom Amastigoten enthaltender PV mit Literaturdaten 

zu vergleichen. Hierbei sollte beachtet werden, dass die Internalisierung von Beads 

synchronisiert abläuft und daher die isolierten PV bei der gewählten Koinkubations-

zeit von 18 h sich allesamt im lysosomalen Stadium befinden, hingegen die Amas-

tigoten PV eher ein Mosaik verschiedener Reifungsstadien sind und daher die di-

rekte Vergleichbarkeit nicht gewährleistet werden kann.  

Weiterhin sollte bezüglich der Koinkubationszeit eine Verlängerung bzw. die Isola-

tion zu verschiedenen Zeitpunkten in Erwägung gezogen werden. Die Analyse des 

BrdU vermittelten Hoechst Quenchings konnte 4 d nach erstem Kontakt eine effizi-

ente Replikation von Amastigoten in J774A.1 nachweisen. Ein zusätzlicher Zeit-

punkt für die Isolation könnte daher zwischen frühen Manipulationen und Bedingun-

gen in der PV unterscheiden die für die Replikation nötig sind.  

Die eingeführte Fixierung der infizierten Zellen weiterhin steigerte nicht nur die Aus-

beute intakter PV durch Stabilisation zellulärer Strukturen, sondern verhindert auch 

Zellstress und Temperatur bedingte Veränderungen. Im Verlauf der Präparation und 

besonders während der Lyse mit dem GentleMACS System konnte keine kontinu-

ierliche Kühlung der Probe aufrecht gehalten werden und es kam zu einer deutli-

chen Erhöhung der Temperatur. Eine Hitzeschockantwort verursacht massive Um-

bauprozesse in der Wirtszelle und zudem kann ohne Kühlung eine weitere Matura-

tion der PV stattfinden (Donati et al., 1991). Das verwendete PFA als Fixativ ist 



Diskussion 

 

91 

durch seine chemische Wirkung in der Quervernetzung von Membranproteinen in 

der Lage die dazwischenliegende Membran zu stabilisieren und hat nur einen ge-

ringeren Einfluss auf die Proteinstruktur. Massenspektrometrische Analysen konn-

ten die Wiederfindung von Proteine intakter Zellen unabhängig von der Fixierung 

nachweisen.  

Für die Integrität der PV und insbesondere der phagosomalen Membran ist die Lyse 

der infizierten Zellen ein kritischer Schritt. Einerseits könnten die PV bei zu intensi-

ver Lyse durch die entstehenden Kräfte geschädigt werden, andererseits reduziert 

eine ineffiziente Lyse die maximal erreichbare Ausbeute. Die Wahl des Gentle-

MACS Systems zeigte nicht nur die höchste Konservierung der phagosomalen 

Membran, das halbautomatisierte Verfahren stellte zudem eine Standardisierung 

des Isolationsprotokolls dar. Die Verwendung dieses Systems in der Bestimmung 

der Parasitenlasten in Ohr und Milz gewährleistet weiterhin, dass diese Behandlung 

keine Auswirkungen auf die Vitalität der Amastigoten hat.  

Die sich anschließenden Zentrifugationsschritte des Zellysats und der Abbau der 

zellulären Nukleinsäuren verursachten die Anreicherung und Vereinzelung der PV. 

Da der Transport phagosomaler Vesikel entlang des Aktinskeletts erfolgt, wäre auch 

eine Behandlung des Lysat mit Cytochalasin D möglich. Dieses Mycotoxin ist ein 

potenter Inhibitor der Aktinpolymeration und kann diese Mikrofilamente auch ab-

bauen. (May et al., 1998) Abhängig von der zugrundeliegenden Fragestellung 

könnte der Einsatz zudem die Trennung von Membran und mit den Aktinfilamenten 

assoziierten Proteinen für eine selektive Analyse ermöglichen.  

Letztlich die Separation der PV im Flusssortierer konnte durch den zweiten Para-

meter der markierten Zellmembran der Phagozyten optimiert werden. Grundsätzlich 

konnten Analysen anderer Gruppen eine Ruptur der PV zeigen. Entstehende Scher-

kräfte bei der Bildung der für die Separation nötigen Tropfen im Flusssortierer sind 

hauptsächlich verantwortlich für die Zerstörung der Membranintegrität. In Folge wer-

den die Bestandteile des phagosomalen Lumens und Teile der Membran in die Lö-

sung entlassen. Diese Annahme wurde durch die Ergebnisse von Semini et al. be-

stätigt. (Semini and Aebischer, 2017)  Zudem könnte die Separation im Flusssortie-

rer auch eine Ruptur der Amastigoten zu bewirken. Die Ergebnisse der zweiten 

massenspektrometrischen Analyse konnten lediglich 158 des über 8000 Proteine 

umfassenden Proteoms von L. major identifizieren, auch der Mengenanteil Amasti-

goten spezifischer Proteine unterstützt diese Annahme. In den beiden verwendeten 

Zelllinien konnten lediglich 3,4 bzw. 5,6 % der Proteine Amastigoten zugeordnet 



Diskussion 

 

92 

werden. Bisher veröffentlichte proteomische Studien wurden entweder mit L. dono-

vani oder L. infantum durchgeführt, wahrscheinlich aufgrund der medizinischen Be-

deutung der resultierenden viszeralen Formen. (Veras and Bezerra de Menezes, 

2016) Studien dieser axenischen Amastigoten in der die zweidimensionale Gel-

elektrophorese als Proteintrennmethode vor der Massenspektrometrie eingesetzt 

wurde, konnten ~2000 Proteinspots nachweisen. (Bente et al., 2003; El Fakhry et 

al., 2002) Die in dieser Arbeit ermittelte Anzahl parasitärer Proteine betrug damit 

weniger als 10 % dieser Werte. Zudem ist das Verhältnis der detektierten Proteine 

deutlich zugunsten der Phagozyten verschoben, obgleich die parasitären Proteine 

theoretisch den höheren Anteil der Isolate aus machen müssten. Die ermittelte An-

zahl muriner Proteine und insbesondere deren zelluläre Lokalisation spricht weiter-

hin für die Anreicherung unerwünschter Kontaminationen im Zuge der Isolation. Ins-

besondere wurde eine deutliche Anreichung nukleärer und Chromosomen assozi-

ierter Proteine offensichtlich. Theoretisch ist aufgrund der komplexen Wechselwir-

kung von Phagosomen mit anderen Organellen im Zytoplasma ist eine Isolation von 

Phagosomen nie ideal, da die vollständige Separation von anderen Organellen nicht 

erreicht werden kann, laut Rogers et al. (Rogers and Foster, 2007) Da die meisten, 

wenn nicht sogar alle Proteine, außer den pathogenen aus der Plasmamembran, 

anderen endozytischen Organellen und wahrscheinlich auch dem ER stammen, ist 

es schwierig, Phagosomenproteine von denen in verunreinigenden Organellen, Zy-

toskeletten und anderen Membranfragmenten zu unterscheiden.(Li, 2011; Li et al., 

2010) 

Im entwickelten Protokoll schließt sich an den Sortierprozess ein Zentrifugations-

schritt an, dadurch ist davon auszugehen, dass bei angenommener Ruptur insbe-

sondere die Proteine des phagosomalen Lumens aus der Analyse ausgeschlossen 

werden. Grundsätzlich könnte diese mögliche Zerstörung der PV jedoch auch zur 

weiteren physikalischen Separation genutzt werden. Andere Arbeiten haben ge-

zeigt, dass bei zusätzlicher langsamer Zentrifugation eine Anreicherung von Amas-

tigoten in der Suspension erreicht werden konnte. (Paape et al., 2010; Paape et al., 

2008) Durch Proteinpräzipitation und differentielle Zentrifugation der resultierenden 

Überstände könnte zudem eine weitere Differenzierung in die Proteine des Lumen 

und Membranproteine erfolgen. (Semini and Aebischer, 2017)  

Die sich anschließende Gel freie Flüssigchromatographie Massenspektrometrie –

Kopplung stellt ebenfalls besondere Anforderungen an die Aufarbeitung der Proben. 

Trotz der durch die LC verbesserte Sensitivität müssen detektierbare Proteine in 
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einer Konzentration zwischen 10 und 20 Femtomol und damit einer ungefähren An-

zahl von 1010 Kopien vorliegen. Bedingt durch die subzelluläre Lokalisation wäre 

jedoch der Nachweis von Proteinen nötig die nur in ca. 100 Kopien im Phagosom 

vorliegen, da diese bereits funktionell aktiv sein können. Rechnerisch ergibt sich 

damit eine Anzahl an PV nach der Sortierung von 108 bis 109. (Semini and 

Aebischer, 2017) Diese hohe Zahl wurde auch durch die Beobachtung gestützt, das 

eine Immunmarkierung der charakteristischen phagosomalen Marker Lamp2 und 

EEA1 lediglich durch Verwendung von FITC gekoppelten Sekundärantikörpern 

möglich war. Unter Berücksichtigung des Anteils Amastigoten enthaltender PV im 

Lysat (ca. 60%) und der durchschnittlichen Flussgeschwindigkeit der Sortierung be-

deutet dies Laufzeiten des Gerätes von bis zu 50 Stunden zur Gewinnung einer 

Probe. Aktuell ist dies besonders unter Berücksichtigung der vier unterschiedlichen 

Ansätze der beiden verschiedenen Phagozytenzelllinien jeweils mit Amastigoten 

und Beads limitierend für die Analyse der Gesamtheit des L. major Proteom und der 

PV Membran. (Semini and Aebischer, 2017) 

Zusammengenommen konnte der Vergleich der beiden massenspektrometrischen 

Analysen eine deutliche Steigerung der prozentualen Ausbeute isolierter PV durch 

die Optimierungen bezüglich des Fluoreszenzfarbstoffes, der Lysemethode und 

dem Einsatz des Fixativs nachweisen. Weitere Analysen unter Verwendung der 

Membranfärbungen von Amastigoten und Zellen müssten nachweisen, ob diese 

Maßnahmen den Ertrag zusätzlich erhöhen können und ob die entwickelte Methode 

reproduzierbare Ergebnisse liefert. 
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6. Material 
6.1. Tiere 
C57BL/6 Mäuse Janvier Labs, Saint-Berthevin 

BALB/c Mäuse Cedex, Frankreich 

LysM-cre Mäuse, LsyM-cre/DTR Mäuse Ari Waisman 

 Institut für Molekulare Medizin Mainz 

 Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität 

 Mainz 

iDTR Björn E. Clausen 

 Institut für Molekulare Medizin Mainz 

 Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität 

 Mainz 

 

6.2. Parasiten 
Leishmania major (MHOM/IL/80/Friedlin)  

Leishmania major RFP+ (Friedlin V1-RFP) David L. Sacks 

 National Institute of Allergy & Infectious Disease 

 National Institute of Health 

 USA 

6.3. Latex Beads 
Biotin Microspheres 2,0 µm Durchmesser Polyscience, Warrington, USA 

6.4. Zelllinien 
SP37A3  Merck, Darmstadt 

X63 Klon  Brigitta Stockinger, 

 Division of Molecular Immunology 

 MRC National Institute for Molecular Research 

 London 

J774A.1 Astrid Schmieder 

 Medizinische Fakultät Mannheim der Universität Heidelberg 

 Klinik für Dermatologie 

 Venerologie und Allergologie 

 Mannheim 
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6.5. Antikörper 
6.5.1. Primärantikörper 
Anti-Maus CD11b PE-Cy7, Klon M1/70 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD11c APC, Klon N418 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD11c FITC und PE, Klon HL3 BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD16/CD32 (Fc-Rezeptor III/II), Klon 2.4G2 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD19 FITC, Klon eBio1DB eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD3e eFluor450, Klon 145-2C11 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD3e FITC, Klon 145-2C11  BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD3e PE, Klon eBio500A2  eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD4 APC-Cy7, Klon GK1.5  BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD4 APC, Klon GK1.5 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD4 FITC, Klon L3T4 GK1.5  BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD40 FITC, Klon HM40-3 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD54 FITC, Klon 3E2 BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD68 AF488, Klon FA-11 Biolegend, San Diego 

Anti-Maus CD80 FITC, Klon 16-10A1 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD86 FITC, Klon B7-2 (GL1)  BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD8a APC, Klon 53-6.7  eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD8a PE-Cy7, Klon 53-6.7  eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus CD8a PerCp-Cy5.5, Klon 53-6.7  eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus EEA1 FITC, Klon 3C10 MBL, Woburn 

Anti-Maus F4/80 FITC, Klon BM8 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus F4/80 PerCP-Cy5.5, Klon BM8 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus gdTCR PE, Klon eBioGL3 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus Lamp2 FITC, Klon ABL-93 BD Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus Ly6C PE, Klon HK1.4 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus Ly6G APC-Cy7, Klon RB6-8C5 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus MHC II efFlour450, Klon M5/114.15.2 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus NK1.1 APC, Klon PK136 eBioscience, Frankfurt 

Anti-Maus Rab7 FITC, polyclonal Biorbyt, San Francisco 

 

6.5.2. Sekundärantikörper 
F(ab’)2 Anti-Kaninchen IgG, FITC  Biorbyt, San Francisco 

Ratte Anti-Maus IgG2a Heavy Chain, FITC  MBL, Woburn 
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Ziege Anti-Ratte Ig, FITC BD Pharmingen, Heidelberg 

 

6.5.3. Isotypen 
Armenischer Hamster IgG APC, Klon eBio299AM eBioscience, Frankfurt 

Armenischer Hamster IgG PE, polyclonal eBioscience, Frankfurt 

Armenischer Hamster IgG1 FITC, Klon HTK888  BD Pharmingen, Heidelberg 

Ratte IgG1 APC, Klon eBRG eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG1 PE, Klon eBRG1  eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2a APC, Klon eBR2a eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2a FITC, Klon eBR2a eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2a PE-Cy7, Klon eBR2a  eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2a PerCp-Cy5.5, Klon eBR2a  eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2b APC-Cy7, Klon RTK4530  BD Pharmingen, Heidelberg 

Ratte IgG2b APC, Klon eB149/10H5  eBioscience, Frankfurt 

Ratte IgG2b eFluor 450, Klon M5/114.15.2 Biolegend, San Diego 

Ratte IgG2b FITC, Klon RTK4530  BD Pharmingen, Heidelberg 

Ratte IgG2b PE, Klon RTK4530 BD Pharmingen, Heidelberg 

Syrischer Hamster IgG APC, Klon eBio299 eBioscience, Frankfurt 

Syrischer Hamster IgG eFluor 450 eBioscience, Frankfurt 

 

6.6. Verwendete Kits 
LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit  Invitrogen, Karlsruhe 

Fixation/Permeabilization Set eBioscience, Frankfurt 

 

6.7. Puffer und Verbrauchslösungen 
Bindungspuffer Beads 1% (w/v) biotinfreies BSA 

 in PBS 

Calcein AM  100mM 

 in DMSO 

FACS Puffer 2% (v/v) FCS 

 0,01% (v/v) Natriumazid 10%ig 

 in PBS 

 pH 7,3 
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Ficoll-Lösung, 20%ig 20% (w/v) Ficoll 

 in Aqua dest. 

Ficoll-Lösung, 10%ig 20%iges Ficoll in DMEM im Verhältnis 1:1 

HEPES 1 M HEPES 

 pH 7,4 

 in sterilem PBS 

Kollagenase-Medium 100 U/ml / 100 µg/ml Penicilin / Streptomycin 

 0,1% (w/v) Kollagenase A 

 in DMEM 

Liberase-Medium 500 U/ml / 500 µg/ml Penicilin / Streptomycin 

 0,4 mg Liberase / ml 

 in RPMI-1640 

Leishmania-Medium 70% (v/v) Medium-199 (1x) 

 20% (v/v) FCS 

 4% (v/v) 1 M HEPES 

 2,8% (v/v) M199 (10x) 

 1% (v/v) 10 mM Adenin 

 100 U/ml / 100 µg/ml Penicilin / Streptomycin 

 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin 

 0,2% (v/v) Hemin, 0,25%ig 

MΦ -Medium DMEM 

 1% Penicillin/Streptomycin 

 10% FCS 

Paraformaldehyd (PFA), 2%ig 4% (w/v) Paraformaldehyd, pH 7,2 

 1:1 in sterilem PBS 

Permeabilisierungspuffer (1x) Permeabilisierungspuffer (10X) 

 In Aqua dest. 

PBS/Glukose/EDTA-Puffer 0,2% (w/v) Glukose 

 2 mM EDTA 

 in sterilem PBS 

 pH 6,5 

PBS (10x) 1,38 M NaCl 

 0,1 M NaH2PO4 

PBS (1x; Gebrauchslösung) 10x PBS in Aqua bidest. Im Verhältnis 1:10 

 pH 7,3 

 autoklaviert 
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RPMI complete-Medium (RPMIc) 5% (v/v) FCS 

 100 U/ml / 100 µg/ml Penicilin / Streptomycin 

 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin 

 1% (v/v) 1 M HEPES 

 1% (v/v) nicht-essentielle Aminosäuren 

 0,1% (v/v) 50 mM β-Mercaptoethanol 

 in RPMI-1640  

Schneiders Medium 10% (v/v) FCS 

 2% (v/v) Urin (human) 

 2% (v/v) 200 mM L-Glutamin 

 100 U/ml / 100 µg/ml Penicilin / Streptomycin  

 0,5% (v/v) 1 M HEPES 

 in Schneiders Drosophila Medium 

 

6.8. Reagenzien und Chemikalien 
ACK-Lyse Puffer BioWhittaker/Cambrex BioScience, Verviers, Belgien 

Adenin (10mM) Carl Roth, Karlsruhe 

Annexin V Alexa Fluor 488 Konjugat Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Aqua dest. Braun, Melsungen 

Benzonase Nuclease, > 90% Merck, Darmstadt 

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

BrdU Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Calcein AM Invitrogen, Karlsruhe 

CellTraceTM Violet Cell Proliferation Kit Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

CFDA SE Cell Tracer Kit (CFSE) Invitrogen, Karlsruhe 

Collagenase A Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

D-(+)Glucose Carl Roth, Karlsruhe 

Diff-Quick Stain Kit Dade Behring, Düdingen, Schweiz 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

DMEM Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

DiD PromoCell, Heidelberg 

Diphtherie Toxin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ethanol 70%ig (v/v), vergällt Carl Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

FACS Clean Solution BD Pharmingen, Heidelberg 



Material 

 

99 

FACS Flow Sheath Fluid BD Pharmingen, Heidelberg 

FACS Rinse Solution BD Pharmingen, Heidelberg 

Ficoll PM 400 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Fixable Viability Stain 510 BD Pharmingen, Heidelberg 

Fixierungspuffer (für intrazelluläres FACS) eBioscience, Frankfurt 

FixPerm-Kit eBioscience, Frankfurt 

Fluoromount G, with DAPI eBioscience, Frankfurt 

Forene (Isofluran) Abbott, Wiesbaden 

Fötales Kälber Serum (FCS Gold Charg. A15110-0254) 

 GE Healthcare Life Sciences, München 

Geneticin (G-418) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Glukose (D-(+)-Glukose), p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

Green-fluorescent Cytoplasmic Membrane Staining Kit Promocell, Heidelberg 

Helipur H plus N B. Braun, Melsungen 

Hemin (Chlorid) 98% Carl Roth, Karlsruhe 

Hemin, bovine 90% Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

HEPES, Pufferan, ≥99,5% Carl Roth, Karlsruhe 

Hoechst 33342 (10mg/ml) Promocell, Heidelberg 

ic-Fixierungspuffer eBioscience, Frankfurt 

Immersionsöl  VWR International GmbH, Darmstadt 

Kompensationsbeads OneComp eBeads eBioscience, Frankfurt 

L-Glutamin, 200 mM Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Liberase TL Roche Diagnostics, Mannheim 

Lipopolysaccharid (Endkonz. 100 ng/mL) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Liposomen Clodronate Liposomes, Harlem 

Live/Dead Fixable Yellow Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

M199 Medium (10x) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe  

M199 Medium (1x) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid (MgCl2), Lösung, 50 mM    Invitrogen, Karlsruhe 

Natriumazid (NaN3) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumcarbonat; (Na2CO3) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt  

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4 + H2O) Carl Roth, Karlsruhe 

Neuro DiO PromoCell, Heidelberg 

Nicht-essentielle Aminosäuren Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
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Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

Penicillin (10000 U/ml) / Streptomycin (10000 µg/ml) Gibco BRL, Karlsruhe 

Permeabilisierungspuffer 10x eBioscience, Frankfurt 

Phosphorsäure, 85% Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

ProliDye eFluor670 eBioscience, Frankfurt 

Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Rekombinantes humanes M-CSF (rh M-CSF; 50 ng/ml) R&D Systems, Wiesbaden 

rekombinantes murines GM-CSF (10 ng/μL in PBS) PeproTech, Offenbach 

rekombinantes murines IL-4 (10 ng/μL in PBS) PeproTech, Offenbach 

Roti-Block 10x Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 Lonza, Basel, Schweiz 

RPMI 1640 mit 2g/l NaHCO3, ohne L-Glutamin Biochrom, Berlin 

Salzsäure (HCl)  Merck, Darmstadt 

Schneiders Drosophila Medium BioWhittaker/Cambrex Bioscience 

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Streptavidin APC, 0,2mg/ml eBioscience, Frankfurt 

Streptavidin eFluor 450, 0,2mg/ml eBioscience, Frankfurt 

Streptavidin PE, 0,5mg/ml BD Pharmingen, Heidelberg 

Triethanolamin (TEA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Tris-Acetat        AppliChem, Darmstadt 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Pufferan    Carl Roth, Karlsruhe 

Trypan blau Lösung (0,4%) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan Monolaurate) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

α-D(+)-Glukose Monohydrat Carl Roth, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol, 50 mM  Carl Roth, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol, 99% p.a.      Carl Roth, Karlsruhe  

 

6.9. Geräte 
CO2-Inkubator Memmert, Schwabach 

CO2-Inkubator Heraeus, Kendro Laboratories, Langenselbold 

Durchflusszytometer LSR II BD Pharmingen, Heidelberg 

Eppendorf Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Flusssortierer FACSARIA II BD Pharmingen, Heidelberg 

Handdispenser, Handy Step VWR/Merck, Darmstadt 

Magnetrührer IKA RCT classic VWR/Merck, Darmstadt 

Mehrkanalpipette, Biohit, 30-300 µL Sartorius, Göttingen 
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Mehrkanalpipette, Biohit, 5-100 µL Sartorius, Göttingen 

Microplate Reader ELx808 BioTEK Instruments, Bad Friedrichshall 

Mikroskop Dialux Leitz, Wetzlar 

Mikroskop Diavert Leitz, Wetzlar 

Neubauerzählkammer VWR/Merck, Darmstadt 

Pellet-Pestle Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

pH211 Mikroprozessor-Meter Hanna Instruments, Kehl am Rhein 

Pipetierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Reagenzglasschüttler Reax Top Heidolph Instruments, Schweiz 

Schieblehre, digital, 150 mm Rheinwerkzeuge, Mainz 

Sterilbank HeraSafe Thermo, Kendro Laboratories, Langenselbold 

Varioklav, Dampfsterilisator H+P Labortechnik, Oberschleißheim 

Waage MC1 Analytic AC 210S Sartorius, Göttingen 

Waage MC1 LC2200P Sartorius, Göttingen 

Wasserbad TW2 Julabo, Seelbach 

Zentrifuge Fresco 17, Heraeus Thermo, Kendro Laboratories, Langenselbold 

Zentrifuge Multifuge 3 L-R, Heraeus Thermo, Kendro Laboratories, Langenselbold 

Zytospinzentrifuge Cellspin II Tharma, Waldsolms 

 

6.10. Verbrauchsmaterialien 
Bottle-Top Filter, 0,2 µm Biochrome, Berlin 

Dispenser Tips, 0,5 mL VWR/Merck, Darmstadt 

Dispenser Tips, 12,5 mL VWR/Merck, Darmstadt 

Dispenser Tips, 25 mL VWR/Merck, Darmstadt 

Finntips 300, 5-300 µL Thermo Lab, VWR Darmstadt 

Handschuhe, Sempermed S Apotheke, Universitätsmedizin 

Kryoröhrchen, 1,8 mL Sarstedt, Nürnbrecht 

Leukosilk Gewebepflaster Apotheke, Universitätsmedizin 

MaxiSorp, Nunc-Immuno Platten, 96-well Nunc, Brand, Wertheim 

Microlance 3, Kanüle, 23G 1 1/4 - Nr. 4 BD Pharmingen, Heidelberg 

Microlance 3, Kanüle, 26G 1/2 BD Pharmingen, Heidelberg 

Parafilm M Laboratory Film Pechiney Plastic, Chicago, (USA) 

Petrischalen groß Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Petrischalen klein Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Pipettenspitzen D200, Diamond, 2-200 µL Gilson, Villiers de Bel, Frankreich 

Pipettenspitzen, 0,1-10 µL Carl Roth, Karlsruhe 
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Pipettenspitzen, 10-200 µL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Pipettenspitzen, 200-1000 µL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Polystyrene Reaktionsgefäße, Rundboden, 5 mL BD Pharmingen, Heidelberg 

Reaktionsgefäße, 0,5 mL Sarstedt, Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße, 1,5 mL Sarstedt, Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße, 2,0 mL Sarstedt, Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße, Protein low-bind tubes, 1,5 mL Eppendorf, Hamburg 

Serologische Pipette, 10 mL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Serologische Pipette, 25 mL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Skalpell B. Braun, Melsungen 

Spritze Discardit II, 5 mL BD Pharmingen, Heidelberg 

Spritze Discardit II, 10 mL BD Pharmingen, Heidelberg 

Spritze Discardit II, 20 mL BD Pharmingen, Heidelberg 

Spritze Injekt, 2 mL B. Braun, Melsungen 

Spritze Injekt-F Tuberkulin, 0,01-1 mL B. Braun, Melsungen 

Spritze Omnican F 30G, 0,01-1 mL B. Braun, Melsungen 

Ständer für Reaktionsgefäße VWR/Merck, Darmstadt 

Zellkulturflaschen plus Filter, 75 cm2  Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen ohne Filter, 25 cm2 Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen mit Filter, 25 cm2 Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte, 24-well, Flachboden Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte, 6-well, Flachboden Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte, 96-well, Flachboden Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte, 96-well, Rundboden BD Pharmingen, Heidelberg 

Zellkulturplatte, 96-well, Rundboden Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zellsiebe, 70 µm Filter BD Pharmingen, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen, 15 mL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 

Zentrifugenröhrchen, 50 mL Greiner, Bio-One, Frickenhausen 
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7. Experimentelle Methoden 
7.1. Allgemeine Versuchsbedingungen und Techniken 
Sofern nicht anders erwähnt, wurden alle Versuche unter sterilen Bedingungen 

durchgeführt. Die angesetzten Puffer und Medien wurden mit Hilfe von Filtern, mit 

einer Porengröße 0,2 μm sterilfiltriert, und bei 4 °C gelagert. Die Zentrifugation von 

Zellen erfolgte grundsätzlich bei 200 g für 8 min mit einer Temperatur von 4 °C. Für 

L. major beider Lebensformen wurde hingegen eine Geschwindigkeit von 3.000 g 

verwendet. 

 

7.1.1. Bestimmung der Lebendzellzahl 
Unter Verwendung einer Neubauerzählkammer (100 μm Tiefe und 0,0025 mm2 Flä-

che pro Kleinstquadrat) wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Hierfür wurde das Zell-

pelett im gewünschten Volumen aufgenommen und entsprechend der erwarteten 

Zellzahl 1:10 oder 1:100 mit einer Trypanblaulösung verdünnt. Zur Bestimmung der 

Zellzahl von Promastigoten wurden diese zur Immobilisierung in 2 % PFA in PBS 

verdünnt. Durch Auszählung der nicht gefärbten Zellen wurde die Lebendzellzahl 

über folgende Formel berechnet: 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝑚𝑙( = 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙	 × 	𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟	 × 	𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟	(10<) 

 

7.2. Arbeiten mit Zelllinien und primären Zellen 
7.2.1. Kultur und Generierung  
7.2.1.1. Kultivierung von J774A.1 
Als Modellsystem für die Prozesse in murinen MF können die J774A.1 verwendet 

werden, eine murine MF bzw. MO Linie die bereits im Jahre 1968 das erste Mal 

beschrieben wurde (Ralph et al., 1976) und phänotypische und morphologische 

Charakteristika von MF aufweist. Ursächlich durch den genetischen Hintergrund ist 

anzunehmen, dass diese die Reaktionen in suszeptiblen BALB/c MF wiederspie-

geln. Aufgrund der frühen ersten Beschreibung dieser Zellen und der Expression 

der Phagozytose relevanter Rezeptoren ist diese Linie eine der am häufigsten ge-

nutzten Modellsysteme für die Untersuchung der Prozesse in murinen MF.  

Die semiadhärenten J774A.1 wurden je nach Zellzahl in 25 cm2 bzw. 75 cm2 Zell-

kulturflaschen kultiviert. Nach Erreichen des konfluenten Monolayers wurde das 

verbrauchte MF Medium entfernt und die Zellen mittels Zellspatel in 4 ml frischem 

Medium vom Boden gelöst. Je nach Bedarf wurden die Zellen gleichmäßig in jeweils 
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10 ml Medium auf zwei oder drei Flaschen verteilt und bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Für die Erhaltungskultur erfolgte das Passagieren der Zellen zwei bis drei-

mal wöchentlich. 

 

7.2.1.2. Kultivierung von SP37A3 
Die SP37A3 Zellen hingegen sind eine DC ähnliche Zelllinie, die erstmals im Jahr 

2007 beschrieben wurde (Bros et al., 2007). Im Gegensatz zu den J774A.1 basieren 

diese auf dem resistenten C57BL/6 Hintergrund und sind durch die DC spezifische 

Ausreifung in Antwort auf stimulatorische Reize gekennzeichnet die sich unter an-

derem im Verlust der Adhärenz bemerkbar macht. 

Die unreifen SP37A3 wachsen adhärent am Flaschenboden, zur Erhaltung des in-

aktiven Zustands wurde dem Grundmedium (RPMIc) in der Erhaltungskultur 0,5 

ng/ml GM-CSF haltiger Überstand eines X63 Klons und als Wachstumsfaktor 50 

ng/ml rh M-CSF zugesetzt. Das Medium wurde zweimal wöchentlich erneuert. Die 

Kultivierung erfolgte in 75 cm2 Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO2. In der 

Erhaltungskultur wurden die Zellen einmal wöchentlich passagiert, um die Zahl rei-

fer, im Überstand vorliegender Zellen zu reduzieren. Hierfür wurde das Kulturme-

dium entfernt und die Zellen für 2 min bei 37 °C mit warmen PBS mit 2 mM EDTA 

inkubiert. Die gelösten Zellen wurden mit RPMIc gewaschen, die Zellzahl bestimmt 

und in 10 ml für eine 75 cm2, bzw. 5 ml Kulturmedium für eine 25 cm2 Kulturflasche 

ausgesät.  

 

7.2.1.3. Kryokonservierung von Zelllinien 
Für die dauerhafte Konservierung der J774A.1 wurden diese in einer Konzentration 

von 2-4x106 Zellen pro ml im jeweiligen Kulturmedium aufgenommen und in Kryo-

röhrchen überführt. Die Zellsuspension wurde mit DMSO in einer Endkonzentration 

von 5 % für die J774A.1 und 7,5 % für die SP37A3 versetzt und in einem Kryo-

Einfriergerät auf -80 °C gekühlt. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in flüssigem Stick-

stoff. 

 

7.2.1.4. Auftauen von Zelllinien 
Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoröhrchen bei 37 °C im 

Wasserbad aufgetaut und die Zellsuspension in 50 ml des jeweiligen Kulturmedi-

ums überführt. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 10 ml kaltem Kulturme-

dium gewaschen und in eine 25 cm2 Zellkulturflasche überführt. Für die SP37A3 

erfolgte dreimal ein Wechsel des Mediums im Abstand von zwei Stunden 
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7.2.1.5. Isolation primärer MF aus induzierten kutanen Granulomen 
C57BL/6 Mäusen wurden subkutan 1-2 ml nicht phagozytierbares Biogel, ein Poly-

acrylamid Gel, in den Nacken appliziert. Dieser unspezifische Entzündungsreiz re-

krutiert angeborene Immunzellen an den Entzündungsort. Nach 3-5 Tagen weist 

das Entzündungsinfiltrat die höchste Anzahl an MF auf. Zu diesem Zeitpunkt wurde 

das Biogel geerntet. Hierfür wurden die Mäuse mit CO2 euthanasiert und die Injek-

tionsstelle mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und die Haut eröffnet. Das Biogel 

wurde mit einer 10 ml Messpipette entnommen und in steriles PBS überführt. Die 

Trennung von Zellen und Biogel erfolgte durch die Verwendung eines 70 µm Zell-

siebes. Durch 3-4 stündige Adhärenz an einer Plastikpetrieschale bei 37 °C in 10 

ml MF Medium in einer Konzentration von 15-20x106 Zellen pro ml wurden die MF 

von den anderen Immunzellen getrennt. Nach Entfernung der Überstände wurden 

die adhärenten Zellen mit kaltem PBS gewaschen und mit einer kalten PBS/Glu-

kose Lösung durch 30-minütige Inkubation auf Eis von der Schale gelöst. Anschlie-

ßend wurde die Schale zweimal mit PBS gespült und mit der Zellsuspension verei-

nigt. Nach Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und die Zellzahl bestimmt. 

 

7.2.1.6. Generierung von BMDC aus C57BL/6 Knochenmark  
Die C57BL/6 Mäuse wurden mit CO2 euthanasiert, anschließen wurden die Hinter-

läufe mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und Femur und Tibia entnommen. Die Kno-

chen wurden sorgfältig vom umliegenden Gewebe befreit und desinfiziert. In einer 

10 cm Petrieschale wurden 10 ml einer 1:1 Mischung aus PBS und RPMIc vorgelegt 

und das Knochenmark mit Hilfe einer 5 ml Spritze mit Kanüle aus den Knochen 

gespült. Die Zellen wurden sorgfältig resuspendiert und über ein 70 µm Zellsieb in 

ein Falcon überführt. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenom-

men und für 3 min im Verhältnis 1:1 mit ACK Puffer zur Lyse der Erythrozyten ver-

setzt. Die Reaktion wurde mit 20 ml PBS gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation 

wurde die Zellzahl bestimmt und 4x107 Zellen in 20 ml RPMI in einer 75 cm2 Zell-

kulturflasche ausgesät. Die Differenzierung zu unreifen DC wurde durch die Zugabe 

von rm GM-CSF (10 ng/ml) und rm IL-4 (10 ng/ml) bei 37 °C und 5 % CO2 erreicht. 

Nach zwei Tagen wurde das Medium der adhärenten Zellen abgenommen und 

durch 15 ml RPMIc mit rm GM-CSF und rm IL-4 ersetzt. Am vierten Tag nach Iso-

lation wurden weitere 5 ml RPMIc mit Differenzierungsfaktoren zu den mittlerweile 

in Suspension vorliegenden Zellen gegeben. Sechs Tage nach Isolation wurden die 

differenzierten BMDC aus der Flasche entnommen und gewaschen. Anschließend 
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wurde die Zellzahl bestimmt und die gewünschte Konzentration in RPMIc einge-

stellt.  

 

7.2.2. In vitro Techniken 
7.2.2.1. Fixierung von Zellen 
Fixierungen dienen grundsätzlich der Stabilisierung zellulärer Strukturen und damit 

der Konservierung. Zudem bieten diese den Vorteil, das in nachfolgenden Verarbei-

tungsschritten eine mögliche Veränderung der PV oder der Zellen durch zellulären 

Stress verhindert wird, da Fixative zytotoxisch sind. Bei chemischen Fixativen wer-

den zwei zu Grunde liegende Prinzipien unterschieden, die Denaturierung oder 

Quervernetzung in der Probe enthaltener Proteine. Alkoholische Reagenzien wie 

Methanol oder Ethanol führen zur Koagulation durch Wasserverdrängung, wobei 

Wasserstoffbrücken aufgebrochen werden und die Tertiärstruktur von Proteinen 

zerstört wird. Im Gegensatz zu dieser Denaturierung stellen Fixative wie Parafor-

maldehyd (PFA), die direkt an Proteine binden und diese dadurch quervernetzen 

eine schonendere Form der Fixierung dar. Die Sekundärstruktur bleibt hierbei wei-

testgehend erhalten. (Lang, 2017) 

Um die nachfolgende massenspektrometrische Analyse des Proteoms der isolierten 

PV nicht zu gefährden wurde PFA als Fixativ eingesetzt. Zur Bestimmung der mini-

mal optimalen Konzentration an PFA in neutral gepufferter Lösung (PBS) zu bestim-

men wurden J774A.1 mit CTV markierten Promastigoten für 18 h in einem 1:5 Ver-

hältnis infiziert. Nach der Zellernte und zwei Waschschritten wurden die Zellen mit 

drei verschiedenen Konzentrationen PFA (0,5;1; und 2 %) für 20 min bei 4 °C fixiert. 

Nach der Lyse mit dem GentleMACS wurde die Integrität der PV Membran durch 

Immunmarkierung von Lamp2 im Durchflusszytometer detektiert. 

 

7.2.2.2. Extrazelluläre Immunmarkierung 
Für die Markierung spezifischer Moleküle auf der Zellöberfläche, wurden zwischen 

107 und 105 Zellen in einer 96 Well Rundbodenplatte vorgelegt und mit geeigneter 

Geschwindigkeit für 5 min pelettiert. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden 

durch 5-minütige Inkubation mit 10 μl FcγR-Blockierungsantikörper (Fc Block; 10 

μg/ml FACS- Puffer) bei 4 °C im Dunkeln blockiert. Anschließend wurden 10 µl der 

jeweiligen Fluorochrom konjugierten Antikörper zu den Zellen gegeben und für 20 

min bei 4 °C im Dunkeln gefärbt. Die ungebundenen Antikörper wurden durch zwei-

maliges Waschen mit 300 µl PBS entfernt und die Zellen anschließend in 1 %iger 

PFA Lösung für 20 min bei 4 °C fixiert. Die Messung erfolgte in einem Volumen von 
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100 µl am BD LSRII. 

 

7.2.2.3. Intrazelluläre Immunmarkierung 
Für die Färbung der PV Membran in intakten Zellen mussten diese zunächst per-

meabilisiert werden um die intrazellulären Moleküle für die Fluorochrom konjugier-

ten Antikörper zugänglich zu machen. Hierfür wurden die 105 bis 107 Zellen in eine 

96 Well Rundbodenplatte gegeben und durch zwei Waschschritte in Permeabilisie-

rungspuffer gewaschen, bei 450 g für 5 min. Anschließend wurden die Zellen in 100 

µl Permeabilisierungspuffer aufgenommen und mit 100 µl 2 %igem PFA in PBS 

versetzt. Nach der 20-minütigen Fixierung wurden das Fixativ durch zwei weitere 

Waschschritte entfernt und die unspezifischen Bindungsstellen mit 10 µl Blockie-

rungspuffer (10 μg/ml Fc Block und Roti-Block 1:10 in Permeabilisierungspuffer) 

blockiert. Die spezifische Färbung erfolgte durch Zugabe von 10µl des Antikörpers 

und 20-minütige Inkubation im Dunkeln. Anschließend wurden die Zellen zweimal 

mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Für den Nachweis von Lamp2, EEA1 und 

Rab7 wurde die Signalintensität zudem durch Fluorochrom gekoppelte Sekun-

därantikörper verstärkt. Diese erfolgte analog der beschriebenen Vorgehensweise 

bei identischer Verdünnung von Primär und Sekundärantikörper. Letztlich wurden 

die Zellen in 100 µl PBS aufgenommen und am BD LSRII analysiert. 

 

7.2.2.4. Fluoreszenzmarkierung der Zellmembran 
Vor der Inkubation mit L. major bzw. Beads für die Phagosomenisolation wurde die 

Zellmembran der J774A.1 und SP37A3 mit dem lipophilen grün fluoreszierenden 

Carbocyanin Farbstoff NeuroDiO markiert. Als lipophiles Carbocyanin ist dieses in 

der Lage sich in biologische Membranen einzulagern ohne die physiologischen 

Funktionen der Zelle zu verändern, zudem zeichnet sich diese Färbung durch eine 

lange Wiederfindung aus. Dadurch erfolgte die indirekte Markierung der PV Memb-

ran für die sich anschließende Fluoreszenz Aktivierte Zell Sortierung. Hierzu wurden 

die Zellen in einer Konzentration von 106 Zellen je ml im entsprechenden Medium 

aufgenommen. Nach der Zugabe von 5 µl des Farbstoffes wurden die Zellen für 20 

min bei 37 °C inkubiert und zweimal mit Medium gewaschen. 

 

7.2.2.5. Durchflusszytometrische Bestimmung der Vitalität 
Für die durchflusszytometrische Diskriminierung zwischen toten und lebenden 

Promastigoten wurden diese aus der Kultur entnommen und durch zweimalige 
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Zentrifugation bei 200 g für 8 min von unerwünschten Bestandteilen (Debris) ge-

trennt. Anschließend wurde eine Konzentration von 10x106 Promastigoten je ml in 

PBS eingestellt und von dieser Lösung jeweils 100 µl in eine 96 Well Rundboden-

platte überführt. Nach der Zugabe von 5 µl des Annexin V AF 488 Konjugat, bzw. 1 

µl Life/Dead Yellow erfolgte eine 15-minütige Inkubation bei RT im Dunkeln. Der 

ungebundene Farbstoff wurde durch zwei Waschschritte mit PBS entfernt. Unmit-

telbar vor der durchflusszytometrischen Messung wurde eine weitere Probe der 

Promastigotenkultur mit Propidiumiodid (PI) (1 µg/ml) versetzt. Der prozentuale An-

teil toter Zellen einer Zellpopulation lässt sich mit Hilfe der verwendeten Farbstoffe 

ermitteln, die die perforierte Membran nekrotischer Zellen durchdringen und in die, 

im Falle von Annexin V und PI, in die DNA interkalieren. 

 

7.3. Ex vivo Arbeiten mit murinem Gewebe 
7.3.1. Isolation von intradermalen Zellen  
Nach der Infektion mit metazyklischen Promastigoten wurden die Mäuse zu den 

angegebenen Zeitpunkten mittels CO2 getötet, die Ohren desinfiziert und abge-

trennt. In einer 6-well Zellkulturplatte wurde je Well 1,5 ml Liberase Medium vorge-

legt. Die beiden Hautschichten wurden in Höhe des Knorpels voneinander getrennt 

und mit der Dermis nach unten auf das vorgelegte Medium gelegt. Nach 2 stündi-

gem enzymatischen Verdau bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das Gewebe in ein 

Gentle MACS M-Tube mit 1 ml RPMI überführt. Nach der Dissoziation des Gewebes 

(siehe 7.4.1.3) wurde die Zellsuspension und das verbliebene Medium aus der 6-

well Platte über ein 70 µm Zellsieb gegeben und die Zellen pelettiert. 

 

7.3.2. Isolation von Zellen der peritonealen Kavität 
Nach der Euthanasie der infizierten Mäuse zu den indizierten Zeitpunkten durch 

CO2, wurde die Haut über der Bauchdecke entfernt und mittels einer Spritze mit 

Kanüle 2-3 ml kaltes PBS in die Bauchhöhle appliziert. Nach Massage der Bauch-

höhle wurde das PBS mit den darin enthaltenen Zellen mit einer Spritze mit Kanüle 

entnommen, pelettiert und die Zellzahl bestimmt. 

 

7.3.3. Isolation von Zellen lymphatischer Organe  
Nach der Euthanasie der infizierten Mäuse zu den indizierten Zeitpunkten durch 

CO2, wurde die desinfizierte Haut entfernt. Die Entfernung der drainierenden, in die-
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sem Falle submandibulären Lymphknoten, der Milz und Lunge erfolgte mittels ste-

rilisiertem Präparationsbesteck. Die entnommenen Organe wurden anschließend in 

PBS überführt. Die Zellen wurde mit einem Spritzenstempel in einem 70 µm Zellsieb 

aus dem Gewebeverband gelöst und das Sieb zweimal mit 5 ml kaltem PBS gespült. 

Anschließend wurden die isolierten Zellen zentrifugiert und quantifiziert. 

 

7.3.4. Isolation von Blutzellen  
Für die Kontrolle der Auswirkung verschiedener Behandlungen auf die zellulären 

Frequenzen im Blut, wurde den Mäusen zu den indizierten Zeitpunkten Blut ent-

nommen. Hierzu wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und die Mandibularvene 

im venösen Wangengeflecht mittels Blutlanzette punktiert. Das austretende Blut 

wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgefangen, in dem zuvor 50 µl einer 1,8 

mg/ml EDTA in PBS Lösung vorgelegt wurde. Nach der Blutentnahme wurde die 

Probe durch Invertieren gemischt, um die Koagulation zu verhindern. Durch Zugabe 

von 500 µl PBS und 500 µl ACK-Lyse Puffer wurden, innerhalb einer 3-minütigen 

Inkubation bei RT, die Erythrozyten lysiert. Nach Zentrifugation wurde die Lyse wie-

derholt. Die Proben wurden bis zur Immunmarkierung für die Durchflusszytometrie 

bei 4°C gelagert. 

 

7.3.5. Gewinnung von murinem Serum 
Zur Gewinnung des Serums nicht infizierter BALB/c Mäuse (Normalserum, NMS) 

wurden die Tiere mit CO2 getötet. Das Herz wurde freigelegt und das Blut mit einer 

1 ml Spritze zügig entnommen. Anschließend wurde das Blut für 30 bis 60 min bei 

RT koaguliert. Die Abtrennung koagulierter Erythrozyten erfolgte durch zweimalige 

Zentrifugation für 30 min bei 800 g. Der Überstand wurde aliquotiert und bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

7.3.6. Bestimmung der Parasitenzahl in Ohr und Milz 
Um die Auswirkungen unterschiedlicher Behandlungen auf die Parasitenzahlen in-

fizierter Tiere am Infektionsort und auf das Ausmaß der Viszeralisierung zu beurtei-

len wurde zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Infektion die Anzahl an 

Leishmanien in der Haut und der Milz bestimmt. Die Haut von mittels CO2 euthana-

sierten Tieren wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziert und die Ohren und Milz mit 

sterilisiertem Präparationsbesteck entnommen. Die Hautschichten der Ohren wur-

den im Bereich des Knorpels getrennt und mit der dermalen Seite nach unten in 1,5 
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ml Kollagenase Medium gelegt. Der Gewebeverband wurde für 2 h bei 37 °C en-

zymatisch verdaut und anschließend die beiden Ohrhälften in ein GentleMACS M-

Tube mit 1 ml RPMIc überführt. Nach mechanischer Zerkleinerung des Gewebes 

(siehe 7.4.1.3) wurde die Suspension und das in der 6-well Platte verbliebene Me-

dium über ein 70 µm Zellsieb in ein Falcon überführt. Nach 8-minütiger Zentrifuga-

tion bei 200 g zur Abtrennung nicht lysierter Zellen wurden die im Überstand ver-

bliebenen Leishmanien bei 3.000 g pelettiert. Nach Resuspension in 1 ml Schnei-

ders Medium wurden 100 µl dieser Suspension in einer 1:1 Verdünnungsreihe ver-

einzelt. Hierfür wurde in einer 96 Well Zellkulturplatte je Well 100 µl Schneiders 

Medium vorgelegt und die erhaltene Parasitensuspension jeweils im Verhältnis 1:1 

verdünnt. 

Der Gewebsverband der Milzen wurde mechanisch durch ein Zellsieb (siehe 7.3.3) 

aufgeschlossen. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 2,5 ml PBS aufgenom-

men und 500 µl dieser Lösung in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Der Zellauf-

schluss erfolgte durch 60 sekündige Behandlung der Zellen mit einem motorbetrie-

benen Pelett Pestler. Anschließend wurden die frei gewordenen Leishmanien bei 

3.000 g für 8 min pelettiert und in 100 µl Scheiders Medium gelöst. Diese Suspen-

sion wurde in das erste Well gegeben und wie oben beschrieben verdünnt. 

Nach der Umwandlung von der amastigoten in die promastigote Lebensform durch 

eine Inkubation der Platten bei 27°C unter Ausschluss von Sauerstoff für 6-9 Tage, 

wurde mikroskopisch das Well mit der letzten lebenden Leishmanie bestimmt. Unter 

Einbeziehung der jeweiligen Verdünnungsfaktoren für Ohr und Milz wurde die Ge-

samtzahl der Parasiten im Gewebe berechnet. 

 

7.4. Arbeiten mit L. major 
7.4.1. Kultur und Präparation  
7.4.1.1. Suspensionskultivierung von Promastigoten 
Die L. major Promastigoten wurden in Leishmanien Medium in 25 cm2 Zellkulturfla-

schen unter anaeroben Bedingungen bei 27 °C kultiviert. Zur Erhaltung der expo-

nentiellen Vermehrungsphase wurden die Promastigoten alle zwei Tage in einem 

Verhältnis von 1:10 passagiert. Für die Generierung einer neuen Promastigotenkul-

tur wurden 10-20x106 frisch isolierte läsionale Amastigote aus Ohren infizierter 

Mäuse (siehe 7.4.1.3) in 5 ml Leishmanien Medium überführt. Nach 2-3 Passagen 

mit einer 1:3 bzw. 1:5 Verdünnung erfolgte die weitere Kultur unter den genannten 

Bedingungen. 
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7.4.1.2. Isolation von metazyklischen Promastigoten 
Für die in vivo und in vitro Infektion wurden Promastigote im infektiösen metazykli-

schen Stadium verwendet. Deren Anteil in der Flüssigkultur nach 6 bis 9 Tagen 

Kulturdauer am höchsten ist. 10 ml der entsprechenden Kultur wurden 1:1 mit 

DMEM versetzt und zweimal für 8 min bei 200 g zentrifugiert. Die im Überstand 

befindlichen Promastigoten wurden für 8 min bei 3.000 g pelettiert und in 2 ml 

DMEM resuspendiert und anschließend auf einen zweiphasigen Gradienten aus je-

weils 2 ml 10 und 20 %igem Ficoll geschichtet.(Belkaid et al., 1998) Die metazykli-

schen Promastigoten reichern sich nach 15-minütiger Zentrifugation bei 2.000 g und 

RT ohne Bremse in der obersten und 2/3 der zweiten Phase an. Nach zwei weiteren 

Waschschritten dieser beiden Phasen bei 3.000 g wurde die Lebendzellzahl der 

langen, schlanken Promastigoten in 4 %igem PFA bestimmt.  

 

7.4.1.3.  Isolation von läsionalen Amastigoten 
Zur Gewinnung der obligat intrazellulären Form von L. major wurden BALB/c Mäuse 

mit 2x105 metazyklischen Promastigoten in beide Ohren i.d. infiziert. Nach 4-6 Wo-

chen wurden die Mäuse mit CO2 euthanasiert, die Ohren desinfiziert und an der 

Basis abgetrennt. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Gewebe in PBS/Glu-

kose/EDTA-Puffer gelagert. Mittels zweier Pinzetten wurden die beiden Hautschich-

ten unterhalb der Dermis geteilt und in ein GentleMACS C-Tube mit 5 ml Puffer 

überführt. Die Dissoziation des Gewebes und Lyse der Amastigoten enthaltenden 

Zellen erfolgte im GentleMACS OctoDissociator mit folgendem Rotationen: 

Start:  700 rpm für 5 s, -200 rpm für 1 s 

3x Zyklus:  900 rpm für 5 s, -900 rpm für 1 s,1s 200 rpm für 5 s, -600 rpm für 

1 s 

2x Zyklus:  1.800 rpm für 5 s, -600 rpm für 1s, 2.200 rpm für 5 s, -800 rpm 

für 1 s 

Ende:  2.400 rpm für 5 s, -1.000 rpm für 1 s, 2.000 rpm für 5 s 

Die Parasitensuspension wurde über ein 70 µm Zellsieb in ein Falcon überführt und 

dass Tube mit 5 ml Puffer gespült. Nach zweimaligem Waschen mit DMEM wurde 

die Anzahl der Amastigoten in Trypanblau bestimmt. 

 

7.4.2. In vitro Techniken 
7.4.2.1. Parasitenopsonisierung 
Um die Infektionsrate bei der in vitro Infektion von Phagozyten zu steigern, wurden 
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Promastigote und Amastigote mit NMS opsonisiert. Die enthaltenen Immunglobu-

line und Komplementfaktoren binden hierbei an die Parasitenmembran und ermög-

lichen dadurch die Repzeptor vermittelte Phagozytose über den CR3 und FcgR. 

Hierzu wurden die isolierten Parasiten in 1 ml DMEM aufgenommen, mit 5 % (v/v) 

NMS versetzt und für 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wur-

den die Parasiten zweimal mit DMEM gewaschen und bis zur Verwendung inner-

halb von einer Stunde nach Opsonisierung bei 4 °C gelagert.  

 

7.4.2.2. Fluoreszenzmarkierung mit Proliferationsfarbstoffen 
Zum Nachweis der intrazellulären Transformation und Replikation bzw. der durch-

flusszytometrischen Analyse wurden die beiden L. major Lebensformen mit ver-

schiedenen fluoreszierenden Proliferationsfarbstoffen markiert. Die Färbung er-

folgte jeweils vor der Opsonisierung in warmem PBS. Für die Färbung wurden 

100x106 Parasiten pro ml vorgelegt und die folgenden Molaritäten der Farbstoffe 

hinzugegeben: 

CTV und CTFR 5 µM 

CFSE 1 µM 

ProliDye eFluor670 10 µM 

Die Lösungen wurden für 20 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, anschließend 

wurde die Reaktion mit MF Medium unterbrochen. Nach einer weiteren Inkubation 

für 5 min bei RT wurden die Parasiten zweimal mit PBS gewaschen. 

 

7.4.2.3. Fluoreszenzmarkierung der Membran  
Für die Phagosomenisolation wurde die Membran der Amastigoten mit dem lipophi-

len rot fluoreszierenden Carbocyanin Farbstoff DiD markiert. Hierzu wurden diese 

in einer Konzentration von 100x106 Zellen je ml in DMEM aufgenommen. Nach der 

Zugabe von 10 µl je ml Parasitenlösung des Farbstoffes wurden die Parasiten für 

30 min bei 37 °C inkubiert und zweimal für 8 min bei 3.000 g mit Medium gewa-

schen. 

 

7.4.2.4. Durchflusszytometrische Bestimmung der Vitalität 
Für die durchflusszytometrische Diskriminierung von toten Promastigoten wurden 

diese aus der Kultur entnommen und durch zweimalige Zentrifugation bei 200 g für 

8 min von unerwünschten Bestandteilen (Debris) getrennt. Anschließend wurde 

eine Konzentration von 10x106 Promastigoten je ml in PBS eingestellt und von die-
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ser Lösung jeweils 100 µl in eine 96 Well Rundbodenplatte überführt. Nach der Zu-

gabe von 5 µl des Annexin V AF 488 Konjugat, bzw. 1 µl Life/Dead Yellow erfolgte 

eine 15-minütige Inkubation bei RT im Dunkeln. Der ungebundene Farbstoff wurde 

durch zwei Waschschritte mit PBS entfernt. Unmittelbar vor der durchflusszytomet-

rischen Messung wurde eine weitere Probe der Promastigotenkultur mit Propidiumi-

odid (PI) (1 µg/ml) versetzt. Der prozentuale Anteil toter Zellen einer Zellpopulation 

lässt sich mit Hilfe der verwendeten Farbstoffe ermitteln, die die perforierte Memb-

ran nekrotischer Zellen durchdringen und in die, im Falle von Annexin V und PI, in 

die DNA interkalieren. 

 

7.4.2.5. Calcein AM Färbung  
Die Bestimmung des prozentualen Anteils lebender L. major bei den beiden Le-

bensformen erfolgte über den Umsatz von Calcein AM. Hierfür wurden die Parasiten 

in einem Volumen von 45 µl PBS in einer 96 well Rundbodenplatte aufgenommen 

und mit 5 µl einer 100 mM Calcein AM Lösung versetzt. Die Färbung erfolgte im 

Dunkeln bei RT für 30 min. Anschließend wurden die Parasiten zweimal mit PBS 

gewaschen und die Färbung für 20 min mit 1 % PFA in PBS bei RT fixiert. Nach 

einem erneuten Waschschritt wurden die Parasiten in 100 µl PBS am BD LSRII 

analysiert. 

 

7.4.2.6. Simultane Hoechst und Calcein AM Färbung  
Zum gleichzeitigen Nachweis von DNA und der Vitalität von L. major wurde die Pa-

rasiten oder das gewonnen Zelllysat in einem Volumen von 45 µl PBS aufgenom-

men und in eine 96 Well Rundbodenplatte überführt. Zu diesen wurden 5 µl einer 

100 mM Calcein AM Lösung zum Erreichen der Färbekonzentration von 10 µM hin-

zugegeben und für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 50 µl 

einer 10 mg/ml Hoechst Lösung hinzugefügt und für weitere 20 min unter den ge-

nannten Bedingungen inkubiert. Anschließend wurde das ungebundene Substrat 

durch zweimaliges Waschen bei 3.000 g mit PBS entfernt. Durch 20 min Inkubation 

mit 1 % PFA in PBS wurden die Parasiten fixiert und erneut gewaschen. Die Detek-

tion der Färbung erfolgte in einem Volumen von 100 µl am BD LSRII. 

 

7.4.2.7. BrdU Inkoorperationsassay  
Zur Bestimmung des Anteils an replizierenden und vitalen Parasiten wurden met-

azyklische Promastigote und läsionale Amastigote gewonnen und mit CTFR mar-
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kiert (siehe 7.4.2.2). Anschließend wurden 10x106 Promastigote bzw. 20x106 Amas-

tigote in einem Volumen von 10 ml Leishmanien Medium jeweils mit und ohne Zu-

gabe von 0,1 mM BrdU in eine 25 cm2 Zellkulturflaschen gegeben und unter Aus-

schluss von Sauerstoff für 18 h, 4 d und 6 d inkubiert. Die Parasiten wurden nach 

der Inkubation zweimal mit PBS bei 3.000 g für 8 min gewaschen und mit Calcein 

AM und Hoechst unter den angegebenen Bedingungen (siehe 7.4.2.6) gefärbt.  

 

7.5. Fluoreszenzmarkierung von Beads 
Die Biotin-konjugierten Polystyrene Beads wurden für die durchflusszytometrischen 

Analysen mit verschiedenen Streptavidin gekoppelten Fluorochromen markiert. Zur 

Berechnung der Konzentration an Beads pro ml wurde folgende Formel verwendet: 

𝐵𝑒𝑎𝑑𝑠
𝑚𝑙( =

6 ×𝑊 × 10AB

𝜌 × 𝜋 × 𝜑F  

𝜑 = 𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑚𝑒𝑠𝑠𝑒𝑟	𝑖𝑛	µ𝑚 

𝑊 = 𝐺𝑟𝑎𝑚𝑚	𝑃𝑜𝑙𝑦𝑚𝑒𝑟	𝑝𝑟𝑜	𝑚𝑙 

𝜌 = 𝐷𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒	𝑑𝑒𝑠	𝑃𝑜𝑙𝑦𝑚𝑒𝑟𝑠	𝑖𝑛	𝑔	𝑝𝑟𝑜	𝑚𝑙, 1,05 𝑔 𝑚𝑙( 	𝑓ü𝑟	𝑃𝑜𝑙𝑦𝑠𝑡𝑦𝑟𝑒𝑛 

𝐵𝑒𝑎𝑑𝑠
𝑚𝑙( =

6 × 0,0125𝑔 × 10AB

1,05𝑔 𝑚𝑙( × 𝜋 × (2𝜇𝑚)F
= 2842 × 10U 𝐵𝑒𝑎𝑑𝑠 𝑚𝑙(  

Die gewünschte Zahl an Beads wurde entnommen, in 1 ml Bindungspuffer gegeben 

und zweimal mit 1 ml Bindungspuffer für 5 min bei 10.000 g gewaschen. Anschlie-

ßend wurde das entsprechende Volumen für 2,7 µg des Streptavidin Fluorochrom 

Konjugates je 106 Beads hinzugegeben. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 4 

°C wurden die Beads zweimal unter den genannten Bedingungen mit Bindungspuf-

fer gewaschen. 

 

7.6. Koinkubation von Zelllinien und primären Zellen 
7.6.1. In vitro Infektion von Zellen mit L. major 
Für die in vitro Infektion von J774A.1 und SP37A3 und von Biogel MF und BMDC 

mit den verschiedenen L. major Lebensformen wurden die Zellen im entsprechen-

den Kulturmedium in einer Konzentration von 106 Zellen pro ml verdünnt. Die Koin-

kubation mit L. major erfolgte in unbeschichteten Petrischalen. Für eine 5 cm Pet-

rischale wurden 5 ml bzw. für eine 10 cm Schale 10 ml der entsprechenden Zellsu-

spension vorgelegt. Die verschiedenen opsonisierten Lebensformen wurden in ei-

nem 1:5 oder 1:10 Verhältnis zu den Zellen gegeben. Bei der Infektion von SP37A3 
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wurde RPMIc mit M-CSF ohne Zugabe von GM-CSF verwendet. Die Inkubation er-

folgte bei 37 °C und 5 % CO2 für die jeweils angegebenen Zeiten. Anschließend 

wurden die Zellen gemäß den Angaben zu den Kulturbedingungen (siehe 7.2.1.1, 

7.2.1.2) aus den Schalen geerntet. Nicht phagozytierte Leishmanien wurden durch 

zweimaliges Waschen der Zellen mit kaltem PBS entfernt und die Zellsuspensionen 

bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

 

7.6.2. In vitro Koinkubation von Zellen mit Beads 
Analog zur Infektion mit L. major (siehe 7.6.1) wurden die Zellen in unbeschichteten 

Petrischalen vorgelegt. Für die Verhältnisse von Zellen zu Beads von 1:5 oder 1:10 

wurde das jeweilige Volumen an Fluorochrom markierten Beads berechnet (siehe 

7.5) und zu den Zellen pipettiert. Nach der Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 zu 

den gewünschten Zeitpunkten wurden die Zelllinien und primären Zellen gemäß den 

Kulturbedingungen (siehe 7.2.1.1, 7.2.1.2) geerntet und durch zweimaliges Wa-

schen mit PBS von freien Beads getrennt. 

 

7.7. Arbeiten mit parasitären Vakuolen 
7.7.1. Lyse von Zellen mittels Kapillare 
J774A.1 wurden mit RFP exprimierenden metazyklischen Promastigoten im Ver-

hältnis 1:5 über einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die geernteten, gewaschenen 

Zellen wurden durch Scherkräfte einer turbulenten Strömung innerhalb einer Kapil-

lare lysiert. Hierzu wurden die Zellen in einer Konzentration von 106 Zellen je ml 

PBS aufgenommen und in eine 5 ml Spritze überführt. Diese wurde über einen Luer-

Lock mit einer Kapillare mit einem Durchmesser von 0,3 mm und einer Länge von 

10 cm verbunden. Nach Anschluss einer weiteren 5 ml Spritze am anderen Ende 

wurde die Zellsuspension bis zum Erreichen einer mikroskopisch kontrollierten Ly-

seeffizienz von 70-80 % durch die Kapillare bewegt. Die im Lysat erhaltene DNA 

wurde durch eine 5-minütige Inkubation mit 50.000 U Benzonase bei 37 °C verdaut. 

Das Enzym wurde durch zwei Waschritte bei 3.000 g für 8 min in PBS aus dem 

Lysat entfernt. Die Analyse erfolgte im Durchflusszytometer zum einen durch eine 

FSC / SSC basierte Fokussierung auf den Anteil intakter Zellen und zum anderen 

wurde die Integrität der PV Membran durch Immunmarkierung von CD68 analysiert. 
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7.7.2. Lyse von Zellen mittels Pelett Pestler 
Der Zellaufschluss infizierter J774A.1 (siehe 7.6.1) erfolgte durch 30 sekündige Be-

handlung der Zellen mit einem motorbetriebenen Pelett Pestler. Anschließend wur-

den die frei gewordenen Leishmanien bei 3.000 g für 8 min pelettiert und die ge-

wonnenen PV (siehe 7.7.3) weiter behandelt. 

7.7.3. Lyse von Zellen mit dem Gentle MACS OctoDissociator 
Nach Koinkubation der verschiedenen Zellen mit L. major bzw. Beads wurden die 

gewaschenen Zellen lysiert um die intrazellulären PV zu gewinnen. Für die durch-

flusszytometrische Analyse der Zusammensetzung der PV Membran und die Pha-

gosomenisolation wurden die in PBS gelösten Zellen zunächst 1:1 mit einer 2 %igen 

PFA Lösung versetzt und für 20 min bei 4 °C fixiert und das Fixativ durch zweimali-

ges waschen mit PBS entfernt. Zur Bestimmung der lebenden Parasiten in den ge-

wonnenen PV verblieben die Zellen vor der Lyse unfixiert. Anschließend wurden die 

Zellen in 5 ml PBS aufgenommen und in ein Gentle MACS C-Tube überführt. Im 

GentleMACS OctoDissociator wurden das Zellysat gemäß folgendem Protokoll her-

gestellt: 

4x Zyklus: 600 rpm für 5 s, 800 rpm für 1 s, 1100 rpm für 1 s, 1.300 rpm für 

1 s, 1.600 rpm für 1 s, 1.800 rpm für 1 s, 2.100 rpm für 1 s, -1.800 

rpm für 1 s, 2.100 rpm für 5 s, -1.800 rpm für 1 s, 2.100 rpm für 

8 s, -1.800 rpm für 1 s, 2.100 rpm für 10 s, -1.800 rpm für 1 s, 

2.100 rpm für 8 s 

Durch einen 5-minütigen Nucleinsäure Verdau bei 37°C des Lysats mit 50.000 U 

Benzonase wurde das Anhaften der PV an die DNA verhindert. Das Enzym wurde 

durch zwei Waschritte bei 3.000 g für 8 min in PBS aus dem Lysat entfernt. 

 

7.7.4. Immunmarkierung der PV Membran 
Für die Markierung spezifischer Moleküle der PV Membran im Zelllysat wurden das 

Lysat von 107 bis 105 Zellen gemäß dem in 7.2.2.3 beschriebenen Protokoll behan-

delt. 

 

7.7.5. Calcein AM Färbung  
Die Bestimmung des prozentualen Anteils lebender L. major im Lysat infizierter Zel-

len erfolgte über den Umsatz von Calcein AM gemäß dem in 7.4.2.5 beschriebenen 

Protokoll. 

 



Experimentelle Methoden  

 

117 

7.7.6. Simultane Hoechst und Calcein AM Färbung  
Der gleichzeitige Nachweis von DNA und der Vitalität von L. major im gewonnenen 

Zelllysat wurde gemäß dem in 7.4.2.6 beschriebenen Protokoll durchgeführt.  

 

7.7.7. BrdU Inkoorperationsassay infizierter Zellen 
J774A.1 wurden mit metazyklischen Promastigoten bzw. läsionalen Amastigoten, 

welche zuvor mit CTFR markiert wurden (siehe 7.4.2.2) im Verhältnis 1:10 für 18h 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und nicht phagozytierte Parasi-

ten durch zwei Waschschritte mit PBS entfernt. Ein Drittel der Zellen wurde mit dem 

GentleMACS wie beschrieben lysiert und das Lysat mit Hoechst und Calcein AM für 

die durchflusszytometrische Messung am BD LSRII markiert. Die verbliebenen Zel-

len wurden in MF Medium erneut ausgesät und mit bzw. ohne Zugabe von 0,1 mM 

BrdU für 4 und 6 d inkubiert. Die infizierten Zellen wurden zu den genannten Zeit-

punkten aus der Kultur entnommen und zweimal mit PBS gewaschen. Zur Gewin-

nung der frei in der Kultur vorliegenden Parasiten wurde alle erzeugten Überstände 

vereinigt und die Parasiten bei 3.000 g pelettiert. Die Aufarbeitung und Markierung 

des Lysat und der Überstände zu den verschiedenen Zeitpunkten erfolgte wie be-

schrieben. 

 

7.7.8. Isolation von Phagosomen 
Die Neuro-DiO gefärbten J774A.1 und SP37A3 wurden für 18 h mit DiD markierten 

Amastigoten bzw. ungefärbten Beads im Verhältnis 1:10 in 10 ml des jeweiligen 

Kulturmediums in einer großen Petrieschale inkubiert. Die SP37A3 wurden durch 

Zugabe von warmen PBS/EDTA für zwei Minuten bei 37 °C von Schalenboden ge-

löst, während die J774A.1 mittels Zellspatel geerntet wurden. Anhaftende Partikel 

wurden durch zwei Waschschritte mit PBS entfernt und die Zellen durch Zugabe 

einer 1 %igen PFA Lösung für 20min fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt 

wurden die Zellen in PBS mit Proteaseinhibitor (Complete Mini) aufgenommen und 

die Lyse erfolgte mit dem GentleMACS. Das gewonnene Lysat wurde mit Ben-

zonase behandelt und pelettiert. Die Konzentration der Lösung wurde mit Complete 

Mini in PBS am BD LSRII auf eine Eventzahl von 15.000 pro Sekunde bei hoher 

Flussrate eingestellt. Die Fluoreszenz aktivierte Separation der intakten PV erfolgte 

im BD FACS Aria in einer 100 µm Küvette. Zum einen durch eine FSC / SSC ba-

sierte Fokussierung auf die Größe von Amastigoten und Beads. Zum anderen wur-

den die, im Falle der Amastigoten, DiD und Neuro-DiO doppelt positiven Partikel, 
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sowie die Membran und damit Neuro-DiO positiven Beads selektioniert. Die isolier-

ten Amastigoten bzw. Beads enthaltenden PV wurden anschließend in einem 1,5 

ml Rektionsgefäß bei 400 g für 10 min zentrifugiert und bis zur weiteren Verwen-

dung bei -80 °C gelagert  

 

7.8. Massenspektrometrische Analyse isolierter PV 
Die isolierten PV wurden freundlicherweise von Dr. Stefan Tenzer (Core Facility für 

Massenspektrometrie, Institut für Immunologie, Universitätsmedizin Mainz) mas-

senspektrometrisch analysiert.  

Die bereitgestellte TOP3 Quantifizierung der detektierten Proteine wurde zur weite-

ren Analyse verwendet. Zunächst wurden hierzu die Proteine selektioniert die in 

mindestens der Hälfte der Messwiederholungen nachgewiesen werden konnten. 

Anhand der identifizierten Spezies wurden die Proteine in Amastigoten spezifi-

schen, humanen und murinen Ursprungs klassifiziert und die jeweiligen prozentua-

len Anteile an der Gesamtheit ermittelt. Für die vergleichende Analyse der Proteine 

in Amastigoten enthaltenden PV zwischen J774A.1 und SP37A.3 wurden diese zu-

dem unterschieden in koinzidente und Zelltyp spezifische. Zur grafischen Darstel-

lung dieser vergleichenden Analyse wurden die Venn Diagramme mit Venny 2.1.0 

erstellt. (Collazos, 2018) Zum Nachweis einer individuellen Regulation der in beiden 

Zelllinien ermittelten Proteine wurden die jeweils detektierten Proteinmengen vergli-

chen. Als spezifischer Unterschied im Vergleich beider Zelltypen, wurde hierbei eine 

Erhöhung der Proteinmenge um den Faktor 2 (³2) und ein statistisch gesicherter 

Unterschied, ermittelt durch den gepaarten t-Test (p-Wert <0,05), definiert. Die On-

tologie der zugehörigen Gene wurde mit der STRAP (Software Tool for Rapid An-

notation of Proteins) Software ermittelt.  

 

7.9. Tierhaltung und in vivo Versuche 
Die Mäuse aus sämtlichen tierexperimentellen Versuchen wurden durch Personal 

des Translational Animal Research Center (TARC) der Johannes Gutenberg-Uni-

versität Mainz in SPF-zertifizierten Räumlichkeiten versorgt. Die Tierversuche wur-

den in den Räumen der TARC gemäß geltendem Tierschutzgesetz des Landes 

Rheinland-Pfalz durchgeführt. 

 



Experimentelle Methoden  

 

119 

7.9.1. Murine Modelle der MF Depletion in vivo 

Für die Untersuchung der Auswirkung einer MF Depletion kann das cre/loxP Sys-

tem verwendet werden. Die Erkennungssequenz der cre (cyclization recombination) 

Rekombinase sind zwei loxP Stellen, vor und hinter einer zu entfernenden DNA 

Sequenz. Die transgenen LysM-cre Mäuse zeichnen sich durch die Expression der 

cre Rekombinase unter Kontrolle des Lysozym M (LysM) Promotors aus deren Ex-

pression damit auf myeloide Zellen, speziell MF und Granulozyten, begrenzt ist. 

(Cross and Renkawitz, 1990) Neben der konstitutiven Expression (Bonifer et al., 

1994; Cross et al., 1988) korreliert diese zudem mit der Reifung der Zellen und wird, 

bei der Differenzierung der myeloiden Vorläuferzelle in reife MF,  (Keshav et al., 

1991)progressiv aktiviert. Um eine induzierbare Depletion von MF zu ermöglichen 

können die LysM-cre Mäuse mit gefloxten Diphtherie Toxin Rezeptor (iDTR) Mäu-

sen (Buch et al., 2005) verpaart werden. In diesen transgenen iDTR Tieren ist eine 

Stoppkassette vor dem Gen für den DTR höherer Primaten von loxP flankiert. Nach 

endozytotischer Internalisierung des Toxin-Rezeptorkomplexes kommt es letztlich 

zur Apoptoseinduktion. (Collier, 1975) Der in diesem Mausstamm inserierte DTR 

hat im Vergleich zu dem endogenen murinen DTR eine 103 - 105 fach höhere Bin-

dungsaffinität gegenüber dem Diphtherie Toxin (DT). (Bennett and Clausen, 2007) 

Die Expression des DTR wird unter die Kontrolle des Promotors für LysM gestellt 

und dieser wird zusätzlich zum endogenen DTR exprimiert. (Sauer and Henderson, 

1988; Sternberg and Hamilton, 1981) Vorteile dieses Systems sind zum einen die 

induzierbare, temporäre Depletion von Zellen durch DT Apllikation und das durch 

Apoptoseinduktion verursachte Ausbleiben der Inflammation. (Bennett and 

Clausen, 2007) 

Eine weitere Strategie zur in vivo Depletion von MF ist die Eliminierung durch die 

Applikation von Clodronat. Frei vorliegend ist dieses nicht in der Lage die Zellmemb-

ran zu durchdringen, durch Einschluss in einen Phosphobilayer kann es gezielt zur 

Adressierung phagozytierenden Zellen verwendet werden. Im Zuge der endosoma-

len Reifung der endozytotisch aufgenommenen Liposomen wird deren Bilayer durch 

die Präsenz von Phospholipasen zerstört und das enthaltene Clodronat wird in die 

Zielzelle entlassen. (van Rooijen et al., 1996) Die Akkumulation von Clodonat im 

Zytoplasma führt zur enzymatischen Konvertierung in ein nicht hydrolysierbares 

ATP Analogon. Lokalisiert im Mitochondrium wird dadurch eine Porenbildung mit 

einhergehender Polarisation der Membran ausgelöst. Der Ausstrom molekularer 

Signale ins Zytoplasma induziert letztlich die Apoptose der Zelle. (Frith et al., 1997; 
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Lehenkari et al., 2002) Dieser Wirkmechanismus macht die gezielte Adressierung 

von MF durch ihre hohe phagozytische Aktivität möglich ohne einen Einfluss auf 

nicht phagozytierende Zellen zu haben. 

 

7.9.2. Intradermale Infektion von Mäusen 
Für die in vivo Experimente bzw. die Gewinnung intradermaler Amastigote aus dem 

Gewebe wurden C57BL/6 bzw. BALB/c Mäuse intradermal in beide Ohren mit met-

azyklischen Promastigoten infiziert. Die für die in vivo Versuche injizierte Niedrigdo-

sis von 103 Parasiten orientierte sich hierbei an der, unter physiologischen Bedin-

gungen, von der Sandmücke übertragenen Parasitenzahl. Zur Gewinnung von A-

mastigoten aus BALB/c hingegen erfolgte die Infektion mit 2x105 Parasiten je Ohr 

nach dem Hochdosis-Modell. In beiden Fällen wurden die Mäuse mit Isofluran nar-

kotisiert und die Ohren mit Leukosilk an einem Zwangsröhrchen fixiert. Die ge-

wünschte Parasitenzahl wurde durch Injektion von 10 µl der entsprechenden Kon-

zentration in DMEM i.d. appliziert.  

 

7.9.3. Messung und Berechnung der Läsionsvolumina 
Als Maß für die Schwere des Krankheitsverlaufes der Infektion mit L. major wurde 

in wöchentlichen Abstanden die Größe der sich entwickelnden Granulome in drei 

Dimensionen gemessen. Die Mäuse wurden hierzu mit Isofluran narkotisiert und 

Länge (l), Breite (b) und Dicke (d) der Läsion mit einer digitalen Schieblehre ver-

messen. Die Berechnung des Läsionsvolumens als Ellipsoid erfolgte entsprechend 

folgender Formel: 

Läsionsvolumen[𝑚𝑚F] = 𝑙
2( × 𝑏 2( × 𝑑 2( × 3 4( × 	𝜋 

 

Die Messung erfolgte über einen Zeitraum von 13 Wochen, dies stellt den kritischen 

Zeitpunkt im experimentellen Modell der kutanen Leishmaniasis dar an dem bei den 

resistenten C57BL/6 Mäusen für gewöhnlich die Resolution der Infektion eingetre-

ten ist. 

 

7.9.4. Diphterie Toxin Applikation in vivo 
Die Depletion LysM positiver Zellen in Mäusen wurde durch die Applikation von 

Diphterie Toxin (DT) erreicht. Hierzu wurde eine Lösung mit 1,5 ng/µl DT in PBS 

hergestellt und von dieser 200µl intraperitoneal appliziert, um eine Dosis von 300ng 

pro Maus und Injektion zu erzielen. 
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7.9.5. Liposomen Applikation in vivo 
Zur Depletion von Phagozyten und im speziellen MF wurde den Mäusen 200 µl in 

Liposomen eingeschlossenes Clodronat intraperitoneal appliziert, um die Spezifität 

der Behandlung zu kontrollieren wurden jeweils 200 µl PBS bzw. in Liposomen ein-

geschlossenes PBS verwendet. 

 

7.10. Durchflusszytometrische Analysen 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Analyse einzelner Zellen in einer Zellsus-

pension und basiert auf der Emission optischer Signale nach Anregung durch einen 

fokussierten Laserstrahl. Durch hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen 

in der Durchflusszelle vereinzelt und passieren dann fokussierte Laserstrahlen. Das 

von den Zellen emittierte Streulicht oder Fluoreszenzsignal wird an Photomultipliern 

detektiert und ist charakteristisch für verschiedene Parameter der Zellen. Grund-

sätzlich werden zwei verschiedene Technologien in der Durchflusszytometrie unter-

schieden, die sogenannten Analysatoren ermöglichen lediglich die Detektion der 

verschiedenen Parameter der Zellen, wohin gegen beim Fluoreszenz-Aktivierten-

Zell-Sortieren (FACS) über einen elektrostatischen Polarisationsmechanismus Zel-

len mit den gewünschten Eigenschaften aus der Zellsuspension isoliert werden kön-

nen. In beiden Ansätzen ist das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ein Maß 

für die Beugung des Lichts im flachen Winkel und wird durch das Volumen, bzw. die 

relative Größe der gemessenen Zelle beeinflusst. Als weiterer morphologischer Pa-

rameter dient das emittierte Seitwärtsstreulicht (Sideward Scatter, SSC), welches 

die Brechung des Lichtes im rechten Winkel darstellt und von der Granularität der 

Zelle abhängig ist. Neben der morphologischen Charakterisierung ermöglicht die 

Durchflusszytometrie auch die Messung von emittierten Fluoreszenzsignalen direkt 

oder indirekt, in oder auf die Zellen aufgebrachter Flurochrome. Die Verwendung 

von Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Emissionsspektren erlaubt den  

parallelen Einsatz mehrerer Farbstoffe und erhöht damit die Informationsdichte in-

nerhalb der Messung. 

Die am BD LSRII ermittelten durchflusszytometrischen Daten wurden mit der 

FlowJo Version 10 und Version 7 analysiert. Zunächst erfolgte bei sämtlichen Ana-

lysen ein FSC / SSC basierter morphologischer Ausschluss des Debris (Abb. 40A), 

anschließend wurden für die weitere Analyse die Einzelzellen selektioniert. Diese 

zeigen ein linear proportionales Verhältnis zwischen der Fläche und der Höhe des 
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Spannungspulses des Vorwärtsstreulichts (Abb. 40A). Für die Auswertung des Ly-

sats aus Partikel enthaltenden Zellen wurde auf die Diskriminierung von Dubletten 

verzichtet um die im Phagosom replizierenden L. major mit einzubeziehen. 

 

7.10.1. Diskriminierung von angeborenen und adaptiven Immunzellen 
Bei der Differenzierung der Immunzellen des erworbenen Kompartiments wurden B 

Zellen als CD19 exprimierende Zellen definiert, NK Zellen hingegen wurden über 

die Anwesenheit von NK1.1 auf der Oberfläche identifiziert. (Abb. 40B) Die CD3 

exprimierenden Zellen (Abb. 40B) wurden anhand der CD4 und CD8 Expression in 

die beiden Subpopulationen der T Helferzellen unterschieden und die gdT Zellen 

wurden über den für diese spezifischen T Zellrezeptor ermittelt. (Abb. 40B) Im an-

geborenen Kompartiment wurden zunächst alle CD11b tragenden Zellen vorselek-

tioniert. (Abb. 40C) Durch Betrachtung des Vorhandenseins von Ly6G und Ly6C 

innerhalb dieser Population wurden diese in Makrophagen (Ly6G und Ly6C nega-

tiv), PMN (intermediäre Expression von Ly6C, hohe Expression an Ly6G) und Mo-

nozyten (Ly6G negativ, hohe Expression von Ly6C) eingeteilt. Dendritische Zellen 

wurden über die gleichzeitige Expression von MHCII und CD11c definiert. (Abb. 

40C) Für alle Zellpopulation wurde jeweils der prozentuale Anteil an den morpholo-

gisch identifizierten Zellen angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 40 Durchflusszytometrische Charakterisierung von Immunzellen. Gemäß ihrer Expression spezifi-
scher Oberflächenmarker wurden die gewonnenen Zellen (A) der verschiedenen Gewebe als Zellen des adap-
tiven (B) und angeborenen (C) Kompartiments identifiziert. 
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7.10.2. Bestimmung der Abnahme der Fluoreszenzintensität von L. 
major  

Zur Bestimmung der Abnahme der Signale der verschiedenen Proliferationsfarb-

stoffe nach der intrazellulären Phase von L. major wurde die mediane Fluores-

zenzintensität und auf die Intensität der Färbung von L. major vor Infektion norma-

lisiert.  

𝑛𝐹𝐼 =
𝑀𝐹𝐼	𝐿.𝑚𝑎𝑗𝑜𝑟	𝑣𝑜𝑟	𝐼𝑛𝑓𝑒𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛	

𝑀𝐹𝐼	𝑍𝑒𝑖𝑡𝑤𝑒𝑟𝑡𝑠  

 

7.10.3. Bestimmung der normalisierten Fluoreszenzintensität phago-
somaler Reifungsmarker 

Die Expression phagosomaler Marker ist als Median der absoluten Fluoreszenzin-

tensität nach Abzug der Isotyp Kontrolle berechnet. Außerdem wurde die relative 

Intensität der Färbung innerhalb der unabhängigen Versuche gemäß folgender For-

mel kalkuliert, hierbei ist 1 die maximale Signalintensität innerhalb des Zeitintervalls 

des jeweiligen Markers bei getrennter Betrachtung infizierter und nicht infizierter 

Zellen. 

𝑛𝐹𝐼 =
𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎𝑙𝑒𝑟	𝑀𝐹𝐼	𝑎𝑙𝑙𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑖𝑡𝑤𝑒𝑟𝑡𝑒 − 𝑀𝐹𝐼	𝑑𝑒𝑠	𝑧𝑢𝑔𝑒ℎö𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛	𝐼𝑠𝑜𝑡𝑦𝑝𝑠

𝑀𝐹𝐼	𝑑𝑒𝑠	𝑍𝑒𝑖𝑡𝑤𝑒𝑟𝑡𝑠 − 𝑀𝐹𝐼	𝑑𝑒𝑠	𝑧𝑢𝑔𝑒ℎö𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛	𝐼𝑠𝑜𝑡𝑦𝑝𝑠  

 

7.10.4. Berechnung der Abnahme der Hoechstfärbung durch BrdU 
Die Signalintensitäten der Hoechst Färbung wurden als mediane Fluoreszenzinten-

sität bestimmt. Der Prozentsatz proliferierender Zellen wurde durch Vergleich mit 

der korrespondierenden Kontrolle ohne BrdU gemäß folgender Formel berechnet. 

 

𝑛𝐹𝐼 = 100 −
100

𝑀𝐹𝐼	𝑍𝑒𝑖𝑡𝑤𝑒𝑟𝑡pqr	stuv	𝑥	𝑀𝐹𝐼	𝑍𝑒𝑖𝑡𝑤𝑒𝑟𝑡wxyz	stuv
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