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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In der murinen kutanen Leishmaniose ist die Ausheilung der Infektion mit dem Auftreten von
schiitzenden CD4" Thl- sowie CD8" Tcl-Immunantworten assoziiert. Daher sollte eine
wirksame Vakzine beide T-Zell-Populationen induzieren.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dal mit TAT-LACK Fusionsproteinen
effektiv gegen eine progressiv verlaufende Infektion mit Leishmania major in empfindlichen
BALB/c sowie resistenten C57BL/6 Miausen vakziniert werden kann. TAT-LACK konnte
hierbei sowohl im DC- als auch im proteinbasierten Ansatz protektive Immunitét verleihen.
Das TAT-Peptid ist in der Lage, Proteine direkt in das Zytosol von DC zu schleusen und so
den fiir die CD8" T-Zell-Antworten erforderlichen MHC Klasse I Priisentationsweg
einzuschlagen.

Stammesspezifische Untersuchungen des inflammatorischen Infiltrates in Lision und
Lymphknoten bestitigten die physiologische Relevanz von DC und CD8" T-Zellen im
Verlauf einer etablierten Leishmania-Infektion in beiden Mausstammen und rechtfertigten
somit den Einsatz einer DC basierten Vakzine, die vermehrt CD8" T-Zellen induzieren sollte.
Tatsdchlich konnte mit TAT-LACK transduzierten DC in beiden Mausstimmen effektiv
gegen eine progressiv verlaufende Leishmania-Infektion vakziniert werden. Der
Vakzinierungserfolg lieB sich anhand verringerter Liasionsvolumina, reduzierter
Parasitenlasten und einer Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung einer Th1 dominierten
Immunantwort bestidtigen. In allen Ansédtzen war die i.d. Vakzinierung mit TAT-LACK
transduzierten DC der Injektion von LACK gepulsten DC iiberlegen. Experimente mit DC aus
IL-12p40 defizienten Miusen belegten die IL-12 Abhingigkeit der Vakzine. Mit Hilfe von in
vitro Restimulierungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dall nach Applikation
TAT-LACK transduzierter DC in beiden Mausstimmen vermehrt CD8" T-Zellen induziert
werden. Des weiteren waren TAT-LACK transduzierte DC in Restimulationsexperimenten
stirkere ~ Aktivatoren der CD8" T-Zell-Proliferation als LACK gepulste DC.
Depletionsexperimente bestdtigten die T-Zell-Abhingigkeit der Vakzine. Weitere in vivo
Versuche belegten zudem die protektive Wirkung von TAT-LACK Fusionsproteinen im
direkten, proteinbasierten Vakzinierungsansatz. Floreszenzmikroskopische Analysen der
Epidermis bestitigten hierbei Aktivierung und Auswanderung von LC nach i.d. TAT-LACK
Applikation.
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2. Einleitung

2.1. Leishmaniose

Die Leishmaniose zidhlt zu den bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit. Zur Zeit sind
iiber 12 Millionen Menschen in 88 verschiedenen Lindern infiziert [1]. Ein GroBteil davon
sind Entwicklungsldnder. Etwa zwei Millionen Menschen erkranken jdhrlich neu und 350
Millionen Menschen leben mit dem tédglichen Risiko einer Leishmania-Infektion. Knapp
60.000 Patienten versterben pro Jahr an der Infektion. Ein wirksamer Impfstoff gegen die

Infektionskrankheit existiert zur Zeit jedoch noch nicht.

Leishmaniosen werden durch obligat intrazellulare Parasiten, den Leishmania spp.,
hervorgerufen, die durch den Bi3 einer Sandmiicke der Gattungen Phlebotomus oder
Lutzomyia auf den Menschen iibertragen werden. Kleinere Sdugetiere, Nagetiere und Hunde
fungieren ebenfalls als Zwischenwirte und spielen daher als ,natiirliche Reservoirs® eine
wichtige Rolle bei der Ausbreitung der parasitdren Erkrankung [2]. Mittlerweile sind iiber 20
verschiedene Leishmania Spezies bekannt, die die verschiedensten Symptome im
Wirtsorganismus auslosen konnen [3]. Aufgrund des Gewebetropismus des jeweiligen
Erregers werden drei Hauptformen der humanen Leishmania-Infektion unterschieden

(Abb. 1).

L. major
Alte Welt
/ L. tropica
Kutane L.
\ L. braziliensis
Neue Welt

. . L. mexicana
Leishmaniose

Mukokutane L. L. braziliensis

AN

A

Viszerale L. L. donovani

Alte Welt: Afghansitan, Algerien, Iran, Irak, Saudi Arabien, Syrien
Neue Welt: Brazilien, Peru

Abb. 1 Die drei Hauptformen der Leishmaniose.

Leishmaniosen werden durch intrazelluldre Parasiten, den Leishmania spp., hervorgerufen. Je nach Spezies, die
bei einem Bifl der Sandfliege auf den Menschen iibertragen wird, unterscheidet man drei verschiedene
Krankheitsmuster: die kutane, mukokutane und viszerale Leishmaniose [4].
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90 % aller Leishmania-Erkrankungen gehoren zu der kutanen Ieishmaniose. Hierbei handelt

es sich meist um eine selbstlimitierende Infektion der Haut ohne Systembeteiligung. Bei
schlechter Immunlage des Wirtes konnen allerdings ausgedehnte Lidsionen entstehen. Am Ort
des Insektenbisses bilden sich granulomatdse und ulzerdse Hautldsionen (Aleppo- oder
Orientbeule), die iiber mehrere Wochen an Grofle zunehmen und in den meisten Fillen
spontan nach einigen Monaten unter Narbenbildung abheilen [5]. Diese Form der
Leishmaniose verlduft zwar nicht todlich, allerdings verbleiben nach Ausheilung oft
entstellende Narben an exponierten Korperstellen und die betroffenen Patienten sind fiir den

Rest ihres Lebens stigmatisiert. Bei der mukokutanen Leishmaniosen finden sich

Primérlédsionen dhnlich denen der kutanen Form. Zusitzlich konnen hier Absiedlungen der
Parasiten beobachtet werden, die vor allem die Schleimhéute von Nasen, Rachen, Lippen und
Kehlkopf befallen. Die Letalitit der mukokutanen Form hédngt im hohen Malle von
zusitzlichen Infektionen ab.

Bei der viszeralen Leishmaniose (Kala-Azar) kommt es nach Ubertragung des Parasiten zum

Befall der inneren Organe. Besonders betroffen sind Leber, Milz, Knochenmark und
Lymphknoten. Unbehandelt verlduft diese Krankheitsform zu 100 % todlich.

Als Therapiemoglichkeiten stehen das Herausschneiden kleinerer Lédsionen sowie die
chemotherapeutische Behandlung mit fiinfwertigem Antimon oder die Behandlung mit
Amphotericin B zur Verfiigung [6]. Die Therapien sind jedoch oft unzureichend und haben
starke Nebenwirkungen. Neuere Forschungsbemiihungen haben zur Entwicklung von
Miltefosine (Hexadecylphosphocholin) gefiihrt. Es ist das erste orale Medikament zur
Behandlung der viszeralen Leishmaniose und wird bereits in Phase IV klinischen Studien

getestet [7].

Leishmania-Infektionen sind weit verbreitet und treten vor allem in tropischen und
subtropischen Regionen auf. In diesen Gebieten ist der Ubertragungsvektor, die Sandmiicke,
endemisch. Auch fiir Europa sind Leishmania-Infektionen beschrieben. Betroffen sind hier
unter anderem Frankreich, Italien, Griechenland, Malta, Spanien und Portugal [1].

Das vermehrte Auftreten von HIV/Leishmania Co-Infektionen fiihrte vor allem in den letzten
Jahren zu einer rasanten Ausbreitung der parasitiren Erkrankung [8;9] (Abb. 2). Ein
wirksamer Impfstoff, um diesen Entwicklungen entgegen treten zu kdnnen, existiert zur Zeit

jedoch noch nicht.
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Abb. 2 Weltweite Verbreitung der Leishmaniose.

Leishmania-Infektionen treten vor allem in tropischen und subtropischen Regionen auf. Ein Grofiteil der
betroffenen Staaten sind Entwicklungslinder. Aufgrund des vermehrten Auftretens von HIV/Leishmania Co-
Infektionen hat sich die Krankheit in den letzten Jahren rasant ausgebreitet. In hellgrau sind von Leishmania-
Infektionen betroffene Gebiete dargestellt. Die dunkelgrauen Bereiche kennzeichnen HIV/Leishmania Co-
Infektionen. Quelle: WHO/UNAIDS Surveillance Network. Prepared by WHO/UNICEF HealthMap Network
(2000).

2.2.  Der Lebenszyklus von Leishmania major

Leishmania Parasiten werden durch den Bif} einer Sandmiicke auf den Menschen iibertragen.
Nur die weiblichen Fliegen saugen Blut, ohne das ein Heranreifen ihrer Eier nicht moglich
wire. In der Sandmiicke liegen die Leishmanien in der hochinfektiosen, metazyklischen
promastigoten Form, assoziiert an das Darmepithel, vor (Abb. 3). Bei einer Blutmahlzeit
werden 10-1000 Parasiten zusammen mit dem Speichel intradermal auf den Wirt iibertragen
[10]. Nach Opsonisierung der Promastigoten mit Komplement werden sie von Makrophagen
tiber den Komplementrezeptor CR3 aufgenommen [11;12] und wandeln sich in die obligat
intrazelluldre, amastigote Form um [3;13]. Geschiitzt in den Phagolysosomen replizieren sie
sich, um dann nach Ruptur des Wirts-Makrophagen neue Zellen zu infizieren. Viscerotrophe
Spezies wie L. donovani migrieren iiber das lymphatische System und infizieren entfernte
Wirtszellen, wohingegen dermatotrophe Spezies, wie L. major, am Ort der Inokulation
verbleiben.

Wihrend einer erneuten Blutmahlzeit konnen infizierte Makrophagen von Sandmiicken
aufgenommen werden. Im Darm der Fliege werden sie lysiert, und die freigesetzten
Amastigoten wandeln sich in die extrazelluldre promastigote Form um. Diese verbleiben,
assoziiert an das Darmepithel, in der Sandmiicke, bis sie bei einem nichsten Bi} auf einen

neuen Wirt iibertragen werden.
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Abb. 3 Der Lebenszyklus von Leishmania major.

Durch einen Biff der Sandmiicke werden promastigote Leishmanien auf den Wirt (u.a. Mensch und Maus)
iibertragen und von residenten Makrophagen der Dermis aufgenommen. Sie wandeln sich in die intrazelluldre,
amastigote Lebensform um und konnen sich, geschiitzt in den Phagolysosomen, ungestort vermehren. Nach
Ruptur der Wirtszellen werden sie ins Gewebe freigesetzt und konnen weitere Zellen infizieren. Bei einer
erneuten Blutmahlzeit werden infizierte Makrophagen von der Sandmiicke aufgenommen und im Darm lysiert.
Die freigesetzten Amastigoten wandeln sich in die extrazelluldre, promastigote Lebensform um und verbleiben,
assoziiert an das Darmepithel, bis zur nédchsten Blutmahlzeit in der Sandmiicke. Die Abbildung wurde [13]
entnommen.

2.3. Die experimentelle murine kutane Leishmaniose

2.3.1. Das immunologische Th1/Th2-Konzept

Die murine kutane Leishmaniose ist eines der am besten etablierten Tiermodelle fiir das
immunologische Th1/Th2-Konzept [14-16]. BALB/c Miuse sind genetisch empfindliche
Tiere. Sie entwickeln nicht heilende Lasionen mit systemischer Beteiligung und versterben an
der Infektion mit Leishmania major, da sie vorwiegend IL-4 gesteuerte CD4" Th2-
Immunantworten ausbilden (Abb. 4). Die im Rahmen der humoralen Immunitét gebildeten
Antikorper sind nicht in der Lage, intrazelluldre Parasiten effizient zu eliminieren. Im
Gegensatz dazu stehen genetisch resistente C57BL/6 Miuse, die im Verlauf der Infektion
spontan ausheilen und daraufhin lebenslange Immunitidt gegen Re-Infektion mit demselben

Parasiten besitzen. Sie bilden hauptsichlich IL-12 gesteuerte, IFN-y dominierte CD4" Th1-
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Immunantworten aus, welche intrazelluldre Leishmanien erfolgreich bekdmpfen konnen.
Schon seit Ende der 1980er Jahre ist bekannt, daB CD4" Thl-Zellen schiitzende Immunitit
vermitteln kénnen [17;18]. Leishmania-spezifische CD4" Th1-Zellen werden in drainierenden
Lymphknoten durch antigenprédsentierende dendritische Zellen (DC) induziert und die
aktivierten T-Zellen wandern daraufhin in die Haut zum Ort der Infektion. Durch die
Freisetzung von IFN-y aktivieren sie infizierte Makrophagen, reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen (wie z.B. NO) zu bilden, um so intrazelluldre Leishmanien abtoten zu
konnen [3]. Vor einigen Jahren konnte schlieflich gezeigt werden, dal3 auch zytotoxische
CD8" T-Zellen eine entscheidende Rolle fiir die protektive Immunitit in C57BL/6 Miusen
spielen [19-22]. Die Ausheilung der Leishmania-Infektion erfordert daher sowohl die
Induktion von CD4" Th1 als auch von CD8" Tc1 Zellen.

BALB/c CS57BL/6

IL-12 CD4+* Thl

+ -
CD4*Th2 | IL-4 TFN-y CDS8* Tel

Progression/ Heilung/
Tod Immunitét

Abb. 4 Resistenz und Suszeptibilitit in der murinen kutanen Leishmaniose.

BALB/c Miuse sind genetisch empfindliche Tiere. Sie versterben an der Infektion mit Leishmania major, da sie
vorwiegend IL-4 gesteuerte CD4" Th2-Immunantworten ausbilden. Im Gegensatz dazu stehen resistente
C57BL/6 Miuse, die im Verlauf der Infektion spontan ausheilen. Sie generieren hauptsichlich IL-12 gesteuerte,
IFN-y dominierte CD4" Th1- und CD8" Tc1-Antworten und besitzen lebenslange Immunitéit gegen Re-Infektion
mit demselben Parasiten.

Die Leishmania major-Infektion in resistenten C57BL/6 Mdiusen wird als Modell fiir die
selbstheilende, kutane Leishmaniose im Menschen betrachtet. Die Infektion in empfindlichen
BALB/c Miusen entspricht eher der humanen, viszeralen Leishmaniose mit systemischer
Beteiligung. Im Gegensatz zum murinen Modell ist die Th1/Th2-Dichotomie in der humanen
Leishmaniose nur im Gewebe von infizierten Patienten deutlich ausgebildet [23]. Die

Immunantworten durch PBMC im Blut sind vielmehr durch das Auftreten gemischter Thl-
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und Th2-Antworten gekennzeichnet [24], wie sie in mild verlaufenden Formen der kutanen
Leishmaniose beobachtet werden konnen [25]. In schwerer verlaufenden Infektionen ist
dagegen keine IFN-y gesteuerte, Thl-vermittelte Immunitit mehr nachweisbar. Ausgeprigte
IL-4 vermittelte, humorale Immunitdt mit hohen Antikorpertitern sowie stark verminderten
zelluldaren Immunantworten sind charakteristisch fiir die aktive Phase einer viszeralen
Infektion. Eine erfolgreiche Chemotherapie resultiert dann in der Wiederherstellung der

zellularen Immunitédt mit gemischten Th1/Th2-Immunantworten [24].

2.3.2. Infektionsmodelle

Im Rahmen dieser Doktorarbeit werden zwei verschiedene Infektionsmodelle unterschieden.
Im sogenannten high dose Modell werden den Miusen intradermal 2x10° metazyklische
Promastigote injiziert. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, da} sich Lésionen bereits innerhalb
der ersten Woche nach Infektion ausbilden. Im sogenannten low dose Modell werden
lediglich 1.000 metazyklische Leishmanien intradermal appliziert. Letzteres besitzt im
Vergleich zum high dose Modell groBere physiologische Relevanz, da in der Natur bei einem
BiB3 der Sandmiicke auch nur 10-1.000 Leishmanien iibertragen werden [26]. Dieser Ansatz
hat jedoch experimentell gesehen den Nachteil, da3 erste Lisionen erst ab Woche drei mef3bar
sind und der gesamte Infektionsverlauf zeitlich in die Linge gestreckt wird.

Die Inokulation der Parasiten erfolgt intradermal in das Ohr der Miuse und ist damit der
subkutanen Injektion in die FuBBsohle aufgrund groflerer physiologischer Relevanz iiberlegen.
Zudem lassen sich intradermal in das Ohr gesetzte Granulome exakter in allen drei
Dimensionen vermessen. Die subkutane Infektion in der FuBlsohle ermoglicht lediglich die
Messung der FuBBschwellung. Methodisch 146t sich die Einwanderung von Entziindungszellen
am besten nach Infektion der Ohrdermis charakterisieren [27]. Zudem sind die drainierenden,

submandibuldren Lymphknoten fiir weitere Analysen leicht zugiinglich [26].

2.3.3. Ablauf einer low dose Infektion mit Leishmania major in resistenten C57BL/6
Miusen

Belkaid et al. konnten zeigen, da3 die low dose Infektion von C57BL/6 Miusen in zwei

unterschiedliche Phasen eingeteilt werden kann [28]. Nach Inokulation promastigoter

Leishmanien werden diese von residenten Makrophagen und Fibroblasten [29] aufgenommen

und wandeln sich in die intrazelluldre, amastigote Form um. Die phagozytierten Parasiten
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unterbinden die Initiierung der schiitzenden anti-Leishmania Immunantwort, indem sie die
Antigenprésentation [30-32], die Expression co-stimulatorischer Molekiile [33-35] und die
Produktion von IL-12 [36-39] ihrer Wirts-Makrophagen inhibieren. Zudem unterbinden sie
die Induktion der iNOS (inducible nitric oxide synthase), die iiber die Produktion von
oxidativem NO maBgeblich an der Beseitigung des Parasiten beteiligt ist [40]. Die
aufgenommenen Leishmanien konnen sich daher ungestort in den Makrophagen replizieren
und nach Ruptur der Wirtszelle weitere Zellen infizieren. Diese sogenannte ,,silent“ phase ist
durch einen rasanten Anstieg der ldsionalen Parasitenlast gekennzeichnet, zeigt ansonsten
aber keinerlei Pathologie.

Mit der Einwanderung von Entziindungszellen (Neutrophilen, Makrophagen und
Eosinophilen) in die Dermis beginnt die zweite Phase der Infektion. Sie geht mit
Granulombildung und gleichzeitiger Reduktion der Parasitenlast einher. Aufgrund
freigesetzter Zytokine und Chemokine werden weitere Entziindungszellen, darunter auch T-
Zellen und DC, angelockt. Die T-Zell-vermittelte, IFN-y gesteuerte Aktivierung infizierter

Makrophagen fiihrt letztendlich zur Elimination des Parasiten [41].

2.3.4. Die Bedeutung dendritischer Zellen in resistenten C57BL/6 Miusen

Makrophagen sind die ersten Zellen, die nach Inokulation der Leishmanien in der Dermis
infiziert werden [3]. Uber den Komplementrezeptor CR3 konnen sie sowohl die inokulierte
promastigote als auch die von bereits lysierten Makrophagen freigesetzte amastigote
Lebensform phagozytieren [42]. Fiir die Initiierung der protektiven, T-Zell-vermittelten
Immunantwort spielen sie jedoch keine Rolle, da die Antigenprisentation iiber MHC-
Molekiile und die Wanderung in die drainierenden Lymphknoten nach Infektion durch den
Parasiten inhibiert werden. Diese Aufgabe fillt den DC zu, die damit eine Schliisselrolle in
der Bekdmpfung der Leishmania-Infektion spielen. Ruhende DC der Epidermis, die
sogenannten Langerhans-Zellen (LC), werden durch Phagozytose amastigoter Leishmanien
aktiviert, exprimieren darauthin vermehrt MHC Klasse I und Klasse II Molekiile sowie die
co-stimulatorischen Molekiile CD40, CD54, CD&80, CD86 und sezernieren verstiarkt IL-12
[43]. Die gleichzeitige Herunterregulation des Adhisionsmolekiiles E-Cadherin ermdglicht
die Wanderung der infizierten DC in die drainierenden Lymphknoten [44], wo sie, in
Anwesenheit von IL-12, protektive, Thl und Tcl dominierte Immunantworten induzieren

konnen. Die induzierten T-Zellen migrieren in das infizierte Gewebe und aktivieren iiber die
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Freisetzung von IFN-y die infizierten Makrophagen, intrazelluldre Leishmanien mittels iNOS
abzutoten.

Im Gegensatz zu Makrophagen nehmen DC die Leishmanien iiber den Fcy-Rezeptor auf [45].
Daher kénnen DC nur die IgG-opsonisierte, amastigote Lebensform phagozytieren, die zuvor
aus lysierten Makrophagen freigesetzt werden muf3. Die Aufnahme der von der Sandmiicke
inokulierten promastigoten Leishmanien ist nicht moglich. Die Infektion der DC erfolgt daher
erst zu einem spateren Zeitpunkt der Leishmania-Infektion, wenn Amastigote in das Gewebe
freigesetzt wurden. Das erklirt das verzogerte Auftreten T-Zell-vermittelter Immunitit, wie es
in der murinen kutanen Leishmaniose beobachtet werden kann [3;28].

DC spielen nicht nur eine wichtige Rolle als Verbindungsglied zwischen angeborener und
erworbener Immunitdt, sondern sie tragen moglicherweise auch entscheidend zur
Aufrechterhaltung der lebenslangen Immunitdt gegen Re-Infektion mit demselben Parasiten
bei [42]. Die Ausheilung der Leishmania-Infektion in C57BL/6 Miusen geht nicht mit einer
vollstandigen Eliminierung der Parasiten einher. Vielmehr verbleibt eine kleine Anzahl an
Erregern in den ausgeheilten Tieren [46;47]. Infizierte DC in den drainierenden Lymphknoten
prasentieren moglicherweise den Gedéchtnis-T-Zellen Leishmania-Antigene und halten so
eine IL-12 gesteuerte, Thl-polarisierte Immunantwort aufrecht. Die Persistenz von
Leishmania major in ausgheilten Maiusen ist IL-10 abhingig [48], welches von

regulatorischen CD4"CD25" T-Zellen sezerniert wird [49].

2.3.5. Die Rolle von dendritischen Zellen in empfindlichen BALB/c Miusen

BALB/c Miuse versterben an der Infektion mit Leishmania major, da sie hauptsichlich IL-4
gesteuerte Th2-Immunantworten ausbilden. Da die Induktion Leishmania-spezifischer T-
Zellen im drainierenden Lymphknoten durch infizierte DC aus dem Gewebe erfolgt, lag die
Vermutung nahe, daf} die Qualitit der DC fiir die resultierende Immunantwort verantwortlich
ist. Uberraschenderweise werden Langerhans-Zellen aus BALB/c Miusen ebenfalls durch
eine Infektion mit Leishmania major aktiviert, exprimieren vermehrt MHC Klasse I und II
sowie co-stimulatorische Molekiile und sezernieren verstiarkt IL-12 [50]. Im Gegensatz zu LC
aus resistenten C57BL/6 Tieren produzieren sie jedoch deutlich weniger IL-1a [51] und IL-13
[52]. In vivo Experimente belegen, daB3 substituiertes IL-1a die T-Zell-Differenzierung in

Richtung einer Th1-Antwort regulieren kann.
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2.3.6. Die Rolle von CD8" T-Zellen in der murinen kutanen Leishmaniose

Die Tatsache, daB CD8" T-Zellen fiir die Ausheilung einer Leishmania-Infektion erforderlich
sind, ist eine relativ neue Erkenntnis. Lange Zeit hat man geglaubt, daf} sie nur fiir die
Immunitit gegen eine Re-Infektion mit demselben Parasiten, also fiir die Gedéachtnisantwort,
wichtig sind [20;21;53]. In resistenten C57BL/6 Tieren wurden zwar hohere Frequenzen an
Leishmania-spezifischen CD8" T-Zellen gefunden als in empfindlichen BALB/c Méusen,
eine schiitzende Rolle bei der priméren Infektion wurde ihnen jedoch nicht zugesprochen
[54;55]. Nach Depletion CD8" T-Zellen in resistenten Tieren zeigten diese zwar einen
verschlechterten Krankheitsverlauf, heilten aber letztendlich doch aus [55]. Ahnliche
Ergebnisse wurden in CD8 und B,-Mikroglobulin defizienten Tieren gefunden [56-58]. In
allen bisher genannten Studien wurden die Leishmanien in groen Mengen (high dose)
subkutan in die Fuflsohle injiziert. Im Gegensatz dazu konnte nach Verwendung des
physiologisch relevanteren low dose Modells, in dem lediglich 100-1.000 Parasiten
intradermal in das Ohr appliziert wurden, sehr wohl eine Bedeutung der CD8" T-Zellen fiir
die primdre Infektion nachgewiesen werden [19]. CD8 depletierte und defiziente C57BL/6
Maiuse waren nicht mehr in der Lage, die Infektion mit Leishmania major unter Kontrolle zu
bekommen. Zudem waren T-Zell-defiziente RAG-/- Miuse nach adoptivem Transfer
Leishmania-spezifischer CD8" T-Zellen aus infizierten C57BL/6 Tieren gegen eine Infektion
mit Leishmania major geschiitzt.

CD8" T-Zellen tragen wohl hauptsichlich durch Freisetzung von IFN-y zur schiitzenden anti-
Leishmania Immunantwort bei, wodurch infizierte Makrophagen aktiviert werden,
phagozytierte Parasiten abzuttten [13]. Obwohl Perforin defiziente C57BL/6 Miause gegen
eine Infektion mit Leishmania major resistent waren [59], konnten zytotoxische CD8" T-
Zellen dennoch iiber ihre zytolytische Aktivitit zur Eliminierung infizierter Wirtszellen
beitragen [22;60;61]. So konnte gezeigt werden, daB CD8" T-Zellen in Miusen, die eine
primire Infektion mit Leishmania major ausgeheilt haben, zytolytische Aktivitit besitzen
[22]. Weitere Studien konnten zeigen, daB3 sowohl die IFN-y Produktion als auch die
zytotoxische Aktivitit CD8" T-Zellen fiir die protektive Immunantwort in vakzinierten

C57BL/6 Miusen erforderlich sind [61].

2.4. Entwicklung eines Leishmaniose-Impfstoffes
Forschergruppen auf der ganzen Welt beschiftigen sich bereits seit Jahrzehnten mit der

Entwicklung einer Leishmania-Vakzine. Dennoch existiert bis zum jetzigen Zeitpunkt kein
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wirksamer Impfstoff. Nicht zuletzt die starke Ausbreitung der Infektionskrankheit in den
letzten Jahren betont jedoch die Notwendigkeit einer schiitzenden Vakzine.

Es gibt verschiedenste Ansitze, einen Impfstoff zu entwickeln. Die Forschungen der letzten
Jahre haben gezeigt, daBl vor allem DC- und DNA-basierte Vakzinierungsansitze
langanhaltende Protektion vermitteln, da nur sie die fiir die Gedédchtnisimmunantwort

erforderlichen CD8* T-Zellen induzieren konnen.

2.4.1. Anforderungen an einen Leishmania-Impfstoff

Ziel einer Vakzinierung ist die Auslosung einer adaptiven Immunantwort, die gegen eine
spatere Infektion mit dem eigentlichen Erreger schiitzende Immunitidt verleiht. Ein guter
Impfstoff sollte einige grundlegende Eigenschaften aufweisen [62]: Er muf3 sicher sein und
sollte nach moglichst wenigen Immunsierungen langandauernde Immunitét verleihen. Er muf3
frei von tierischen Komponenten sein, die zur moglichst kostengiinstigen Herstellung des
Impfstoffes benotigt werden, und er sollte im Idealfall sowohl prophylaktisch als auch
therapeutisch eingesetzt werden konnen.

Die Entwicklung einer wirksamen Vakzine gegen die Leishmaniose im Speziellen hitte den
Vorteil, dal ein einziger Impfstoff gegen eine Vielzahl verschiedener Leishmania spp.
schiitzen konnte [62]. Eine langandauernde, protektive anti-Leishmania Immunantwort
erfordert sowohl die Induktion von CD4" Thl- als auch CD8" Tcl-Zellen sowie die
anhaltende Produktion von IL-12 [13]. Lange Zeit wurde postuliert, da} auch die Persistenz
einer geringen Anzahl an Parasiten in ausgeheilten Tieren fiir die Immunitéit gegen eine Re-
Infektion erforderlich ist [13]. Neuere Publikationen bestitigen jedoch die Induktion

langanhaltender Gedichtnisimmunantworten in Abwesenheit persistierender Parasiten [63].

2.4.2. ,,Leishmanization‘ - Vakzinierung mit lebenden Parasiten

Die Injektion lebender, virulenter Leishmanien in verdeckte Korperbereiche, um so vor
Lasionen an exponierten Korperteilen zu schiitzen, bezeichnet man als ,,leishmanization®.
Bereits seit der Antike ist bekannt, dafl Menschen, die einmal eine kutane Leishmaniose
ausgeheilt haben, gegen eine erneute Infektion geschiitzt sind [64]. Impfungen mittels
,kontrollierter Infektionen* durch virulente, promastigote Leishmanien wurden erstmals 1937
in der ehemaligen Sowjetunion durchgefiihrt und nach Standardisierung in verschiedenen

Studien eingesetzt [62]. Die groften Nachteile dieser Methode waren das Auftreten grofer,
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unkontrollierter Hautldsionen sowie die Verschlechterung anderer Hauterkrankungen, wie z.
B. der Psoriasis [64]. Daher ging man zu sichereren, allerdings nicht so wirksamen
Vakzinierungsansidtzen mit abgetdteten Erregern iiber. So konnte die Injektion abgetoteter
Leishmania major Parasiten mit BCG als Adjuvanz keinen langanhaltenden Schutz gegen die
kutane Leishmaniose vermitteln [65;66]. Im Mausmodell konnte bestitigt werden, dal durch
Immunisierung mit abgetdteten Parasiten und Adjuvanz nur kurzzeitige und keine

langanhaltende Immunitét induziert werden konnte [67].

2.4.3. Vakzinierung mit rekombinanten Proteinen

Die Immunisierung mit lebenden Parasiten hat neben den oben genannten Nebenwirkungen
den Nachteil, daf} sie nicht reproduzierbar ist. Die Infektiositidt der Leishmanien variiert von
Charge zu Charge und ein einheitlicher Impfstoff ist daher nur schwer herstellbar.
Rekombinante Proteine sind definierte Molekiile und daher geeignete Kandidaten fiir einen
reproduzierbaren Impfstoff. In den letzten Jahren wurden eine Reihe potentieller Leishmania-
Antigene identifiziert und DNA- oder proteinbasiert in Vakzinierungsversuchen eingesetzt.
Dabei konnte vor allem mit DNA-basierten Impfstrategien langandauernde Immunitéit in
resistenten und empfindlichen Tieren induziert werden [13].

Es ist bekannt, da} Bestandteile des bei einem Bill der Sandmiicke iibertragenen Speichels
den progressiven Verlauf der Leishmania-Infektion fordern. Dies ist, zumindest zum Teil, auf
eine verstirkte Th2-Immunantwort zuriickzufithren [68]. Wurden bei der Infektion von
BALB/c und C57BL/6 Miuse Parasiten und Speichel co-injiziert, kam es zu einer deutlichen
Verschlechterung der Infektion. Die Méuse waren jedoch geschiitzt, wenn sie zuvor mit
isoliertem Speichel immunisiert wurden [26]. Mittlerweile wurden die Speichelproteine SP15
und Maxadilan charakterisiert, die, als Vakzine eingesetzt, protektive Immunitit gegen eine
Infektion mit Leishmania major vermitteln konnten [69;70].

In Tabelle 1 sind die wichtigsten Leishmania-Antigene zusammengefalit. Im weiteren soll das

Antigen LACK genauer beschrieben werden.
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CP I und II (Cysteinproteinase Typ I und II) [71] LmSTI1+TSA+LACK [67]
gp63 (Glykoprotein 63) [72-75] Maxadilan (Protein aus dem Speichel der
Histone H1 [76] Sandmiicke) [70]

LACK (Leishmania homologue of receptors for | PSA2 (promastigote surface antigen 2) [81;82]
activated C kinase) [77-79] SP15 (salivary protein 15) [69]
LmSTI1 (L. major homologue of the eukaryotic | TSA (L. major homologue of the eukaryotic thiol-

stress-inducible protein 1) [80] specific antioxidant) [80;83]

Tabelle 1 Die wichtigsten Leishmania-Antigene.

Definierte, rekombinante Proteine sind ideale Kandidaten fiir einen reproduzierbaren Leishmania-Impfstoff. Alle
aufgefithrten Antigene wurden bereits Protein- oder DNA-basiert in Vakzinierungsversuchen im Modell der
murinen Leishmaniose eingesetzt. Quelle [13].

2.4.3.1. LACK (Leishmania homologue of receptors for activated C Kkinase)

Das 36 kDa grole Leishmania-Protein LACK (Leishmania homologue of receptors for
activated C kinase) ist eines der am besten geeigneten Antigene fiir Vakzinierungsansitze, da
es stark immunogen ist [84] und in beiden Lebensformen von Leishmania spp. gleichermallen
exprimiert wird [79]. Uber die molekulare Funktion des Proteins ist bisher wenig bekannt.
Man weil}, dal es in Leishmania infantum nahe des Kinetoplasten lokalisiert ist und
Wechselwirkungen mit Proteinen, die an der DNA-Replikation und RNA-Synthese beteiligt
sind, eingeht [85]. Deletionsexperimente in Leishmania major konnten zeigen, dal LACK
sowohl fiir die Viabilitit als auch fiir die Infektiositit des Parasiten unerlidf3lich ist [86].
LACK triagt entscheidend zur Pathogenese in Leishmania-empfindlichen BALB/c Méusen bei
und ist gerade deshalb als Antigen fiir Vakzinierungsexperimente interessant. Innerhalb der
ersten drei bis vier Tage nach high dose Infektion mit Leishmania major wird ein von I-A?
MHC Klasse II-Molekiilen prisentiertes dominantes LACK-Peptid von spezifischen, naiven
CD4" T-Zellen erkannt. Diese Zellen exprimieren VP4/Va8 T-Zell-Rezeptoren und
sezernieren nach Aktivierung groBe Mengen an IL-4, welches fiir die resultierende Th2-
Immunantwort und somit fiir die progressiv verlaufende Infektion in BALB/c Miusen
verantwortlich ist [79;87-89]. Julia et al. konnten zeigen, daB LACK-spezifische CD4" T-
Zellen auch in resistenten B10.D2 Maiusen zur frithen Produktion von IL-4 beitragen [90].
Resistente Mausstimme sind jedoch im Gegensatz zu BALB/c Tieren in der Lage, die friihe
Th2 dominierte Immunantwort in eine Th1-Antwort umzukehren.

Aufgrund seiner Bedeutung fiir die resultierende Immunantwort wurde das LACK-Antigen
bereits in zahlreichen DNA- und proteinbasierten Vakzinierungsexperimenten eingesetzt. Die
Immunisierung von suszpetiblen BALB/c Méausen mit einem trunkierten, 24 kDa grof3en

LACK-Protein (Aminosduren 143-312 [79]) vermittelte, bei gleichzeitiger Injektion von
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IL-12 als Adjuvanz, Protektion gegen eine progressiv verlaufende Leishmania-Infektion
[73;77]. Langanhaltende anti-Leishmania Immunitit konnte jedoch nur nach Vakzinierung
mit LACK Plasmid-DNA beobachtet werden [78;91;92], da nur bei diesem Ansatz die
erforderliche Induktion von CD4" und CD8" T-Zellen sowie die andauernde Prisentation von
Antigen gewihrleistet war [13]. Auch in resistenten C57BL/6 Miusen konnte mit Hilfe von
LACK-DNA gegen eine Infektion mit Leishmania major vakziniert werden [67]. Die
Injektion von Plasmid-DNA war der Immunisierung mit abgetdteten Leishmanien plus IL-12
als Adjuvanz iiberlegen und schiitzende Immunitédt konnte noch in der zwolften Woche nach

Vakzinierung beobachtet werden.

2.4.4. DC-basierte Vakzinierungen

Eine wirksame Vakzine gegen eine Infektion mit Leishmania major sollte neben CD4" auch
CD8" T-Zellen induzieren. Ein Weg, dies zu erreichen, ist die oben beschriebene
Immunisierung mit Plasmid-DNA. Eine weitere Moglichkeit stellt die Vakzinierung mit
antigenbeladenen DC dar. DC sind professionelle antigepriasentierende Zellen (APC). Sie sind
spezialisiert auf die Aufnahme von Antigenen, die Wanderung zu sekundéren lymphatischen
Organen wie den Lymphknoten und die Aktivierung von T-Zellen [93;94]. DC sind die
potentesten APC des Organismus, da sie neben CD4" auch CD8" T-Zellen aktivieren kénnen
und somit entscheidend zur Ausbildung der Gedichtnisimmunantwort beitragen [93;95].
Aufgrund ihrer Langlebigkeit ist zudem die kontinuierliche Prisentation von Antigenen
gewihrleistet [96].

In der Tumorimmunologie konnten antigengepulste DC bereits zur Induktion zytotoxischer
CD8" T-Zellen eingesetzt werden [97;98]. Im Modell der murinen kutanen Leishmaniose
konnte bereits erfolgreich mit infizierten DC gegen eine progressiv verlaufende Infektion in
BALB/c Miusen vakziniert werden [50]. Ahnliche Ergebnisse erhielt man auch nach
Injektion von DC, die mit Promastigotenlysat beladen wurden [99]. Nicht nur virulente
Parasiten oder Parasitenlysate, sondern auch rekombinante Proteine fanden bereits als
Antigene Anwendung. DC, die mit dem Protein LelF oder einer Kombination aus den
Proteinen LACK, KMP-11, gp63 und PSA gepulst wurden, waren ebenfalls in der Lage, in
BALB/c Méusen schiitzende Immunitit gegen eine Leishmania-Infektion zu vermitteln [100].
Die DC-basierte Vakzinierung stellt somit nicht zuletzt aufgrund der Induktion CD8" T-
Zellen und der Langlebigkeit der DC eine vielversprechende Moglichkeit zur Induktion

protektiver anti-Leishmania Immunitit dar.
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2.4.5. Adjuvanzien

Adjuvanzien wurden urspriinglich eingesetzt, um die Immunogenitit des Antigens sowie die
Starke der resultierenden Immunantwort zu erhohen. Im Zusammenhang mit einer
Leishmania-Vakzine sollten sie zusétzlich die Immunantwort in Richtung einer schiitzenden
Th1-Immunitdt modulieren. Ziel eines Impfstoffes ist die Induktion eines immunologischen
Gedichtnisses. Daher sollte eine Adjuvanz gewidhlt werden, dal zur Induktion
langanhaltender Immunantworten fihig ist. Die beiden am hiufigsten eingesetzten, Thl-
dirigierenden Adjuvanzien sind das Zytokin IL-12 und CpG Oligodeoxynukleotide (CpG
ODN).

Zytokine sind Proteine und haben daher den Nachteil, dal sie in vivo nur eine kurze
Halbwertszeit aufweisen. So konnte IL-12 in Kombination mit Promastigotenlysat [78] oder
LACK-Protein [78;91] nur kurzzeitige Protektion gegen eine Leishmania-Infektion
hervorrufen. Im Gegensatz dazu konnte mit einer Vakzine aus Leishmanienlysat und CpG
dauerhafte, CD4" und CD8" T-Zell-abhiingige Immunitit ausgeldst werden. C57BL/6 Miuse
waren noch sechs Monate nach der Immunisierung gegen eine Infektion geschiitzt [101].
Vakzinierungen mit lebenden Parasiten (leishmanization) fithren zwar zu optimalem Schutz
gegen eine natiirliche Leishmania-Infektion, sind aber aufgrund ihrer Infektifsitit nicht
ungefihrlich (siehe Abschnitt 2.4.2.). Durch Co-Injektion von Parasiten und CpG konnte der
Krankheitsverlauf in C57BL/6 Miusen deutlich abgeschwicht werden, ohne dabei den
resultierenden Langzeitschutz zu minimieren [102]. CpG sind Deoxynukleotide mit nicht
methylierten Cytosin-Guanosin-Dinukleotiden, wie sie fiir mikrobielle DNA charakteristisch
sind. Uber TLRY stimulieren sie in Makrophagen und vor allem in DC die Sekretion
verschiedenster Thl-assoziierter Zytokine (u.a. IL-12, IL-18, TNF-a und IFN-a) sowie die
Hochregulation von co-stimulatorischen Molekiilen wie CD40 und MHC Klasse II [103].
CpG ODN konnen eine Immunantwort sowohl in Richtung Thl lenken als auch
langanhaltende Gedichtnisimmunantworten induzieren und sind daher hervorragend als

Adjuvanzien fiir eine Leishmania-Vakzine geeignet.

2.5. TAT-Fusionsproteine

2.5.1. TAT-vermittelte Proteintransduktion
1988 konnten Frankel und Green unabhéngig von einander zeigen, dall exogenes HIV-1 TAT-

Protein von Zellen aufgenommen wird, wenn es dem Zellkulturmedium zugefiigt wird
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[104;105]. Das 86 Aminosduren groBe TAT-Protein ist in vivo ein starker Transaktivator und
essentiell fiir die Virusreplikation [106-108]. Es ist in der Lage, Zellmembranen zu
iiberwinden und direkt in das Zytosol der Zellen zu gelangen. Dieser Prozell wird als
Proteintransduktion bezeichnet. Alle bisher getesteten Zellen wurden vom TAT-Protein
konzentrationsabhéngig und innerhalb weniger Minuten transduziert [109]. Verantwortlich
hierfiir ist eine 11 Aminosduren groB3e, stark basische Domine (YGRKKRRQRRR), die auch
als Proteintransduktionsdoméne (protein transduction domain, PTD) bezeichnet wird
[110;111]. Aufgrund der stark positiven Ladung der PTD kommt es in einem ersten Schritt zu
elektrostatischen Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Phospholipidmembran, bevor
das Protein durch Makropinozytose von der Zelle aufgenommen wird [112]. Die
resultierenden Makropinosome sind instabile Vesikel, die ihre Ladung in das Zytosol der
Zelle freisetzen. Die PTD kann somit als Carriermolekiil eingesetzt werden, um Proteine
direkt in das Zytosol von Zellen zu schleusen. In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl an
TAT-Fusionsproteinen unterschiedlichster Grofle generiert und fiir die Proteintransduktion
eingesetzt [113-120]. In vitro Versuche belegten nach Transduktion die biologische Aktivitit
der Proteine innerhalb der Zelle [113]. Nach intraperitonealer Injektion des 120 kDa groflen
Fusionsproteins TAT-B-Galaktosidase in die Maus konnte eine Verteilung des Proteins im

gesamten Organismus beobachtet werden [110].

2.5.2. Vakzinierung mit TAT-Fusionsprotein transduzierten dendritischen Zellen

Mit Hilfe von TAT-Fusionsproteinen konnen Antigene direkt in das Zytosol von DC
geschleust werden, um so neben der MHC Klasse II auch die Klasse I abhingige Prisentation
antigener Peptide und letztendlich die Induktion zytotoxischer T-Zellen zu ermoglichen. Im
Tumormodell konnte bereits erfolgreich mit TAT-Fusionsprotein transduzierten DC
vakziniert werden und die beobachtete Protektion war CD8" T-Zell-abhingig [121-123].

TAT-LACK transduzierte DC stellen somit eine vielversprechende Moglichkeit zur
Vakzinierung gegen die murine kutane Leishmaniose dar. Die Wahl des stark immunogenen
Antigens LACK gewihrleistet eine starke, resultierende Immunantwort. Durch die DC-
basierte Vakzinierung und die verstirkte Prisentation iiber MHC Klasse I Molekiile sind die
Aktivierung zytotoxischer CD8" T-Zellen sowie die Induktion schiitzender, langanhaltender

Immunitit gewihrleistet.
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2.6. Ziele der Arbeit

Schiitzende Immunitit gegen eine Leishmania major-Infektion, wie sie in resistenten
C57BL/6 Miusen zu beobachten ist, ist mit der Etablierung IFN-y produzierender CD4* Th1-
und CD8" Tcl-Immunantworten assoziiert. In genetisch empfindlichen BALB/c Miusen
resultiert die Ausbildung einer IL-4 gesteuerten Th2-Immunitit in einer progressiv
verlaufenden Infektion, an der die Miuse letztendlich versterben.

DaBl CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle fiir die schiitzende Immunitiit in resistenten C57BL/6
Mausen spielen, ist bereits bekannt [19]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ihre Bedeutung in
empfindlichen BALB/c Miusen analysiert werden. Im Hinblick auf die Entwicklung einer
DC-basierten Vakzine sollte des weiteren die Rolle der wihrend einer Leishmania-Infektion

rekrutierten DC stammesspezifisch analysiert werden.

Eines der stirksten Leishmania-Antigene ist das Protein LACK. Es ist iiberaus immunogen
und wird in beiden Lebensformen von Leishmania spp. gleicherma3en exprimiert. Als TAT-
Fusionsprotein kann es Phagozytose unabhingig von DC aufgenommen werden und gelangt
so direkt in das Zytosol der DC. Dadurch ist neben der MHC Klasse II-Préasentation auch eine
vermehrte Prisentation antigener Peptide iiber MHC Klasse I Molekiile und somit eine
verstirkte Induktion schiitzender zytotoxischer CD8" T-Zellen gewihrleistet. Im
Tumormodell konnte bereits erfolgreich mit TAT-Fusionsprotein transduzierten DC

vakziniert werden [121].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die immunmodulatorische Wirkung TAT-LACK
transduzierter DC im Modell der murinen kutanen Leishmaniose untersucht werden. Es galt
die Frage zu kldren, ob TAT-LACK transduzierte DC in der Lage sind, verstarkt Leishmania-
spezifische, CD8" T-Zellen zu induzieren.

In in vivo Experimenten sollte untersucht werden, ob die Immunisierung mit TAT-LACK
transduzierten DC der Injektion von LACK gepulsten DC beziiglich der Etablierung einer
schiitzenden anti-Leishmania Immunitéit iiberlegen ist, und ob mit transduzierten DC in
BALB/c und C57BL/6 Miusen gegen eine progressiv verlaufende Infektion vakziniert
werden kann.

In weiterfithrenden in vitro Analysen sollte dann untersucht werden, ob durch Vakzinierung
mit TAT-LACK transduzierten DC tatsichlich vermehrt CD8" T-Zellen in Miusen beider

Stamme induziert werden. Des Weiteren sollte geklart werden, ob TAT-LACK transduzierte
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DC, besser als LACK gepulste DC, die Proliferation CD8" T-Zellen aus infizierten Tieren
induzieren kénnen.

DC-basierte Vakzinierungen sind in der Herstellung sehr arbeitsaufwendig und kostspielig.
Daher sollten TAT-LACK Fusionsproteine in einem weiteren experimentellen Ansatz direkt

als proteinbasierte Vakzine in BALB/c Méusen eingesetzt werden.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer DC-basierten Vakzine gegen die murine kutane
Leishmaniose. Daher sollten zunidchst Untersuchungen zur Relevanz von DC in der
Leishmaniose durchgefiihrt werden. Es war bereits bekannt, dal3 DC eine wichtige Rolle bei
der Ausheilung der Infektionskrankheit spielen. Inokulierte Parasiten werden von
Langerhans-Zellen (LC), den DC der Epidermis, aufgenommen und im drainierenden
Lymphknoten présentiert [124;125]. Mit infizierten DC konnte bereits erfolgreich gegen eine
progressiv verlaufende Leishmania-Infektion vakziniert werden [50;99]. Daher sollte als
erstes die Rekrutierung von DC in die Lisionen sowie in die drainierenden Lymphknoten im
Verlauf einer etablierten Infektion analysiert werden. Im Vordergrund stand hierbei die Frage
nach stammesspezifischen Unterschieden in empfindlichen BALB/c und resistenten C57BL/6
Mausen.

Grundlage der zu entwickelnden DC-Vakzine war die Transduktion der Zellen mit TAT-
Fusionsprotein, um so neben CD4" T-Zellen gezielt CD8* T-Zellen induzieren zu konnen.
DaB CD8" T-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Ausheilung der Leishmania-Infektion
spielen, war bereits fiir resistente C57BL/6 publiziert [19]. Erste Versuche sollten daher die
Bedeutung von CD4" und CD8" T-Zellen in genetisch empfindlichen BALB/c Miusen

analysieren.

3.1. Untersuchungen zu stammesspezifischen Unterschieden in BALB/c und C57BL/6

Maiusen nach high dose Infektion mit Leishmania major

3.1.1. Charakterisierung des inflammatorischen Infiltrates in der Lasion und in den
drainierenden Lymphknoten

Zur Bestimmung der inflammatorischen Infiltrate im Ohr und in den drainierenden,

submandibuldren Lymphknoten wurden BALB/c und C57BL/6 Miuse durch intradermale

Injektion von 2x10° metazyklische Leishmanien in beiden Ohren high dose infiziert. Das

Volumen der entstehenden Granulome wurde wochentlich vermessen (Abb. 5).
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Abb. 5 Nach high dose Infektion mit Leishmania major weisen BALB/c Miuse signifikant groflere
Lésionsvolumina im Vergleich zu C57BL/6 Méusen auf.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit jeweils 2x10° metazyklischen Promastigoten intradermal in beiden
Ohren infiziert. Die Lisionen wurden wochentlich in allen drei Dimensionen vermessen. Die gezeigten
Ergebnisse enthalten Daten aus 6 unabhéngigen Experimenten und sind dargestellt als Mittelwert £ SEM (n>18,
*p<0,05 und ***p<0,002).

Erwartungsgemifl konnte bei BALB/c Miusen der typisch progressive Infektionsverlauf in
genetisch empfindlichen Tieren beobachtet werden. Zu allen Zeitpunkten wiesen sie
statistisch signifikant grofler Lasionsvolumina als die resistenten C57BL/6 Mdiuse auf, deren
Ausheilung in Woche 6 bereits wieder begonnen hatte. Die T6tung infizierter BALB/c Méuse

erfolgte, sobald Nekrosen am Ort der Infektion auftraten.

Sowohl vor als auch in wochentlichen Abstinden nach der Infektion wurden Ohren und
drainierende Lymphknoten geerntet und die eingewanderten Entziindungszellen wurden im
FACS charakterisiert.

Die Gesamtzellzahl in der Lésion korrelierte mit den gemessenen Lasionsgroflen (Abb. 6A).
Im Vergleich zu C57BL/6 Mausen wiesen BALB/c Miuse sowohl im Granulom als auch in
den drainierenden Lymphknoten signifikant hohere Zellzahlen auf. Interessanterweise nahm
die ldsionale Gesamtzellzahl der C57BL/6 Miuse in Woche 6 noch nicht wieder ab, wie es
anhand des verringerten Léasionsvolumens (Abb. 5) zu erwarten gewesen wire.

Im Vergleich zu resistenten C57BL/6 Méusen rekrutierten BALB/c Méuse signifikant mehr
CD11c* DC in das Leishmania-infizierte Ohr (Abb. 6B). In Woche 6 nach Infektion waren
mehr als dreimal so viele DC in den Lisionen nachweisbar (2,320,3x10° vs. 0,6+0,1x10° DC;
*#%p<0,002). Im Lymphknoten konnten diese stammesspezifischen Unterschiede nicht

bestétigt werden.

26



Ergebnisse

A Lésion Lymphknoten
201 50+ .
= —O—BALB/c J
S 16 —=—Cs7BLG T 401
i) ! e
= 301 :
S !
ﬁ 20+
E < 3k
s
£ 104
& *
O —— T T T T T
B
4-
g
—
i)
=
=
C
N
+
-
—
=]
&}
O' T T y T

0 1 2 3 4 5 6
Wochen Wochen

Abb. 6 Nach high dose Infektion weisen BALB/c Miuse signifikant grofiere Zellzahlen im infizierten Ohr
und Lymphknoten auf und rekrutieren mehr als dreimal so viele DC in die Léasion wie C57BL/6 Méuse.
BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° metazyklischen Promastigoten in beiden Ohren infiziert.
Sowohl vor als auch in wochentlichen Abstinden nach der Infektion wurden Ohren und drainierende LN
geerntet und das inflammatorische Infiltrat wurde im FACS analysiert. A) Die Gesamtzellzahl wurde durch
Auszihlen der Zellen in Trypanblau bestimmt. B) Die Charakterisierung der DC erfolgte mittels a-CD11c mAk
(HL3). Die présentierten Ergebnisse enthalten Daten aus 7-9 unabhingigen Experimenten und sind dargestellt
als Mittelwert + SEM (n>14, *p<0,05, **p<0,005 und ***p=<0,002).

Beziiglich der Einwanderung von CD4" und CD8" T-Zellen in die Leishmania-Lision
konnten keine stammesspezifischen Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 7A+B). Bei
beiden Stimmen wanderten signifikant weniger CD8" als CD4" Zellen in das Ohr ein. Im
Gegensatz dazu rekrutierten BALB/c Miuse deutlich mehr CD4" T-Zellen in die
drainierenden Lymphknoten. In Woche 4 wiesen sie mehr als doppelt so viele CD4" Zellen
wie C57BL/6 Miuse auf (10711 vs. 51+3,5 CD4" TC; ***p<0,002). Im Hinblick auf CD8"
T-Zellen konnten keine stammesspezifischen Unterschiede im Lymphknoten bestitigt

werden.
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Abb. 7 Im Vergleich zu C57BL/6 Miusen rekrutieren BALB/c Méuse nach high dose Infektion signifikant
mehr CD4*T-Zellen in die drainierenden LN.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° promastigoten Leishmanien high dose in beide Ohren infiziert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Ohren und drainierende LN geerntet und die Einwanderung der T-Zellen
wurde im FACS analysiert. A) CD4" T-Zellen wurden durch Antikérper gegen das Oberflichenmolekiil L3T4
angefirbt. B) CD8" T-Zellen wurden durch Firbung des Oberflichenmarkers Ly-2 im FACS sichtbar gemacht.
Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten aus 7-9 unabhingigen Experimenten und sind als Mittelwert +
SEM dargestellt (n>14; *p<0,05, **p<0,005 und ***p<0,002)).

Fazit: Im Vergleich zu C57BL/6 Miusen rekrutierten BALB/c Miuse deutlich mehr CD11c*
DC in das infizierte Ohr (Abb. 6B) sowie signifikant mehr CD4" T-Zellen in die
drainierenden Lymphknoten (Abb. 7A). Die Einwanderung von CD8" T-Zellen war bei
beiden Stammen vergleichbar (Abb. 7B). Trotzdem konnten BALB/c Miuse die Leishmania-
Infektion nicht unter Kontrolle bringen. Nicht die Rekrutierung der Zellen an sich, sondern
vielmehr die Qualitét dieser Zellen schien somit Einfluf} auf den Infektionsverlauf auszuiiben.
Daher wurden in weiterfilhrenden Experimenten der Infektions- und Aktivierungsstatus der

DC sowie die proliferativen Eigenschaften der T-Zellen analysiert.
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3.1.2. Charakterisierung rekrutierter dendritischer Zellen

3.1.2.1. Analyse des Infektionsstatus rekrutierter dendritischer Zellen

Zur Bestimmung des Infektionsstatus wurden CD11c¢* DC aus dem infizierten Ohr mittels
FACSorting und aus dem drainierenden Lymphknoten mittels MACS-Aufreinigung
angereichert, auf einen Zytospin aufgeschleudert und nach DiffQuick-Firbung unter dem

Lichtmikroskop ausgezihlt.
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Abb. 8 Nach high dose Infektion mit Leishmania major sind in BALB/c Miusen signifikant mehr infizierte
DC als in C57BL/6 Miusen nachweisbar.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° metazyklischen Leishmanien in beide Ohren infiziert. Das
infizierte Gewebe sowie die drainierenden LN wurden in regelmiBigen Abstinden geerntet und CD11¢* DC
wurden entweder mittels FACSorting (Ldsion) oder MACS-Aufreinigung (LN) angereichert. Die isolierten DC
wurden auf Zytospins aufgeschleudert und nach DiffQuick-Firbung unter dem Lichtmikroskop ausgezihlt.
Bestimmt wurde der prozentuale Anteil infizierter DC (A) sowie die Anzahl intrazelluldrer Leishmanien pro
infizierter Zelle (B). Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten aus 3 unabhingigen Experimenten und sind
dargestellt als Mittelwert + SEM (n>18, *p<0,05 und ***p<0,002)

Sowohl in Lidsionen als auch in Lymphknoten von BALB/c Miusen konnten signifikant

hohere Zahlen infizierter DC nachgewiesen werden (Abb. 8A). Wihrend die ldsionalen
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Infektionsraten beider Stimme bis Woche 6 anstiegen, konnte in den drainierenden
Lymphknoten von C57BL/6 Miusen eine Abnahme infizierter DC auf weit unter 1 %
beobachtet werden. Die Fahigkeit resistenter C57BL/6 Miuse, die Infektion im Lymphknoten
unter Kontrolle zu bekommen, wurde durch das vermehrte Abtoten intrazelluldrer
Leishmanien bestitigt (Abb. 8B). Sowohl in der Lision als auch im Lymphknoten von
BALB/c Miusen konnte die Leishmania-Infektion bis Woche 6 nicht unter Kontrolle gebracht
werden. Zudem waren diese Miduse nicht in der Lage, intrazelluldre Parasiten effizient

abzutoten.

Fazit: Obwohl in BALB/c Miusen weit mehr DC nach Infektion rekrutiert wurden, welche
zudem hohere Infektionsraten als DC aus resistenten C57BL/6 Miusen aufwiesen, waren sie
nicht in der Lage, schiitzende Immunantworten gegen den Parasiten zu initiieren. Dies lief3
vermuten, daf infizierte DC aus empfindlichen BALB/c Miusen nicht ausreichend genug
aktiviert wurden, um als APC protektive T-Zell-Antworten zu induzieren. Aus diesem Grund

wurde in weiteren Versuchen der Aktivierungsstatus rekrutierter DC analysiert.

3.1.2.2. Charakterisierung des Aktivierungsstatus rekrutierter dendritischer
Zellen

Nach high dose Infektion mit Leishmania major wurden infiziertes Gewebe und drainierende
Lymphknoten in regelmiBigen Abstinden geerntet, die Zellen wurden in Suspension gebracht
und im FACS analysiert.

Abbildung 9 zeigt ein typisches FACS-Profil der isolierten Ohrzellen. Zunédchst wurden durch
das Zellgate R1 tote Zellen und Debris von der Analyse ausgeschlossen (Abb. 9A). Danach
wurden mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD45 auf Leukozyten gegated (R2), in denen dann
CDl11c" DC angesteuert wurden (R3, Abb. 9B). Zur Charakterisierung des DC-
Aktivierungsstatus wurde die mean fluorescence intensity (MFI) der Oberflichenmolekiile
CD40 und CD86 in den kombinierten gates R1, R2 und R3 bestimmt (Abb. 9C). Die MFI
korreliert mit der die Haufigkeit, mit der Molekiile auf der Oberfliche einer Zelle exprimiert

werden.
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Abb. 9 FACS-Analyse der isolierten Ohrzellen nach kigh dose Infektion mit Leishmania major.

C57BL/6 Miuse wurden high dose mit 2x10° metazyklischen Leishmanien in beiden Ohren infiziert. Zwei
Wochen nach der Infektion wurden die Ohren geerntet. Nach enzymatischer und mechanischer Dissoziation des
Gewebes wurden die inflammatorischen Zellen im FACS analysiert. A) Durch das Zellgate wurden tote Zellen
und Debris von der Analyse ausgeschlossen. Mit Hilfe des Oberflaichenmarkers CD45 wurden Leukozyten in
gate R2 eingestellt. Hierfiir wurden die Zellen mit PE-Cy5.5-konjugiertem a-CD45 mAk angefirbt. B) Die gates
R1 und R2 wurden kombiniert und DC wurden mittels PE-konjugiertem a-CD11c mAk in gate R3 angeférbt.
Als Isotypkontrolle diente PE-markiertes Hamster IgG (HIgG). C) In den gates R1+R2+R3 wurde anschlief3end
mit Hilfe der FITC-konjugierten mAk o-CD40 und o-CD86 der Aktivierungsstaus der DC anhand der MFI
charakterisiert. Als Isotypkontrolle diente FITC-markiertes Ratten IgG,, (R2a). Ein typisches FACS-Profil ist
beispielhaft dargestellt.

In Abbildung 10 ist beispielhaft ein FACS-Profil der isolierten Lymphknotenzellen
dargestellt. Das Zellgate R1 wurde so gesetzt, dal tote Zellen und Debris von der Analyse
ausgeschlossen wurden (Abb. 10A). Im gate R2 wurden anschlieBend CD11¢c/CD40 bzw.
CD11c/CD86 doppelt positive DC angesteuert (Abb. 10B). Der Aktivierungsstatus der DC
wurde daraufhin in den kombinierten gates R1+R2 anhand des MFI bestimmt (Abb. 10C).
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Abb. 10 FACS-Analyse der isolierten Lymphknotenzellen nach high dose Infektion mit Leishmania major.
C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° metazyklischen Leishmanien high dose in beiden Ohren infiziert. Zwei
Wochen nach der Infektion wurden die drainierenden submandibuldren LN entnommen. Die LNC wurden in
Suspension gebracht und im FACS analysiert. A) Debris und tote Zellen wurden durch das Zellgate R1 von der
Analyse ausgeschlossen. B) Im gate R2 wurde mittels PE-konjugiertem o-CD11c mAk auf DC gegated. Als
Isotypkontrolle diente Hamster IgG (HIgG). Gleichzeitig wurden die Zellen mit FITC-markiertem a-CD40 und
a-CD86 angefirbt. Als Isotypkontrolle diente Ratten 1gG,, (R2a). C) In den gates R1+R2 wurde anschliefend
der Aktivierungsstaus der DC anhand der MFI charakterisiert. Ein typisches FACS-Profil ist beispielhaft
dargestellt.

Nach Infektion mit Leishmania major regulierten DC aus BALB/c Lidsionen CD86 auf ihrer
Oberfliche herunter, wohingegen DC von C57BL/6 Maiusen eine gesteigerte Expression
aufwiesen (Abb. 11B). In Woche 6 wiesen DC aus C57BL/6 Tiere einen dreimal hoheren
MFI von CD86 auf als DC aus BALB/c Miausen (11+2,8 vs. 38+7,8; **p<0,005). CD40
wurde von BALB/c Miusen erst zu spéten Zeitpunkten nach der Infektion herunter reguliert
(Abb. 11A).

DC aus den Lymphknoten von infizierten Tieren wiesen im Gegensatz dazu keine
signifikanten stammesspezifischen Unterschiede beziiglich ihres Aktivierungszustandes auf

(Abb. 11A+B).
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Abb. 11 Dendritische Zellen aus Leishmania-Lisionen von BALB/c Méausen exprimieren signifikant
weniger CD86 als Lisionale dendritische Zellen von C57BL/6 Mausen.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden high dose in beiden Ohren infiziert. Vor sowie 2, 4 und 6 Wochen nach
der Infektion wurden Ohren und LN geerntet und der Aktivierungszustand der DC wurde im FACS analyisert.
A) Die Zellen wurden mit FITC-konjugiertem a-CD40 mAk angeférbt und die MFI wurde bestimmt. B) Nach
Inkubation mit FITC-markiertem a-CD86 mAK wurde der Aktivierungszustand anhand der MFI charakterisiert.
Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten aus drei unabhidngigen Experimenten und sind dargestellt als
Mittelwert £ SEM (n>6; *p<0,05 und **p<0,005).

3.1.3. Analyse der T-Zell-Proliferation in den drainierenden Lymphknoten

In regelméBigen Abstinden nach high dose Infektion mit Leishmania major wurden die
drainierenden Lymphknoten von BALB/c und C57BL/6 Miusen geerntet. Die Zellen wurden
mit CFSE gefirbt, antigespezifisch mit SLA restimuliert und die T-Zell-Proliferation wurde
nach 4-6 Tagen im FACS analysiert.
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Abb. 12 Nach high dose Infektion mit Leishmania major weisen BALB/c Miuse deutlich verminderte CD4"
und CD8* T-Zell-Proliferationen im Lymphknoten auf.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° metazyklischen Leishmanien high dose in beiden Ohren
infiziert. 2, 4 und 6 Wochen nach der Infektion wurden die drainierenden submandibuldren LN entnommen, die
Zellen wurden mit CFSE gefirbt und anschlieBend mit 10 pul SLA antigenspezifisch restimuliert. Als
Positivkontrolle diente die Stimulation mit SEB. Nach 4-6 Tagen wurde die T-Zell-Proliferation im FACS
analysiert. Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten von 6 unabhingigen Experimenten und sind als
Mittelwert + SEM dargestellt (n>10; *p<0,05, **p<0,005 und ***p<0,002).

Als Proliferationskontrolle diente die polykolonale Stimulierung mit Staphylokokken
Enterotoxin B (SEB). Als Superantigen ist SEB in der Lage, eine Vielzahl von T-Zellen T-
Zell-Rezeptor unabhéngig zu stimulieren. Proliferationsdefizite konnten zu keinem Zeitpunkt
nachgewiesen werden. Beispielhaft ist die SEB-Stimulierung in Woche 2 nach Infektion
gezeigt (Abb. 12).

Nach antigenspezifischer Restimulierung mit SLA wiesen BALB/c Méuse sowohl eine
verminderte CD4" als auch eine verringerte CD8" T-Zell-Proliferation im Vergleich zu
C57BL/6 Miusen auf. Die beobachteten Unterschiede waren statistisch signifikant. Im
Vergleich zu C57BL/6 Miusen war die CD4" T-Zell-Proliferation in BALB/c Miusen in
Woche 4 um 44 %, die CD8" T-Zell-Proliferation sogar um 60 % vermindert (CD4: 18+1,4
vs. 32428 %; ***p<0,002; CD8: 9,5+2,0 vs. 24+4,2 %; **p<0,005).
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Fazit: FACS-Analysen bestitigten einen deutlich geringeren Aktivierungsstatus rekrutierter
lasionaler DC aus BALB/c Miusen im Vergleich zu DC aus resistenten C57BL/6 Tieren.
Zudem wiesen die in die Lymphknoten eingewanderten CD4" und CD8* T-Zellen in
empfindlichen BALB/c Méiusen starke Proliferationsdefizite auf. Daher stellte sich die Frage,
ob die Immunantwort in BALB/c Maiusen in Richtung einer protektiven Immunitit
verschoben werden konnte, wenn diese Proliferationsdefekte iiberwunden wiirden. Die
Vakzinierung mit TAT-Fusionsprotein transduzierten DC wére hierbei ein vielversprechender

Ansatz, um neben CD4" T-Zellen verstirkt CD8" T-Zellen zu induzieren.

3.2. Transduktion von dendritischen Zellen mit TAT-LACK Fusionsproteinen

Ausgangspunkt der DC-basierten Vakzine war die Transduktion von DC mit TAT-LACK
Fusionsprotein oder geeigneten Kontrollen. Um den Phénotyp von TAT-LACK transduzierten
DC mit dem von LACK gepulsten DC vergleichen zu konnen, wurden die verschiedenen
Zellen im FACS charakterisiert. Zudem wurde die Produktion von IL-12p40 im ELISA

gemessen.

3.2.1. Aufreinigung von TAT-LACK und LACK

Zur Herstellung von TAT-LACK und LACK wurden die Proteine zunichst in E. coli
exprimiert. Die Bakterien wurden im Ultraschallbad aufgeschlossen und die freigesetzten
Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt. TAT-LACK und LACK
besitzen ein N-terminales Hise)-Tag, so da} sie gezielt iiber Ni**-Affinititschromatographie
aufgereinigt werden konnten [114]. Die Proteine wurden gegen PBS dialysiert und die

Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift (Abb. 13).
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Abb. 13 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) der aufgereinigten Proteine TAT-LACK und
LACK.

TAT-LACK (TL) und LACK (L) wurden in E. coli exprimiert, iiber Niz+-Affinitﬁtschromatographie
aufgereinigt, gegen PBS dialysiert und anschlieBend mittels SDS-PAGE in 4-12 % Bis-Tris Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden im Gel fixiert und mit Coomassie angeférbt.
MultiMark® wurde als Proteinstandard (M) auf das Gel mit aufgetragen.

Da sich die Molekulargewichte von TAT-LACK (27 kDa) und LACK (25 kDa) nur um 2 kDa
unterschieden, wurden 4-12 % Bis-Tris Gradientengele fiir die elektrophoretische
Auftrennung gewihlt. Beide Proteine wanderten entsprechend ihres Molekulargewichtes
zwischen der 19 kDa und 31 kDa Markerbande, wobei LACK aufgrund seiner geringeren

Grolle etwas schneller gewandert war.

3.2.2. Phinotyp transduzierter dendritischer Zellen

Aus murinen hdmatopoetischen Stammzellen wurden iiber sechs Tage mit rekombinantem IL-
4 und GM-CSF unreife DC generiert (bone marrow-derived DC; BMDC).

Abbildung 14 zeigt beispielhaft FACS-Profile sechs Tage alter BMDC aus BALB/c und
C57BL/6 Miusen. Das Zellgate R1 wurde so gesetzt, daB tote Zellen und Debris von der
Analyse ausgeschlossen wurden. DC wurden durch die Oberflichenmarker CD11¢ und MHC
Klasse II charakterisiert. Die Kultur enthielt durchschnittlich 50-60% doppelt positive Zellen.
Als Aktivierungsmarker wurden die Oberflachenmolekiile CD40 und CD86 analysiert.
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Abb. 14 FACS-Analyse von sechs Tage alten, unreifen BMDC aus BALB/c und C57BL/6 Méusen.

Aus hamatopoetischen Stammzellen von BALB/c und C57BL/6 Maiusen wurden iiber 6 Tage mit
rekombinantem IL-4 und GM-CSF unreife DC generiert (BMDC). Diese wurden anschlieBend im FACS
phénotypisch analysiert. Durch das gate R1 wurden tote Zellen und Debris von der Analyse ausgeschlossen. DC
wurden anhand der Oberfldchenmolekiile CD11c und MHC Klasse II charakterisiert. Als Aktivierungsmarker
wurden CD86 und CD40 untersucht. Als Isotypkontrollen dienten Ratten 1gG,, (R2a) und Hamster IgG (HIgG).
Beispielhaft ist jeweils ein typisches FACS-Profil gezeigt.

Unreife BMDC aus BALB/c und C57BL/6 Miusen wurden entweder mit TAT-LACK
Fusionsprotein transduziert oder mit LACK allein gepulst. Um die Aktivierung der DC durch
Endotoxine der Proteinpriparationen zu unterbinden, wurden die Proteine vor der Injektion
mit Polymyxin B vorinkubiert. Unbehandelte DC wurden als Negativkontrolle mitgefiihrt.
Zur phinotypischen Charakterisierung wurde die MFI (mean fluorescence intensity)
verschiedener Aktivierungsmarker auf CD11c* Zellen bestimmt. Die MFI beschreibt die

Anzahl an Molekiilen, die auf einer einzelnen Zelle exprimiert werden.

DC aus C57BL/6 Miusen wiesen deutlich mehr CD86-Molekiile auf ihrer Oberfldche auf als
DC aus BALB/c Miusen (Abb. 15B). Unterschiede zwischen der Transduktion mit TAT-
LACK und dem Pulsen mit LACK alleine lieBen sich jedoch nur beziiglich der CD40
Expression beobachten. Nach Inkubation der BMDC mit LACK wurde der
Aktivierungsmarker CD40 auf der Oberflache der Zellen beider Stimme deutlich herunter
reguliert (Abb. 15A).
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Abb. 15 LACK gepulste CD11¢* BMDC exprimieren weniger CD40 auf ihrer Oberfliche als TAT-LACK
transduzierte BMDC.

BMDC von BALB/c und C57BL/6 Midusen wurden entweder mit TAT-LACK transduziert oder mit LACK
gepulst. Die Proteinkonzentrationen betrugen jeweils 333 nM. Die DC wurden vor der Transduktion fiir 30 min
bei RT mit Polymyxin B (50 ug/ml) inkubiert. Nach 18 h Inkubation wurden die Zellen im FACS analysiert.
Gezeigt sind die MFI (mean fluorescence intensity) der Oberldchenmolekiille CD40 (A) und CD86 (B) auf
CD11c" Zellen. Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten aus 3-8 unabhiéngigen Experimenten und sind
dargestellt als Mittelwert + SEM (n>3).

3.2.3. IL-12 Produktion transduzierter dendritischer Zellen

Aktivierte DC produzieren vermehrt IL-12, so dall die Freisetzung dieses Zytokins als Mal}
fiir die Aktivierung der DC herangezogen werden kann [43].

Sechs Tage alte BMDC von BALB/c und C57BL/6 Miusen wurden entweder mit TAT-
LACK transduziert oder mit LACK alleine gepulst. Als Kontrolle wurden unbehandelte DC
mitgefiihrt. Nach 18 Stunden wurden die Uberstiinde geerntet und das sezernierte I1L-12p40

wurde im ELISA bestimmt.

Sowohl nach Transduktion mit TAT-LACK als auch nach Pulsen mit LACK alleine zeigten
die BMDC einen aktivierten Phinotyp (Abb. 16). In BALB/c Miusen waren keine
signifikanten Unterschiede in der IL-12 Freisetzung nach Transduktion bzw. Pulsen zu
beobachten (2,5£1,0 vs. 2,6£1,3 ng/ml). Im Gegensatz dazu produzierten BMDC aus
C57BL/6 Miusen nach Inkubation mit LACK mit 1,7+0,6 ng/ml deutlich mehr IL-12p40 als
TAT-LACK transduzierte DC mit 1,0+0,02 ng/ml. In allen drei Ansitzen wiesen BMDC aus
BALB/c Tieren eine mindestens 1,6fach hohere IL-12-Produktion als DC aus C57BL/6
Mausen auf (DC: 2,1+0,8 vs. 0,8£0,4 ng/ml; DC+TL: 2,5+1,0 vs. 1,0+0,02 ng/ml; DC+L:
2,6+1,3 vs. 1,7+0,6 ng/ml).
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Abb. 16 TAT-LACK transduzierte und LACK gepulste BMDC produzieren vergleichbare Mengen an IL-
12p40.

6 Tage alte, unreife BMDC aus BALB/c und C57BL/6 Miusen wurden entweder mit TAT-LACK transduziert
oder mit LACK alleine gepulst. Die Proteinkonzentrationen betrugen jeweils 333 nM. Die DC wurden vor der
Inkubation fiir 30 min bei RT mit Polymyxin B (50 pg/ml) inkubiert. Nach 18 h Inkubation wurden die
Uberstinde geerntet und das freigesetzte 1L-12p40 wurde im ELISA bestimmt. Die gezeigten Ergebnisse
enthalten Daten aus 3-4 unabhéngigen Experimenten und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n>3).

Fazit: Mit Hilfe von in vitro Zellkulturexperimenten sollten Unterschiede im BMDC-
Phinotyp nach Transduktion mit TAT-LACK bzw. Pulsen mit LACK alleine analysiert
werden. BMDC beider Mausstimme regulierten nach der Inkubation mit LACK den
Aktivierungsmarker CD40 auf ihrer Zelloberfliche herunter. Im Gegensatz dazu fiihrte das

Pulsen mit LACK in C57BL/6 Méusen zu einer gesteigerten Freisetzung von IL-12p40.

3.3. Vakzinierung von genetisch empfindlichen BALB/c Miusen mit TAT-LACK
transduzierten dendritischen Zellen

Aus hidmatopoetischen Stammzellen von BALB/c Miusen wurden mittels IL-4 und GM-CSF

iiber sechs Tage unreife DC generiert (BMDC). Diese wurden mit TAT-LACK

Fusionsprotein sowie geeigneten Kontrollen in Anwesenheit von Polymyxin B transduziert

und anschlieBend intradermal in das Ohr von BALB/c Méausen appliziert. Die Leishmania-

Infektion erfolgte eine Woche spiter in das Gegenohr. Das Volumen des entstehenden

Granuloms wurde wochentlich vermessen.
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3.3.1. Austestung von CpG 1826 als Adjuvanz

Als erstes sollte untersucht werden, ob die Injektion von Adjuvanzien fiir die Wirksamkeit der
DC-basierten Vakzine erforderlich ist. Hierfiir wurden BALB/c Miuse am Tag -7 mit 2x10°
TAT-LACK transduzierten DC sowie geeigneten Kontrollen immunisiert. 24 Stunden spiter
wurde einem Teil der Tiere 10 pg CpG 1826 intradermal in das vakzinierte Ohr injiziert. Die
high dose Infektion mit Leishmania major erfolgte an Tag 0.

CpG sind immunstimulatorische Oligonukleotide. Sie enthalten die fiir mikrobielle DNA
charakteristischen nicht methylierten Cytidin-Guanosin-Dinukleotide, die das Immunsystem

iiber TLR 9 aktivieren [126;127].
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Abb. 17 Die Injektion von CpG 1826 als Adjuvanz verstiarkt nicht die Wirksamkeit der DC-basierten
Vakzine.

BALB/c Miuse wurden an Tag -7 mit 2x10° TATLACK tranduzierten BMDC sowie geeigneten Kontrollen im
rechten Ohr vakziniert. Einige Tiere erhielten an Tag -6 zusitzlich 10 pg CpG 1826 in das immunisierte Ohr.
Die high dose Infektion mit 2x10° metazyklischen Promastigoten erfolgte an Tag 0 in das kontralaterale linke
Ohr. Die Volumina der sich bildenden Granulome wurden wochentlich vermessen. Die prisentierten Ergebnisse
sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=4, *p<0,05 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe).

TAT-LACK transduzierte DC waren auch ohne die zusitzliche Injektion von Adjuvanzien in
der Lage, schiitzende Immunitit gegen die Leishmania-Infektion zu vermitteln (Abb. 17).
Dabei war die Injektion von DC+TL der Vakzinierung mit LACK gepulsten DC iiberlegen. In
Woche 3-5 waren die Unterschiede zur unbehandelten Kontrollgruppe statistisch signifikant.
Die Applikation von CpG 1826 fiihrte sowohl in der TAT-LACK als auch in der LACK
behandelten Gruppe zu einer Verschlechterung des Infektionsverlaufes. Daher wurden alle
folgenden DC-basierten Vakzinierungsexperimente ohne die zusitzliche Injektion von

Adjuvanzien durchgefiihrt.
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3.3.2. Austestung der DC-Vakzinierung im low und high dose Infektionsmodell

Bei der Infektion mit Leishmania major werden zwei verschiedene Modelle unterschieden. Im
sogenannten high dose Modell werden 2x10°, im low dose Modell dagegen nur 1.000
metazyklische Promastigote inokuliert. Letzteres besitzt groere physiologische Relevanz, da
in der Natur bei einem Bif} der Sandfliege nur etwa 100-1.000 Parasiten auf den Wirt

iibertragen werden [13].

Die Wirksamkeit der DC-basierten Vakzine konnte in beiden Modellen bestitigt werden
(Abb. 18A). Die unbehandelten Kontrollgruppen zeigten den typisch progressiven
Infektionsverlauf in Leishmania-empfindlichen Tieren, die letzlich an der Infektion versterben
wiirden. Die Injektion von LACK gepulsten DC fiihrte in keinem der beiden
Infektionsansidtze zu einer Verbesserung des Krankheitsverlaufes. Im Gegensatz dazu
resultierte die Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC in einer signifikanten
Reduktion der Lisionsvolumina. Statistisch signifikante Unterschiede wurden sowohl zur
unbehandelten Kontrollgruppe als auch zu DC+L behandelten Tieren gefunden. In Woche 9
nach low dose Infektion wiesen TAT-LACK vakzinierte Méduse im Vergleich zu LACK
immunisierten Tieren eine Reduktion des Lésionsvolumen um knapp 40 % auf (89+16 vs.
141+13 mm?>; "p<0,05). Im high dose Infektionsmodell waren es in Woche 7 sogar 60 %
(143240 vs. 350+30 mm’; *p<0,05).

Um auszuschlieBen, dal die beobachtete Protektion Antigen unabhingig war und nur durch
das TAT-Peptid vermittelt wurde, wurden die Méuse parallel mit einem TAT-Fusionsprotein
aus einem irrelevanten Antigen, der [-Galaktosidase, immunisiert (Abb. 18B).
Erwartungsgemil} vermittelten weder TAT-fgal noch Bgal allein schiitzende Immunitidt gegen
die Infektion mit Leishmania major. Die zuvor beobachteten Unterschiede zwischen dem
TAT-Fusionsprotein und dem Antigen allein gingen nach Immunisierung mit irrelevanten
Kontrollantigenen vollstindig verloren. Auch die Injektion von unbehandelten DC konnte
keine schiitzende Immunitit vermitteln.

Die TAT-LACK vermittelte Protektion war somit tatsdchlich antigenspezifisch und der

LACK vermittelten Immunitét in allen Anséitzen iiberlegen.
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Abb. 18 Die Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC schiitzt BALB/c Miuse gegen low und high
dose Infektion mit Leishmania major.

BALB/c Miuse wurden an Tag -7 mit 2x10° TAT-LACK transduzierten BMDC sowie geeigneten Kontrollen
intradermal im rechten Ohr vakziniert. An Tag 0 wurden sie low dose mit 1.000 oder high dose mit 2x10°
metazyklischen Promastigoten intradermal im kontralateralen linken Ohr infiziert. Die Volumina der sich
bildenden Granulome wurden wochentlich vermessen. Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten von drei
unabhingigen Experimenten und sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt (n>7; *p<0,05, **p<0,005 und
*#kkp<(),002 verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe; *p<0,05, *p<0,005 und *p<0,002 im Vergleich
zu DC+L vakzinierten Tieren).

3.3.3. Quantifizierung der ldsionalen Parasitenlasten

Die Messung der Lisionsvolumina ist eine gute Moglichkeit, um den Krankheitsverlauf der
Leishmania-Infektion beurteilen zu konnen. Mochte man jedoch wissen, inwieweit die Maus
in der Lage ist, die Infektion unter Kontrolle zu bringen, mu man sich zusitzlich die

Parasitenlasten im Granulom anschauen.
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Abb. 19 Sowohl nach high dose als auch nach low dose Infektion weisen TAT-LACK vakzinierte BALB/c
Miuse signifikant niedrigere lisionale Parasitenlasten auf.

BALB/c Miuse wurden mit 2x10° transduzierten BMDC sowie geeigneten Kontrollen i.d. in das rechte Ohr
vakziniert. Eine Woche spidter erfolgte die low bzw. high dose Infektion in das Gegenohr. A) Die
Lasionsvolumina wurden wdochentlich vermessen. Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten aus 2-4
unabhiingigen Experimenten und sind dargestellt als Mittelwert + SEM (n>6; *p<0,05, **p<0,005 und
##4p<(),002 verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe; *p<0,005 und *p=<0,002 im Vergleich zu DC+L
vakzinierten Tieren). B) 3 Wochen nach high dose bzw. 6 Wochen nach low dose Infektion wurden die
infizierten Ohren geerntet und die Anzahl der Parasiten in der Lasion wurde mit Hilfe einer limitierenden
Verdiinnungsreihe bestimmt. Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten aus 2-4 unabhéngigen Experimenten. Ein
einzelner Punkt entspricht der Parasitenlast in einem Ohr. Der Mittelwert ist durch den Balken dargestellt (n>6;
*p<0,05).

Sowohl nach low dose als auch nach high dose Infektion wiesen TAT-LACK-vakzinierte
BALB/c Miuse signifikant reduzierte ldsionale Parasitenlasten auf (Abb. 19B), die mit den
zuvor gemessenen Lisionsvolumina korrelierten (Abb. 19A). Unterschiede wurden sowohl
zur unbehandelten Kontrollgruppe als auch zur DC+L behandelten Gruppe gefunden. In
beiden Infektionsmodellen wiesen DC+L immunisierte Mduse 30 Mal mehr Parasiten in der
Lision auf als Tiere, die mit TAT-LACK transduzierten DC vakziniert wurden (low dose:
2,440,9 x10° vs. 8,729 x10%; *p<0,05; high dose: 2,8+0,8 x10" vs. 8,352 x10%. Mit

Amastigoten infizierte DC (inf. DC) wurden als Positivkontrolle mitgefiihrt. Nach low dose
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Infektion zeigten sie erwartungsgemdf die niedrigsten Lisionsvolumina und kleinsten

Parasitenlasten.

3.3.4. Bestimmung der Zytokinprofile in den drainierenden Lymphknoten

Sechs Wochen nach Vakzinierung und low dose Infektion wurden die drainierenden,
submandibuldren Lymphknoten geerntet. Die Lymphknotenzellen wurden in Suspension
gebracht und antigenspezifisch mit SLA restimuliert, um das resultierende Zytokinprofil im

ELISA analysieren zu kdnnen.
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Abb. 20 Nach Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC weisen BALB/c Miuse ein Thl-
Zytokinprofil im LN auf.

BALB/c Miuse wurden mit TAT-LACK transduzierten BMDC sowie geeigneten Kontrollen i.d. ins rechte Ohr
vakziniert. Eine Woche spiter erfolgte die physiologisch relevantere low dose Infektion mit 1.000
metazyklischen Promastigoten in das kontralaterale linke Ohr. 6 Wochen nach der Infektion wurden die
drainierenden LN geerntet und die LNC wurden fiir 48 h antigenspezifisch mit SLA restimuliert. Die Uberstinde
wurden geerntet und die sezernierten Zytokine wurden im ELISA analysiert. Ein repréisentatives Experiment von
zweien mit dhnlichen Ergebnissen ist gezeigt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=3; *p<0,05
und ***p<0,002). Die IFN-y / IL-4 Ratio ist tabellarisch aufgefiihrt und als Mittelwert + SEM dargestellt.

Durch die Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC konnte das Zytokinprofil im
Lymphknoten von BALB/c Miusen in Richtung einer Thl-Immunantwort verschoben
werden, erkennbar an den hoheren IFN-y- (25£1,8 vs. 11+4,6 ng/ml; *p<0,05) und
niedrigeren IL-4-Konzentrationen (1,4+0,4 vs. 2,8+0,1 ng/ml) (Abb. 20). Im Gegensatz dazu,
fiihrte die Immunisierung mit LACK gepulsten DC zu einem klassischem Th2-Zytokinprofil.
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Die Ergebnisse wurden anhand der IFN-y / IL-4 Ratio bestitigt. TAT-LACK-vakzinierte
Tiere wiesen mit einem Quotienten von 22,7+8,9 eine viermal hohere Ratio als LACK-

behandelte Miuse auf (5,4+1,7).

Es ist bekannt, daB vor allem BALB/c Miuse LACK-reaktive CD4" T-Zellen besitzen, die auf
das Antigen reagieren, ohne zuvor damit geprimt worden zu sein. Diese T-Zellen sind fiir die
starke IL-4-Sekretion in der frithen Phase der Leishmania-Infektion und somit fiir die
Etablierung der Th2-Immunantwort verantwortlich [88;90;128]. Trotz allem konnten TAT-
LACK transduzierte DC BALB/c Miuse gegen eine progressive Infektion mit Leishmania
major schiitzen. Daher muf3te als néchstes iiberpriift werden, wie die DC-basierte Vakzine in

resistenten C57BL/6 Miusen wirkt.

3.4. Vakzinierung von genetisch resistenten C57BL/6 Miusen mit TAT-LACK

transduzierten dendritischen Zellen

3.4.1. Austestung der DC-Vakzinierung im low und high dose Infektionsmodell
C57BL/6 Miuse wurden analog zu den genetisch empfindlichen BALB/c Miusen intradermal
mit 2x10° transduzierten DC vakziniert und eine Woche spiter im Gegenohr low bzw. high

dose infiziert.

Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigte den typischen Verlauf einer low dose Infektion in
resistenten Tieren, die die Leishmania-Infektion nach einigen Wochen unter Kontrolle
bringen konnen und dann spontan ausheilen (Abb. 21A). Durch Immunisierung mit LACK
gepulsten DC konnte keine Verbesserung des Krankheitsverlaufes erzielt werden. Die
Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC fiihrte jedoch zu einer signifikanten
Reduktion der Léisionsvolumina. Unterschiede konnten sowohl zur unbehandelten
Kontrollgruppe als auch zu DC+LACK immunisierten Médusen beobachtet werden. Letztere
wiesen in Woche 6 dreimal so grofle Lasionsvolumina wie TAT-LACK vakzinierte Tiere auf
(7,4£2,5 mm® vs. 2445 mm3; *p<0,05). Zudem heilten TAT-LACK vakzinierte Tiere zwei
Wochen friiher als die Kontrollgruppe aus. Wie bei den BALB/c Méusen zeigten auch hier
die Immunisierungen mit irrelevanten Kontrollproteinen (TAT-Bgal) keinerlei protektive
Wirkung (Abb. 21B). Erwartungsgeméall waren vakzinierte und ausgeheilte C57BL/6 Miuse

gegen Re-Infektion mit demselben Parasiten geschiitzt (Daten sind nicht gezeigt).
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Abb. 21 Die Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC schiitzt CS7BL/6 Méiuse gegen low dose
Infektion mit Leishmania major.

C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° TAT-LACK transduzierten BMDC intradermal im rechten Ohr vakziniert.
Eine Woche spiiter erfolgte die low dose Infektion mit 1.000 metazyklischen Promastigoten in das kontralaterale
linke Ohr. Die Lidsionsvolumina wurden wochentlich vermessen (A und B). Die prisentierten Ergebnisse
enthalten Daten aus vier unabhingigen Experimenten und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n>8; *p<0,05,
##p<(),005 und **#p<0,002 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe; "p<0,05, "p<0,005 und "p<0,002
im Vergleich zu DC+L behandelten Tieren).

Die von TAT-LACK vermittelte schiitzende Immunitéit konnte auch nach high dose Infektion
mit Leishmania major bestitigt werden (Abb. 22). Nach Immunisierung mit LACK gepulsten
DC wiesen C57BL/6 Miuse mehr als vier Mal so gro3e Lasionsvolumina wie TAT-LACK
vakzinierte Tiere auf (29+12 mm® vs. 126+13 mm® in Woche 5; *p<0,002).
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Abb. 22 Nach Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC und high dose Infektion mit Leishmania
major zeigen C57BL/6 Miiuse einen schwiicheren Infektionsverlauf.

C57BL/6 Miuse wurden mit TAT-LACK transduzierten BMDC i.d. im rechten Ohr vakziniert und eine Woche
spiter high dose mit 2x10° metazyklischen Leishmanien im Gegenohr infiziert. Die Lisionsvolumina wurden
wochentlich vermessen. Die présentierten Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=4; *p<0,05 und
##%4p<(),002 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe; *p<0,05 und **p<0,002 verglichen mit DC+L
immunisierten Mdusen).
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3.4.2. Quantifizierung der ldasionalen Parasitenlasten
C57BL/6 Miuse wurden mit TAT-LACK transduzierten DC sowie entsprechenden
Kontrollen vakziniert und eine Woche spiter low dose infiziert. Sieben Wochen nach der

Infektion wurden die Parasitenlasten in den Lisionen bestimmt.

Die ldsionalen Parasitenlasten korrespondierten mit den zuvor gemessenen Lésionsvolumina
(Abb. 23A). Durch Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC konnten nicht nur die
Lasionsgrolen sondern auch die Anzahl der Parasiten im Granulom signifikant reduziert
werden (Abb. 23B). DC+LACK behandelte Tiere wiesen 11 Mal so viele Parasiten wie TAT-
LACK vakzinierte Méduse auf (453487 vs. 5120+£1145; **p<0,005) und zeigten damit einen
zur unbehandelte Kontrollgruppe dhnlichen Krankheitsverlauf. Wie schon bei den BALB/c

Maiusen wurden auch hier mit Amastigoten infizierte DC als Positivkontrolle mitgefiihrt.

>
=

60+ 106 %

o —0— Unbeh. DC ol
E 501 —a—nf. DC g 10 o —_—r
=) —e—DC+TL 2 -0 — oo
= 409 —o—bDC+L = 10* 3.
E —=&— Keine Vakzine ; o0 - [ ) [ )
= 304 2 103 [ ] _—
n—ct '5 *
2 20 £ 10 °
£ - &
= 0 e e ey 100 . . . .

0 1 2 3 4 5 6 7 Unbeh. Inf. DC+ DC+ Keine

Wochen DC DC TL L Vakzine

Abb. 23 Nach low dose Infektion mit Leishmania major weisen TAT-LACK vakzinierte C57BL/6 Mause
signifikant kleinere Lasionsvolumina und reduzierte Parasitenlasten auf.

C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° transduzierten BMDC sowie geeigneten Kontrollen i.d. im rechten Ohr
vakziniert. Die low dose Infektion mit 1.000 metazyklischen Promastigoten erfolgte eine Woche spiter ins
Gegenohr. A) Die Lisionsvolumina wurden wochentlich gemessen. Die prisentierten Ergebnisse enthalten
Daten aus 2 unabhingigen Experimenten und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n>6; ***p<0,002
verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe; “p<0,05 und "*p<0,002 im Vergleich zu DC+L
immunisierten Tieren). B) 7 Wochen nach der Infektion wurden die Tiere getotet und die ldsionalen
Parasitenlasten wurden mittels einer limitierenden Verdiinnungsreihe bestimmt. Die gezeigten Ergebnisse
enthalten Daten aus 2 unabhidngigen Experimenten. Jeder einzelne Punkt entspricht der Parasitenlast in einem
Ohr. Der Mittelwert ist durch den Balken dargestellt (n>6; *p<0,05, **p<0,005 und ***p<0,005).

3.4.3. Bestimmung der Zytokinprofile in den drainierenden Lymphknoten
Sechs Wochen nach low dose Infektion mit Leishmania major wurden die drainierenden,

submandibuldren Lymphknoten von vakzinierten C57BL/6 Maéusen geerntet. Die
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Lymphknotenzellen wurden in Suspension gebracht und fiir 48 Stunden antigenspezifisch mit
SLA restimuliert. Die Uberstinde wurden geerntet und die sezernierten Zytokine wurden im

ELISA bestimmt.

Beziiglich der IFN-y-Produktion konnten keine Unterschiede zwischen der Vakzinierung mit
TAT-LACK und LACK allein gefunden werden (55+7 vs. 57+4 ng/ml) (Abb. 24). Jedoch
sezernierten Lymphknotenzellen von TAT-LACK vakzinierten Miusen weniger IL-4 als
Zellen von LACK behandelten Tieren (198 vs. 2946 pg/ml). Im Vergleich zur
Immunisierung mit LACK gepulsten DC wurde das Zytokinprofil im Lymphknoten von
TAT-LACK vakzinierten C57BL/6 Méausen daher leicht in Richtung einer Th1-Immunanwort
verschoben. Die berechneten IFN-y / IL-4 Ratios bestitigten diese Beobachtungen. DC+TAT-
LACK vakzinierte Mduse wiesen mit 14,9+7,2 einen leicht hoheren Quotienten als LACK

behandelte Tiere auf (10,7+7,1).
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Abb. 24 Lymphknotenzellen von TAT-LACK vakzinierten C57BL/6 Miusen sezernieren weniger 1L-4 als
Lymphknotenzellen von LACK immunisierten Tieren.

C57BL/6 Miause wurden mit TAT-LACK transduzierten BMDC oder geeigneten Kontrollen vakziniert und eine
Woche spiter low dose infiziert. 6 Wochen nach der Infektion wurden die drainierenden LN entnommen. Die
LNC wurden in Suspension gebracht und antigenspezifisch mit SLA restimuliert. Nach 48 h wurden die
Uberstinde geerntet und die sezernierten Zytokine wurden im ELISA bestimmt. Die gezeigten Ergebnisse
enthalten Daten von drei unabhingigen Experimenten und sind dargestellt als Mittelwert + SEM (n>8; *p<0,05
und ***p<0,002). Die IFN-y / IL-4 Ratio ist tabellarisch aufgefiihrt und als Mittelwert + SEM dargestellt.

Fazit: In in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, daf} die Vakzinierung mit TAT-LACK

transduzierten DC der Immunisierung mit LACK gepulsten DC iiberlegen war. Sowohl

48



Ergebnisse

Leishmania-empfindliche BALB/c als auch resistente CS57BL/6 Miuse waren nach
Behandlung mit TAT-LACK gegen eine progressiv verlaufende Infektion geschiitzt. Der
Vakzinierungserfolg lieB sich anhand reduzierter Lisionsvolumina, verringerter
Parasitenlasten und anhand von Zytokinprofilen, die in Richtung einer Thl-Immunantwort
verschoben wurden, bestétigen.

Als nichstes sollte daher in in vitro Experimenten untersucht werden, welche Zellen durch
Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC induziert wurden und somit schiitzende

Immunitit vermittelten.

3.5. Invitro Restimulierungsexperimente zur Charakterisierung der durch DC+TAT-

LACK induzierten T-Zellen

3.5.1. Quantifizierung der T-Zell-Proliferation

Eine gut etablierte Methode zur Analyse der T-Zell-Proliferation ist die Anfiarbung der Zellen
mit CFSE. Der griin fluoreszierende Vitalfarbstoff wird kovalent in der Zelle gebunden und
bei der Zellteilung an die Tochterzelle weitergegeben. Die daraus resultierende Ausdiinnung

der Fluoreszenzintensitéit kann anschlieend im FACS sichtbar gemacht werden.

Abbildung 25 zeigt ein typisches FACS-Profil CFSE gefiarbter Lymphknotenzellen, die durch
antigenspezifische Restimulierung mit SLA zur Proliferation angeregt wurden. Anhand der
griinen Fluoreszenz konnte die Proliferation der gefarbten Zellen im FL1-Kanal gemessen
werden. Durch gleichzeitige Anfiarbung der T-Zellen mit PE-konjugierten Antikdrpern gegen
die Oberflichenmolekiile CD4 und CD8 konnte die Proliferation der verschiedenen Zelltypen
genauer charakterisiert werden. Durch das Zellgate R1 wurden tote Zellen und Debris von der
Analyse ausgeschlossen. CD4" bzw. CD8" T-Zellen wurden in gate R2 angesteuert. Anhand
der CFSE-Ausdiinnung konnte die T-Zell-Proliferation anschlieBend im kombinierten gate
R1+R2 analysiert werden. Als Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt,
welche bereits ohne spezifischen Stimulus proliferierten. Diese Hintergrundproliferation
wurde von der durch SEB bzw. durch SLA induzierten Zellteilung abgezogen.

Die Stimulierung der Lymphknotenzellen mittels Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) diente
als Positivkontrolle. SEB ist als Superantigen in der Lage, T-Zellen polyklonal, das heif3t T-
Zell-Rezeptor unabhingig, zu aktivieren. Durch die Stimulierung mit SEB sollten etwaige

Proliferationsdefizite aufgespiirt werden.
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Abb. 25 FACS-Profil von CFSE gefiirbten, proliferierenden Lymphknotenzellen.

C57BL/6 Miause wurden in beiden Ohren high dose infiziert. 8 Wochen nach der Infektion wurden die
drainierenden Lymphknoten entnommen. Die Zellen wurden in Suspension gebracht, mit CFSE gefirbt und
antigenspezifisch mit SLA restimuliert. Als Positivkontrolle diente die Stimulierung mit SEB. Unbehandelte
Zellen wurden als Negativkontrolle mitgefiihrt. 4 Tage nach der Restimulierung wurden die Zellen geerntet und
die Proliferation wurde im FACS analysiert. Durch das gate R1 wurden tote Zellen und Debris von der Analyse
ausgeschlossen. Durch Anfarbung mit PE-konjugiertem a-CD4 und a-CD8 mAk konnten die verschiedenen T-
Zell-Populationen in gate R2 angesteuert werden. Als Isotypkontrolle diente PE-markiertes Ratten IgG,, (R2a).
Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der CFSE-Ausdiinnung in dem kombinierten gate R1+R2 bestimmt.
Beispielhaft dargestellt ist eine typische FACS-Analyse.

3.5.2. Analyse der T-Zell-Proliferation nach Vakzinierung mit TAT-LACK
transduzierten dendritischen Zellen

Ziel der Untersuchungen war die Charakterisierung der T-Zellen, die durch Vakzinierung mit

TAT-LACK transduzierten DC induziert wurden. Hierfiir wurden BALB/c und C57BL/6

Miuse mit transduzierten DC sowie geeigneten Kontrollen in beide Ohren intradermal

vakziniert. Eine Woche spiter wurden die drainierenden Lymphknoten entnommen, ohne

zuvor eine Leishmania-Infektion gesetzt zu haben. Die Lymphknotenzellen wurden mit dem
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Vitalfarbstoff CFSE gefirbt und antigenspezifisch mit SLA restimuliert. Nach 4-6 Tagen
wurde die Proliferation der CD4" und CD8" T-Zellen im FACS analysiert.
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Abb. 26 Durch Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC werden sowohl in BALB/c als auch in
C57BL/6 Miiusen vermehrt CD8" T-Zellen induziert.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° TAT-LACK transduzierten BMDC sowie geeigneten
Kontrollen i.d. in beiden Ohren vakziniert. Eine Woche spéter wurden die drainierenden LN entnommen. Die
Zellen wurden in Suspension gebracht, mit CFSE gefirbt und antigenspezifische mit SLA restimuliert. Als
Positivkontrolle diente die Stimulierung mit SEB. Nach 4-6 Tagen wurde die T-Zell-Proliferation im FACS
analysiert. Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten von 2-3 unabhingigen Experimenten und sind
dargestellt als Mittelwert + SEM (n>4; *p<0,05, **p<0,005 und ***p=<0,002).

Weder in BALB/c noch in C57BL/6 Miusen konnten nach polyklonaler Stimulierung mit
SEB Proliferationsdefizite der CD4" und CD8" T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 26).
Beziiglich der CD4" T-Zell-Proliferation konnten nach antigenspezifischer Stimulierung keine
Unterschiede beobachtet werden, wenn Méause mit TAT-LACK transduzierten oder LACK
gepulsten DC vakziniert wurden (Abb. 26A). In beiden Ansiitzen war die Induktion der CD4"
T-Zellen vergleichbar (BALB/c: 7,0£2,1 vs. 5,5+2.,7 %; CS7BL/6: 3,3+0,9 vs. 4,2+1,0 %). Im
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Gegensatz dazu war TAT-LACK ein deutlich besserer Induktor CD8" T-Zellen als LACK
allein (Abb. 26B). Nach Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC wurden in beiden
Mausstimmen signifikant mehr CD8" Zellen induziert als nach Immunisierung mit LACK
gepulsten DC (BALB/c: 16£3,5 vs. 5,4+1,9 %;*p<0,05; C57BL/6: 4,5+1,5 vs. 0 %; *p<0,05).
Mit Amastigoten infizierte DC waren in den meisten Ansdtzen die stidrksten Aktivatoren der
T-Zell-Proliferation. Erwartungsgemif hatte die Injektion von DC alleine kaum Auswirkung

auf die Proliferation.

3.5.3. In vitro Restimulierung Leishmania-spezifischer T-Zellen mittels TAT-LACK
transduzierter dendritischer Zellen

Es konnte bereits gezeigt werden, da TAT-LACK transduzierte DC in vivo vermehrt CD8"
T-Zellen induzieren konnen. Daher stellte sich die Frage, ob die transduzierten DC auch in
vitro in der Lage sind, T-Zellen zur Proliferation anzuregen.

Hierfiir wurden T-Zellen aus Lymphknoten und Milz von Leishmania-infizierten Tieren iiber
den Oberflichenmarker CD90 (Thy 1.2) mittels MACS aufgereinigt, mit CFSE gefirbt und
mit TAT-LACK transduzierten DC sowie geeigneten Kontrollen restimuliert. Nach 4-6 Tagen
wurde die T-Zell-Proliferation im FACS analysiert.

Abbildung 27 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer Thy 1.2-MACS-Aufreinigung. Der Anteil
CD3/CD4 doppelt positiver T-Zellen betrug vor der Aufreinigung 21,2 %, der Anteil
CD3/CDS8 doppelt positiver Zellen 12,7 %. Durch die MACS-Aufreinigung konnten die T-
Zell-Populationen auf 52,1 % bzw. 32,5 % angereichert werden. Das entsprach einer

Anreicherung der gesamten T-Zellen von 33,9 % auf 84,6 %.
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Abb. 27 FACS-Profil der MACS-Aufreinigung von T-Zellen aus dem Lymphknoten Leishmania-
infizierter C57BL/6 Miuse.

C57BL/6 Miuse wurden high dose in beide Ohren mit 2x10° metazyklischen Leishmanien infiziert. 5 Wochen
nach der Infektion wurden die drainierenden LN geerntet und die T-Zellen wurden mittels MACS-Aufreinigung
iiber den Oberflichenmarker CD90 (Thy 1.2) angereichert. Die Qualitit der Isolierung wurde im FACS
iberpriift. Das Zellgate R1 wurde so gesetzt, dal tote Zellen und Debris von der Analyse ausgeschlossen
wurden. Die verschiedenen T-Zell-Populationen wurden mittels FITC-konjugiertem a-CD3 mAk und PE-
markiertem o-CD4 oder a-CD8 mAk angefirbt. Als Isotypkontrollen dienten FITC-konjugiertes Hamster 1gG
(HIgG) und PE-markiertes Ratten IgG,, (R2a). Eine typische FACS-Auswertung ist beispielhaft gezeigt.

3.5.3.1. Bestimmung des optimalen Verhéiltnisses von dendritischen Zellen und T-
Zellen in der Co-Kultur
Im Hinblick auf maximale T-Zell-Proliferation mufite in Vorexperimenten zunéchst die
optimale Zusammensetzung der DC-TC Co-Kultur ermittelt werden. Hierfiir wurden
Leishmania-spezifische T-Zellen aus infizierten Tieren mit CFSE gefirbt und mit infizierten
DC in verschiedenen Verhiltnissen restimuliert. Anhand der im FACS meBbaren Proliferation
lieB sich die optimale Zusammensetzung bestimmen. Als Negativkontrolle wurde die
Restimulierung mit unbehandelten DC gewihlt. Die hier gemessene, unspezifische
Proliferation wurde von der antigenspezifisch induzierten Zellteilung subtrahiert. DC und TC

wurden im Verhéltnis 1:1, 1:5, 1:10 und 1:20 co-kultiviert.
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Abbildung 28 zeigt beispielhaft eine solche FACS-Auswertung. Maximale CD4" und CD8"
T-Zell-Proliferation von 12,6 % bzw. 17,1 % wurde in der 1:10 Co-Kultur erreicht, so daf3

alle folgenden Experimente mit dieser Zusammensetzung durchgefiihrt wurden.
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Abb. 28 Maximale T-Zell-Proliferation wird bei einer Co-Kultur Ratio von 1:10 (DC:TC) erreicht.

C57BL/6 Miuse wurden in beiden Ohren low dose mit 1.000 metazyklischen Leishmanien infiziert. 16 Wochen
nach der Infektion wurden die drainierenden LN entnommen. T-Zellen wurden mittels MACS-Aufreinigung
iiber den Oberflichenmarker CD90 (Thy 1.2) angereichert, mit CFSE gefirbt und in verschiedenen
Verhiltnissen mit Amastigoten infizierten oder unbehandelten BMDC restimuliert. 5 Tage nach der
Restimulierung wurden die Zellen geerntet und die Proliferation wurde im FACS analysiert. Ein reprisentatives
Experiment von zweien ist gezeigt.

54



Ergebnisse

3.5.3.2. Analyse der T-Zell-Proliferation nach in vitro Restimulierung mit TAT-
LACK transduzierten dendritischen Zellen

T-Zellen aus infizierten Tieren wurden mittels MACS {iiber den Oberflaichenmarker CD90

(Thy 1.2) aufgereinigt, mit CFSE gefarbt und mit verschiedenen DC-Priparationen

restimuliert. Die resultierende T-Zell-Proliferation wurde nach 4-6 Tagen im FACS

analysiert.

Sowohl DC+LACK als auch DC+TAT-LACK waren in der Lage, Leishmania-spezifische T-
Zellen in vitro zur Proliferation anzuregen (Abb. 29). Allerdings muBlten die DC hierfiir mit 2
uM Protein transduziert werden. In den Vakzinierungsexperimenten hatten bereits 333 nM
ausgereicht, um protektive Immunitit zu vermitteln.

TAT-LACK transduzierte DC waren deutlich stirkere Induktoren der CD8* T-Zell-
Proliferation als LACK gepulste DC (BALB/c: 5,7+0,8 vs. 2,1+0,8 %; *p<0,05: C57BL/6:
8,3+1,6 vs. 2,3+0,9 %; *p<0,05). Beziiglich der Proliferation von CD4" T-Zellen konnten in
BALB/c Miusen keine Unterschiede beobachtet werden (1,1+0,6 vs. 0,9+0,6 %). Allerdings
wurden durch TAT-LACK transduzierte DC in C57BL/6 Miusen dreimal so viele CD4"
Zellen wie in BALB/c Miusen zur Proliferation angeregt (6,4+2,0 vs. 1,8+1,0 %).
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Abb. 29 TAT-LACK transduzierte DC sind signifikant stirkere Induktoren der in vitro Proliferation von
Leishmania-spezifischen T-Zellen als LACK gepulste DC.

BALB/c und C57BL/6 Miuse wurden high dose mit 2x10° metazyklischen Promastigoten infiziert. Nach 4-8
Wochen wurden die drainierenden LN und die Milz geerntet und die T-Zellen wurden mittels MACS iiber den
Oberflachenmarker CD90 (Thy 1.2) aufgereinigt. Die isolierten Zellen wurden mit CFSE gefirbt und mit
verschiedenen BMDC-Priparationen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) restimuliert. Die DC wurden zuvor mit 2 uM
TAT-LACK oder Kontrollproteinen inkubiert. Nach 4-6 Tagen wurde die T-Zell-Proliferation im FACS
analysiert. Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten von 2-3 unabhingigen Experimenten und sind als
Mittelwert + SEM dargestellt (n>3; *p<0,05 und ***p<0,002).
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3.5.3.3. Analyse der Zytokinprofile von CD4" und CD8" T-Zellen nach in vitro
Restimulierung mit TAT-LACK transduzierten dendritischen Zellen
Parallel zu den Proliferationsexperimenten wurden die Zytokine der restimulierten T-Zellen in
den Uberstinden der C57BL/6 Zellkultur bestimmt. Hierfiir wurden CD4* und CD8" T-Zellen
aus Lymphknoten und Milz infizierter Méuse mittels MACS aufgereinigt und mit TAT-
LACK transduzierten DC sowie geeigneten Kontrollen restimuliert. Nach 48 h wurden die
Uberstinde geerntet und die sezernierten Zytokine wurden im ELISA bestimmt. Um
sicherzustellen, da3 die gemessenen Zytokine nur von den T-Zellen produziert wurden,

wurden die eingesetzten DC zuvor mit 4.000 Rad bestrahlt.
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Abb. 30 FACS-Profil der MACS-Aufreinigung von CD4* und CD8* T-Zellen aus den Lymphknoten.
C57BL/6 Miuse wurden high dose mit 2x10° metazyklischen Leishmanien infiziert. 5-14 Wochen nach der
Infektion wurden die drainierenden LN geerntet und CD4" und CD8" T-Zellen wurden mittels MACS-
Aufreinigung iiber die entsprechenden Oberflichenmolekiile isoliert. Zur Uberpriifung der Anreicherung wurden
CD3/CD4 und CD3/CD8 doppelt positive Zellen im FACS analysiert. Durch das gate R1 wurden tote Zellen und
Debris von der Analyse ausgeschlossen. Die Zellen wurden mit a-CD3-FITC und PE-konjugiertem a-CD4 und
a-CD8 mAk angefirbt. Als Isotypkontrolle diente FITC-markiertes Hamster IgG (HIgG) und PE-konjugiertes
Ratten IgG,, (R2a). Beispielhaft ist eine repréisentative FACS-Messung gezeigt.
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In Abbildung 30 ist beispielhaft eine MACS-Aufreinigung von CD4" und CD8" T-Zellen
gezeigt. Vor der Isolierung lag der Anteil der CD3/CD4 doppelt positiven Zellen im
Lymphknoten bei 20,1 % und der der CD3/CDS8 doppelt positiven T-Zellen bei 14,4 %. Durch
die Aufreinigung konnten die T-Zell-Populationen auf 94,1 % bzw. 91,7 % angereichert

werden.
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Abb. 31 Nach Restimulierung mit TAT-LACK-transduzierten DC weisen Leishmania-spezifische T-Zellen
ein klassisches Th1 Zytokinprofil auf.

C57BL/6 Miuse wurden high dose mit 2x10° metazyklischen Leishmanien infiziert. 5-14 Wochen nach der
Infektion wurden drainierende LN und Milz geerntet und CD4" und CD8" T-Zellen wurden mittels MACS-
Aufreinigung isoliert. Die TC wurden mit verschiedenen BMDC-Priparationen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC)
restimuliert. Die DC wurden zuvor mit 2 uM Protein transduziert und mit 4.000 rad bestrahlt. Nach 48 h
Inkubation wurden die Uberstinde geerntet und die sezernierten Zytokine im ELSIA analysiert. Die
priasentierten Ergebnisse enthalten Daten aus drei unabhingigen Experimenten und sind dargestellt als
Mittelwert + SEM (n>3; *p<0,05 und ***p<0,002). IFN-y / IL-4 Ratio sind tabellarisch aufgefiihrt und als
Mittelwert £ SEM dargestellt.

Sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen wiesen nach Restimulierung mit TAT-LACK
transduzierten DC ein typisches Thl Zytokinprofil mit hohen IFN-y- und niedrigen IL-4-
Konzentrationen auf (Abb. 31). Im Gegensatz dazu wurde nach Restimulierung mit LACK
gepulsten DC ein klassisches Th2 Zytokinprofil mit niedrigen IFN-y- und hohen IL-4-
Konzentrationen beobachtet. Die berechneten IFN-y / IL-4 Ratio bestitigten diesen
Beobachtungen. Sowohl bei CD4" als auch bei CD8* T-Zellen lieBen sich nach
Restimulierung mit TAT-LACK transduzierten DC statistisch signifikant hohere Quotienten
als bei DC+LACK stimulierten Zellen nachweisen (CD4: 681+60 vs. 2,1+2,1; CDS:
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2604+£16,5 vs. 121£121). AuBer nach Restimulierung mit infizierten DC wiesen CDS8* T-
Zellen deutlich hohere IFN-y / IL-4 Ratio als die entsprechenden CD4" T-Zellen auf, da CD8"

Zellen mehr IFN-y und weniger IL-4 sezernierten als die entsprechenden CD4" Zellen.

Fazit: Mit Hilfe von Restimulierungsexperimenten konnte gezeigt werden, da3l TAT-LACK
transduzierte DC sowohl in vivo als auch in vitro CD8" T-Zellen zur Proliferation induzieren
konnen. Dabei waren sie der Restimulierung mit LACK gepulsten DC iiberlegen. Diese
Zellkulturdaten bestitigten die in Vakzinierungsversuchen beobachtete, von TAT-LACK
vermittelte, schiitzende Immunitét. In weiterfiihrenden Experimenten sollte daher die T-Zell-
Abhidngigkeit des TAT-vermittelten Effektes bestidtigt werden. Dazu  wurden

Vakzinierungsexperimente in T-Zell-depletierten Médusen durchgefiihrt.

3.6. Depletionsexperimente

Um die T-Zell-Abhédngigkeit der TAT-LACK vermittelten, schiitzenden Immunitit zu
bestitigen, wurden die T-Zellen zum Zeitpunkt der DC-Vakzinierung in BALB/c Méusen
durch Injektion neutralisierender Antikorper depletiert. Die low dose Infektion mit

Leishmania major wurde erst gesetzt, als alle T-Zellen wieder hergestellt waren.

3.6.1. Optimierung des Depletionsprotokolles

Zur T-Zell-Depletion wurden monoklonale Antikorper gegen die Oberflichenmolekiile CD4
und CDS8 eingesetzt. In Vorversuchen mufite die optimale Konzentration der injizierten
Antikorper ermittelt werden. Die T-Zellen sollten fiir mindestens eine Woche depletiert
bleiben, da sich in dieser Zeit die Immunantwort auf die DC-basierte Vakzine entwickelt. Die

Kontrolle der Depletion erfolgte durch FACS-Analyse mononukledrer Zellen aus dem Blut.

Als optimal erwies sich die einmalige Injektion von 125 pg a-CD4 (GK1.5) und 50 pg a-CDS8
(2.43) monoklonalem Antikorper. Bereits zwei Tage nach intraperitonealer Injektion der
Antikorper waren keine T-Zellen im Blut mehr nachweisbar (Abb. 32). Drei Wochen spiter
waren alle T-Zellen wieder hergestellt. Somit ergab sich folgendes Vakzinierungsprotokoll:
An Tag -23 wurden die Miuse depletiert und an Tag -21 intradermal vakziniert. Die low dose

Infektion in das Gegenohr erfolgte an Tag 0. Dadurch war sicher gestellt, dall die T-Zellen nur
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zum Zeitpunkt der Vakzinierung fehlten und daB die Leishmania-Infektion unter normalen

Bedingungen ablaufen konnte.
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Abb. 32 Zwei Tage nach einmaliger Injektion neutralisierender Antikorper sind alle T-Zellen in BALB/c
Mausen depletiert.

BALB/c Miausen wurden einmalig 125 ug o-CD4 (GK1.5) oder 50 ug a-CDS8 (2.43) mAk i.p. injiziert. 2 Tage
spiter wurde den Tieren Blut aus der Schwanzvene abgenommen. Mononukledre Zellen wurden iiber einen
Biocollgradienten angereichert und im FACS analysiert. Als Positivkontrolle dienten Zellen aus unbehandelten
Miusen (WT). Zur Charakterisierung der T-Zellen wurden diese mit FITC-markiertem o-CD3 und PE-
konjugiertem o-CD4 oder a-CD8 mAk angefirbt. Als Isotypkontrollen dienten FITC-markiertes Hamster 1gG
(HIgG) oder PE-konjugiertes Ratten IgG,, (R2a). Ein reprisentatives Experiment ist beispielhaft gezeigt.

3.6.2. Depletion von T-Zellen zum Zeitpunkt der DC-Vakzinierung in BALB/c Miusen

BALB/c Miuse wurden mit TAT-LACK transduzierten oder LACK gepulsten DC
intradermal im rechten Ohr vakziniert, wobei alle T-Zellen zum Zeitpunkt der Vakzinierung
depletiert wurden. Nach drei Wochen, als alle T-Zellen wieder hergestellt waren, erfolgte die

low dose Infektion in das kontralaterale Ohr.
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Abb. 33 Nach Depletion der T-Zellen zum Zeitpunkt der DC-Vakzinierung weisen TAT-LACK
vakzinierte BALB/c Miuse grofiere Lisionsvolumina und hohere Parasitenlasten auf.

BALB/c Miiuse wurden mit 2x10° TAT-LACK transduzierten oder LACK gepulsten BMDC i.d. im rechten Ohr
vakziniert. Die TC wurden durch i.p. Injektion neutralisierender Antikdrper zum Zeitpunkt der Vakzinierung
depletiert. Die low dose Infektion mit 1.000 metazyklischen Promastigoten erfolgte drei Wochen spiter. Die
Lisionsvolumina wurden wochentlich vermessen. Die gezeigten Ergebnisse enthalten Daten von 4 unabhingigen
Experimenten und sind dargestellt als Mittelwert + SEM (n>17; *p<0,05 und ***p<0,002 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe; *p<0,05, “p<0,005 und "*p<0,002 verglichen mit LACK behandelten Tieren). 7
Wochen nach der Infektion wurden die infizierten Ohren geerntet und die ldsionalen Parasitenlasten wurden
mittels einer limitierenden Verdiinnungsreihe bestimmt. Ein reprisentatives Experiment von dreien mit
dhnlichen Ergebnissen ist gezeigt (n>4; *p<0,05 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe)

In der mit Isotyp behandelten Kontrollgruppe konnte die von TAT-LACK vermittelte

schiitzende Immunitéit gegen eine progressiv verlaufende Leishmania-Infektion unverdandert
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beobachtet werden (Abb. 33). Die Injektion von LACK gepulsten DC zeigte keinerlei
protektive Wirkung und die Infektion verlief anndhernd so progressiv wie in der

unbehandelten Kontrollgruppe (DC+L: 148+20,4 mm3; keine Vakzine: 167+21,8 mm3).

Statistisch signifikante Unterschiede wurden nach TAT-LACK Behandlung sowohl zur
LACK behandelten als auch zur unbehandelten Kontrollgruppe gefunden. TAT-LACK
vakzinierte BALB/c Miuse wiesen in Woche 8 eine 54 %ige Reduktion der Lisionsvolumina
im Vergleich zu LACK immunisierten Tieren auf (43,2+5,7 vs. 94,0+12,0 mm®; **p<0,005).
Die beobachtete Protektion konnte durch um mehrere log-Stufen verringerte ldsionale
Parasitenlasten bestitigt werden (DC+TL: 3,8+1,6 x10* Parasiten/Lidsion; DC+L: 3,3+1,8
x10° Parasiten/Lision).

Fehlten zum Zeitpunkt der Vakzinierung entweder CD4" oder CD8" T-Zellen, ging die zuvor
beobachtete, TAT-LACK abhidngige, protektive Immunitdt vollstindig verloren. Die
gemessenen Lasionsvolumina der TAT-LACK vakzinierten Méuse glichen sich den Werten
der unbehandelten und der LACK behandelten Tiere an (a-CD4: 104+17 vs. 108+£27 vs.
111+19 mm?®; 0-CD8: 103£18 vs. 106£16 vs. 12318 mm’ fiir DC+TAT-LACK, DC+LACK
und keine Vakzine in Woche 9). Die ldsionalen Parasitenlasten bestitigten den Verlust der
TAT-vermittelten Protektion. TAT-LACK vakzinierte Tiere wiesen zum Teil hohere
Parasitenlasten als LACK immunisierte oder unbehandelte Miuse auf (0-CD4: 2,2+0,8 x10’
vs. 9,244,8 x10° vs. 3,4+0,8 x10° Parasiten/Lision; a-CD8: 1,5+0,4 x10° vs. 1,5+1,2 x10° vs.
6,8+3,2 x10° Parasiten/Lision fiir DC+TAT-LACK, DC+LACK und keine Vakzine).

Fazit: Die Ergebnisse der vorausgegangenen in vitro Restimulierungsexperimente lieen
vermuten, dal die von TAT-LACK vermittelte schiitzende Immunitédt T-Zell-abhingig war.
Mit Hilfe von Depletionsexperimenten konnte diese Vermutung bestétigt werden. Fehlten
zum Zeitpunkt der Vakzinierung entweder CD4" oder CD8" T-Zellen, ging die TAT-LACK
abhidngige Protektion vollstindig verloren. Sowohl gemessene Lisionsvolumina als auch

ldsionale Parasitenlasten bestétigten diesen Verlust.

3.7. Vakzinierung mit dendritischen Zellen aus IL.-12p40 defizienten Mausen

IL-12 ist unerldBlich fiir die Etablierung einer schiitzenden Th1 Immunantwort in der murinen
kutanen Leishmaniose [129;130]. Mit Leishmanien infizierte DC sind eine mogliche Quelle
fir das sezernierte IL-12 [43;124;131]. Um die IL-12-Abhéngigkeit der DC-basierten
Vakzine zu iiberpriifen, wurden C57BL/6 Miuse mit TAT-LACK transduzierten DC aus
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Wildtyp und IL-12p40 defizienten Tieren sowie geeigneten Kontrollen intradermal im rechten
Ohr vakziniert. Die low dose Infektion erfolgte eine Woche nach Immunisierung in das

Gegenohr.
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Abb. 34 Die protektive Wirkung TAT-LACK transduzierter DC ist IL-12 abhiingig.

C57BL/6 Miuse wurden mit 2x10° TAT-LACK transduzierten BMDC aus Wildtyp (A) und IL-12p40
defizienten Méusen (B) sowie geeigneten Kontrollen i.d. im rechten Ohr vakziniert. Die low dose Infektion mit
1.000 metazyklischen Promastigoten erfolgte eine Woche spiter in das kontralaterale linke Ohr. Die
Lasionsvolumina wurden wochentlich vermessen. Ein reprédsentatives Experiment von dreien mit dhnlichen
Ergebnissen ist gezeigt. Die prisentierten Daten sind dargestellt als Mittelwert £ SEM (n>4; A) *p<0,05,
##p<(),005 und ***p<0,002 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe; ‘p<0,05 und "p<0,002 verglichen
mit DC+LACK behandelten Tieren; B) "p<0,05, "p<0,005 und *p<0,002 verglichen mit TAT-LACK
transduzierten DC aus IL-12p40 defizienten C57BL/6 Miusen).

Erwartungsgemifl konnten bei C57BL/6 Miuse nach Vakzinierung mit TAT-LACK-
transduzierten Wildtyp-DC deutlich verringerte Lésiosvolumina sowie eine raschere
Ausheilung beobachtet werden (Abb. 34A). Statistisch signifikante Unterschiede wurden
sowohl zu DC+LACK behandelten Tieren als auch zur unbehandelten Kontrollgruppe

gefunden.
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Das Monomer IL-12p40 bildet zusammen mit der Untereinheit p35 bioaktives IL-12p70. IL-
12p40 defiziente Miause besitzen daher kein IL-12p70.

Nach Vakzinierung mit transduzierten DC aus IL-12p40 defizienten C57BL/6 Mausen ging
die von TAT-LACK vermittelte protektive Wirkung vollstindig verloren (Abb. 34B). Sechs
Wochen nach Immunisierung mit transduzierten DC aus defizienten Miusen konnten mehr
als dreimal so grofle Lisionsvolumina wie nach Vakzinierung mit Wildtyp-DC beobachtet
werden (5,9+1,0 vs. 20,4+3,0 mm3). Die gemessenen Lisionsgroflen glichen sich denen der
LACK behandelten Tiere an. Interessanterweise konnten zwischen LACK gepulsten DC aus

Wildtyp und IL-12p40-defizienten Tieren keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.

Fazit: Diese in vivo Versuche zeigten, daf} die protektive Wirkung TAT-LACK transduzierter
DC stark IL-12 abhéngig war, und daf} das IL-12 von den DC selbst produziert werden muf3te.

3.8. Direkte, proteinbasierte Vakzinierung mit TAT-LACK Fusionsproteinen

DC-basierte Vakzinierungen sind aufgrund der Generierung von DC aus Buffy Coats
arbeitsaufwendig und sehr kostspielig. Daher sind sie gerade in armen, Leishmaniose
endemischen Lidndern nur schwer einsetzbar. Aus diesem Grund wurde das Potential von
TAT-LACK als direkte, proteinbasierte Vakzine in empfindlichen BALB/c Miusen
untersucht, um DC in vivo anzusteuern. Zudem konnte in solch einem direkten Ansatz
bestitigt werden, dall die im DC-basierten Modell beobachtete Protektion nicht vom

Aktivierungsstatus der DC abhing, sondern tatsdchlich auf TAT-LACK zuriickzufiihren war.

3.8.1. Austestung von CpG 1826 als Adjuvanz

Es ist bekannt, daB Proteine allein oft nicht ausreichend immunogen sind, um eine
Immunantwort im Empfingertier hervorzurufen [132]. Daher wurde in ersten Experimenten
tiberpriift, ob die Injektion von Adjuvanzien fiir die protektive Wirkung von TAT-LACK
erforderlich ist.

Pro Miuseohr konnte maximal ein Volumen von 50 pl intradermal appliziert werden. Um die
Injektion ausreichender Proteinmengen gewdhrleisten zu konnen, wurden BALB/c Miuse am
Tag -7 und -6 mit jeweils 10 ug TAT-LACK oder geeignete Kontrollen i.d. im rechten Ohr
immunisiert. An Tag -5 wurden 10 pug CpG 1826 in das vakzinierte Ohr injiziert. Die
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physiologisch relevante low dose Infektion mit Leishmania major erfolgte an Tag O in das

kontralaterale linke Ohr. Die Lidsionsvolumina wurden wochentlich gemessen.
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Abb. 35 Im proteinbasierten Vakzinierungsmodell ist die Injektion von CpG 1826 als Adjuvanz
erforderlich.

BALB/c Miuse wurden an Tag -7 und -6 mit jeweils 10 ug TAT-LACK oder LACK i.d. im rechten Ohr
vakziniert. An Tag -5 erhielten einige Tiere 10 pg CpG 1826 als Adjuvanz in das immunisierte Ohr. Die low
dose Infektion mit 1.000 metazyklischen Leishmanien erfolgte an Tag O in das kontralaterale linke Ohr. Die
Lisionsvolumina wurden wochentlich vermessen. Die prisentierten Ergebnisse enthalten Daten aus vier
unabhingigen Experimenten und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n>5; *p<0,05, **p<0,005 und
##%p<(),002 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe; *p<0,05 verglichen mit TAT-LACK behandelten
Tieren).

Ohne gleichzeitige Applikation von CpG 1826 fiihrten weder die Immunisierung mit LACK
noch die mit TAT-LACK zu einer Verbesserung des Infektionsverlaufes (Abb. 35). Durch
Co-Injektion von CpG konnte bei TAT-LACK behandelten Miusen eine 39 %ige
Verringerung der Lisionsvolumina erzielt werden (58,7+7,6 vs. 36,4+5,5 mm° in Woche 7).
Statistisch signifikante Unterschiede fanden sich sowohl zur TAT-LACK behandelten Gruppe
ohne CpG als auch zur unbehandelten Kontrollgruppe.

Bei LACK immunisierten Maéusen lie sich nach Adjuvanzapplikation ebenfalls eine
Verbesserung des Krankheitsverlaufes beobachten, allerdings waren die Unterschiede nicht so
deutlich wie in der TAT-LACK immunisierten Gruppe. So kam es in Woche 7 nach Infektion
nur zu einer 25 %igen Reduktion der Lasionsgrofien (71,2+11,3 vs. 53,4+6,6 mm3).

Aufgrund der beobachteten Ergebnisse wurden alle weiteren proteinbasierten Vakzinierungen

mit CpG 1826 als Adjuvanz durchgefiihrt.
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3.8.2. Optimierung des proteinbasierten Vakzinierungsprotokolles

Das hier verwendete Vakzinierungsprotokoll orientierte sich an dem der DC-basierten
Vakzinierung. Da zwischen TAT-LACK+CpG und LACK+CpG behandelten Méusen keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden konnten (Abb. 35), lag die Vermutung nahe,
dal der Zeitraum zwischen Vakzinierung und Infektion mit sieben Tagen fiir das
proteinbasierte Modell zu kurz gewihlt worden war. Aus diesem Grund wurde die Zeitspanne
in weiterfithrenden Versuchen auf zwei Wochen verlidngert.

BALB/c Miuse erhielten am Tag -14 und -13 i.d. in das rechte Ohr jeweils 10 ug TAT-LACK
oder geeignete Kontrollproteine. 10 pug CpG 1826 wurden am Tag -12 in dasselbe Ohr
injiziert. Die low dose Infektion erfolgte an Tag O in das Gegenohr. Die Lédsionen wurden

wochentlich vermessen.
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Abb. 36 Nach Vakzinierung mit TAT-LACK Fusionsproteinen sind BALB/c Miiuse gegen eine progressiv
verlaufende low dose Infektion mit Leishmania major geschiitzt

BALB/c Miuse wurden an Tag -14 und -13 mit jeweils 10 ug TAT-LACK (TL) bzw. LACK (L) (A) oder den
irrelevanten Kontrollproteinen TAT-OVA (TO) und OVA (O) (B) im rechten Ohr vakziniert. Die Injektion von
10 ug CpG 1826 als Adjuvanz erfolgte an Tag -12 in das immunisierte Ohr. An Tag 0 wurden die Tiere low dose
mit 1.000 metazyklischen Leishmanien im kontralateralen linken Ohr infiziert. Die Lisionen wurden
wochentlich in allen drei Dimensionen vermessen. Jeweils ein repréasentatives Experiment von dreien ist gezeigt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n>4; *p<0,05, **p<0,005und ***p<0,002 im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe; 'p<0,05 und *p<0,002 verglichen mit L+CpG behandelten Tieren (A) oder
verglichen mit TO+CpG und O+CpG immunisierten Mausen (B).

Allein die Verlingerung des Zeitraumes zwischen Vakzinierung und Infektion auf zwei
Wochen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Léasionsvolumina TAT-LACK
immunisierter BALB/c Miuse. Bei LACK immunisierten Tieren konnte im Gegensatz dazu
keine Verbesserung beobachtet werden (Abb. 36A). Ihr Krankheitsverlauf unterschied sich

nicht wesentlich von dem der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Um zu tiberpriifen, ob die beobachtete Protektion tatsidchlich antigenspezifisch war und nicht
nur durch das fusionierte TAT-Peptid vermittelt wurde, wurden BALB/c Méuse mit einem
Fusionsprotein aus TAT und OVA als irrelevantes Kontrollprotein immunisiert. Die Wahl
viel auf OVA und nicht, wie bei der DC-basierten Vakzinierung, auf B-Galaktosidase, da
OVA mit einem Molekulargewicht von 49 kDa dem 25 kDa groem LACK ihnlicher ist als
die 120 kDa grof3e B-Galaktosidase.

Erwartungsgemil3 konnte weder die Immunisierung mit TAT-OVA noch mit OVA allein
schiitzende Immunitét gegen die Infektion mit Leishmania major vermitteln (Abb. 36B). Der
Infektionsverlauf unterschied sich nicht von dem der unbehandelten Kontrollgruppe. Im
Gegensatz dazu wiesen TAT-LACK vakzinierte Méduse auch hier einen deutlich milderen
Krankheitsverlauf auf. Statistisch signifikante Unterschiede wurden sowohl zu TAT-OVA
und OV A behandelten Tieren als auch zur unbehandelten Kontrollgruppe gefunden. Letztere
wiesen in Woche 7 nach Infektion fast 20fach groBere Lidsionsvolumina als TAT-LACK
vakzinierte Tiere auf (1,52+1,14 vs. 30,0+6,84 mm3).

Fazit: Im Gegensatz zur DC-basierten Vakzinierung konnte die direkte, proteinbasierte
Immunisierung mit TAT-LACK Fusionsprotein nur dann schiitzende Immunitédt vermitteln,
wenn gleichzeitig CpG 1826 als Adjuvanz appliziert wurde. Der Vakzinierungserfolg liefl
sich verbessern, in dem der Zeitraum zwischen Immunisierung und Infektion von einer auf
zwei Wochen verldngert wurde. Die beobachtete Protektion war antigenspezifisch, da die
irrelevanten  Kontrollproteine TAT-OVA und OVA keine Verbesserung des

Infektionsverlaufes bewirken konnten.

3.8.3. Quantifizierung der Aktivierung und Auswanderung von Langerhans-Zellen
nach proteinbasierter Vakzinierung mit TAT-LACK Fusionsproteinen
Im Gegensatz zur DC-basierten Vakzinierung wurden bei der proteinbasierten Immunisierung
keine transduzierten, antigenpridsentierenden Zellen, sondern nur das TAT-Fusionsprotein
allein gespritzt. Es stellte sich daher die Frage, von welchen Zellen das Protein in vivo
aufgenommen und prozessiert wurde. Da die Vakzine intradermal appliziert wurde, lag die
Vermutung nahe, daf3 es sich dabei um die DC der Epidermis, den sogenannten Langerhans-
Zellen (LC) handelte. Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurde die Epidermis vakzinierter
Ohren pripariert und Aktivierung und Auswanderung von DC wurden unter dem

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

66



Ergebnisse

BALB/c Miuse wurden mit TAT-LACK und LACK sowie geeigneten Kontrollen i.d. in
beiden Ohren vakziniert. Einige Tiere erhielten zusitzlich CpG 1826 als Adjuvanz. Um die
Aktivierung von LC durch Endotoxine der Proteinprdparationen zu unterbinden, wurden die
Proteine vor der Injektion mit Polymyxin B inkubiert. Drei Tage nach der Vakzinierung
wurden die Ohren geerntet und die Epidermis wurde prédpariert. LC wurden mittels FITC-
markiertem a-MHC Klasse II Antikorper angefarbt und Aktivierungszustand sowie Grad der
Auswanderung wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Inaktive LC besitzen
deutlich erkennbare Dendriten. Nach Aktivierung der Zelle verliert diese ihre Dendriten,
gleichzeitig wird die Expression von MHC Klasse II Molekiilen hochreguliert, so daf3
aktivierte DC stirker gefdrbt sind. Die Auswanderung aktivierter LC wurde in Relation zur

unbehandelten Kontrollgruppe (keine Migration) berechnet.

Durch die proteinbasierte Vakzinierung wurden epidermale LC aktiviert und wanderten
daraufhin aus der Epidermis aus. Im Vergleich zur Injektion von PBS als Negativkontrolle
belegten fluoresenzmikroskopische Aufnahmen eine deutliche Aktivierung epidermaler LC
nach i.d. Applikation von TAT-LACK Fusionsproteinen und CpG (Abb. 37A). Sowohl die
Injektion von TAT-LACK als auch die von LACK alleine fiihrte zu einer deutlichen
Aktivierung der LC von 4,7 % (Negativkontrolle) auf 13,8 % (LACK) bzw. 14,4 % (TAT-
LACK; Abb. 37B). Durch gleichzeitige Injektion von CpG 1826 konnte jedoch keine
wesentliche Steigerung mehr erzielt werden. Der hochste prozentuale Anteil aktivierter LC
(19,3 %) sowie die grofite prozentuale Auswanderung (24,6 %) konnte nach Applikation von
CpG alleine beobachtet werden. Interessanterweise nahmen beide Parameter in Kombination
mit TAT-LACK und LACK wieder ab. Beziiglich der LC-Auswanderung konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Proteinen beobachtet werden.
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Abb. 37 Die Vakzinierung mit TAT-LACK Fusionsproteinen resultiert in Aktivierung und Auswanderung
epidermaler Langerhans-Zellen.

BALB/c Miuse wurden mit je 20 pg TAT-LACK und LACK sowie geeigneten Kontrollen in beiden Ohren i.d.
vakziniert. Die Proteine wurden mit Polymyxin B (50 ug/ml) und teilweise mit 10 ug CpG 1826 fiir 30 min bei
RT vorinkubiert. A) Drei Tage spiter wurden die Ohren geerntet, die Epidermis wurde isoliert und Langerhans-
Zellen (LC) wurden mittels FITC-konjugiertem o-MHC Klasse II mAk angefirbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. B) Aktivierung und Auswanderung der LC wurden fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt. Die Auswanderung wurde in Relation zur unbehandelten Kontrollgruppe (keine Migration) berechnet.
Ein reprisentative Experiment von zweien ist gezeigt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
(n=4; *p<0,05, **p<0,005 und ***p<0,002 im Vergleich zur unbehandelten Gruppe).

Fazit: TAT-LACK Fusionsproteine waren auch im direkten, proteinbasierten
Vakzinierungsansatz in der Lage, schiitzende Immunitidt gegen eine progressiv verlaufende
Infektion mit Leishmania major zu vermitteln, wenn CpG 1826 als Adjuvanz co-injiziert
wurde. Die Vakzinierungserfolge in diesem proteinbasierten Modell belegten, dal die
Protektion der DC-basierten Immunisierung nicht nur auf unterschiedliche
Aktivierungszustinde der DC zuriickzufiihren war.

Fiir die proteinbasierte, TAT-LACK vermittelte Protektion war eine Verldngerung des
Zeitraumes zwischen Immunisierung und Infektion von Vorteil. Fluoreszenzfirbungen der
isolierten Epidermis belegten, dal LC nach proteinbasierter Vakzinierung aktiviert wurden

und aus der Epidermis ausgewandert waren.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dal mit TAT-Fusionsproteinen
effektiv gegen eine progressiv verlaufende Leishmania-Infektion in BALB/c und C57BL/6
Miusen vakziniert werden kann. Schiitzende Immunitit konnte sowohl nach DC als auch

nach proteinbasierter Vakzinierung beobachtet werden. In vitro Analysen bestétigten die

verstirkte Induktion CD8* T-Zellen.

4.1. Stammesspezifische Unterschiede in BALB/c und C57BL/6 Maiusen nach
Infektion mit Leishmania major
Gegenstand dieser Arbeit war die Entwicklung einer DC basierten Vakzine gegen die murine
kutane Leishmaniose. Daher sollte in Vorversuchen die Relevanz von DC wihrend einer
Leishmania-Infektion analysiert werden. Es war bereits bekannt, da3 inokulierte Leishmanien
von Langerhans-Zellen, den DC der Epidermis, aufgenommen und in den drainierenden
Lymphknoten prisentiert werden [124;125]. AuBlerdem konnte mit infizierten DC bereits
erfolgreich gegen eine Leishmania-Infektion vakziniert werden [50;99;100;133]. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte daher zunéchst die Rekrutierung von DC in Lésionen und Lymphknoten

im Verlauf einer etablierten Leishmania-Infektion stammesspezifisch analysiert werden.

Nach high dose Infektion mit Leishmania major wiesen BALB/c Miuse zu allen Zeitpunkten
signifikant groere Lasionsvolumina als C57BL/6 Miuse auf (Abb. 5) und entsprachen damit
dem Infektionsverlauf, wie er bereits vielfach publizierte wurde [26;134]. Die ebenfalls
hoheren Gesamtzellzahlen korrelierten mit dieser Beobachtung (Abb. 6A) und erklédren die
grofleren Lisionsvolumina und Lymphknoten.

Die Analyse der in die Lision eingewanderten Entziindungszellen ergab, da3 BALB/c Méuse
signifikant mehr DC rekrutierten als C57BL/6 Tiere (Abb. 6B) und diese so zur hoheren
Gesamtzellzahl beitrugen. Diese Ergebnisse entsprechen Daten fritherer Beobachtungen im
low dose [135] und high dose Modell [136], die zudem zeigten, daB} es sich bei einem Grofteil
der ldsionalen DC um LC handelte [135]. Die Rekrutierung ldsionaler DC in C57BL/6
Maiusen begann drei Wochen spiter als in BALB/c Tieren und entsprach damit dem Verlauf,
wie er bereits fiir das low dose Modell publiziert wurde [28].

Beziiglich der Einwanderung von DC in die drainierenden Lymphknoten konnten keine
stammesspezifischen Unterschiede beobachtet werden. Die Unterschiede in der

Gesamtzellzahl miissen daher auf die Rekrutierung anderer Entziindungszellen
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zuriickzufiihren sein. In der Tat rekrutierten BALB/c Méuse signifikant mehr CD4" T-Zellen
in die drainierenden Lymphknoten als C57BL/6 Tiere (Abb. 7A), wodurch frithere
Beobachtungen bestitigt wurden [54]. Die Rekrutierung von CD4" T-Zellen in die Lision
verlief in beiden Mausstimmen in den ersten vier Wochen nach Infektion identisch. Ab
Woche 5 konnte in C57BL/6 Tieren ein deutlicher Anstieg der Zellzahl beobachtet werden, zu
einem Zeitpunkt also, an dem die Infektionen langsam wieder ausheilten. Beziiglich der
Einwanderung von CD8" T-Zellen in Lision und Lymphknoten konnten keine
stammesspezifischen Unterschiede festgestellt werden (Abb. 7B). Sowohl die Rekrutierungen
der CD4" als auch der CD8" T-Zellen in die Lision entsprachen den Verlidufen, wie sie bereits

fiir eine Infektion mit Leishmania mexicana publiziert wurden [137].

Erste Untersuchungen konnten also zeigen, dal die Rekrutierung von DC wéhrend einer
etablierten Leishmania-Infektion vor allem in empfindlichen BALB/c Miusen grofle
Relevanz besall. Zudem wanderten in diesen Miusen, verglichen mit resistenten C57BL/6
Tieren, signifikant mehr CD4", aber #hnlich viele CD8" T-Zellen in die Lision ein. Dennoch
waren sie nicht in der Lage, die Leishmania-Infektion unter Kontrolle zu bringen. Nicht die
Quantitit, sondern vielmehr die Qualitit der eingewanderten Entziindungszellen schien daher
Einflu} auf den Infektionsverlauf auszuiiben. Um so iiberraschender war die Beobachtung,
daB rekrutierte DC aus BALB/c Méausen hohere Infektionsraten als DC aus C57BL/6 Tieren
aufwiesen (Abb. 8A). Ein zu geringer Infektionsstatus der DC schied somit als Grund fiir die
Leishmania-Suszeptibilitit aus. Die beobachteten Ergebnisse bestitigen bereits publizierte
Daten anderer Arbeitsgruppen, in denen gezeigt werden konnte, dal Leishmania-Lésionen
von BALB/c Miusen deutlich mehr infizierte Zellen aufwiesen als Granulome von C57BL/6
Tieren, und daB es sich bei den infizierten Zellen neben Makrophagen und Granulozyten auch
um DC handelte [136].

Wihrend die DC-Infektionsrate in den drainierenden Lymphknoten von C57BL/6 Miusen bis
zur sechsten Woche nach Infektion anndhernd auf den Ausgangswert zuriickgegangen war,
war in den Lymphknoten von BALB/c Tieren ein kontinuierlicher Anstieg der DC-
Infektionsrate zu beobachten (Abb. 8A). Zudem waren BALB/C DC bis Woche 6 nach
Infektion nicht in der Lage, intrazellulire Amastigote effektiv zu eliminieren (Abb. 8B). Das
Unvermdgen, die Infektion in den Lymphknoten unter Kontrolle zu bringen, konnte mit zur
Suszeptibilitit in BALB/c Maiusen beitragen. Die Ergebnisse entsprechen Daten bereits
publizierter Arbeiten, in denen Infektionsraten und Anzahl der Parasiten pro Zelle vier

Wochen nach Infektion mit Leishmania major in den drainierenden Lymphknoten untersucht
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wurden [136]. Hierbei wurden jedoch deutlich mehr Amastigote pro infizierte DC als im
Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden und stammesspezifische Unterschiede konnten bereits
nach vier und nicht erst nach sechs Wochen nachgewiesen werden. Vermutlich ist die mehr
als doppelt so hohe Konzentration an Leishmania major, mit denen die Tiere infiziert wurden,

und der daraus resultierende, schnellere Infektionsverlauf Ursache fiir diese Diskrepanzen.

Obwohl in BALB/c Miusen weit mehr DC nach Infektion rekrutiert wurden und diese zudem
hohere Infektionsraten als in resistenten C57BL/6 Miusen aufwiesen, waren sie nicht in der
Lage, protektive Immunitit gegen den Parasiten zu initiieren. Fiir die Suszeptibilitit von
BALB/c Miusen gibt es eine Vielzahl an moglichen Erkldarungen, sowohl auf T-Zell- als auch
auf DC-Ebene. Die vermehrte Produktion von IL-4 durch LACK-reaktive CD4" T-Zellen zum
frithen Zeitpunkt der Infektion [87;88] sowie die gleichzeitig verringerte Sekretion des Thl-
dirigierenden Zytokins IL-12 [14] fordern die Etablierung einer Th2-Immunantwort. IL-4
vermittelt zusdtzlich die Herunterregulation der B2 Kette des IL-12-Rezeptors auf Th2-Zellen
[138;139]. IFN-y, welches die Expression des IL-12RB2 wieder herauf regulieren konnte,
wird in infizierten BALB/c Miusen in geringerem Malle als in resistenten Tieren produziert
[14]. Des weiteren konnte gezeigt werden, dal DC aus infizierten BALB/c Miusen, im
Vergleich zu DC aus C57BL/6 Tieren, weniger IL-1a [51] und IL-1p [52] sezernieren. Durch
Substitution mit rekombinanten IL-la zum frithen Zeitpunkt einer Leishmania-Infektion
konnte das Zytokinprofil in Richtung einer Thl-Immunantwort verschoben werden. Zudem
produzieren DC aus suszeptiblen BALB/c Miusen nach Infektion mit Leishmania major
vermehrt das inhibitorisch wirkende Homodimer IL-12(p40),, welches als 1L-12 Antagonist
die Etablierung einer schiitzenden Thl-Immunantwort erschwert [von Stebut et al.,
Manuskript in Vorbereitung].

Im Rahmen dieser Dissertation konnten zwei weitere mogliche Erklarungen fiir die
Suszeptibilitit von BALB/c Miusen heraus gearbeitet werden. Zum einen exprimierten
lasionale DC aus BALB/c Miusen signifikant weniger CD86 auf ihrer Oberfldche (Abb. 11B)
und zum anderen wiesen Leishmania-spezifische CD4" und CDS8" T-Zellen starke
Proliferationsdefizite auf (Abb. 12).

CD86 (B7-2) gehort zu den co-stimulatorischen Molekiilen der B7-Familie und gibt neben
den MHC Molekiilen, die an den T-Zell-Rezeptor binden, das entscheidende zweite Signal fiir
die klonale Expansion antigenspezifischer T-Zellen [94]. In dem es an das
Oberflachenmolekiil CD28 auf T-Zellen bindet, werden diese aktiviert. Fehlt CD&86, kann die

T-Zell-Aktivierung nur unvollstdndig ablaufen und die resultierende Immunantwort wird
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unterdriickt. CD86 spielt somit eine Schliisselrolle bei der Initiierung schiitzender
Immunantworten [140].

Die Rolle von CD86 bei der Initiierung einer anti-Leishmania Immunantwort wird immer
noch kontrovers diskutiert. Zum einen konnte gezeigt werden, dall die Blockade von CD86 in
BALB/c Miusen zu einer verringerten Th2-Immunantwort [141] und sogar zur Resistenz
gegen eine Leishmania-Infektion fithren konnte [142]. Zum anderen konnte nachgewiesen
werden, daf nach Blockade von CD86 sowohl die Thl- als auch die Th2-Immunantwort
verstirkt wurde [143]. Allerdings wurden bisher noch nie stammesspezifische Unterschiede
beziiglich der CD86-Expression im Verlauf einer Leishmania-Infektion analysiert. Lediglich
in C57BL/6 Miusen konnte 9 Stunden nach Infektion mit L. donovani, L. major, L.
braziliensis oder L. mexicana eine Hochregulation der Aktivierungsmarker MHC Klasse 11,
CD40, CD80 und CD86 auf DC beobachtet werden [144]. Fiir CD40 und CD86 entspricht das
den Ergebnissen, die auch im Rahmen dieser Arbeit, allerdings im Verlauf mehrer Wochen,

beobachtet werden konnten.

Sowohl Leishmania-spezifische CD4" als auch CD8" T-Zellen aus BALB/c Miusen zeigten
nach antigenspezifischer Restimulierung signifikant reduzierte Zellproliferation. Generelle
Proliferationsdefekte dieser Zellen konnten durch polyklonale Stimulierung mit SEB jedoch
ausgeschlossen werden. Die in BALB/c Miusen beobachteten Proliferationsdefizite waren
somit Leishmania-spezifisch und stellen eine weitere mogliche Erklarung fiir die
Suszeptibilitit dieses Mausstammes dar. Die Ergebnisse entsprechen Resultaten aus dem
Modell der viszeralen Leishmaniose [145]. Hier konnte gezeigt werden, dal Lymphozyten
aus der Milz von Leishmania donovani resistenten Méiusen nach antigenspezifischer
Restimulation proliferieren, wohingegen Lymphozyten aus suszeptiblen Tieren keine
Proliferation aufwiesen. Fiir das Modell der murinen kutanen Leishmaniose wurden
stammesspezifische Unterschiede in der CD4" und CD8" T-Zell-Proliferation zum ersten Mal

im Rahmen dieser Doktorarbeit beschrieben.

Stammesspezifische Untersuchungen bestitigten die physiologische Relevanz von DC im
Rahmen einer etablierten Leishmania-Infektion sowohl in BALB/c als auch in C57BL/6
Miusen. DaB CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle fiir die schiitzende anti-Leishmania
Immunitét spielen, war fiir resistente C57BL/6 Miuse bereits bekannt [19]. Im Zuge dieser
Dissertation konnte gezeigt werden, dall sie auch in empfindlichen BALB/c Miusen nach

Infektion mit Leishmania major in die Lision und die drainierenden Lymphknoten rekrutiert
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werden. Allerdings wiesen die rekrutierten CD8" T-Zellen, ebenso wie die CD4" Zellen,
deutliche Proliferationsdfizite auf. Die Ergebnisse rechtfertigten somit den Einsatz einer DC-
basierten Vakzine, die vermehrt CD8" T-Zellen induzieren sollte, um so moglicherweise die

proliferativen Defizite zu iiberwinden.

4.2. Transduktion von BMDC mit TAT-LACK Fusionsproteinen

DC sind die potentesten APC des Organismus und in der Lage, sowohl CD4" als auch CD8"
T-Zellen zu aktivieren [93]. Letzteres erfordert die Prédsentation antigener Peptide iiber MHC
Klasse I Molekiile und somit die zytosolische Verteilung des Antigens in der Zelle. Die
Proteintransduktionsdomine des HIV-1 TAT-Proteins kann Leishmania-Antigene direkt in
das Zytosol von DC schleusen [110]. Konfokalmikroskopische Aufnahmen bewiesen,
zusitzlich zur endosomalen Verteilung, eine diffuse zytosolische Verteilung des Proteins
innerhalb der Zelle [121]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Potential TAT-LACK
transduzierter BMDC als intradermale Vakzine gegen eine Infektion mit Leishmania major in

BALB/c und C57BL/6 Méusen analysiert.

Die Generierung der BMDC erfolgte aus hdmatopoetischen Stammzellen in Gegenwart der
Zytokine GM-CSF und IL-4. Letzteres unterdriickt hierbei nicht nur die Bildung von
Makrophagen, sondern es konnte auch gezeigt werden, dal BMDC von BALB/c und
C57BL/6 Miusen, die in Abwesenheit von 1L-4 generiert wurden, nach Simulation mit LPS
deutlich weniger bioaktives IL-12p70 sezernierten [146]. Im Gegensatz dazu produzierten
ohne IL-4 hergestellte BMDC aus BALB/c Miusen nach Infektion mit Leishmania major
signifikant mehr IL-12p40. Da bekannt ist, dal IL-4 die Sekretion des IL-12(p40),
Homodimers inhibiert [147], ist zu vermuten, daf} es sich bei einem Grof3teil des von BALB/c
Maiusen sezernierten IL-12p40 um das inhibitorisch wirkende Homodimer handelt. Um
dessen Produktion zu minimieren, wurden die BMDC in Gegenwart von IL-4 generiert. Dal}
die sezernierte Menge an bioaktivem IL-12 trotzdem noch ausreicht, um Protektion und Th1-
vermittelte Immunantworten induzieren zu konnen, zeigen Versuche, in denen erfolgreich mit

infizierten DC vakziniert werden konnte [50].

FACS-Analysen bestitigten anhand der niedrig exprimierten Oberflichenmarker CD40 und
CD86 den unreifen Phinotyp sechs Tage alter BMDC (Abb. 14).
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Anhand von Vakzinierungsexperimenten im Tumormodell konnte bereits gezeigt werden, daf3
BMDC bei der Transduktion mit TAT-Fusionsproteinen durch Endotoxine
(Lipopolysaccharide), die in der Proteinpridparation enthaltenen waren, aktiviert wurden
[121]. Um dies zu umgehen, erfolgte die Transduktion in Gegenwart von Polymyxin B,
welches nicht nur antibakteriell wirkt, sondern auch freie Endotoxine binden und somit

neutralisieren kann [148].

Nach Analyse der MFI von CD40 und CD86 (Abb. 15) sowie der Produktion von IL-12p40
TAT-LACK transduzierter DC (Abb. 16) konnte keine eindeutige Aktivierung der Zellen
beobachtet werden. Die eingesetzte Menge an Polymyxin B (10 pg/ml) reichte somit aus, um
eine deutliche Aktivierung der DC durch freie Endotoxine zu verhindern. Zudem kam es
durch die 18 stiindige Transduktion mit TAT-LACK zu keiner klassischen DC-Aktivierung
(Hochregulation der Aktivierungsmarker, vermehrte Produktion von IL-12), wie sie zum
Beispiel nach Infektion mit Leishmania major beobachtet werden konnte [43;50]. Die
Ergebnisse entsprechen bereits publizierten Daten im humanen System [149], in dem nach
Transduktion von DC mit TAT-Fusionsproteinen keine Expressionsidnderungen der
Oberflachenmolekiile CD83, CD11c, CD54 und HLA-DR beobachtet werden konnten.

Da die Aktivierung von DC in direktem Zusammenhang mit der durch Phagozytose
vermittelten Aufnahme von Pathogenen bzw. Antigen steht [93], legen die beobachteten
Ergebnisse eine vorwiegend Endozytose unabhidngige Aufnahme von TAT-LACK
Fusionsproteinen nahe. Im Gegensatz dazu wiirde man nach Inkubation mit LACK allein
einen deutlich aktivierten Phiinotyp erwarten. Uberraschenderweise konnte jedoch nur eine
gesteigerte Produktion an IL-12p40 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Die Unterschiede waren allerdings nicht statistisch signifikant.
Beziiglich der Aktivierungsmarker konnte keine Hochregulation beobachtet werden.
Moglicherweise reichte die eingesetzte Menge an LACK-Protein (333 nM) nicht fiir eine
vollstindigen Aktivierung der DC aus. Vielmehr konnte bei beiden Mausstimmen eine
drastische Reduktion der CD40-Expression beobachtet werden. CD40 auf der Oberfliche von
DC bindet an den CD40-Liganden auf T-Zellen. Durch diese Ligation wird nicht nur die
Viabilitit der DC erhoht, CD40-Ligand ist auferdem ein starker Aktivator der IL-12
Produktion in DC [150;151], welche wiederum fiir die Thl-Differenzierung der
resultierenden Immunantwort unerldBlich ist. Wie wichtig diese Wechselwirkungen fiir die
Etablierung einer schiitzenden anti-Leishmania Immunantwort sind, zeigt die Tatsache, dal}

genetisch resistente Miuse, denen die CD40/CD40-Ligand Interaktionen fehlen, empfindlich
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fiir eine Infektion mit Leishmania major werden [152]. Zusammengenommen lieBe sich daher
vermuten, dal LACK gepulste DC schlechtere Induktoren schiitzender Thl-vermittelter
Immunitit als TAT-LACK transduzierte DC sein konnten. Im Gegensatz dazu stehen die
ELISA-Ergebnisse von DC aus C57BL/6 Méusen, die eine, wenn auch nur leichte, Erhohung
der IL-12 Produktion nach Inkubation mit LACK bestitigten (Abb. 16). Es darf hierbei
jedoch nicht auler acht gelassen werden, dafl unter diesen Bedingungen die Aktivierung der
DC T-Zell-unabhéingig, das heilit auch CD40/CD40-Ligand unabhingig, erfolgte.
Moglicherweise wurden die DC durch nicht neutralisiertes LPS {iber Toll-like Rezeptor 4

[153;154] zur IL-12 Produktion induziert [155].

4.3. Vakzinierung von BALB/c und C57BL/6 Miusen mit TAT-LACK transduzierten
dendritischen Zellen

In den letzten zehn Jahren wurden zahlreiche Publikationen verdffentlicht, die sich mit der
Entwicklung einer Leishmania-Vakzine befassten. DC-basierte Vakzinierungsansitze
beruhten hierbei entweder auf infizierten [50] oder mit Leishmania-Lysat gepulsten DC
[99;100;156;157]. In allen Ansdtzen konnte erfolgreich gegen eine progressiv verlaufende
Infektion mit Leishmania major bzw. Leishmania donovani vakziniert werden. Infizierte bzw.
mit Leishmania-Lysat gepulste DC haben jedoch den Nachteil, dal} sie nicht hundertprozentig
sicher sind, da sich nach Injektion der DC immer noch Leishmania-Lésionen bilden konnen.
Daher konnen sie aus ethischen Griinden nicht als Impfstoff am Menschen eingesetzt werden.
Zudem sind sie nicht gut reproduzierbar, da Infektiositdt und Antigenzusammensetzung der
Parasiten von Charge zu Charge differieren konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine DC-basierte Vakzine auf der Grundlage eines
definierten und somit reproduzierbaren, rekombinanten Antigens, dem LACK-Protein,
etabliert werden. LACK wurde auch vorher schon als Antigen fiir eine Vakzine eingesetzt. In
den meisten Ansidtzen wurde mit DNA, die fiir das LACK-Protein codiert, vakziniert [158-
161], da bisher nur DNA-basierte Ansiitze die Induktion zytotoxischer CD8* T-Zellen und
langanhaltender Immunitidt ermoglichten [67;91;162;163]. Auch mit LACK gepulsten LC
konnte bereits gegen eine progressiv verlaufende Infektion mit Leishmania major in BALB/c
Miusen vakziniert werden [100]. Allerdings wurde die Rolle von CD8" T-Zellen in dieser
Publikation nicht untersucht. Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit belegen zum ersten Mal die

Induktion Leishmania-spezifischer CD8" T-Zellen durch Antigen beladene DC.
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In einem ersten Schritt sollte tiberpriift werden, ob die zusitzliche Injektion von Adjuvanzien
fiir die Wirksamkeit der DC-basierten Vakzine erforderlich ist. Die Entscheidung fiel auf
CpG 1826 als Adjuvanz, da bereits gezeigt werden konnte, dal Antigen gepulste BMDC, die
ex vivo mit CpG ODN stimuliert wurden, protektive, Thl-vermittelte Immunitit gegen eine
Infektion mit Leishmania major in BALB/c Miusen induzieren konnten [157].

Wie bereits erfolgreich fiir das Leishmania-Modell publiziert [164;165], wurden 10 pg des
Thl-dirigierenden CpG 1826 als Adjuvanz eingesetzt. Die Wirksamkeit TAT-LACK
transduzierter DC konnte dadurch jedoch nicht verbessert werden (Abb. 17). Es ist bekannt,
daf intradermal appliziertes CpG 1826 LC aktiviert, die Oberflichenmolekiile MHC Klasse 11
und CD86 hoch zu regulieren sowie vermehrt IL-12 zu produzieren [166]. Eine mogliche
Hypothese konnte sein, dal die Co-Injektion von CpG bei TAT-LACK und LACK
immunisierten Tieren deshalb keinerlei Verbesserung des Infektionsverlaufes gezeigt hat, da
die Ohrdermis nach lokaler Injektion von 2x10° DC derart mit Zellen und inflammatorischen
Zytokinen iiberladen war, dafl der Adjuvanzeffekt vollstindig unterging. Vielmehr kam es zu
einer leichten Verschlechterung des Krankheitsverlaufes, deren Unterschiede jedoch nicht
statistisch signifikant waren. Da die Madiuse nicht unter vollstindig pathogenfreien
Bedingungen gehalten wurden, hat die Injektion von CpG moglicherweise bereits etablierte
Infektionen, wie z. B. Milbenerkrankungen, verstirkt. Da die Co-Injektion von CpG 1826 zu
keiner Verbesserung der DC-basierten Vakzine beitragen konnte, wurden alle nachfolgenden
Vakzinierungsexperimente ohne zusitzliche Applikation von Adjuvanzien durchgefiihrt.

Die Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu den von Ramirez-Pineda et al. publizierten
Daten, in denen nur mit Antigen gepulsten BMDC, die zuvor mit CpG ODN stimuliert
wurden, protektivie Immunitdt ausgelost werden konnte [157]. Die Immunisierung mit
entsprechenden BMDC, die keine vorherige Stimulation erfahren haben, konnte keine
Protektion vermitteln. Zudem konnte die protektive Wirkung nur nach i.v. Applikation und
nicht, wie im Rahmen dieser Dissertation, nach i.d. Injektion der DC beobachtet werden. Die
unterschiedlichen Applikationswege der DC sind moglicherweise auch der Grund fiir die

widerspriichlichen Ergebnisse.

TAT-LACK transduzierte DC wurden als Vakzine sowohl in Leishmania-empfindlichen
BALB/c als auch in resistenten C57BL/6 Miusen eingesetzt. Zudem wurde die Wirksamkeit
der Vakzine in beiden Infektionsmodellen, dem high dose sowie dem physiologisch

relevanterem low dose Modell [28], analysiert (Abb. 18, 21 und 22).
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In allen Ansdtzen war die Vakzinierung mit TAT-LACK transduzierten DC der Injektion von
LACK gepulsten DC iiberlegen. TAT-LACK behandelte Tiere wiesen deutlich kleinere
Lasionsvolumina auf und zeigten einen milderen Infektionsverlauf. Die beobachteten
Unterschiede waren sowohl zu DC+LACK behandelten als auch zur unbehandelten
Kontrollgruppe statistisch signifikant. Im Vergleich zur starken Protektion TAT-LACK
transduzierter DC zeigten LACK gepulste DC nur in suszeptiblen BALB/c Miusen geringe
protektive Wirkung. Die Ergebnisse entsprechen bereits publizierten Daten, in denen mit
LACK gepulsten DC Protektion vermittelt werden konnte, die jedoch durch Vakinierung mit
Leishmania-Lysat gepulsten DC iibertroffen wurde [100]. Im Gegensatz dazu wurde LACK
als DNA-basierte Vakzine sowohl in BALB/c [84;91;159-161;163] als auch in C57BL/6
Mausen [67] erfolgreich eingesetzt.

Die verminderte Expression von CD40 auf der Oberflaiche LACK gepulster DC konnte eine
mogliche Erkldrung fiir die geringere protektive Wirkung sein. Die CD40/CD40-Ligand
Wechselwirkungen tragen entscheidend zur Aktivierung der IL-12 Produktion durch DC bei,

welche wiederum fiir die Initiierung einer schiitzenden Th1-Immunantwort erforderlich ist.

Um zu bestitigen, dall der protektive Effekt antigenspezifisch, und nicht nur dem fusionierten
TAT-Peptid zuzuschreiben war, wurden beide Mausstimme mit irrelevanten
Kontrollproteinen (TAT-Bgal und Bgal) immunisiert. Nach low dose Infektion konnte weder
in BALB/c noch in C57BL/6 Méusen Protektion gegen die Leishmania-Infektion beobachtet
werden. TAT-Bgal war, im Gegensatz zu TAT-LACK, nicht in der Lage, schiitzende
Immunitdt zu verleithen. Die beobachtete Protektion war somit tatsdchlich Leishmania-
spezifisch.

Interessanterweise wiesen Pgal-immunisierte BALB/c Méuse nach high dose Infektion, im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppe, einen milderen Infektionsverlauf auf
(Abb. 18B). Wieso Pgal gepulste DC zu einer Verbesserung der Leishmania-Infektion
fithrten, ist unklar. Moglicherweise induzierten derart gepulste DC vermehrt zelluldre Thl-
Immunantworten, wie es bereits fiir entsprechende gene-gun Experimente publizierte wurde
[167], und trugen so zu einem verbesserten Verlauf der Leishmania-Infektion in BALB/c

Miusen bei.

Bisher ist in der Literatur kein Vakzinierungsansatz beschrieben worden, bei dem
empfindliche BALB/c Miuse die Infektion ausheilen konnten und auch nach Vakzinierung

mit TAT-LACK transduzierten DC konnte nur ein abgeschwichter Infektionsverlauf
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beobachtet werden. Im Vergleich zu C57BL/6 Maiusen ist die TAT-LACK vermittelte
Protektion in BALB/c Miusen nicht so deutlich ausgeprigt. Resistente C57BL/6 Miuse
bilden vorwiegend schiitzende Th1- und Tcl-Immunitdt und heilen im Verlauf der Infektion
auch ohne vorherige Vakzinierung von selber aus. BALB/c Miuse generieren vorwiegend
Th2-Immunantworten. Damit sie die Infektion ausheilen konnten, miiffiten die Madiuse
vermehrt Th1/Tcl-Antworten ausbilden. Das ist jedoch nur in geringem Ausmall moglich, da
sich die beiden Antworten gegenseitig negativ regulieren [15]. Daher wird in BALB/c
Maiusen vermutlich nie ein vergleichbar groer Vakzinierungserfolg wie in C57BL/6 Tieren

zu beobachten sein.

Es ist bekannt, dal LACK-reaktive Vg4V,8 CD4" T-Zellen fiir die frithe IL-4 Produktion in
Leishmania-infizierten empfindlichen BALB/c Miusen verantwortlich sind [88]. Tatsdchlich
konnte auch in resistenten Mausstimmen die frithe, wenn auch transiente, Produktion von IL-
4 [28;36;168;169] durch LACK-spezifische T-Zellen bestitigt werden [90]. Untersuchungen
mit Hilfe LACK-spezifischer MHC Klasse II Tetramere konnten zudem zeigen, daf} die
Frequenz an IL-4 produzierenden T-Zellen in resistenten und empfindlichen Mausstimmen
anndhernd gleich ist [89]. Die frithe IL-4 dominierte Immunantwort in resistenten Tieren ist
jedoch nur voriibergehend und kann die Resistenz dieser Mausstimme nicht durchbrechen.
Vielmehr besitzen diese Miuse, im Vergleich zu suszeptiblen BALB/c Tieren, die Fahigkeit,
die frithe Th2-Immunantwort mit Hilfe von IL-12 in eine Thl-Antwort umzuwandeln [13].
Da LACK-reaktive, IL-4 produzierende CD4" T-Zellen sowohl in BALB/c als auch in
C57BL/6 Miusen physiologische Relevanz besitzen, war es erstaunlich, dal TAT-LACK
transduzierte DC derart starke Protektion gegen eine Leishmania-Infektion vermitteln
konnten. Diese Beobachtungen decken sich mit einer Reihe anderer Vakzinierungsergebnisse
der letzten Jahre, anhand derer man herausgefunden hat, dal paradoxerweise gerade Th2-
induzierende Antigene, in Kombination mit Th1-dirigierenden Adjuvanzien, gute Kandidaten
fiir eine schiitzende Vakzine darstellten, wohingegen Thl-Antigene kaum Protektion
vermitteln konnten [170]. Die richtige Kombination aus Antigen und Adjuvanz sorgt hierbei
fiir die Etablierung einer Th1-Gedéchtnisantwort, die daraufhin bei einer spéteren Infektion

abgerufen werden kann.

Der von DC+TAT-LACK vermittelte Vakzinierungserfolg in BALB/c und C57BL/6 Miusen
lieB sich nicht nur anhand verringerter L&sionsvolumina nachweisen, sondern wurde

zusitzlich durch signifikant reduzierte ldsionale Parasitenlasten bestitigt, welche mit den
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gemessenen Granulomgrofen korrespondierten (Abb. 19 und 23). Erwartungsgemifl wurden
nach Vakzinierung mit infizierten DC die niedrigsten Parasitenlasten und somit die stéirkste
Protektion beobachtet. In der Tat bildeten derart vakzinierte C57BL/6 Méuse nach low dose
Infektion mit Leishmania major keine Lésionen aus, wihrend die Granulombildung in
BALB/c Miusen nur verzogert verlief (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu TAT-LACK
transduzierten oder LACK gepulsten DC besitzen infizierte DC den Vorteil, dal sie mit
ganzen Parasiten und nicht nur mit einem einzigen definiertem Antigen beladen wurden.
Dadurch konnen sie eine grofere Vielfalt an antigenen Peptiden auf ihrer Oberfliache

prasentieren und zwangsldufig eine groere Anzahl an T-Zellen aktivieren.

Die Zytokinprofile in den drainierenden Lymphknoten von DC+TAT-LACK vakzinierten
BALB/c und C57BL/6 Madusen bestitigten eine Verschiebung der Immunantworten in
Richtung Thl-Immunitéit und komplettieren den beobachteten Vakzinierungserfolg (Abb. 20
und 24). Zur besseren Beurteilung der Immunantwort wurde der Quotient aus der IFN-y und
IL-4 Konzentration zur Hilfe genommen. Je groer die Konzentration an sezerniertem IFN-v,
desto hoher ist der Quotient. Die Unterschiede der Zytokinprofile waren dabei in C57BL/6
Maiusen nicht so deutlich wie in BALB/c Tieren. Der Grund hierfiir ist, da3 C57BL/6 Mause
per se mehr IFN-y bilden, da sie im Verlaufe der Infektion spontan ausheilen. Daher wurde
auch bei C57BL/6 Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe ein hoherer Quotient als bei
DC+TAT-LACK vakzinierten Tieren gefunden. Entscheidend war hierbei jedoch der
Unterschied zwischen TAT-LACK und LACK behandelten Tieren. In der Tat konnte bei
beiden Mausstiammen eine TAT-LACK vermittelte Verschiebung der resultierenden
Immunantwort in Richtung Th1 beobachtet werden, wohingegen LACK behandelte Tiere ein
klassisches Th2 Profil aufwiesen. Allein die Fusionierung des TAT-Peptids an das LACK
Antigen und somit die gezielte Ansteuerung CD8" T-Zellen wandelt das LACK-Protein in ein

Thl-dirigierendes Antigen um.

IL-12 ist eines der wichtigsten Zytokine fiir die Etablierung einer schiitzenden Thl-
Immunantwort gegen eine Infektion mit Leishmania major [171;172]. DC stellen
moglicherweise die wichtigste Quelle fiir das IL-12 dar, da sie nach Infektion mit Leishmania
major [43] oder Leishmania donovani [173] grole Mengen des Zytokins sezernieren. Um die
IL-12 Abhingigkeit der DC-basierten Vakzine zu iiberpriifen, wurden C57BL/6 Mause mit
TAT-LACK transduzierten DC aus Wildtyp und IL-12p40 defizienten Méausen vakziniert.

Transduzierte DC aus defizienten Médusen waren nicht mehr in der Lage, schiitzende
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Immunitdt zu vermitteln (Abb. 34). Die Ergebnisse stimmen mit Resultaten anderer
Publikationen iiberein [174] und belegen, dal das von den DC produzierte IL-12 absolut
notwendig fiir die Etablierung einer schiitzenden Thl-Immunantwort ist. Zudem bestitigen
sie Daten bereits publizierter Versuche, in denen mit Antigen gepulsten LC aus IL-12p35
defizienten BALB/c Méusen vakziniert wurde [100]. Die Verwendung von DC aus IL-12p40
defizienten Tieren bietet gegeniiber IL-12p35 defizienten Méusen jedoch den Vorteil, daf3 1L-
12 antagonistische Effekte durch p40-Homodimere [175], welche in einer verringerten Thl-
Immunantwort resultieren [176], als Ursache fiir die fehlende protektive Immunitit
ausgeschlossen werden konnen.

Interessanterweise zeigte die Immunisierung mit LACK gepulsten DC aus Wildtyp und IL-
12p40 defizienten Tiere keine Unterschiede im resultierenden Infektionsverlauf. Wie bereits
erwihnt, regulierten DC nach Inkubation mit LACK CD40 auf ihrer Oberfldche herunter.
Aufgrund minimierter Wechselwirkungen mit CD40-Liganden auf T-Zellen fiihrt das
wahrscheinlich zur verminderten Produktion von bioaktivem IL-12p70 in DC. In
Vorexperimenten konnte zwar die Produktion von IL-12p40 in den Uberstinden LACK
gepulster DC nachgewiesen werden (Abb. 16), allerdings konnte hierbei keine
Unterscheidung zwischen bioaktivem IL-12p70 und inhibitorisch wirkendem IL-12(p40)2-
Homodimer getroffen werden. Daher ist nicht auszuschlieBen, da LACK gepulste DC
vermehrt antagonistisch wirkendes Homodimer sezernieren, wodurch die Etablierung einer
schiitzenden Thl-Immunantwort erschwert wird. Sollte diese Hypothese stimmen, dhneln
gepulste DC beziiglich ihres Unvermogens, bioaktives IL-12 zu produzieren, stark DC aus IL-
12p40 defizienten Tieren.

In allen hier beschriebenen Vakzinierungsversuchen wurden die DC intradermal in das
Mauseohr appliziert. Dieser Weg der Applikation wurde aus zwei Griinden gewihlt: Erstens
erfolgt die Inokulation der Leishmanien in der Natur durch den Bif} einer Sandfliege ebenfalls
intradermal, und zweitens ist das homing der T-Zellen abhéngig von dem Inokulationsort der
DC, durch die sie induziert wurden. So konnten Dudda et al. zeigen, daB3 nur nach
intradermaler und nicht nach intravendser Applikation von BMDC CDS8* T-Zellen induziert
werden konnten, die nach Aktivierung im Lymphknoten in die Haut ausgewandert sind [177].
Die Ergebnisse dieser Dissertation belegen, dal BALB/c und C57BL/6 Miuse nach
intradermaler Injektion von transduzierten oder infizierten DC gegen eine progressiv
verlaufende Leishmania-Infektion geschiitzt sind. Diese Resultate widersprechen bereits

publizierten Daten, bei denen nur nach intravendser Applikation Antigen gepulster LC
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protektive Immunitdt vermittelt werden konnte [178]. Derart verabreichte DC-Vakzinen
haben jedoch den Nachteil, da3 DC nach i.v. Injektion vermehrt in Apoptose bzw. Nekrose
iibergehen. Antigene apoptotischer Zellen konnen dann wiederum von CD8* DC in der Milz
aufgenommen und cross-prasentiert werden [179-182]. Das bedeutet, dal das fiir die
Vakzinierung erforderliche Antigen nach i.v. Injektion gar nicht von den urspriinglich
gespritzten DC in der Milz prisentiert wird, sondern von vollig anderen Zellen. Nach
intradermaler Applikation von DC konnen diese Mechanismen auch nicht vollstindig

ausgeschlossen werden, allerdings ist die Wahrscheinlichkeit zur cross-Priasentation geringer.

4.4. Invitro Restimulierungsexperimente

In in vivo Vakzinierungsexperimenten konnte bereits eine Uberlegenheit von TAT-LACK
transduzierten DC im Vergleich zu LACK gepulsten DC bestitigt werden. In vitro Analysen
sollten nun die Ursache fiir diese Unterschiede auf zelluldrer Ebene genauer beleuchten. Als
erstes interessierte die Frage, welche T-Zell-Populationen nach Immunisierung mit
transduzierten bzw. gepulsten DC in vivo induziert wurden. Hierbei war von entscheidender
Bedeutung, dall die Miuse nur vakziniert und nicht zusitzlich infiziert wurden, da ansonsten
die durch die Immunisierung induzierte Immunantwort nicht von der Parasiten induzierten
Immunitdt zu unterscheiden gewesen wire. Die hier angewandte Methode beruht auf der
Annahme, daf durch DC+TAT-LACK bzw. durch DC+LACK induzierte T-Zellen ex vivo
durch Restimulierung mit Leishmania-Lysat zur Proliferation angeregt werden konnen. Das
Ausmal} der Proliferation steht dabei in direktem Zusammenhang mit der Stirke der voraus
gegangenen Induktion. Durch CFSE-Fiarbung der T-Zellen konnte die resultierende
Proliferation im FACS sichtbar gemacht werden.

Um generelle Proliferationsdefizite, die nicht auf die antigenspezifische Aktivierung der T-
Zellen zuriick zufiihren sind, ausschlieBen zu kénnen, wurden die Zellen parallel mit SEB
polykolonal stimuliert. Da sich keine generellen Defekte nachweisen liefen, konnten die
beobachteten Proliferationen in direkten Zusammenhang mit der vakzinierungsabhidngigen
Induktion gebracht werden (Abb. 26).

Sowohl in BALB/c als auch in C57BL/6 Miusen konnten nach Vakzinierung mit DC+TAT-
LACK bzw. DC+LACK keine Unterschiede beziiglich der CD4" T-Zell-Proliferation
beobachtet werden. Das war zu erwarten, da der hierfiir erforderliche MHC Klasse II
Priasentationsweg nach Endozytose exogener Antigen beschritten wird und sowohl TAT-

LACK als auch LACK gleichermaB3en von DC phagozytiert werden sollten. Wie bereits bei
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den Parasitenlasten zu beobachten, waren infizierte DC auch hier die stirksten Aktivatoren
der CD4" T-Zellen. Da sie, im Vergleich zu TAT-LACK oder LACK behandelten DC, mit
ganzen Parasiten beladen waren, konnten sie eine groflere Vielzahl antigener Peptide auf ihrer
Oberfldche prisentieren und daher auch eine grofBere Anzahl naiver T-Zellen aktivieren.

Die zu Beginn dieser Arbeit aufgestellte Hypothese besagt, dal TAT-LACK, im Vergleich zu
LACK allein, zusitzlich zur Aufnahme durch Endozytose auch in das Zytosol von DC
geschleust werden kann, wodurch antigene Peptide auch iiber MHC Klasse I Molekiile
prisentiert werden konnen. Die beobachteten Proliferationen CD8" T-Zellen bestitigen diese
Annahme. Sowohl in BALB/c als auch in C57BL/6 Miusen waren TAT-LACK transduzierte
DC, verglichen mit LACK gepulsten DC, signifikant stéirkere Aktivatoren der CD8" T-Zellen.
Die nach Vakzinierung mit DC+LACK ausgeloste Proliferation entsprach hierbei lediglich
der Hintergrundproliferation unbehandelter DC (in BALB/c) oder war nicht meBbar (in
C57BL/6). Diese Ergebnisse entsprechen Daten von Studien aus der Tumorimmunologie, in
denen nach Vakzinierung mit TAT-Fusionsprotein transduzierten DC eine verstirkte
Induktion zytotoxischer T-Zellen beobachtet werden konnte [121;122].

Fir das Leishmania-Modell wird hier zum ersten Mal beschrieben, dal DC, die mit einem
definierten, rekombinanten Antigen beladen wurden, in der Lage sind, CD8" T-Zellen zu
induzieren. Bisher war dies nur von DNA basierten Vakzinierungen [67;80;91;161;162;183]
und von Vakzinierungen mit Leishmania-Lysat gepulsten DC bekannt [133]. Allerdings
wurde bei Letzterem die Aktivierung nur anhand der Hochregulation von
Aktivierungsmarkern und nicht anhand antigenspezifischer Effektormechanismen
nachgewiesen.

Die Proliferationsexperimente belegten weiterhin, daf3 in BALB/c Miusen nach Vakzinierung
mit TAT-LACK transduzierten DC deutlich mehr CD8" als CD4" T-Zellen induziert wurden.
Wie bereits erwihnt, sind BALB/c Méuse nicht in der Lage, die friithe, durch LACK-reaktive
CD4" T-Zellen induzierte Th2-Immunantwort in eine schiitzende Th1-Antwort umzuwandeln.
Trotzdem konnte durch die Immunisierung mit TAT-LACK transduzierten DC schiitzende
Immunitdt in diesen Méusen ausgelost werden. Moglicherweise produzieren die in der
Uberzahl vorhandenen LACK-reaktiven CD8" T-Zellen kein IL-4, wie es fiir C57BL/6 Miuse
gezeigt werden konnte (Abb. 31), und tragen so zur protektiven Immunantwort bei.

Nach Immunisierung mit LACK gepulsten DC konnten in C57BL/6 Miusen, im Gegensatz
zu BALB/c Tieren, keine CD8" T-Zellen induziert werden. Diese sind jedoch vor allem im
low dose Modell unerldBlich fiir die Etablierung einer schiitzenden Immunantwort [19]. Das

Fehlen dieser Zellpopulation erklidrt moglicherweise die Beobachtung, dal LACK gepulste
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DC in C57BL/6 Méiusen keinerlei Protektion vermitteln konnten und die Infektion genauso
schlecht wie bei der unbehandelten Kontrollgruppe verlief (Abb. 21A und 22). Im Gegensatz
dazu zeigten DC+LACK vakzinierte BALB/c Maiuse einen eher intermedidren
Infektionsverlauf, der zwischen dem der DC+TAT-LACK immunisierten Tieren und dem der

unbehandelten Kontrollgruppe lag (Abb. 18).

In weiterfiihrenden Restimulierungsexperimenten sollte iiberpriift werden, ob TAT-LACK
transduzierte DC nicht nur wie oben beschrieben in vivo, sondern auch in vitro in der Lage
waren, vermehrt CD8" T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Dafiir wurden sie mit
aufgereinigten T-Zellen aus Leishmania-infizierten Tieren co-kultiviert. Im Hinblick auf
maximale T-Zell-Proliferation wurde in Vorexperimenten die optimale Zusammensetzung der
Co-Kultur aus DC:TC mit 1:10 ermittelt (Abb. 28). In situ Analysen bestitigten, dall einzelne
DC mit antigenspezifischen T-Zellen im Lymphknoten Cluster bilden und so ein Mikromilieu
schaffen, in dem sich die Immunantworten entwickeln konnen [93;184]. Dies konnte als
Erkldarung dafiir dienen, daf} bei einem unphysiologischen DC:TC Verhiltnis von 1:1 keinerlei
T-Zell-Proliferation nachweisbar war. Vermutlich spielen hier aufgrund des Uberschusses an
DC sterische Behinderungen eine gro3e Rolle.

Die Ergebnisse der Proliferationsexperimente bestétigten, da3 TAT-LACK transduzierte DC
auch in vitro besser dazu in der Lage waren, Leishmania-spezifische CD8" T-Zellen zu
restimulieren als LACK gepulste DC (Abb. 29). In C57BL/6 Miusen konnten zudem CD4" T-
Zellen stirker mit TAT-LACK transduzierten als mit LACK gepulsten DC restimuliert
werden, was im Widerspruch zu den in vivo Daten steht (Abb. 26A). Diese unterschiedlichen
Ergebnisse verdeutlichen, dal ein in vivo System keinesfalls mit einem in vitro Ansatz
gleichzusetzen ist. Letzteres ist lediglich ein artifizielles System, in dem das Mikromilieu, wie
es im lebenden Organismus zur Verfiigung steht, kaum beriicksichtigt wird.
Uberraschenderweise waren LACK gepulste DC beider Mausstimme in der Lage, wenn auch
nur in geringem AusmaB, die Proliferation von antigenspezifischen CD8" T-Zellen
auszuldsen. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits nach Analyse der T-Zell-Proliferation von
LACK immunisierten BALB/c Miusen beobachtet (Abb.26B). Eine mogliche Erklédrung fiir
diese Beobachtungen wire die Fihigkeit der DC, exogene Antigene iiber MHC Klasse I

Molekiile zu présentieren, eine Vorgang, der als cross-presentation bezeichnet wird [185].

Die Zytokinprofile Leishmania-spezifischer T-Zellen aus C57BL/6 Méiusen bestétigten nach
Restimulierung mit TAT-LACK transduzierten DC eine Verschiebung in Richtung einer Thl-
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Immunitdt und lieferten dadurch eine weitere Erkldrung fiir die in vivo beobachtete,
schiitzende Immunantwort (Abb. 31). In der Tat wiesen sowohl DC+TAT-LACK
restimulierte CD4" als auch CD8" T-Zellen eine klassisches Th1-Profil auf, wohingegen nach
Restimulierung mit LACK gepulsten DC eine Verschiebung der Immunantwort in Richtung
Th2 beobachtet werden konnte. Die TAT-LACK induzierte Thl-Immunantwort war bei
beiden T-Zellpopulationen durch das fast vollstindige Fehlen von sezerniertem IL-4
gekennzeichnet, wie es zuvor bereits fiir einige wenige Vakzinierungsansitze in der Literatur
beschrieben worden war [186;187]. Die Analyse des Zytokinprofiles erfolgreich vakzinierter
CS57BL/6 Miuse ergab zwar auch eine Verschiebung in Richtung Thl, allerdings mit deutlich
hoheren IL-4 Konzentrationen (Abb. 24). Hierbei darf jedoch nicht auBler acht gelassen
werden, da3 die vakzinierten Tiere gleichfalls infiziert waren und daff die resultierende
Immunantwort sowohl durch die Vakzine als auch durch die Infektion bestimmt wurde. Dal}
mit Leishmania infizierte C57BL/6 Mause IL-4 sezernieren, ist nicht iiberraschend und wurde
bereits mehrfach in der Literatur beschrieben [19;45;188;189].

Fiir beide T-Zellpopulationen wurden die hochsten Konzentrationen an sezerniertem IL-4 und
IFN-y nach Restimulierung mit infizierten DC gefunden. Das bestitigt erneut die
Uberlegenheit dieses DC-Ansatzes, wie sie im Verlaufe dieser Arbeit schon des oOfteren
beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse lassen vermuten, daf zusétzlich andere Antigene
als das LACK Protein fiir die starke Immunantwort verantwortlich waren, da durch TAT-
LACK oder LACK allein eine wesentlich schwichere Antwort ausgelost wurde. Trotz allem
darf nicht vergessen werden, dal} infizierte DC als Vakzine nicht besonders sicher und nicht
reproduzierbar sind, und daher aus ethischen Griinden nicht fiir den Einsatz am Menschen
geeignet sind. In dieser Arbeit dienten sie lediglich als Positivkontrolle, um grundsitzliche

Fehler bei den Versuchen ausschlieBen zu konnen.

4.5. Depletionsexperimente

Mit Hilfe von in vitro Restimulierungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, da3 T-
Zellen eine entscheidende Rolle bei der DC+TAT-LACK vermittelten Protektion spielen. Um
diese Abhingigkeit endgiiltig zu beweisen, wurden Vakzinierungen in T-Zell-depletierten
BALB/c Miusen durchgefiihrt. Die depletierenden Antikorper GK1.5 [190;191] und 2.43
[192;193] zerstéren CD4" bzw. CD8" T-Zellen hierbei durch Komplementlyse oder mittels

Opsonisierung und anschlieBender Phagozytose.
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In Vorexperimenten muflte die optimale Antikorperkonzentration bestimmt werden, um die
T-Zellen fiir mindestens eine Woche zu depletieren. Diese Zeitspanne wurde gewihlt, da mit
Hilfe der Restimulierungsexperimente gezeigt werden konnte, da3 die Immunisierung mit
transduzierten bzw. gepulsten DC bereits innerhalb der ersten Woche eine Immunantwort in
den Empfingertieren auslosen konnte (Abb. 26). Drei Wochen nach der Depletion waren alle
T-Zellen wieder hergestellt und die Tiere wurden infiziert. Von entscheidender Bedeutung
war, da} die T-Zellen nur zum Zeitpunkt der Vakzinierung fehlten, damit die Infektion unter
normalen Bedingungen ablaufen konnte. So war sichergestellt, daB3 nur die T-Zell-
Abhingigkeit der Vakzine und nicht die der Infektion untersucht werden konnte. Das hatte
zur Folge, daB3 die Zeitspanne zwischen Vakzinierung und Infektion von bisher einer Woche
auf drei Wochen verlidngert werden mulite. Wie die Infektionsverldufe der Isotyp behandelten
Kontrollgruppe jedoch bestitigten, hatte diese Verldngerung keinen Einfluf auf die
DC+TAT-LACK vermittelte Protektion (Abb. 33). Die durch die Vakzine ausgeloste
Immunantwort war demnach stark genug, um auch noch nach drei Wochen die volle
protektive Wirkung vermitteln zu konnen. Fiir die Depletionsexperimente wurde das low dose
Infektionsmodell gewihlt, da dieses groBere physiologische Relevanz besitzt und da CD8* T-
Zellen vor allem im low dose Modell eine entscheidende Rolle spielen [19;155].

Sowohl Lisionsvolumina als auch Parasitenlasten bestitigten, dal die von TAT-LACK
transduzierten DC vermittelte Protektion vollstéindig verschwand, sobald CD4" oder CD8" T-
Zellen zum Zeitpunkt der Vakzinierung depletiert wurden. Die Ergebnisse korrespondieren
mit Resultaten, die nach CD8 Depletion im LACK DNA basierten Vakzinierungsansatz
beobachtet werden konnten [91].

Depletierte BALB/c Miuse zeigten zwar kleinere Léasionsvolumina als die Isotyp behandelte
Tiere, die Parasitenlasten bestitigten jedoch weiterhin eine progressiv verlaufende Infektion.
Drei Wochen nach der Depletion konnte zwar die vollstindige Wiederherstellung der T-
Zellen im Blut mittels FACS-Analysen bestitigt werden, das Vorhandensein von
Effektorzellen im Gewebe wurde jedoch nicht untersucht. Mdoglicherweise waren diese T-
Zell-Populationen zum Zeitpunkt der Infektion noch nicht wieder vollstindig hergestellt.
Zudem kann keine Aussage iiber die Differenzierungsstadien der T-Zellen getroffen werden.
Ob alle Stadien wieder hergestellt wurden, muf3 in weiterfilhrenden Experimenten genauer
untersucht werden.

Das Fehlen der T-Zellen im Granulom ist moglicherweise eine Erklarung fiir die geringeren
LisionsgroBen. Ein weiterer Grund konnte die Tatsache sein, daB CD4" T-Zellen fiir die

Einwanderung von Neutrophilen, Makrophagen und Eosinophilen in die Lésion erforderlich
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sind [28]. Die Beobachtungen, daB die Depletion von CD4" T-Zellen zwar zu einer Reduktion
der Léasionsvolumina bei ansonsten aber gleich bleibender progressiv verlaufenden
Leishmania-Infektion fiihrten, stehen im Widerspruch zu bereits publizierten Ergebnissen, in
denen nach Depletion nicht nur eine Reduktion der Liasionsgrofen, sondern auch der
Sterblichkeit und der Parasitenlasten beobachtet wurde [194]. In der hier zitierten Arbeit
wurden depletierte BALB/c Miuse allerdings mit Leishmania amazonensis infiziert, einem
Parasitenstamm, der auch in Leishmania major resistenten C57BL/6 Miausen die Bildung von
nicht heilenden, kutanen Lisionen induziert [195]. Die widerspriichlichen Ergebnisse sind

daher vermutlich auf die Verwendung der unterschiedlichen Leishmania spp. zuriickzufiihren.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte die von TAT-LACK tranduzierten DC vermittelte
Induktion CD8* T-Zellen nachgewiesen werden. Ob es sich bei den induzierten Zellen um
zytotoxische T-Zellen handelt, 148t sich nicht sagen. Hierfiir sind weitere Analysen mit Hilfe
von Zytotoxizitdtstest erforderlich. Allerdings konnte in Restimulierungsexperimenten
bestitigt werden, daB Leishmania-spezifische CD8" T-Zellen nach Inkubation mit TAT-
LACK transduzierten DC vermehrt IFN-y sezernieren (Abb. 31). Die hauptsichliche
Funktionsweise von CD8" T-Zellen in der Leishmaniose wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. So konnte die physiologische Relevanz von IFN-y sezernierenden CD8" T-Zellen
fiir die Gedichtnisantwort einer Leishmania-Infektion in resistenten CBA und empfindlichen
BALB/c Maiusen bestitigt werden [21;53]. IFN-y wiederum ermdoglicht die Aktivierung
infizierter Makrophagen, die aufgenommenen Leishmanien iiber die Bildung von reaktivem
NO abzutéten. Die physiologische Relevanz von CD8* T-Zellen fiir eine primire Leishmania-
Infektion konnte erstmals nach low dose Infektion resistenter C57BL/6 Méuse nachgewiesen
werden [19]. Die CD8" Zellen trugen in diesem Modell ebenfalls durch Produktion von IFN-y
zur protektiven Immunantwort bei. Obwohl Perforin defiziente C57BL/6 Méause in der Lage
waren, eine Infektion mit Leishmania major auszuheilen [59], konnten zytotoxische T-Zellen
in lymphatischen Organen ausgeheilter Miduse nachgewiesen werden [22]. Weitere Studien
konnten zeigen, daB sowohl die INF-y Produktion als auch die zytotoxische Aktivitit CD8" T-
Zellen fiir die protektive Immunantwort in vakzinierten C57BL/6 Méausen erforderlich sind
[61]. In vitro Analysen bestitigten die Lyse Leishmania-infizierter Makrophagen sowie die

Eliminierung der Parasiten durch zytotoxische T-Zellen [60].
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4.6. Direkte, proteinbasierte Vakzinierung mit TAT-LL