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1 Einleitung

1.1 Malaria — eine weltweite Bedrohung

Infektionskrankheiten sind weltweit die hédufigste Todesursache von Kindern und
jungen Erwachsenen. Neben Tuberkulose und Aids gehort Malaria zu den wichtigsten
Infektionskrankheiten. Sie sind zusammen fiir 90 % aller durch Infektionen ausgelosten

Todesfdlle verantwortlich [Heymann, 2000].

Malaria ist eine tropentypische Parasitose, die in den tropischen und subtropischen
Regionen aller Kontinente, mit Ausnahme von Australien, in etwa 100 Landern

endemisch auftritt (Abbildung 1-1) [WHO, 2004].

Malariaverbreitung 2003

@ Gebiete mit hohem Malaria-Ubertragungsrisiko o }
3 Gebiete mit begrenztem Malaria-Ubertragungsrisiko d

‘W, © 3 Gebiete, in denen Malaria verschwunden ist,
ausgerottet wurde oder nie vorkam

Abbildung 1-1 Globale Verbreitung von Malaria [modifiziert nach WHO 2004].
Die Karte zeigt eine Ubersicht der Malaria-Endemiegebiete der Erde. Oft sind in den

endemischen Landern lediglich bestimmte Regionen betroffen.
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Etwa 40 % der Weltbevolkerung leben in endemischen Malariagebieten, in denen
schatzungsweise 300 bis 500 Millionen Neuinfektionen pro Jahr registriert werden.
Dabei treten 90 % aller Malariaerkrankungen in Landern Afrikas siidlich der Sahara auf.
Weitere endemische Malaria-Gebiete liegen in Indien wund Siidamerika

(Amazonasbecken).

Pro Jahr erliegen weltweit 1,5 bis 2,7 Millionen Menschen der Malaria, das heilit in
einer Stunde sterben etwa 1500 Menschen. Uber 75 % davon sind Kinder unter fiinf

Jahren [WHO, 2002].

Selbst in Deutschland kommt es im Jahr zu 800 bis 1000 Erkrankungen durch
importierte Malaria, von denen 3 bis 20 todlich verlaufen [Robert Koch-Institut, 2003].
Damit ist die Malaria in Deutschland zur flinfthaufigsten meldepflichtigen

Infektionskrankheit geworden [Bommer et al., 1990]

Beschreibungen der Symptome von Malaria liegen schon aus dem Altertum vor, die
ohne Kenntnis des Entwicklungszyklus in Zusammenhang mit der Luft iiber den
Stimpfen (,,mala aria* = schlechte Luft) gebracht wurden [Mehlhorn & Piekarski, 1995].
Die Identifizierung des Malariaerregers Plasmodium im Blut erfolgte 1880 durch
Charles L. Laveran. Sechs Jahre spiter entdeckte Camillo Golgi die asexuelle
Entwicklung und Vervielfdltigung wihrend der Schizogenie in frischen Blutausstrichen
[Kean et al., 1978]. 1897 beschriecb Roland Ross pigmentierte Zysten in der
Anophelesmiicke und erkannte die Anophelesmiicke als Vektor der Krankheit. Erst
1948 wiesen H.E. Shortt und P.C.C. Garnham die Entwicklung von Plasmodium in der
Leber nach [Sherman, 2001a].

Es werden vier humanpathogene Plasmodienarten unterschieden (P. falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae). Dabei ist Plasmodium falciparum fir etwa 50 % aller
Malariaerkrankungen verantwortlich. Wegen des oft todlichen Verlaufs der sogenannten
Malaria tropica ist dieser Erreger besonders gefiirchtet. In Teilen Asiens und

Lateinamerikas ist Plasmodium vivax ein haufiges Pathogen.
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Plasmodium wird durch weibliche Stechmiicken der Gattung Anopheles bei der
Blutmahlzeit auf den Menschen iibertragen [Lucius & Loos-Frank, 1997; Sherman,
2001b].

Bereits 1640 verwendeten spanische Kolonialisten in Siidamerika die Rinde des
Chinarindenbaums (Cinchona ledgeriana) bei der Behandlung von Malaria. 1820
isolierten und kristallisierten Pierre Pelletier und Joseph Caventou das aktive Alkaloid
Chinin. Chinin lieferte einen strukturellen Prototyp, der zur Entwicklung von

synthetischen Antimalariamitteln fiihrte [Sherman, 2001a].

Mitte der 30er Jahre des vorherigen Jahrhunderts wurde mit der Einfithrung von
Chloroquin erneut ein wirksames Behandlungsmittel gefunden. Inzwischen ist es jedoch
zu einer grofiflaichigen Verbreitung von resistenten Erregern gekommen. Eine
Ausbreitung und in manchen Féllen schnelle Ausbildung von Resistenzen gegen andere
Medikamente, wie Sulfadoxin-Pyrimethamin und Mefloquin (Lariam®), erschwert die
Malariatherapie [Phillips, 2001; A Med-World AG, 2004]. Aufgrund dieser vielfdltigen
Resistenzen der Erreger gegen neuere Medikamente kommt Chinin heute in der
Therapie der schweren Formen der Malaria in Kombination mit anderen Wirkstoffen

wieder zunehmend zum Einsatz [Bayer AG, 2002].

Die Entdeckung der Miicke als Vektor der Malaria fiihrte zu Versuchen, die
Verbreitung der Krankheit durch Zerstérung der Brutplitze fiir Anopheles
einzuschrinken. Ende des 19. und Anfangs des 20. Jahrhunderts lag das
Hauptaugenmerk auf der Vernichtung der Larven durch den Einsatz von Kerosin, die

Trockenlegung von Stimpfen und dem ,,Screening® von Héusern.

Im Jahr 1957 startete die Weltgesundheitsorganisation (WHO) mit dem Einsatz von
DDT gegen die Stechmiicken ein zundchst sehr erfolgreiches Malariabekdmpfungs-
programm. Obwohl die MaBBnahmen zur Ausrottung der Malaria in einigen Teilen der
Welt erfolgreich waren, blieben alle Versuche, die Krankheit vollstindig zu beseitigen,
aufgrund von Resistenzen der Anophelesmiicke gegen DDT und der Parasiten gegen die
Chemotherapeutika erfolglos. Das WHO-Bekidmpfungsprogramm wurde 1965 offiziell
beendet und durch Strategien zur Kontrolle ersetzt [Phillips, 2001; Sherman, 2001a;
Sachs, 2002].
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Trotz jahrelanger Forschung ist die Entwicklung eines Impfstoffes immer noch nicht
absehbar, obwohl durch die Entschliisselung der Genome von Plasmodium falciparum
[Gardner et al., 2002] und Anopheles gambiae [Holt et al., 2002] neue Ansatzpunkte

vorhanden sind.

Durch die Kenntnis der Genome konnten Medikamente entwickelt werden, die aktiv
den Stoffwechsel beeinflussen. Zum Beispiel hemmen das Artemisin-Derivat
Artemisone und das Herbizid Fosmidomycin ein Enzym, welches den Inoprenoid-
Stoffwechsel von Plasmodium falciparum hemmt [Bayer AG, 2002; Greenwood &
Mutabingwa, 2002; Missinou et al., 2002].

1.2 Entwicklungszyklus von Plasmodium

Malaria wird durch Protozoen der Gattung Plasmodium (Stamm Apicomplexa, Klasse
Hematozoa, Ordnung Haemasporida, Familie Plasmodiidae) verursacht. Neben den
Menschen und Primaten konnen auch viele andere Wirbeltiere von spezifischen Arten

der Plasmodien infiziert werden.

Von etwa 400 Anopheles-Arten weltweit dienen 60 als Endwirte und Vektoren
(Ubertriiger), in denen die geschlechtliche Vermehrung stattfindet [Butcher, 1996]. Der
Mensch ist der Zwischenwirt, in dem sich die ungeschlechtliche Vermehrung vollzieht.
Auf natlirlichem Weg erfolgt die Infektion des Menschen durch den Stich einer
weiblichen Anophelesmiicke. Der Entwicklungszyklus ist bis auf die Ausnahme einiger
Affenarten als Erregerreservoir streng wirtsspezifisch (obligat) [Mehlhorn & Piekarski,
1995].

Beim Stich werden Sporozoiten, wie in Abbildung 1-2 dargestellt, mit dem Speichel in
die Blutbahnen injiziert und auf dem Blutweg innerhalb von 3 bis 45 Minuten in die
Leber transportiert [Rosenberg et al., 1990]. Dort dringen sie iiber das Endothel in die
Leberparenchymzellen ein. In diesen Zellen entwickeln sich die Sporozoiten in einer
parasitophoren Vakuole innerhalb von 6 bis 16 Tagen weiter (praerythrozytire Phase).
Je nach Art bilden sich runde oder bandformige Trophozoiten, die sich letztendlich zu
Gewebeschizonten entwickeln. Diese Schizogenie fithrt zur Bildung von 10000 bis

30000 Merozoiten. Bei Plasmodium vivax und Plasmodium ovale entstehen parallel zu
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den Schizonten Dauerstadien, sogenannte Hypnozoiten, die auch noch nach mehreren
Jahren zu erneuten Krankheitsausbriichen fiihren konnen [Lucius & Loos-Frank, 1997].
Beim Platzen der Hepatozyten werden die Merozoiten frei und treten in die Blutbahn
ein. Innerhalb von 15 bis 20 Sekunden binden sie an einen Erythrozyten und dringen in

ihn ein [Phillips, 2001].

Freisetzung der Sporozoiten

aus der Dozyste
@ Speichel-

driise

Fnrtilisau'un\_'.-

I

Gametozysten
werden von
der Micke
aufgemnommen

der Dozyste

Abbildung 1-2 Der Entwicklungszyklus von Plasmodium spec.
[Modifiziert nach Sherman, 2001a]

Innerhalb einer parasitophoren Vakuole durchlaufen die Merozoiten eine erneute
Schizogenie (erythrozytire Phase). Aus jedem Schizogeniezyklus gehen jeweils 8 bis 16
Merozoiten hervor, die weitere Erythrozyten befallen. Einige Merozoiten differenzieren
sich zu Gamonten (Gamogonie), welche, wenn sie von einer Miicke beim Stich
aufgenommen werden, im Miickendarm zu Mikro- und Makrogameten heranreifen. Bei
diesem Vorgang teilt sich der weibliche Gamontenkern nicht, wihrend aus den
ménnlichen Gamonten durch Exflagellation 4 bis 8 begeiflelte Mikrogameten entstehen,
die dann je einen Makrogameten befruchten [Mehlhorn & Piekarski, 1995]. Es bildet
sich eine bewegliche Zygote (Ookinet), die durch das Epithel des Miickendarms
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wandert und sich zwischen Epithelzellen und Basalmembran festsetzt. Der Ookinet
wiéchst zu einer Oozyste heran, in der die Sporogonie ablduft. Nach einer
Reduktionsteilung werden dabei etwa 1000 Sporozoiten gebildet, die im reifen Zustand
frei werden und in die Speicheldriisenzellen einwandern. Von dort konnen sie beim

Stich wiederum auf den Menschen iibertragen werden [Lucius & Loos-Frank, 1997].

1.3 Krankheitsbild

Die Malariaerkrankung beginnt hdufig mit Kopf- und Riickenschmerzen, Frosteln,
Hitzegefiihl und vor allem hohem Fieber. Daher wird der Beginn einer
Malariaerkrankung oft als Grippe fehldiagnostiziert [A Med-World AG, 2004]. Die fiir
Malaria typischen rhythmischen Fieberanfille werden durch die asexuellen Blutstadien
von Plasmodium verursacht. Sie resultieren aus der Zerstorung der Erythrozyten und
der daraus bedingten Freisetzung von Toxinen [Sherman, 2001a]. Diese Fieberanfille
treten je nach Art der Malaria in unterschiedlichen Abstinden auf. Malaria tertiana, die
von Plasmodium vivax und Plasmodium ovale verursacht wird, hat einen erythrozytiren
Schizogeniezyklus von 48 Stunden. Bei ihr wechselt sich ein fieberfreier Tag mit einem
Fieber-Tag ab. Wihrend bei Malaria quartana (P. malariae) zwei fieberfreie Tage
gefolgt von einem Fieber-Tag auftreten [Mehlhorn & Piekarski, 1995]. Die
gefdhrlichste Malariaerkrankung ist die Malaria tropica (P. falciparum), welche nicht
nur die hdufigste Krankheitsform ist, sondern auch unbehandelt in etwa 30 % der Fille
zum Tod fiihrt [A Med-World AG, 2004]. Malaria tropica ist am schwierigsten zu
diagnostizieren, da die Symptome uncharakteristisch und leicht mit anderen
Krankheiten, wie z.B. grippalen Infekten, Bronchitis, Pneumonie, Gastroenteritis,
Typhus, Nephritis, Sepsis, Leptospirose oder Myokarditis, zu verwechseln sind
[Wunderlich & Schmitt, 1988]. Plasmodium falciparum induziert die Ausbildung von
als ,,Knobs*“ bezeichneten Ausstiilpungen auf der Erythrozytenmembran, die vom
Parasiten produzierte Adhisionsproteine, wie PfEMP-1, enthalten. Mit diesen ,,Knobs*
binden die befallenen Erythrozyten an die Endothelien von Kapillaren (Zytoadhdrenz)
oder an andere Erythrozyten (Rosettenbildung) und vermeiden so eine Milzpassage,
wiahrend der sie wahrscheinlich aussortiert und zerstort wiirden. Die Adhédrenz der

Erythrozyten fiihrt zur Verstopfung der Kapillaren und damit zu einer Unterbrechung
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der Mikrozirkulation. Dies kann Sauerstoffunterversorgung, Odembildung und
Blutungen in verschiedenen Organen zur Folge haben. Die schwerste Verlaufsform der
Malaria tropica ist die zerebrale Malaria, bei der es durch Ausfall von Gehirnfunktionen

zu Lahmungen, Koma und Tod kommen kann [Lucius & Loos-Frank, 1997].

1.4 Immunantwort gegen Malaria

Nicht alle Menschen sind gleichermallen empfinglich fiir eine Malariainfektion. So gibt
es einige Erbkrankheiten, die eine natiirliche Resistenz gegen Malaria verleihen. Schutz
gegen Plasmodium falciparum bieten Mutationen, die eine Reduktion in der
Syntheserate von Hdmoglobin, wie bei der Thalassdmie, zur Folge haben. Einen Schutz
bieten auch abnormale Hamoglobinmolekiile, wie bei der Sichelzellandmie, die auf den
Austausch einer Aminosiure in der B-Kette des Hadmoglobins zuriickzufiihren sind.
Auch erblich bedingter Mangel an Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, sowie
Ovalozytose und Humane Leukozyten Antigene (HLA) konnen einen Schutz vor
Malaria tropica bewirken. Dagegen erzeugen Duffy-negative Blutzellen Resistenz
gegen Plasmodium vivax [Lucius & Loos-Frank, 1997; Sherman, 2001a; Smith et al.,
2002].

Wiederholte Infektionen mit Plasmodium bauen eine labile Immunitét auf, die durch
stindige Neuinfektionen aufrechterhalten wird [Lucius & Loos-Frank, 1997]. Diese
Immunitét ist vorwiegend gegen die Blutstadien von Plasmodium gerichtet und kann
eine Infektion nicht verhindern. Die klinischen Symptome einer Malariaerkrankung
werden aber durch diese labile Immunitit unterdriickt [Playfair et al., 1990;

Kwiatkowsky, 1992].

Der Lebenszyklus der Malariaparasiten ist mit verschiedenen Phasen, die entweder
intrazelluldr in Hepatozyten oder Erythrozyten oder kurz extrazelluldr sind, sehr
komplex. Jede dieser Phasen ist durch die Expression phasenspezifischer Proteine
charakterisiert. Deshalb werden unterschiedliche Immuneffektormechanismen mit

unterschiedlicher Spezifitit bendtigt, um diese verschiedenartigen Formen zu
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eliminieren [Li et al., 2001]. Die Beseitigung von Plasmodium wird sowohl von
erworbenen als auch angeborenen Immunmechanismen herbeigefiihrt. Die
intrazelluldren Stadien des Parasiten sind in Zellen zu finden, die Haupt-
Histokompatibilititskomplex (MHC) Klasse I- und II-Molekiile exprimieren
(Hepatozyten) oder denen sie fehlen (Erythrozyten). Extrazelluldre und intrazelluldre
Formen von Plasmodium werden hauptsachlich durch antikdrperabhidngige erworbene
Immunantworten kontrolliert, da T-Zellen die Parasitenantigene nur als von MHC-

Molekiilen présentierte Peptide erkennen [Rollinghoff et al., 2001].

Zusitzlich entziehen sich die intraerythrozytiren Parasiten der Beseitigung durch
Immunzellen der Milz, indem sie sich in verschiedene Gewebe und Organe
zurlickziehen. Diese Sequestration wird durch die Zytoadhdrenz von parasitierten
Erythrozyten an mikrovaskuldre Endothelzellen herbeigefiihrt. Trophozoiten und
Schizonten exprimieren Oberfiachenproteine wie z.B. das PfEMP-1 an der
Erythrozytenoberflache. Diese konnen sich an verschiedenen Endothelzellenrezeptoren,
wie den Scavengerrezeptor CD36, das intrazellulire Adhdsionsmolekiil-1 (ICAM-1),
das Endothelzellenadhédsionsmolekiil-1 (PECAM-1), Thrombospondin (TSP), E-
Selektin oder Chondoitinsulfat binden [Roberts et al., 1985; Berendt et al., 1989;
Ockenhouse et al., 1989; 1991; Oquendo et al., 1989; Baruch et al., 1996; 1997;
Schofield et al., 1996; Siano et al., 1998; Beeson et al., 2000; Smith et al., 2002].

1.4.1 Die Rolle von B-Zellen und Antikorpern

Die durch wiederholte Infektionen erworbene klinische Immunitdt fithrt zur
Entwicklung eines vielfaltigen Antikorperrepertoirs. Malariaspezifische Antikorper
fiihren zu einer Anzahl von antiparasitischen Effektormechnismen, wie Inhibierung der
Zytoadhédrenz, Verhinderung der Invasion von Erythrozyten und antikorperabhingiger

Zytotoxizitit [Bull & Marsh, 2002; Artavanis-Tsakonas et al., 2003].

B-Zellen und Antikérper spielen eine Schliisselrolle bei der Kontrolle von
erythrozytiren Stadien von Malaria. B-Zell-defiziente Méuse konnen zwar eine primire
akute Infektion mit Plasmodium chabaudi und Plasmodium yoelli kontrollieren, sind
aber nicht fahig, die Parasiten komplett zu eliminieren. Die Entwicklung eines B-Zell-
Gedichtnises und antikorpersezernierender Plasmazellen spielt eine wichtige Rolle bei

einer sekunddren Malaria-Infektion [Grun & Weidanz, 1981; Yap & Stevenson, 1994;
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von der Weid et al., 1996; Achtman et al., 2003]. AuBlerdem sind B-Zellen fiir einen
Wechsel von einer Tyl- zu einer Ty2-Antwort verantwortlich [Gajewski et al., 1991;

Taylor-Robinson & Phillips, 1994].

Wihrend Immunglobulin (Ig) G2a bei der Maus essentiell ist [White et al., 1991],
scheinen beim Menschen IgG1 und IgG3 effektiver zu sein [Groux & Gypsin, 1990].
Alle diese Immunglobuline sind zytophile Immunglobulinisotypen, die zu einer
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen durch den Fc-Rezeptor fiihren
[Rollinghoff et al., 2001]. Antikdrper gegen die Oberfliche von parasitierten
Erythrozyten fithren zu einer Opsonierung dieser Zellen fiir die Phagozytose [Mota et
al., 1998]. Diese Antikdrper konnen nicht nur ein Binden und die Sequestrierung von
parasitierten Erythrozyten an bzw. in das kapillare Endothel verhindern, sie foérdern
auch die Entfernung der infizierten Erythrozyten durch die Milz und andere Gewebe des
retikuloendothelialen Systems (RES) [Udheinya et al., 1981; Jensen, 1989]. An
freigesetzte Merozoiten bindende Antikorper agglutinieren die Parasiten und schiitzen
dadurch vor einem Wiederbefall von Erythrozyten [Miller et al., 1975; Green et al.,
1981]. Antikorper gegen Parasiten-Antigene stimulieren Monozyten zu einer exzessiven
TNFa-Produktion, die zu einer Wachstumshemmung von intrazelluliren Parasiten in

benachbarten Zellen flihrt [Mohan & Stevenson, 1998; Rollinghoff ef al., 2001].

1.4.2 Die Rolle von T-Zellen

T-Zellen sind wichtig fiir die Entwicklung einer effektiven Immunantwort gegen
Malaria [Cavacini et al., 1990; Meding & Langhorne, 1991; Li et al., 2001]. Zwei
Stadien des Malariaparasiten sind intrazelluldr: die Sporozoiten, die die Hepatozyten
infizieren und die asexuellen Merozoitenstadien, die in den Erythrozyten zu finden sind.
Infektionen mit Plasmodium stimulieren sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen einen a-
oder y0 T-Zellrezeptor (TCR) zu exprimieren [Rollinghoff e al., 2001]. Dabei sind of
T-Zellen wichtig fiir die Ausbildung einer schiitzenden Immunitit gegen Plasmodium

chabaudi [Langhorne et al., 1995].

Zur Kontrolle der Parasitenstadien in den Erythrozyten sind die CD4" T-Zellen wichtig
[Kumar et al., 1989; Meding & Langhorne, 1991; Podoba & Stevenson, 1991; Amante
& Good, 1997]. CD4" T-Zellen limitieren das Parasitenwachstum nicht direkt,
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aktivieren aber andere Effektorzellen den Parasiten zu bekdmpfen [Weidanz & Long,
1988].

Die zwei Haupt-T-Helfer-Populationen sind Tyl und Ty2. Sie kreuzregulieren die
Differenzierung und Aktivierung der jeweils anderen Population durch
Zytokinproduktion [Fitch et al., 1993; Seder & Paul, 1994]. Tyl-Zellen produzieren
IL-2, INFy und LToa. Sie induzieren zellvermittelte Immunantworten durch
Makrophagenaktivierung und verzogerte Hypersensibilitdt. INFy, das Haupt-Tyl-
Effektorzytokin, verhindert die Proliferation von Ty2-Zellen. In der Maus reguliert
INFy ebenfalls die Produktion von zytophilen Antikdrpern, wie IgG2a. Aullerdem ist es
in Entziindungsprozesse involviert, die Gewebeschadigungen verursachen konnen. Ty2-
Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 und regulieren die antikdrper-abhingigen
Antworten. Sie produzieren ebenfalls IL-10, welches zusammen mit IL-4 und IL-13
entziindungshemmende Eigenschaften hat. Es kann durch Inhibierung der
Makrophagenaktivierung als Antagonist gegen Tyl-Antworten wirken [Moore et al.,
1993; Mohan & Stevenson, 1998; Li et al., 2001]. Ty2-Zellen unterstiitzen B-
Lymphozyten bei der Produktion von Antikdrpern, wie IgM, IgG1 und IgG4. AuBlerdem
unterstiitzen sie B-Zellen beim Wechsel zur IgE-Produktion [Coffman et al., 1993;
Mohan & Stevenson, 1998; Li et al., 2001].

Sowohl Ty1- als auch Ty2-Zellen sind wichtig bei der Bekdmpfung von Blutstadien von
Plasmodium chabaudi. Im Laufe der Infektion sind sie aber unterschiedlich vertreten.
So ist wihrend der frilhen akuten Phase die Tyl-Antwort dominant. Spéter in der
Infektion liberwiegt die Tyu2-Antwort [Taylor-Robinson & Phillips, 1994; Mohan &
Stevenson, 1998].

Normalerweise bilden Hepatozyten keine co-stimulatorischen Zytokine, die fiir eine
Aktivierung von naiven T-Zellen ndtig sind. Sporozoitenantigene werden
moglicherweise von dendritischen Zellen dem MHC Klasse I présentiert und bieten so
eine Moglichkeit fiir die Aktivierung von CD8" T-Zellen [Piebarski & Hill, 2000]. Die
CD8" T-Zellen fordern die Beseitigung von Leberstadien des Parasiten Plasmodium.
Dies geschieht durch eine mogliche Produktion der Zytokine INFy und TNFa, die eine
Produktion von Stickoxid (NO) durch die infizierten Hepatozyten induzieren [Hoffman
etal., 1996].
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1.4.3 Die Rolle von Makrophagen

Die Beseitigung von Malariaparasiten wird von erworbenen und angeborenen
Immunantworten gefordert. Dabei stellt die angeborene Phagozytose von Plasmodium-
infizierten  Erythrozyten durch Monozyten und Makrophagen eine erste

Verteidigungslinie in nichtimmunen Menschen dar [Smith ez al., 2002].

Als Antwort auf die Glykosylphosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker der Parasiten, die bei
der Ruptur von infizierten Erythrozyten freigesetzt werden, produzieren Monozyten und
Makrophagen exzessiv entziindungsfordernde Zytokine wie TNFa, IL-1 und IL-6
[Brown et al., 1999; Clark & Schofield, 2000]. Immunitit gegen Malaria wird mittels
Phagozytose von freien Parasiten (Merozoiten) oder parasitierten Erythrozyten durch
Neutrophile, Monozyten und Makrophagen und durch die Freisetzung von
zytotoxischen Molekiilen, wie Zytokinen, Stickoxid (NO) wund reaktiven
Sauerstoffintermediaten (O, und H,0,) erreicht [Allison & Eugui, 1983; Brinkmann et
al., 1984; Clark, 1987; Clark et al., 1989; Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Boland &
Berzins, 2000]. Hierbei scheint besonders die Phagozytose durch zirkulierende
Neutrophile und Monozyten, sowie Gewebsmakrophagen eine wichtige Rolle zu
spielen. Diese erkennen und phagozytieren die parasitenbefallenen Erythrozyten durch
erworbene, durch Antikérper induzierte und angeborene Mechanismen [Trubowitz &
Mazek, 1968; Celada et al., 1983; Ferrante et al., 1990; Schwarzer et al., 1992; Turrini
et al., 1992; McGilvray et al., 2000]. Analog zum Eliminationsmechanismus von
beschddigten Erythrozyten, werden von Parasiten infizierte Erythrozyten, die durch
Opsonierung (Immunglobuline oder Komplement) markiert sind, von Makrophagen
erkannt und phagozytiert. Die Phagozytoserate hingt von den Entwicklungsstadien der
Parasiten ab, wobei Trophozoiten und Schizonten besser phagozytiert werden als die
Ringformen. AuBlerdem wird die Phagozytose vom Typ des Opsonins auf der

Erythrozytenmembran beeinfluf3t.

Anders als bei opsonininduzierter Phagozytose von infizierten Erythrozyten iiber den
Fc-Rezeptor-Weg, welche eine Produktion von entziindungsférderenden Zytokinen
durch Monozyten und Makrophagen induziert, fiihrt die nichtopsonininduzierte
Phagozytose nicht zu einem Anstieg von TNFo [McGilvray et al., 2000]. Der

Mechanismus fiir die nichtopsonininduzierte Aufnahme von Erythrozyten, die mit
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asexuellen Stadien von Plasmodium falciparum infiziert sind, beinhaltet die
Wechselwirkung zwischen von Parasiten produzierten Liganden, wie dem PfEMP-1,
und dem Scavengerrezeptor CD36 auf der Oberfliche von Monozyten und
Makrophagen [Smith et al., 2002]. Diese opsoninunabhéngige Phagozytose kontrolliert
moglicherweise die friihe Phase der Blutstadieninfektion von Plasmodium chabaudi [Su

etal., 2002].

1.5 Die Rolle der Milz bei der Immunitiit gegen Blutstadien der
Malaria

Die Milz ist an Immunantworten gegen viele verschiedene Pathogene und an
Autoimmunkrankheiten sowie lymphatischen Erkrankungen beteiligt [Bowdler, 1990].
Sie ist das groffte Einzellymphoidorgan und beinhaltet bis zu 25 % der reifen
Korperlymphozyten [Brown et al., 1992].

Auf makroskopischer Ebene kann die Milz in zwei Kompartimente, die rote und die

weille Pulpa, unterteilt werden (Abbildung 1-3) [Kraal, 1992; Fu & Chaplin, 1999].

Die rote Pulpa stellt primédr einen Filter dar, durch den alte oder beschidigte
Erythrozyten aus der Blutzirkulation entfernt werden. Sie besteht aus einem retikuldren
Netzwerk, in dem Stromazellen und eine gro3e Population von Makrophagen zu finden
sind. AuBlerdem beinhaltet das retikuldre Netzwerk eine variabel grof8e Population an

Plasmazellen und kann ein wichtiger Ort fiir die Immunglobulinproduktion sein.

In der weilen Pulpa sind Lymphozyten in Kompartimenten organisiert, in denen die
Aktivierung und Reifung von antigenabhingigen B- und T-Zellen reguliert wird. Die
Lymphozyten umgeben die Arteriolen, die in die Milz eintreten. Dabei liegen die T-
Zellen zentral um die Arteriolen in der PALS-Region (“periarteriolar lymphoid sheath™)
und die B-Zellen in Follikeln um den T-Zell-Bereich [Fu & Chaplin, 1999]. Um die
weille Pulpa liegt die Marginalzone. An der inneren Seite der Marginalzone bilden die
marginalen metallophilen Makrophagen einen schmalen Ring, wiahrend die dufere Seite
Marginalzonenmakrophagen und Marginalzonen-B-Zellen beheimatet [Kraal, 1992;
Aichele et al., 2003]. Durch diese Anordnung der spezialisierten Makrophagen und B-
Zellen, die den Marginalsinus flankieren, spielt die Marginalzone eine wichtige Rolle

bei der Aufnahme von im Blut enthaltenen Antigenen [Nolte et al., 2004]. AuBlerdem ist
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sie fiir die Lenkung des Lymphozytenverkehrs in die weille Pulpa und fiir die

Phagozytose von Pathogenen im Blut verantwortlich [Engwerda et al., 2002].

Das auffilligste anatomische Merkmal der Marginalzone ist der Sinus in den sich ein
Teil des arteriellen Blutstroms flieft. Dieser marginale Sinus besteht aus einer Serie von
vaskuldren Zwischenrdumen, die zwischen der weilen Pulpa und der eigentlichen
Marginalzone liegen. Die Endothelialzellen der Kapillaren gehen kontinuierlich in die
des Sinus tiber, in dem die Kapillaren enden. Zwischen den Endothelialzellen und der
weiBen Pulpa liegt eine Membran, die unterbrochen ist und so einen Ubergang von

Zellen zwischen der Marginalzone und der weilen Pulpa ermdglicht [Kraal, 1992].

Erythrozyten
Makrophagen

Rote Pulpa

MzZM
{:;éae Retikularzellen
0Tz #,— MZB-Zellen

Endothelialzellen

Marginalzone —
9 MMM

— X QOO

- 5 .
o522 %§$¥  B-Zell Follikel

WeiRe Pulpa — 95590

- Zentralarteriole

Abbildung 1-3 Schematischer Aufbau der Miusemilz

Die weile Pulpa ist aus einer zentralen um die Zentralarteriole angeordnete T-Zell-
reiche Zone (“periarteriolar lymphoid sheath” (PALS)) aufgebaut, die von B-Zell-
reichen priméren Follikeln umrahmt ist. Die weile Pulpa ist durch den Marginalsinus
von der roten Pulpa getrennt. Der Marginalsinus ist in eine Schicht
Marginalzonenlymphozyten eingebettet. Auf der Seite der roten Pulpa befinden sich
Marginalzonenmakrophagen (MZM) und Marginalzonen-B-Zellen (MZ B-Zellen). Auf
der Seite der weilen Pulpa liegt eine Schicht von marginalen metallophilen
Makrophagen (MMM), welche wichtig fiir die Regulation des Antigenaustauschs zu
sein scheint. Blut flieBt von der Zentralarteriole in den Marginalsinus, die Marginalzone
oder die rote Pulpa, wo es in Kontakt mit Makrophagen und anderen
Immuneffektorzellen kommt, bevor es in die Venen flieBt. (Zusammengesetzt aus
Abbildungen von Kraal, 1992; Yadava et al., 1996; Fu & Chaplin, 1999)
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Durch ihren Aufbau unterscheidet sich die Milz von anderen Organen. Das Blut kommt
in  zwei Regionen in direkten Kontakt mit Immuneffektoren, den
Marginalzonenmakrophagen und dem retikuldren Netzwerk der roten Pulpa, durch die

das Blut auf seinem Weg zu den Sammelvenen flieit [ Yadava ef al., 1996].

Die Milz spielt eine zentrale Rolle bei der Immunitdt gegen Blutstadien der Malaria
[Wyler, 1983; Yap & Stevenson, 1994; Alves et al., 1996]. Erstens dient sie als
mechanischer Filter, welcher beschiddigte oder immunologisch modifizierte
Erythrozyten wie auch parasitierte Erythrozyten aussortiert. Zweitens bietet die Milz
eine Umgebung fiir die Interaktion von Parasiten, Immunzellen und ihren Produkten
wihrend der Entstehung und Durchfiihrung von Immuneffektormechanismen. Drittens

werden in der Milz neue Blutzellen gebildet [Yap & Stevenson, 1994].

Der genaue Mechanismus, mit dem die Milz die Schutzfunktion ausiibt, ist noch nicht
komplett verstanden, ist aber sehr komplex [Mohan & Stevenson, 1998]. Die erste
Induktion der Immunitit gegen Blutstadien der Malaria scheint von der Milz
auszugehen, aber auch die Leber libernimmt in Abwesenheit der Milz diese Funktion

[Dockrell et al., 1980].

Wihrend einer Malaria-Infektion verdndert sich die zellulire Zusammensetzung der
Milz [Yadava et al., 1996]. Dabei ist eine Vermehrung von parasitenspezifischen
Antikorperformenden-Zellen und eine gesteigerten Aktivierung und Ansammlung von
T-Zellen zu beobachten [Langhorne & Simon-Haarhaus, 1991; Sayles & Wassom,
1991]. AuBlerdem kommt es zu einem merklichen Anstieg in Anzahl und Funktion der
Milzmakrophagen, der durch chemotaktische Faktoren ausgelosten Immunantworten
und der Zytokine, die durch CD4" T-Zellen und andere aktivierte Lymphozyten
produziert werden [Shear, 1989]. In Milzen von gegen Plasmodium chabaudi AS
resistenten Mdusen konnte eine erhohte TNFa und NOS2 mRNA-Expression gezeigt
werden. In der Leber von nicht-resistenten Mausen werden diese Gene hingegen nur

kurz vor dem Tod verstérkt exprimiert [Jacobs et al., 1985; 1996].
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Eine Plasmodium chabaudi-Infektion bei der Maus stellt ein gutes Modell dar, um die
Rolle der Milz bei einer Malaria zu untersuchen, da sich hier verschiedene
Ubereinstimmungen mit dem gefihrlichsten menschlichen Parasiten, Plasmodium

falciparum ergeben [Phillips et al., 1997].

Untersuchungen mit Plasmodium chabaudi adami, Plasmodium chabaudi chabaudi AS
und Plasmodium vinckei haben die absolute Notwendigkeit einer intakten Milz bei der
Ausbildung von primirer und sekundirer Immunitit gezeigt [Grun ef al., 1985; Kumar
et al., 1989; Stevenson et al., 1990; Yap et al., 1994]. Die Rolle der Milz in der
Effektorphase des Abtotens der Parasiten konnte durch Splenektomie bei mit
Plasmodium chabaudi adami-infizierten Médusen wéhrend der Krise gezeigt werden.
Durch die Splenektomie kommt es zu einem erneuten Anstieg in der Parasitimie
[Yadava et al., 1996]. AuBerdem kann durch die Transplantation von Milzen immuner
Ratten ein Schutz gegen Plasmodium berghei-Infektionen in naiven Ratten erzeugt
werden [Favila-Castillo et al., 1996]. Eine Splenektomie bei immunen Méausen flihrt zu

einem Verlust der Immunitit [Kuramar & Miller, 1990].

1.6  Die Rolle der Apoptose bei Malaria

Apoptose ist der natiirliche Mechanismus des Zelltods, welcher zu Fragmentierung der
DNA, Schrumpfen des Zytoplasmas, Anderungen der Membran, Degenerierung und
Kondensation des Zellkerns und Absterben der Zelle fiihrt [Kerr ef al., 1972]. Dieser
Mechanismus, der auch programmierter Zelltod genannt wird, ist essentiell fiir die
Homeostase des gesamten Organismus und spielt eine zentrale Rolle bei Prozessen von

der Entwicklung bis zur Aufrechterhaltung von Korperform und -funktion.

Apoptose wird von einer Vielzahl von sowohl internen als auch externen Signalen
gesteuert. Die meisten der morphologischen Verdnderungen in einer Zelle, die
programmierten Zelltod begeht, werden von einer Familie von Cysteinproteasen, den
Caspasen, welche iiber eine Kaskade aktiviert werden, verursacht [Salvesen & Dixit,
1997]. Diese Enzyme haben beschrinkte Targetproteine, welche normalerweise
inaktiviert werden, wenn die Caspase sie schneidet. In einigen Fillen ist ein
Enzyminhibitor das Target einer Caspase, so daf3 die letztendliche Funktion der Caspase

die Aktivierung des Enzyms ist [Nicholson & Thornberry, 1997].
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Wihrend einer Immunantwort unterliegen T-Zell-Klone, die mit Antigenen
wechselwirken, einer extensiven Proliferation. Wenn das Antigen eliminiert ist, muf} die
Anzahl der T-Zellen reduziert werden. Dies wird durch induzierte Apoptose erreicht.
Das Apoptosesignal wird von den T-Zellen durch den Membranrezeptor CD95 (oder
Fas) empfangen, einem Transmembranrezeptor vom Typ 1. Das Todessignal wird durch
den Liganden CD95L (oder FasL) gegeben, der auf lymphatischen Zellen in der spéten
Phase der Immunantwort exprimiert wird. Diese Elimination der T-Zellen ist ein
normaler Mechanismus des An- und Ausschaltens einer Immunantwort und ein Schutz

vor der Selbstbeschddigung [Van Parijs & Abbas, 1998; Sanchez-Torres et al., 2001].

Auch in der Milz von mit Plasmodium chabaudi chabaudi AS infizierten Miusen
kommt es zur Apoptose. Es ergeben sich Anderungen in T-Zell-, B-Zell- und
Makrophagenpopulationen in der Milz und im peripheren Blut wéhrend der akuten
Blutstadieninfektion der Malaria. Die Mehrheit der apoptotischen Zellen in der Milz
wéhrend der Plasmodium chabaudi-Infektion sind B-Zellen [Helmby et al., 2000].

Bei vielen Infektionsarten kommt es zu einem Anstieg der Apoptose von lymphatischen
Zellen. Sie kann als normale homeostatische Antwort verstanden werden, die an einem

Ende der Immunantwort beteiligt ist [Van Parijs & Abbas, 1998].

Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus bei der Regulation der Entwicklung, Mutation
und Aktivierung von Lymphozyten. Zusédtzlich kénnen Lymphozytenantworten durch
Apoptose verhindert und beendet werden [Krammer et al., 1994; Van Parijs & Abbas,
1998].

1.7 Die Wirkung von Testosteron bei Malaria

Androgene sind Steroidhormone, welche die Ausdifferenzierung und Reifung von
ménnlichen Fortpflanzungsorganen, die Entwicklung von sekundéiren ménnlichen
Sexualmerkmalen und die Ausbildung von ménnlichem Verhalten induzieren [Norman
et al., 1987]. Sie gehoren zur Gruppe der Cjo-Steroide. Die chemische Bezeichnung fiir
die C,9-Steroide leitet sich von Androstan ab [Reinboth, 1980].
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Die beiden bedeutendsten Androgene sind Testosteron (Abbildung 1-4) und 5-a-
Dihydrotestosteron. Testosteron ist das mengenmiflig am hdufigsten vorkommende

Androgen.

OH

Abbildung 1-4 Strukturformel von Testosteron

Das interstiticlle Gewebe, welches bis zu 5 % des totalen Testisvolumen ausmacht,
beinhaltet die primédren endokrinen Zellen der Testis, die Leydig-Zellen. Diese liegen in
Klustern um BlutgefdBBe herum, zwischen den Samenkandlchen. Unter Kontrolle des
Luteinisierungshormons (LH) sind die Leydig-Zellen der Hauptbildungsort von
Testosteron. Die Membranen des glatten endoplasmatischen Retikulums (ER) sind der
Ort der Umwandlung von Pregnenolon in Testosteron [Norman et al, 1987]. Die
Synthese und Ausschiittung von LH wird durch das hypothalamische
Freisetzungshormon LHRH (= Luteinisierungshormon-Releasinghormon) gesteuert
[Neumann, 1991]. Die im Blut zirkulierenden Androgene sind zu 70 % an ein
Tréagerprotein, das sexualhormonbindende Globulin (SHBG) gebunden, der Rest bis auf
2 % ist locker an Albumin gebunden. Nur die nichtgebundenen Androgene werden
biologisch wirksam, denn sie kdnnen in eine Zelle aufgenommen werden [von Faber et

al., 1980; Neumann, 1991].

Die Regulationsmechanismen von Immunantworten sind sehr komplex und werden von
einem komplizierten Netzwerk an Funktionen gesteuert. Einer dieser Faktoren sind
Hormone. Androgene haben einen EinfluBl auf Immunfunktion und Krankheit. Einen
direkten Hinweis iiber den Einflul von Androgenen gibt der sexuelle Dimorphismus der

Immunfunktionen. Generell haben Frauen eine stiarkere Immunantwort und hohere
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Immunglobulin (IgG)-Konzentrationen als Maénner [Alexander & Stimson, 1988;

Brabin & Brabin, 1992].

Das minnliche Hormon Testosteron beeinflult die Féhigkeit, eine Plasmodium
chabaudi- [Wunderlich et al., 1988; 1991; Benten et al., 1991; 1993; Schmitt et al.,
1991] oder Plasmodium berghei-Infektion [Kamis & Ibrahim, 1989] auszuheilen, nicht.
Eine wichtige Rolle bei der Immunantwort spielt generell der Haupt-
Histokompatibilitdtskomplex (MHC), welcher zwischen Selbst und Nicht-Selbst
unterscheidet [Wunderlich et al., 1988]. Weibliche Méuse haben bei vielen Stammen
die Féhigkeit, eine Plasmodium chabaudi-Infektion auszuheilen. Diese Féahigkeit wird
durch Gene des murine MHC, dem H-2 Komplex, und ,,Non “-H-2-Gene kontrolliert
[Wunderlich et al., 1991; Mossmann et al., 1996].

Im Gegensatz zu seiner Wirkung in weiblichen Méusen hat der H-2 Komplex in
minnlichen Méusen keinen EinfluB} auf die Resistenz gegen Plasmodium chabaudi, da
die Resistenz durch Testosteron unterdriickt wird [Wunderlich et al., 1988]. Weiterhin
gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort bei Plasmodium
chabaudi AS-infizierten Méusen. Diese sind auf unterschiedliche Tyl / Tu2 Zytokin-,
wie INFy- und IL-4-, und Chemokinproduktion zuriickzufiihren [Zhang et al., 2000].

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Der Milz kommt wéhrend einer Malariainfektion eine grole Bedeutung bei der Abwehr
von Parasiten zu. Ziel dieser Arbeit war eine umfassende Untersuchung und Darstellung
der Verdnderungen des Aufbaus und der Aufnahmekapazitit der Milz wéhrend einer

Plasmodium chabaudi Infektion.

Weiterhin sollte der EinfluB von Testosteron auf den Verlauf der Verdnderungen
wiahrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion untersucht werden, da Testosteron eine

Konversion der Wirtsabwehr von Resistenz zu Suszeptibilitit verursacht.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Falcon® 5 ml Rundbodenrdhrchen,
Polypropylen

Fluoreszierende Polymer Microsphere
Suspension, 3 pm im Durchmesser (Griin)

Fluoreszierende Polymer Microsphere
Suspension, 2,9 um im Durchmesser (Rot)

Fotales Kilberserum (FCS)

Giemsa

Hématoxilin nach Mayer

Iscove’s modified Dulbecco’s (IMDM)-
Zellkulturmedium

May-Griinwalds Eosin Methylenblau
Mounting Medium

P 23-Cellulose

Percoll

PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit

RPMI 1640-Zellkulturmedium
Seesand

Sephadex G 25 und P 23 Cellulose

Becten Dickinson Labware Europe,
Meylan Cedex, Frankreich

Ducke Scientific Corporation, Palo
Alto, CA, USA

Ducke Scientific Corporation, Palo
Alto, CA, USA

PAA, Linz, Osterreich

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

GIBCO-BRL, Eggenstein

Merck, Darmstadt
Delta Biologicals S.r.1., Rom, Italien
Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

GIBCO-BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Servacel, Heidelberg
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SuperFrost“Plus Objekttriger
Testosteron (Testoviron-Depot-50)

Testosteron

Tissue-Tek™ Cryomold*Intermediate

Tissue-Tek®™ O.C.T™ Compound

Tumor necrosis factor-a, mouse (mTNF-a)

Yeast Nitrogen Base

Sonstige Laborchemikalien:

Menzel GmbH, Braunschweig
Schering, Berlin

Steraloids Uiber Paesel & Lorei
GmbH & Co., Hanau

Sakura Finetek Europe BV,
Zoeterwoude, Niederlande

Sakura Finetek Europe BV,
Zoeterwoude, Niederlande

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

GIBCO-BRL, Life Technologies
GmbH, Karlsruhe

Fluka, Neu Ulm; Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg
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2.2 Losungen und Puffer

Aminosidure-Mix fir SD+12 Medium:

Annexin V Labeling Puffer:

1 % BSA-Losung:

CPD-Puffer:

Einfriermedium (fiir Sdugerzellen):

Ethanolische KOH-L&sung:

224 mg Adenin

768 mg Uracil

768 mg Histidin

768 mg Tryptophan
768 mg Arginin

288 mg Tyrosin
1152 mg Leucin
1152 mg Isoleucin
1152 mg Lysin

960 mg Phenylalanin
1152 mg Valin

1152 mg Threonin
ad 1 1 H,O (bidest.), sterilfiltrieren

10 mM Hepes

8 g NaCl

0,28 g CaCl,

ad 11 H,O (bidest.)

1 % BSA (Fraction V)
ad 11 PBS"

34,7 g Natriumcitrat

0,7 g Zitronensaure

22,5 g D-Glukose

1,8 g Na,HPO,4 x 2 H,O

ad 11 H,O (bidest.), pH 7,2

70 % Kulturmedium (v/v)
20 % FCS (v/v)
10 % DMSO (v/v)

3 ¢ KOH
0,5 g Tween-80
ad 100 ml Ethanol
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Hypotonischer Puffer:

PBS:

PBS":

PBS™ Hg-Konzentrat:

Percoll-Stufe:

140 mM NH4C1
17 mM Tris
ad 11 H,O (bidest.), pH 7,2

8 g NaCl

0,2 g KCl1

1 g Na,HPO4 x 2H,0

0,15 g NaH,PO4 x H,O

0,2 g KH,PO,

ad 1 1 H,O (bidest.), pH 7,2

8 g NaCl

0,2 g KClI

1,15 g Na,HPOg4
0,2 g KH,PO,

0,1 g MgClz x 6 H,O

0,1 g CaCl, x 2 H,O

getrennt l0sen, anschlieBend mischen
ad 1 1H,0 (bidest.), pH 7,2

8 g NaCl

0,2 g KCI

1 g Na,HPO4 x 2 H,O

0,15 g NaH,PO4 x H,O

0,2 g KH2P04

22,5 g Glukose x H,O

ad 100 ml H,O (bidest.), pH 7,2

12 ml Percoll

1,33 ml PBS™ Hg-Konzentrat

auf 82 % verdiinnen mit

2,93 ml PBS'Hg (3% FCS), pH 7,2
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SD+12 Minimalmedium:

SD+12 Platten:

Sorensen-Puffer:

0,1 % Triton X-100 Losung:

Waissriger Phosphatpuffer:

20 g Glukose

950 ml H,O (bidest.)
autoklavieren

1,7 g Yeast Nitrogen Base

5 g Ammoniumsulfat

50 ml H,O (bidest.)

beide Losungen zusammenfiigen,
sterilfiltrieren

50 ml Aminosédure-Mix fiir SD+12
Medium zufiigen

20 g Glukose

15 g Agar

950 ml H,O (bidest.)
autoklavieren

1,7 g Yeast Nitrogen Base

5 g Ammoniumsulfat

50 ml H,O (bidest.)

beide Losungen zusammenfiigen,
sterilfiltrieren

50 ml Aminosédure-Mix fiir SD+12
Medium zufiigen

0,49 g KH,PO4
1,14 g Na,HPOy4
ad 1 1H,0 (bidest.), pH 6,8

10 g Triton X-100
ad 1 1 H,O (bidest.)

22,9 g KzHPO4

ad 800 ml H,O (bidest.)

5,88 g KH,PO4

ad 200 ml H,O (bidest.)

beide Losungen mischen und 28,6 ml
des Gemisches zu 1 1 H,O (bidest.)
geben
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2.3 Antikorper

Tabelle 2.1 Verwendete Antikérper fiir FACS und Fluoreszenzmikroskopie
Mitaufgefiihrt sind die Verdiinnungen fiir den jeweiligen Verwendungszweck
Erstantikorper: Verdiinnungen:
Durchflulzytometrie:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten 1:100
Anti-Maus CD4 Antikérper (L3T4) Immunfluoreszenz-
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) ?lzkgOSkOPIG:
Durchflulzytometrie:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten 1:100
Anti-Maus CD8a Antikérper (Ly-2) Immunfluoreszenz-
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) ?lzkgOSkOPIG:
DurchfluBzytometrie:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten 1:50
Anti-Maus F4/80 Antikorper (Makrophagen) Immunfluoreszenz-
(AMS Biotechnology GmbH, Wiesbaden, Deutschland) ?gkgoskople:
DurchfluBzytometrie:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten 1:100
Anti-Maus CD45R/B220 Antikorper Immunfluoreszenz-
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) ?akggskople:
DurchfluBzytometrie:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten 1:100
Anti-Maus Ly-6G und Ly-6C Antikérper (Gr-1) Immunfluoreszenz-
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) ?akggskople:
Monoklonaler Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Ratten Durchflufizytometric:
Anti-Maus CD244.2 Antikorper (2B4 B6 Alloantigen) 1:100
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)
Monoklonaler Ratten Anti-Maus MOMA 1 Antikorper (Metallophile Immunfluoreszenz-
Makrophagen) rlnllkor(())skople:
(BMA Biomedicals AG, Augst, Schweiz) '
Monoklonaler Ratten Anti-Maus Biotin-konjugierter ER-TR9 Immunfluoreszenz-
Antikorper (Marginalzonenmakrophagen [SIGN-R1]) rlnlskoroskople:
(BMA Biomedicals AG, Augst, Schweiz) '
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USA)

Erstantikorper Verdiinnungen
Monoklonaler Ratten Anti-Maus ER-TR7 Antikorper (Retikulare Immunfluoreszenz-
Fibroblasten und Retikulare Fasern) rlnilkorgskopie:
(BMA Biomedicals AG, Augst, Schweiz) ’
Monoklonaler Ratten Anti-Maus CD169 Antikorper (Sialoadhesin Immunfluoreszenz-
[Siglec-1]) Ilnilkorgskopiei
(Serotec GmbH, Diisseldorf) ’
Zweitantikorper: Verdiinnungen:
Biotin-SP konjugiertes AffiniPure Maus Anti-Ratten IgG (H+L Ketten
. Immunfluoreszenz-
spezifisch) mikroskopie:
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, 1:100

24 Spezifische Reagenzien fiir FACS und Fluoreszensmikroskopie

Tabelle 2.2 Verwendete spezifische Reagenzien fiir FACS und Fluoreszenzmikroskopie
Mitaufgefiihrt sind die Verdiinnungen fiir den jeweiligen Verwendungszweck

(BD PharMingen, Heidelberg)

Reagenz: Verdiinnungen:
Annexin V, Alexa Fluor ® 568 Konjugat Durchfluzytometrie:
: : 1:2 in 7TAAD
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande)
7-AAD (7-ActinomycinD) Firbelosung DurchfluBzytometrie:

1:0,5 in Annexin V

Alexa Fluor ® 488 Streptavidin Konjugat
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

Immunfluoreszenz-
mikroskopie:
1:100
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Reagenz: Verdiinnungen:
DurchfluBzytometrie:
Aufgereinigter monoklonaler Ratten Anti-Maus CD16/CD32 (Feylii/in | 1:200
Rezeptor) Antikorper (Mouse BD Fc Block™) Immunfluoreszenz-
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) ?;kggskop ie:

2.5 Zellkulturlinie

Tabelle 2.3: Verwendete immortilisierte Siugerzellinie
Mitaufgefiihrt sind die Register-Nummer der ATCC, der Organismus, das Gewebe und der
Zelltyp

Zellinie Registrier-Nr. Organismus Gewebe Zelltyp

RAW 264.7 |ATCC: TIB-71 |Maus (BALB/c) |Tumor Gewebe | Makrophage

2.6 Hefestamm

Tabelle 2.4: Verwendeter Saccharomyces cerevisiae-Stamm
Mitaufgefiihrt sind der Genotyp und die Quelle

Stamm Genotyp Quelle

MATa. ura3-52 ade2-101 trplA63 his3A200 lys2-801 leu2Al cyh®2
CF[CEN6 yEGFP3 CYH®*2 URA3 SUP11]

YSHI19 YSHI13 x YSH2a

2.7 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden weibliche Miuse des Inzuchtstammes C57BL/6 sowie des
Auszuchtstammes NMRI aus der zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine
Universitdt verwendet. AuBlerdem wurden die auf einen C57BL/6 genetischen

Hintergrund vorhandenen Knockout-Mause LTPR™

[Fiitterer et al., 1998] aus der
zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine Universitit, TNFRI™" [McKee et al.,
2002], TNFa”" [Korner et al., 1997] sowie Hox11” [Dear et al., 1995] auf einem

C57BL/6 x 129SV Background aus dem Max-Planck-Institut Freiburg verwendet. Die
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Tiere wurden in Kunststoff-Kédfigen gehalten und mit der Standarddidt Nohrlin 10H10

(Nohrlin, Bad Salzuflen) sowie mit Wasser ad libitum ernéhrt.

2.8 Parasiteninfektion

Bei den Experimenten wurde der Malaria-Erreger Plasmodium chabaudi eingesetzt, der
urspriinglich aus dem National Institute of Research, Mill Hill, London, UK stammt und
in der Abteilung fiir Molekulare Parasitologie seit Jahren durch Passage von infiziertem

Blut in NMRI-Mausen gehalten wird.

2.8.1 Infektion mit dem Malaria-Erreger Plasmodium chabaudi

Plasmodium Parasiten wurden wochentlich auf naive NMRI-Maiuse iibertragen
[Wunderlich et al., 1982]. Die Parasitimie wurde durch einen Ausstrich mit einem aus
der Schwanzspitze entnommenen Bluttropfen bestimmt. Der getrocknete Ausstrich
wurde 3 Minuten mit May-Griinwald-Farbelosung iiberschichtet. Diese wurde
anschlieBend mit etwa einem Volumen Soérensen-Puffer verdiinnt. Nach weiteren
3 Minuten wurde die Féarbelosung abgeschiittet und der Ausstrich fiir 5 Minuten mit
Giemsa-Sorensen-Losung iiberschichtet, dann getrocknet und unter dem Mikroskop

(Leica DM LB, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim) ausgezahlt.

2.8.2 Isolation von infizierten Erythrozyten

P. chabaudi-infizierte NMRI-Miduse wurden bei einer Parasitimie von 30 — 50 % mit
Diethylether narkotisiert. Das Blut wurde mit einer mit CPD / 3 % FCS gespiilten
Pasteurpipette aus dem retrobitalen Plexus entnommen und mit CPD/3 %FCS verdiinnt.
Um die Erythrozyten von Leukozyten und Blutplittchen zu trennen, wurde das
Gesamtblut auf eine Sdule aufgetragen, die ein 1:1 Gemisch aus Sephadex G 25 (Sigma,
Miinchen) und Servacel (P 23-Cellulose, Serva, Heidelberg) enthielt [Nakato et al.,
1973], und mit CPD / 3 % FCS von der Séule eluiert. Nach einer Zentrifugation von
5 Minuten bei 3000 rpm (Heraeus Multifuge 31 r) wurde das Pellet, welches sowohl
infizierte als auch nicht-infizierte Erythrozyten enthielt, in etwa 5 ml PBSHG / 3 %
FCS resuspendiert.
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Aliquots von etwa 1 ml wurden {iber 20 ml einer 83%igen Percoll-Losung geschichtet
und fiir 20 Minuten bei 5000 rpm ohne Bremse zentrifugiert (Heraeus Multifuge 31 r).
Die parasitierten Erythrozyten wurden auf diese Weise mit einer durchschnittlichen

Ausbeute von 90 — 98 % iiber der Percoll-Stufe angereichert [Wunderlich, et al., 1985].

2.9 Testosteron-Behandlung von C57BL/6-Weibchen

Nicht-immune Méuse wurden mit Testosteron (Testoviron-Depot-50, Schering, Berlin)
behandelt. Uber einen Zeitraum von 3 Wochen wurden zweimal wochentlich 0,9 mg
Testosteron in 100:1 Sesamol (Roth, Karlsruhe) subkutan appliziert. Dabei wurden die
Tiere ruhig gestellt, indem sie leicht mit Diethylether narkotisiert wurden. Kontrolltiere
wurden nur mit Sesamdl behandelt [Benten et al., 1991]. Nach der Behandlung erfolgte

die Infektion mit 1 x 10° Plasmodium chabaudi-parasitierten Erythrozyten.

2.10 'TNFo-Behandlung von C57BL/6-Weibchen

Nicht-immune Miuse wurden mit murinem TNFa (Roche, Mannheim) behandelt. Uber
einen Zeitraum von 3 Tagen wurden tiglich 10* U bzw. 10° U TNFa in PBS” versetzt
mit 1 mg / ml BSA (Fraction V) intraperitoneal (i.p.) appliziert. Dabei wurden die Tiere

ruhig gestellt, indem sie leicht mit Diethylether narkotisiert wurden.

211 Zellkultur

Alle Gerite, die in der Zellkultur Verwendung fanden, wurden entweder 20 min bei
120 °C autoklaviert oder wurden direkt unter der Sterilbank aus ihrer sterilen
Verpackung entnommen. Verwendete Mediumflaschen wurden ausschlieBlich fiir die
Zellkultur verwendet, um das Risiko von Kontaminationen so gering wie moglich zu

halten.

2.11.1 Herstellung von CSCS

Fiir die Herstellung von CSCS wurden 500 ml FCS (PAA, Osterreich) mit 1 g
Aktivkohle und 0,1 g Dextran fiir 30 min bei 56 °C geschiittelt und anschlieBend 1 h bei
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RT und 4000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde ein zweites Mal mit Aktivkohle
(1 g) und Dextran (0,1 g) wie oben beschrieben bei 37 °C geschiittelt. Nach einer
erneuten 1Istiindigen Zentrifugation mit 4000 x g wurde der Uberstand mittels eines

Filters (0,22 um Porengrof3e) sterilisiert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.11.2 Kaultivierung der Makrophagenzellinie

Die immortalisierte Zellinie RAW 264.7 wurde in 110 mm Gewebekulturschalen

(Greiner, Solingen) in einem Volumen von 10 ml Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO,

und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Hotpack 740) kultiviert.

Ein Mediumwechsel wurde alle 2-3 Tage mit auf 37 °C vorgewdrmtem Medium
durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von 70-90 % Konfluenz
subkultiviert. Dies erfolgte alle 2-3 Tage. Hierzu wurden die Zellen in 5 ml frischem
Medium mit einem Zellschaber von der Oberflache des Kulturgefafles gelost und nach

kurzem Resuspendieren je nach Bedarf 1:5 bis 1:10 auf neue Kulturgeféfe verteilt.

2.11.3 Kryokonservierung von Zellen

Fir die Langzeitlagerung wurden die Zellinien bei -196 °C in fliissigem Stickstoff
aufbewahrt. Hierzu wurden Zellen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befanden, wie bereits in Kapitel 2.11.2 beschrieben, isoliert und bei 1200 rpm
(~300 x g) fiir 10 min in einer Beckman GPKR Zentrifuge (Beckman, Miinchen)
pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Einfriermedium resuspendiert, auf eine
Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt und in Kryordhrchen mit
Schraubverschlu3 (Nunc, Wiesbaden) tiberfiihrt. Diese Kryor6hrchen wurden in einen
auf 4 °C vorgekiihlten Stratacooler (Stratagene, Heidelberg) iiberfiihrt und iiber Nacht
bei -80 °C langsam eingefroren. Am nichsten Tag wurden die Zellen dann in fliissigen

Stickstoff (-196 °C) eingelagert.

2.11.4 Auftauen von Zellen

Fiir die Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen aus dem fliissigen Stickstoff
direkt in einem 37 °C-Wasserbad aufgetaut und in 10 ml vorgewarmtes Kulturmedium

{iberfiihrt. Nach 10 miniitiger Pelletierung bei 1200 rpm und 4 °C wurde der Uberstand
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entfernt, das Zellpellet in 10 ml frischem Kulturmedium aufgenommen und auf eine
110 mm Gewebekulturschale gegeben. Nach 24 h wurde die Kultur mit einem
Inversmikroskop (Zeiss, Oberkochen) begutachtet und entweder subkultiviert oder mit

frischem Medium versetzt.

2.12 Durchfluflizytometrie

2.12.1 Isolation von Milzzellen

Die Méuse wurden durch zervikale Dislokation getotet, die Milzen steril entnommen
und durch ein Sieb in RPMI-Zellkulturmedium (GIBCO, Eggenstein, versetzt mit
5 % FCS (PAA, Osterreich), gestrichen. AnschlieBend wurden die Erythrozyten durch
zweimalige Lyse mit NH4Cl entfernt [Benten et al., 1991] und die Gesamtanzahl der

Leukozyten in einer Neubauerkammer bestimmt.

2.12.2 Quantifizierung von Milzzellpopulationen

Die Milzleukozyten wurden mit anti-CD16/CD32 (FcIIl/Il Rezeptor) Fc Block fiir 15
Minuten vorinkubiert und anschlieBend eine Stunde mit einem der folgenden FITC-
markierten monoklonalen Antikorper anti-Maus CD45R/B220 (Klon RA3-6B2), anti-
Maus CD4 (H129.19), anti-Maus CD8a (53-6.7), anti-Maus CD244.2 (2B4), anti-Maus
Gr-1 (RB6-8C5) (alle BD PharMingen, Heidelberg) und anti-Maus F4/80 (C1:A3-1)
(ImmunoKontact, Wiesbaden) behandelt. Fiir die FACS-Analyse wurden jeweils 10000
Zellen auf der Basis von ,,Forward“- und ,,Sideward-Scatter* ausgezihlt. Die Daten
wurden mit Cell Quest Pro (BD Bioscience, Heidelberg) aufgenommen, gespeichert und

ausgewertet.

2.12.3 Bestimmung von apoptotischen Zellen

Die gefiarbten Milzleukozyten wurden mit Annexin V konjugiert mit Alexa Fluor 588
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) und 7-AAD (BD PharMingen, Heidelberg) bei
Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert und anschlieend direkt im FACSalibur (BD

Biosciences, Heidelberg), wie bereits beschrieben (Kapitel 2.12.2), gemessen.
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2.13  Filtrationskapazitiit der Milz

2.13.1 Bestimmung der Filtrationskapazitat

Jede Maus wurde mit Diethylether betiubt und gewogen, bevor 1,3 x 10%in 200 pl PBS
resuspendierte griin fluoreszierende “Beads” (Duke Scientific, USA) mit einem
Durchmesser von 3 pm in den retroorbitalen Plexus injiziert wurden [Pinkerton &
Webber, 1964]. 5 Minuten nach der Injektion wurden die Maiuse durch zervikale
Dislokation getotet und die Milzen entnommen und gewogen. Ein Stiickchen wurde in
ein 10 ml ReaktionsgefdB (Greiner, Solingen) mit 30 % Saccharose iberfiihrt und
mehrere Stunden bei 4 °C inkubiert, bis es auf den Boden des Rohrchens sedimentiert
war. Dann wurde das Milzstiickchen in einem Tissue-Tek®™ Kryoschilchen (Sakura
Finetek Europe BV, Niederlande) mit Tissue-Tek® OCT-Medium (Sakura Finetek
Europe BV, Niederlande) auf Trockeneis eingefroren. Die restliche Milz wurde erneut
gewogen und in 1 ml ethanolischer KOH-Losung mit einem Glasstempel zerkleinert.
AnschlieBend wurden weitere 7 ml ethanolischer KOH-Losung zugegeben. Um den
Verlust wihrend der Extraktion zu kontrollieren, wurden 5 x 10° rot fluoreszierenden
“Beads” (2,9 um Durchmesser, Duke Scientific, USA) zugegeben. Anschlieend
wurden die Gewebe durch 48stiindiges Schiitteln bei 50 °C mit zwischenzeitlichem
Durchmischen aufgeldst. Die Proben wurden 20 Minuten mit 2000 x g bei 20 °C
zentrifugiert, das Pellet mit den “Beads” erst mit 8 ml Triton X-100, dann mit 8 ml
Phosphatpuffer gewaschen und schlieBlich in 1 ml H,O (bidest.) resuspendiert. Die
Fluoreszenzintensitdt wurde in einem Lumineszenz Spektrometer (Perkin Elmer LS 55,
Langen) unter Verwendung einer 10 X 2 mm Quarzprézisionskiivette (Hellma,
Miillheim) bei den Anregungs- / Emissionswellenldngen (450/480 fiir griin) und
(520/590 fiir rot) gemessen. Die Anzahl der griin fluoresziernden “Beads” in der Milz
wurden anhand von Standardkurven aus einer Verdiinnungsreihe der roten und griinen

“Beads” berechnet.
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2.14 Invivo Erythrophagozytose

2.14.1 Farben von Erythrozyten

Die infizierten Erythrozyten wurden, wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben, isoliert.
Anschliefend wurden sie in 1 ml Diluent C (Sigma, Miinchen) resuspendiert und mit
4 ul PKH26 (Sigma, Minchen) in 996 pl Diluent C gemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die
Férbereaktion durch Zugabe von 2 ml 1%iger BSA-Losung und Iminiitiger Inkubation
gestoppt. Die gestoppte Probe wurde mit 4 ml IMDM-Zellkulturmedium mit 5 % FCS
(PAA, Osterreich) verdiinnt und fiir 10 Minuten bei 3000 rpm (Heraeus Multifuge 31 r)
bei 25 °C zentrifugiert. Es erfolgten 2 weitere Waschschritte mit dem Kulturmedium
und ein abschlieBender Waschschritt in PBS’. Dann wurden die gefirbten Erythrozyten
auf eine Zellzahl von 1 x 10° in 200 ul PBS" eingestellt.

2.14.2 In vivo Erythrophagozytose

Nach Betiubung der Miuse mit Diethylether wurden 1 x 10° PKH26-gefirbte
Erythrozyten in den retroorbitalen Plexus injiziert. 30 Minuten nach der Injektion
wurden die Méuse durch zervikale Dislokation getdtet und die Milzen entnommen. Die
Organe wurden in Stiickchen geschnitten und in ein 10 ml Reaktionsgefdl (Greiner,
Solingen) mit 30 % Saccharose iiberfiihrt. Sie wurden mehrere Stunden bei 4 °C
inkubiert, bis sie auf den Boden des Rohrchens sedimentiert waren. Dann wurden die
Milzstiickchen in Tissue-Tek® Kryoschilchen (Sakura Finetek Europe BV,
Niederlande) mit Tissue-Tek™ OCT-Medium (Sakura Finetek Europe BV, Niederlande)

auf Trockeneis eingefroren.

2.14.3 Kryoschnitte

Mit Hilfe eines Kryostaten (Leica CM 3050S, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Bensheim) wurden 10 um dicke Kryoschnitte angefertigt und auf Superfrost®Plus-
Objekttrager (Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen und bei 4 °C {iber Nacht
gelagert.
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2.14.4 In situ Antikorperfirbung von Kryoschnitten

Die Kryoschnitte wurden 20 Minuten mit 1 % Paraformaldehyd in PBS™ fixiert und
anschlieBend 3 Minuten mit PBS" gespiilt. Zum Absittigen der Fc-Rezeptoren wurden
die Schnitte fiir 20 Minuten mit anti-CD16/CD32 (FclII/II Rezeptor) Fc-Block inkubiert
und dann wiederum 2 x 2 Minuten mit PBS’™ gewaschen. Die Antikorperfirbung
erfolgte in einer lichtdichten feuchten Kammer fiir eine Stunde. Hierfiir wurden die
Antikdrper mit PBS™ verdiinnt, wie in Kapitel 2.3 angegeben. Die ungebundenen
Antikorper wurden anschlieBend durch zweimaliges Waschen von jeweils 2 Minuten in
PBS" entfernt. Zur Verstirkung des Fluoreszenzsignals der Antikorper wurden die
Kryoschnitte fiir 20 Minuten mit Biotin konjugiertem Sekundérantikorper inkubiert, 2 x
2 Minuten in PBS" gespiilt und anschlieBend 20 Minuten mit Alexa Fluor ® 488
Streptavidin Konjugat gefdarbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Kryoschnitte mit Mounting Medium eingedeckelt und im Konfokalen Laserscanning
Mikroskop (Leica DM RBE mit Leica TCS NT-Aufsatz, Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Bensheim) betrachtet und fotografiert.

2.14.5 Hamatoxylinfarbung von Kryoschnitten

Die Kryoschnitte wurden 20 Minuten mit 1 % Paraformaldehyd in PBS™ fixiert und
anschlieBend 3 Minuten mit PBS" gespiilt. Dann wurden die Schnitte 50 Sekunden mit
Himatoxylin nach Mayer (Sigma, Miinchen) gefirbt. Uberschiissige Farbe wurde durch
zweimaliges Waschen in H,O (bidest.) entfernt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Mounting Medium eingedeckelt und im Mikroskop (Leica DM LB, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim) betrachtet und fotografiert.

2.15 Phagozytose durch Makrophagen

2.15.1 Erythrophagozytose durch Makrophagen

2.15.1.1 Férben von Erythrozyten

Das Fiarben der Erythrozyten erfolgte wie im Kapitel 2.14.1 beschrieben. Abgeédndert
wurde nur der letzte Waschschritt. Dieser erfolgte ebenfalls in IMDM-
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Zellkulturmedium. Dann wurden die gefiarbten Erythrozyten auf eine Zellzahl von

0,5 x 10® pro pl in Zellkulturmedium eingestellt.

2.15.1.2 Testosteronbehandlung von RAW 264.7-Makrophagen

24 Stunden vor dem Versuch wurden die RAW 264.7-Zellen in 1 ml IMDM-
Zellkulturmedium mit 5 % FCS mit einer Zelldichte von 1,8 x 10° auf 35 mm
Zellkulturschalen (Greiner, Solingen) ausgesit und etwa 6 Stunden bei 37 °C, 5 % CO,

und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Hotpack 740) kultiviert. Anschlieend
wurden sie mit zweimal mit vorgewdrmtem PBS- auf den Platten gewaschen und mit 1
ml IMDM-Zellkulturmedium mit 5 % CSCS versetzt und fiir 18 Stunden bei 37 °C, 5 %
CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Hotpack 740) kultiviert. Am Morgen

des Versuchstages wurden die Zellen auf eine Testosteronendkonzentration von

1 x 10™® M eingestellt und fiir 30 Minuten bei 37 °C vorinkubiert.

2.15.1.3 Erythrophagozytose durch RAW 264.7-Makrophagen

Zu den mit Testosteron vorbehandelten und zu vorher unbehandelten RAW 264.7
Makrophagen wurden 0,5 x 10® PKH26 gefirbte malariainfizierte bzw. nicht-infizierte
Erythrozyten gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen bei 37 °C bzw. 4 °C fiir 3
Stunden inkubiert. Dann wurde der Uberstand abgesaugt und durch 1 ml Hypotonischen
Puffer ersetzt. Nach Sminiitiger Inkubation bei 37 °C wurde der Hypotonische Puffer
entfernt und die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen, von der Platte geschabt und in
5 ml Falcon® Rundbodenrdhrchen (Becten Dickinson Labware Europe, Frankreich)
tiberfiihrt. Die Zellen wurden 8 Minuten bei 1200 rpm in einer Beckman GPKR
Zentrifuge (Beckman, Miinchen) pelletiert, in 500 pl PBS’ resuspendiert und im
FACScan (BD Biosciences, Heidelberg) gemessen. Fiir die FACS-Analyse wurden
jeweils 10000 gegatete Zellen auf der Basis von ,,Forward“- und ,,Sideward-Scatter*
ausgezihlt. Die Daten wurden mit Cell Quest Pro (BD Biosciences, Heidelberg)

aufgenommen, gespeichert und ausgewertet.

Zur Uberpriifung der vollstindigen Lyse wurden Zellen auf einen SuperFrost®Plus-
Objekttrager (Menzel GmbH, Braunschweig) gespottet und mikroskopiert (Leica LB
DM, Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Bensheim).
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2.15.2 Phagozytose von Hefe

2.15.2.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe YSHI19 (Saccharomyces cerevisiae) wurde in 100 ml vorgewdrmtem SD+12

Minimalmedium iiber Nacht im Inkubator bei 30 °C und 250 rpm herangezogen.

2.15.2.2 Phagozytose von Saccharomyces cerevisiae

24 Stunden vor dem Versuch wurden die RAW 264.7-Zellen, wie in Kapitel 2.15.1.2
beschrieben, ausgesit und kultiviert. Dann wurden zu den RAW 264.7 Makrophagen
0,5 x 10°® Hefezellen gegeben und die Zellen 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS" gewaschen, von der
Platte geschabt und auf SuperFrost®Plus-Objekttriger (Menzel GmbH, Braunschweig)
gespottet und mikroskopiert (Leica DM LB, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,

Bensheim).

2.16 Mikroskopie

2.16.1 Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Leica DM LB
Mikroskop mit Leica DC 300F Kameraaufsatz (Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH,

Bensheim) verwendet.

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden dabei ein FITC und ein TRITC Filtersatz

eingesetzt.

Die Aufnahme und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der Leica IM500 Software,
Version 1.20 (Imagic Bildverarbeitung AG, Glattbrugg, Schweiz) , Adobe Photoshop®
7.0 und Corel Draw”™ 11.0.

2.16.2 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde mit einem Leica DM RBE Mikroskop
mit TCS NT-Aufsatz, Version 1.5.451 (Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH,
Bensheim) durchgefiihrt. Die Fluoreszenz des Farbstoffes Alexa Fluor” 488 wurde bei
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einer Anregungswellenldnge von 488 nm mit einem Argon-Laser, die fiir PKH26 bei
einer Anregungswellenldnge von 568 nm mit einem Krypton-Laser angeregt. Die
Schnitte wurden mit einer Auflosung von 1024 x 1024 Pixel gescannt. Die Auswertung

der Bilder erfolgte mit Adobe Photoshop”™ 7.0 und Corel Draw® 11.0.



3 Ergebnisse

3.1 Die Milz als Effektor gegen Malaria

3.1.1 Verlauf einer Plasmodium chabaudi-Infektion

Weibliche Miuse des Inzuchtstammes C57BL/6 mit einer intakten Milz sind resistent
gegen eine Plasmodium chabaudi chabaudi AS Infektion und konnen den Parasiten
innerhalb von vier Wochen eliminieren [Stevenson ef al., 1989]. Eine Infektion mit 10°
Plasmodium chabaudi-parasitierten Erythrozyten des in unserem Labor verwendeten
Plasmodium chabaudi Stammes wird bei iiber 80 % der Miuse vollstindig ausgeheilt.
Wie die Abbildung 3-1 zeigt, endet die Zeit steigender Parasitimie, die sogenannte
Prikrise, mit einem fulminanten Maximum der Parasitimie von etwa 30 % am Tag 8
der Infektion. Die anschlieBende Krise ist durch eine schnell zuriickgehende Parasitimie
auf unter 1 % am Tag 12-13 p.i. charakterisiert. Nach einem zweiten und dritten, jeweils
kaum merklichen Maximum am Tag 16 und 21 p.i., sind keine Parasiten mehr im
peripheren Blut zu finden.
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Abbildung 3-1: Durchschnittliche Parasitimie- und Uberlebensrate nach einer Infektion von
weiblichen naiven C57BL/6-Miusen (n=12) mit 10° Plasmodium chabaudi-
infizierten Erythrozyten.

Dargestellte Werte sind Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts.
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Reinfiziert man weibliche C57BL/6-Méuse, die eine Plasmodium chabaudi-Infektion
ausgeheilt haben, kommt es nur noch zu einer geringen Parasitimie von unter 2 %, wie
in Abbildung 3-2 zu sehen ist. Die Miuse sind immun und zeigen keine
malariatypischen Fieberschiilbe mehr. Nach 46 Tagen sind kaum noch Parasiten im

peripheren Blut zu finden.
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Abbildung 3-2: Durchschnittliche Parasitimie- und Uberlebensrate nach einer Infektion von
weiblichen immunen C57BL/6-Miusen (n=2) mit 10° Plasmodium chabaudi-
infizierten Erythrozyten.

Dargestellte Werte sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 3-3: Durchschnittliche Parasitimie- (linker Graph) und Uberlebensrate (rechter
Graph) nach einer Infektion von weiblichen Hox11”-Miusen (n=8) mit 10°
Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten.

Dargestellte Werte sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.
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Hox117-Msuse haben keine Milz [Roberts et al., 1994]. Werden Weibchen mit
10°  Plasmodium chabaudi-parasitierten Erythrozyten infiziert, kommt es, wie
Abbildung 3-3 zeigt, zu einem Anstieg der Parasitimie mit einem Maximum von etwa

25 % am Tag 11 bis 12 p.i.. Mit dem Erreichen des ,,Peaks* sterben die Hox1 17"-Méuse.

Bei entmilzten weiblichen C57BL/6-Médusen (Abbildung 3-4),endet die Zeit bis zur
Krise mit einem fulminanten Maximum der Parasitdmie von etwa 50 % am Tag 10 bis
12 der Infektion. Die anschlieBende Krise ist durch eine schnell zuriickgehende
Parasitdmie auf 2 bis 3 % am Tag 14-15 p.i. charakterisiert, es sterben in dieser Phase
jedoch iiber 50 % der Tiere. Anders als bei den unbehandelten C57BL/6-Méusen
(Abbildung 3-1) zeigen die iiberlebenden entmilzten C57BL/6-Miuse jeweils ein
deutliches zweites und drittes Maximum an den Tagen 18 und 25 p.i. mit Parasitimien

um 35 %.
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Abbildung 3-4 Durchschnittliche Parasitimie- und Uberlebensrate nach einer Infektion von
weiblichen naiven entmilzten C57BL/6-Miusen (n=7) mit 10° Plasmodium
chabaudi-infizierten Erythrozyten

Dargestellte Werte sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.

Werden weibliche C57BL/6-Mé4use, nachdem sie eine Plasmodium chabaudi-Infektion
ausgeheilt haben, entmilzt und mit 10° Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten
reinfiziert, kommt es nur zu einer geringen Zunahme in der Parasitimie (Abbildung

3-5). Sie ist mit bis zu 5 % aber hoher als die Parasitimie von immunen M&usen mit
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einer intakten Milz. Auch nach 46 Tagen p.i. sind noch Parasiten im peripheren Blut zu

finden. Trotz des Fehlens der Milz uiberleben die Méause die Infektion.
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Abbildung 3-5 Durchschnittliche Parasitimie- und Uberlebensrate nach einer Infektion von
weiblichen immunen entmilzten C57BL/6-Miusen (n=7) mit 10° Plasmodium
chabaudi-infizierten Erythrozyten

Dargestellte Werte sind Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts.

3.1.2 Zellularitat der Milz wahrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion

3.1.2.1 Anzahl der gesamten und apoptotischen Milzzellen wihrend einer Infektion

Wihrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion kommt es zu einer Umstrukturierung

der Milz. Dies ist in Abbildung 3-6 ersichtlich.

Abbildung 3-6 Aufbau der Milz von weiblichen C57BL/6 Méusen wihrend einer Plasmodium
chabaudi-Infektion (Tag 0 bis 8 p.i.)

Schnitte gefarbt mit Hamatoxylin. Die Groenstandardbalken entsprechen 100 um.
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Es ist eine deutliche VergroBBerung der weiBlen Pulpen und ein Verschwinden der

eindeutigen Trennung von roter und weil3er Pulpa festzustellen.
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Abbildung 3-7 Veriinderungen der Anzahl aller und apoptotischer Milzleukozyten von weiblichen
CS57BL/6 Miusen wihrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion.

Einzelzellpopulationen = von  Milzzellen (weile  Balken) wurden  durch

8

Durchfluzytometrie mit den aufgelisteten FITC gekoppelten Antikorpern analysiert.
Tote Zellen (graue Balken) wurden durch Farbung mit 7-AAD markiert. Die totale
Zellzahl wurde aus der Haufigkeit der Zelltypen und der totalen Anzahl der isolierten
Milzzellen berechnet. Alle Werte sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.

Diese Verdnderungen in der Milz gehen einher mit einem Anstieg in der Anzahl von
Leukozyten. Durchflu8zytrometrische Analysen von totalen und apoptotischen
Milzleukozyten zeigten, daB sich die Anzahl der CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen, F4/80"
Makrophagen, Gr-1" Granulozyten, B220" B-Zellen und 2B4" NK (,natural killer®)
Zellen mehr als verdoppelt. Hierbei steigt vor allem die Anzahl der phagozytischen

F4/80" Makrophagen und Gr-1" Granulozyten um das bis zu Vierfache. Auch die
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Anzahl der apoptotischen Zellen aller untersuchten Zellpopulationen ist deutlich
vergroBert. Besonders stark ist auch hier der Anstieg an apoptotischen F4/80"

Makrophagen und Gr-1" Granulozyten (Abbildung 3-7).

3.1.2.2 Milz-“gating”

3.1.2.2.1 Partikelauthahme und Struktur

In der Milz sind zwei distinkte Kompartimente, die rote und die weille Pulpa zu
unterscheiden, die von einer Marginalzone voneinander abgegrenzt sind. Die rote Pulpa
ist fiir die Filterfunktionen der Milz verantwortlich, wohingegen die weile Pulpa

immunologische Funktionen der Milz {ibernimmt.

Abbildung 3-8 Verlauf der Partikelaufnahmekapazitit der Milz von weiblichen C57BL/6 Miusen
wihrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion.

Lokalisierung von griinfluoreszierenden Polystyrolpartikeln in der weilen und roten
Pulpa an den Tagen 0, 4, 8 und 12 p.i. Schnitte wurden mit Himatoxylin gefarbt. Die
GroBenstandardbalken entsprechen 100 pm.

Durch eine Infektion mit Plasmodium chabaudi wird eine dramatische Vergroferung
der Milz induziert (Abbildung 3-9). Diese VergrofBerung geht einher mit einer
deutlichen Abnahme in der totalen und spezifischen Filtrationskapazitdt von injizierten
3 um groBen fluoreszierenden Polystyrolpartikeln (Abbildung 3-9). Wihrend am

Tag 8 p.i. nur noch ungleichméBig verteilt ein paar Partikel zu erkennen sind, sind an
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den ersten Tagen der Infektion (Tag 0 und 4 p.i.) die fluoreszierenden Partikel vor allem

in der Marginalzone angeordnet (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-9 Verlauf der Partikelaufnahmekapazitit der Milz von weiblichen CS7BL/6 Miusen
wihrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Infektion wurden 1,3 x 10°
griinfluoreszierende Polystyrolpartikel in den retroorbitalen Plexus injiziert.
Milzgewicht (A) und totale Partikelaufnahme der Milz (e®) (oberer Graph) wurden
gemessen und die spezifische Aufnahme der Partikel pro 100 mg Milz (m) daraus
berechnet (unterer Graph). Alle Werte sind Mittelwerte = Standardfehler des
Mittelwerts.

3.1.2.2.2 Aufnahme von PKH26-markierten Erythrozyten

Nach einer Injektion von PKH26-markierten (rote Fluoreszenz) parasitierten
Erythrozyten (pRBZ) in nicht-infizierte C57BL/6 Mause ist eine helle rote Fluoreszenz
in der roten Pulpa sichtbar (Abbildung 3-10). Bei einer Injektion am Tag 4 p.i. hat die
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Fluoreszenzintensitdt in der roten Pulpa bereits deutlich abgenommen, wédhrend am
Punkt der maximalen Parasitimie, am Tag 8 p.i. und wéhrend der Krise, am Tag 12 p.i.
kein Zuriickhalten von Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten in der Milz mehr
nachgewiesen werden kann. Selbst am Tag 35 p.i. erreicht die durchschnittliche

Fluoreszenz nur 80 % der Intensitét vor der Infektion (Abbildung 3-12).

Abbildung 3-10 Anderungen in der Aufnahmekapazitit der Milz von weiblichen C57BL/6 Miusen
Aufnahme von pRBZ wurde an den Tagen 0 bis 35 p.i. 30 Minuten nach Injektion von
1 x 109 PKH26-markierten (rot) Erythrozyten anhand von 10 pm Kryoschnitten
analysiert. Der Groflenstandardbalken entspricht 100 pm.

Auch bei einer Injektion von mit PKH26-markierten nicht-infizierten Erythrozyten
(RBZ) kann eine Abnahme der Intensitit wihrend der Krise beobachtet werden
(Abbildung 3-11), wobei die Aufnahme von RBZ am Tag 0 p.i. nur etwa 50 % der
Aufnahme von pRBZ entspricht (Abbildung 3-12).

Abbildung 3-11 Anderungen in der Aufnahmekapazitiit der Milz von weiblichen C57BL/6 Miusen

Aufnahme von RBZ wurde an den Tagen 0 bis 8 p.i. 30 Minuten nach Injektion von

1 x 10° PKH26-markierten (rot) Erythrozyten anhand von 10 pum Kryoschnitten
analysiert. Der Groflenstandardbalken entspricht 100 pm.
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Abbildung 3-12 Anderungen in der Aufnahmekapazitiit der Milz von weiblichen C57BL/6 Miiusen
Semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitit von 10 Kryoschnitten pro Maus
und 3 bis 5 Méusen pro Zeitpunkt. Alle Werte sind Mittelwerte = Standardfehler des
Mittelwerts. Die horizontale Linie gibt die durchschnittliche Hintergrundfluoreszenz
+ Standardfehler des Mittelwerts von Kryoschnitten von Mausen ohne Injektion an.
(** entspricht p < 0,01 und * entspricht p < 0,05 im Vergleich zu Tag 0 p.i. mit Injektion
von pRBZ, # entspricht p < 0,01 im Vergleich zu Tag 0 p.i. mit Injektion von RBZ)

Die Aufnahme der Milz von pRBZ am Tag 0 p.i. (Abbildung 3-13) ist bei Lymphotoxin
B Rezeptor- (LTBR'/ ) Knockout-Méausen deutlich reduziert. Bei Tumornekrosefaktor
Rezeptor I- (TNFRI”) Knockout-Méusen ist hingegen kein Unterschied in der
Aufnahmekapazitit von pRBZ im Vergleich zu C57BL/6-Méusen festzustellen.
Tumornekrosefaktor - (TNFo”") Knockout-Miuse zeigen im Vergleich zu naiven
C57BL/6-Maiusen eine verringerte Aufnahme von pRBZ. Die Aufnahmekapazitit ist
aber deutlich héher als bei LTBR”-Méausen. Im Héhepunkt der Parasitimie, am Tag 8
p.i., kommt es zu keiner weiteren Abnahme bei der Aufnahme von pRBZ bei LTPR™-
Miusen. Wihrenddessen ist bei TNFRI”- und TNFa”-Miusen eine verringerte

Fluoreszenzintensitdt zu erkennen, die aber deutlich stirker als bei vergleichbaren

C57BL/6-Musen ist (Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-13 Anderungen in der Aufnahmekapazitiit der Milz von weiblichen LTBR™-, TNFa™-
und TNFRI"-Miusen

Aufnahme von pRBZ wurde an den Tagen 0 bis 8 p.i. 30 Minuten nach Injektion von

LTp

TNFRI®

TNFu«”

1 x 10° PKH26-markierten (rot) Erythrozyten anhand von 10 pum Kryoschnitten
analysiert. Der Groflenstandardbalken entspricht 100 pm.

Durch eine dreitdgige Vorbehandlung von weiblichen C57BL/6-Médusen mit TNFa
kommt es, verglichen mit unbehandelten C57BL/6-Miusen, zu einer verringerten
Aufnahmekapazitit der Milz fiir parasitierte Erythrozyten (Abbildung 3-14 und
Abbildung 3-15).
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C

Abbildung 3-14 Anderungen in der Aufnahmekapazitit der Milz von weiblichen mit TNFa
behandelten C57BL/6-Méusen

Aufnahme von pRBZ wurde bei unbehandelten weibliche C57BL/6-Méusen (A) und
nach dreimaliger Injektion von 10* U (B) oder 10° U (C) TNFa 30 Minuten nach
Injektion von 1 x 10° PKH26-markierten (rot) Erythrozyten anhand von 10 pm
Kryoschnitten analysiert. Der Grofenstandardbalken entspricht 100 pm.
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Abbildung 3-15 Anderungen in der Aufnahmekapazitit der Milz von weiblichen C57BL/6-,
LTBR"- TNFRI"-, TNFa"- und mit TNFo behandelten C57BL/6-Miusen

Semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitit von 10 Kryoschnitten pro Maus.
Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts. Der schwarze Balken
stellt die Werte am Tag O p.i., der graue Balken die entsprechenden Werte am Tag 8 p.i.
da. Die horizontale Linie gibt die durchschnittliche Hintergrundfluoreszenz
+ Standardfehler des Mittelwerts von Kryoschnitten von Mausen ohne Injektion an.
(* entspricht p < 0,01 im Vergleich zu Tag 0 p.i. von C57BL/6 Méiusen, # entspricht
p < 0,01 im Vergleich zum jeweilig eigenen Tag 0 p.i.,, + entspricht p < 0,01 im
Vergleich zu Tag 8 p.i. von C57BL/6 Méusen)
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3.1.2.2.3 Zellmigration

Wie in Abbildung 3-16 dargestellt, kommt es wiahrend einer Infektion mit Plasmodium
chabaudi in der Milz zu Umstrukturierungen. Am Tag 0 p.i. ist eine genaue Trennung
von roter und weiBer Pulpa zu erkennen. CD4" und CDS" T-Zellen und B220" B-Zellen
sind in distinkten Arealen in der weien Pulpa lokalisiert, wiihrend Gr-1" Granulozyten,
F4/80" Makrophagen und ER-TR7" retikulires Netzwerk in der roten Pulpa zu finden
sind. Nach einer Injektion von mit PKH26 (rot) markierten infizierten Erythrozyten
(pRBZ) kommt es zu einer iiberwiegenden Kolokalisierung (gelb) mit F4/80°
Makrophagen (griin) und nur vereinzelt mit Gr-1" Granulozyten und ER-TR7"
retikulirem Netzwerk. Am Tag 4 p.i. beginnen die F4/80" Makrophagen in die weille
Pulpa einzuwandern, und es kommt zu einer beginnenden Auflésung der exakten
weillen Pulpa-Bereiche. Am Punkt der hochsten Parasitdmie, am Tag 8 p.i. und wihrend
der Krise (Tag 12 p.i.) bleiben die B220" B-Zellen groBtenteils auf die weiBe Pulpa
beschrinkt. Auch bei dem ER-TR7" retikuliren Netzwerk ist eine deutliche Anordnung
in der roten Pulpa weiter sichtbar. Bei den anderen Zelltypen kommt es allerdings zu
dramatischen Umverteilungen. Gr-1" Granulozyten sind iiber die Milz verteilt. CD4"
und CD8" T-Zellen hingegen ist immer noch eine verstirkte Lokalisierung in der
weilen Pulpa zu beobachten. Die F4/80° Makrophagen konnen zunehmend in der
weillen Pulpa gefunden werden. In der chronischen Phase der Infektion (Tag 35 p.i.)
sind die Milzstruktur und die Aufnahmekapazitit fiir pRBZ groftenteils wieder
hergestellt. Die T-Zell-Bereiche erscheinen als definierte Regionen in der weillen Pulpa.
Es sind zwar noch einige F4/80" Makrophagen in der weien Pulpa zu erkennen, die
Mehrheit liegt aber wieder in der roten Pulpa. Auch bei den Gr-1" Granulozyten zeigt
sich eine hauptsidchliche Organisation in der roten Pulpa. Ferner ist eine deutliche
Kolokalisierung von pRBZ mit B220" B-Zellen und ER-TR7" retikulirem Netzwerk in

der marginalen Zone festzustellen.
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Tag 0 p.i. Tag 4 p.i. Tag 8 p.i. Tag 12 p.i.  Tag 35 p.i.

ER-TR7 B220 CD8 CD4

Gr-1

F4/80

Abbildung 3-16 Verteilung von Zelltypen in der Milz

Miusen wurden 1 x 10° PKH26 markierte (rot) pRBZ in den retroorbitalen Plexus
injiziert. Kryoschnitte wurden mit den angegebenen Erstantikdrpern, wie in Kapitel
2.14.4 beschrieben, inkubiert. Separate rote und griine Bilder wurden mit einem
Konfokalen Laserscanning Mikroskop aufgenommen und mit Hilfe von Adobe

Photoshop® 7.0 iibereinandergelegt. Der GroBenstandardbalken entspricht 200 pwm.
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3.1.2.2.4 Marginale Zone

Die beiden Hauptkompartimente der Milz, rote und weile Pulpa, werden von der
marginalen Zone voneinander getrennt. In dieser marginalen Zone sind zwei Typen von
Makrophagen zu finden. Dabei sind die ER-TR9" Marginalzonenmakrophagen (MZM)
zwischen dem Marginalsinus und der roten Pulpa und die CD169"/ MOMAI1"
marginalen metallophilen Makrophagen (MMM) zwischen dem marginalen Sinus und
der weilen Pulpa lokalisiert (Abbildung 3-17A). Nach einer Injektion von PKH26-
markierten Erythrozyten ist eine Kolokalisierung mit den MMM zu erkennen. Am Tag
4 p.i. wird die Lokalisierung der MMM diffus, MZM sind nicht mehr detektierbar. Im
weiteren Verlauf der Infektion bis hin zur Krise (Tag 8 und 12 p.i.), wandern die
CD169" MMM in die weiBe Pulpa ein, es bleibt aber ein deutlicher Ring um die weiBe
Pulpa bestehen. Die Fiarbung der MMM mit MOMALI ist nur noch schwach. In der
chronischen Phase der Infektion, am Tag 35 p.i., ist wieder deutlich ein innerer Ring
von CD169"/ MOMA1™ MMM zu erkennen, wenn auch noch einige MMM in der
weillen Pulpa zu detektieren sind. Es ist aber kaum Kolokalisierung der MMM mit

pRBZ zu beobachten. MZM sind auch am Tag 35 p.i. nicht nachzuweisen.

Bei LTBR'/ -Méusen (Abbildung 3-17B) fehlen alle Zellpopulationen der marginalen
Zone [Fiitterer et al., 1998]. So lassen sich zu keinem Zeitpunkt der Infektion mit
Plasmodium chabaudi ER-TR9" Marginalzonenmakrophagen oder CD169"/ MOMAI1"

marginalen metallophilen Makrophagen zeigen.

Die Marginalzone von TNERI""-Miusen (Abbildung 3-18) ist hingegen nur leicht
desorganisiert [Fu & Chaplin, 1999]. Am Tag 0 einer Malariainfektion sind sowohl
CD169"/MOMAI™ MMM als auch ER-TR9" MZM in der marginalen Zone
detektierbar. Nach einer Injektion von PKH26 markierten pRBZ kommt es ebenso wie
bei den C57BL/6-Miusen zu einer Kolokalisierung mit den ER-TRO™ MZM. Am
Tag 8 p.i. sind bei TNFRI"-Miusen noch immer ER-TR9" MZM nachzuweisen. Die
CD169" MMM wandern in die weiBe Pulpa ein, es ist jedoch immer noch ein deutlicher
Ring um die weile Pulpa zu erkennen. Die Farbung mit MOMALI ist nur noch sehr

schwach.
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TNFo-Miuse haben Defekte im Marginalsinus (Abbildung 3-18), haben aber sowohl
marginale metallophile Makrophagen als auch Marginalzonenmakrophagen mit einigen
Anderungen in ihrer Position [Engwerda et al., 2002]. Am Tag 0 einer Malariainfektion
sind sowohl CD169"/MOMA1" MMM als auch ER-TR9™ MZM in der marginalen Zone
detektierbar. Es ist aber eine leicht verringerte Anzahl und eine diffusere Anordnung zu
erkennen. Auch bei TNFo”-Miusen kommt es nach einer Injektion von PKH26
markierten pRBZ zu einer Kolokalisierung mit den ER-TR9™ Marginalzonen-
makrophagen. Am Tag 8 p.i. sind keine ER-TR9" MZM mehr detektierbar und die
CD169" MMM lassen sich nur noch vereinzelt nachweisen. Es kommt zu keiner

Farbung der MMM mit MOMA.

Werden die weiblichen C57BL/6-Méuse vor der Injektion von mit PKH26-gefarbten
parasitierten Erythrozyten fiir drei Tage mit 1 x 10° U TNFa behandelt (Abbildung
3-18), lassen sich keine ER-TR9" MZM detektieren, wihrend die Féarbung der MMM
mit CD169 und MOMA-1 deutlich erkennbar ist.
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A Tag 0 p.i. Tag 4 p.i. Tag8pi Tag12p.. Tag35p.i

MOMA1

CD169

ER-TRY

MOMA1

CD169

ER-TRY

Abbildung 3-17 Verteilung von Zelltypen in der marginalen Zone der Milz
C57BL/6- (A), LTBR"- (B) Mausen wurden 1 x 10° PKH26 markierte (rot) pRBZ in

den retroorbitalen Plexus injiziert. Kryoschnitte wurden mit den angegebenen
Erstantikdrpern, wie in Kapitel 2.14.4 beschrieben, inkubiert. Separate rote und griine
Bilder wurden mit einem Konfokalen Laserscanning Mikroskop aufgenommen und mit
Hilfe von Adobe Photoshop” 7.0 iibereinandergelegt. Die GroBenstandardbalken
entsprechen 200 pm.
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F4/80

MOMA1

CD169

ER-TR9Y

TNFRI TNFa C57BL6

Tag 0 p.i. Tag 8 p.i. TagOpi. Tag8p.i 3x10°U TNFa

Abbildung 3-18 Verteilung von Makrophagen in der marginalen Zone und der roten Pulpa der

3.2

Milz

TNFRI"-, TNFa”"- und mit 3 x 10° U TNFa behandelten C57BL/6- Méusen wurden
1 x 10° PKH26 markierte (rot) pRBZ in den retroorbitalen Plexus injiziert. Kryoschnitte
wurden mit den angegebenen Erstantikdrpern, wie in Kapitel 2.14.4 beschrieben,
inkubiert. Separate rote und griine Bilder wurden mit einem Konfokalen Laserscanning
Mikroskop aufgenommen und mit Hilfe von Adobe Photoshop® 7.0

iibereinandergelegt. Die Gro3enstandardbalken entsprechen 200 pm.

Wirkung von Testosteron

3.2.1 Konversion von Resistenz zu Suszeptibilitit durch Testosteron

Durch Testosteron werden die ansonsten sehr gegen Plasmodium chabaudi resistenten

weiblichen C57BL/6-Méuse komplett zur Anfilligkeit umgewandelt. Werden die
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Maiuse zweimal die Woche, fiir einen Zeitraum von drei Wochen mit 0,9 mg
Testosteron vorbehandelt, sterben sie bei der anschlielenden Infektion mit Plasmodium
chabaudi. Wie die Abbildung 3-19 zeigt, endet die Zeit bis zur Krise mit einem
fulminanten Maximum der Parasitdmie von etwa 65 % am Tag 8 der Infektion. Der Tod

tritt wahrend oder kurz nach diesem Maximum ein.

70 | L 100
)
60 -
L 80
(] )
— 50 '70‘5
E c
= 40 o0 8
g L 50 Q@
= 30 =
g b 40 g
o 201 | 30 D
2
° X
20 o
10 -
10
0 0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tage p.i. Tage p.i.

Abbildung 3-19 Durchschnittliche Parasitimie- (linker Graph) und Uberlebensrate (rechter
Graph) nach einer Infektion von weiblichen testosteronbehandelten C57BL/6-
Miusen (n=5) mit 10® Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten

Dargestellte Werte sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.

3.2.2 Zellularitat wihrend einer Plasmodium chabaudi-Infektion

3.2.2.1 Anzahl der gesamten und apoptotischen Milzzellen wihrend einer Plasmodium
chabaudi-Infektion

Eine Testosteronbehandlung beeinflufit die zelluldre Zusammensetzung der Milz im
Vergleich zu den vehikelbehandelten C57BL/6-Miusen nicht (Abbildung 3-7 und
Abbildung 3-20). Es kommt auch zu keiner testosteroninduzierten vermehrten
Zunahme an Milzzellen bis zur Krise. Am Punkt der maximalen Parasitimie hat sich die
Anzahl der F4/80" Makrophagen, Gr-1" Granulozyten, B220" B-Zellen, 2B4" NK-
Zellen, sowie CD4" und CDS8" T-Zellen nicht merklich im Vergleich mit
vehikelbehandelten Méusen veréndert. Auch die Anzahl der apoptotischen Zellen aller

dieser Zelltypen scheint grofBtenteils nicht von Testosteron beeinfluflt zu werden.
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Abbildung 3-20 Verinderungen der Anzahl aller und apoptotischer Milzleukozyten wihrend einer
Plasmodium chabaudi-Infektion bei weiblichen testosteronbehandelten C57BL/6
Miiusen.

Einzelzellpopulationen = von  Milzzellen (weile  Balken) wurden  durch
Durchfluzytometrie mit den aufgelisteten FITC gekoppelten Antikorpern analysiert.
Tote Zellen (graue Balken) wurden durch Farbung mit 7-AAD markiert. Die totale
Zellzahl wurde aus der Haufigkeit der Zelltypen und der totalen Anzahl der isolierten
Milzzellen berechnet. Alle Werte sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts.

3.2.2.2 Milz-“gating”

3.2.2.2.1 Aufnahme von PKH26-markierten Erythrozyten

Nach einer Injektion von mit PKH26-markierten (rote Fluoreszenz) parasitierten
Erythrozyten (pRBZ) in nicht-infizierte C57BL/6 Mause ist eine helle rote Fluoreszenz
in der roten Pulpa sichtbar (Abbildung 3-22). Bei einer Injektion in mit Testosteron
vorbehandelte Miuse am Tag 4 p.i. hat die Fluoreszenzintensitit in der roten Pulpa

deutlich abgenommen, wiahrend am Punkt der maximalen Parasitimie, am Tag 8 p.i.,
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kein Zuriickhalten von Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten in der Milz mehr

nachgewiesen werden kann.

Bei einem Vergleich der Fluoreszenzintensitdit zwischen vehikel- und
testosteronbehandelten Méusen (Abbildung 3-21) zeigt sich, da3 das Testosteron keine
signifikanten Einfliisse auf die Aufnahmekapazitit der Milz von infizierten

Erythrozyten hat.
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100 H
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Abbildung 3-21 Anderungen in der Aufnahmekapazitit der Milz von weiblichen
testosteronbehandelten CS7BL/6 Miusen

Semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitit von 10 Kryoschnitten pro Maus
und 3 bis 5 Méausen pro Zeitpunkt. Alle Werte sind Mittelwerte = Standardfehler des
Mittelwerts. Die horizontale Linie gibt die durchschnittliche Hintergrundfluoreszenz
+ Standardfehler des Mittelwerts von Kryoschnitten von Miusen ohne Injektion an.

(** entspricht p < 0,01 im Vergleich zu Tag 0 p.i.)

(Abbildung 3-17A). Am Tag 4 p.i. wird die Lokalisierung der MMM diffus, MZM sind
nicht mehr detektierbar. Im weiteren Verlauf der Infektion bis hin zum Punkt der
hochsten Parasitimie (Tag 8 p.i.) wandern die CD169” MMM in die weiBe Pulpa ein, es
bleibt aber ein deutlicher Ring um die weile Pulpa bestehen. Die Farbung der MMM
mit MOMAL ist nur noch schwach.
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3.2.2.2.2 Zellmigration

Auch auf die Umstrukturierungen der Milz wéhrend einer Plasmodium chabaudi-
Infektion hat Testosteron, wie die Abbildung 3-23 zeigt, keinen Einflul. Am Tag 4 p.i.
beginnen die F4/80" Makrophagen, wie auch schon bei den vehikelbehandelten Méusen
(Abbildung 3-16) gezeigt, in die weile Pulpa einzuwandern, und es kommt zu einer
beginnenden Auflosung der exakten weillen Pulpa-Bereiche. Am Punkt der hochsten
Parasitimie, am Tag 8 p.i., bleiben die B220" B-Zellen groBtenteils auf die weife Pulpa
beschrinkt. Auch bei dem ER-TR7" retikuliren Netzwerk ist eine deutliche Anordnung
in der roten Pulpa weiter sichtbar. Bei den anderen Zelltypen kommt es allerdings zu
dramatischen Umverteilungen. Gr-1" Granulozyten sind iiber die Milz verteilt. CD4"
und CD8" T-Zellen bleiben vorwiegend in der weiBen Pulpa lokalisiert. F4/80"

Makrophagen konnen zunehmend in der wei3en Pulpa beobachtet werden.

3.2.2.2.3 Marginale Zone

Die Umstrukturierungen der marginalen Zone in mit testosteronbehandelten Méusen
(Abbildung 3-23) zeigt keine Unterschiede zu den mit vehikelbehandelten Méusen
(Abbildung 3-17A). Am Tag 4 p.i. wird die Lokalisierung der MMM diffus, MZM sind
nicht mehr detektierbar. Im weiteren Verlauf der Infektion bis hin zum Punkt der
hochsten Parasitimie (Tag 8 p.i.) wandern die CD169” MMM in die weie Pulpa ein, es
bleibt aber ein deutlicher Ring um die weile Pulpa bestehen. Die Farbung der MMM
mit MOMAL ist nur noch schwach.

Abbildung 3-22 Anderungen in der Aufnahmekapazitit der Milz von weiblichen
testosteronbehandelten C57BL/6 Miusen

Aufnahme von pRBZ wurde an den Tagen 0 bis 35 p.i. 30 Minuten nach Injektion von
1 x 10° PKH26-markierten (rot) Erythrozyten anhand von 10 pum Kryoschnitten
analysiert. Der Groflenstandardbalken entspricht 100 pm.
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Tag 4 p.i. Tag 8 p.i. Tag 4 p.i. Tag 8 p.i.
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Abbildung 3-23 Verteilung von Zelltypen in der Milz

Miusen wurden 1 x 10° PKH26-markierte (rot) pRBZ in den retroorbitalen Plexus
injiziert. Kryoschnitte wurden mit den angegebenen Erstantikdrpern, wie in Kapitel
2.14.4 beschrieben, inkubiert. Separate rot und griin Bilder wurden mit einem
Konfokalen Laserscanning Mikroskop aufgenommen und mit Hilfe von Adobe

Photoshop® 7.0 iibereinandergelegt. Der GroBenstandardbalken entspricht 200 pwm.
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3.2.3 Phagozytose durch Makrophagen

Nach einer dreistiindigen Inkubation von RAW 264.7 Makrophagen mit PKH26 (rot)
markierten Erythrozyten ist eine temperaturabhingige Aufnahme der pRBZ zu

beobachten (Abbildung 3-24 und Abbildung 3-25).

Bei Betrachtung der Erythrophagezytose von testosteronbehandelten RAW 264.7
Makrophagen konnen keine signifikanten Unterschiede zu den mit vehikelbehandelten
RAW 264.7 Makrophagen (Abbildung 3-25) beobachtet werden. Nach einer
dreistiindigen Inkubation mit nicht-infizierten PKH26-markierten Erythrozyten ist
jedoch eine etwa vierfach niedrigere Aufnahme durch die RAW 264.7 Makrophagen zu
beobachten, die im Gréfenordnungsbereich der bei 4 °C mit pRBZ inkubierten RAW
264.7 Zellen liegt.

Abbildung 3-24 Erythrophagozytose durch RAW 264.7 Makrophagen

1,8 x 10" RAW 264.7 Makrophagen wurden 3 Stunden mit 0,5 x 10° PKH26-
markierten (rot) pRBZ bei den aufgezeigten Temperaturen inkubiert. Nicht-
phagozytierte pPRBZ wurden durch Zugabe von hypotonem Puffer lysiert. Makrophagen
wurden mit Anti-F4/80-Erstantikorper inkubiert und mit Biotin-konjugiertem
Sekundirantikorper und Streptavidin-Alexa-Fluor®488 (griin) gegengefirbt. Separate
rot und griin Bilder wurden mit einem Konfokalen Laserscanning Mikroskop
aufgenommen und mit Hilfe von Adobe Photoshop® 7.0 iibereinandergelegt. Der

GroBenstandardbalken entspricht 10 pm.
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Abbildung 3-25 Erythrophagozytose durch RAW 264.7 Makrophagen
DurchfluBzytometrische Auswertung der rotfluoreszierenden mit PKH26 markierten
Erythrozyten (rot) inkubierten RAW 264.7 Makrophagen. Alle Werte sind Mittelwerte
+ Standardfehler des Mittelwerts. Die horizontale Linie gibt die durchschnittliche
%-Werte rotfluoreszierender RAW 264.7 Zellen + Standardfehler des Mittelwerts in der
Negativkontrolle an. (** entspricht p < 0,01 im Vergleich zu 37 °C)

Nach einer dreistiindigen Inkubation bei 37 °C von RAW 264.7 Makrophagen mit
Saccharomyces cerevisiae (YSH19-GFP) kann keine Aufnahme der Hefe beobachtet
werden (Abbildung 3-26).

Abbildung 3-26 Phagozytose durch RAW 264.7 Makrophagen
1,8 x 10" RAW 264.7 Makrophagen wurden 3 Stunden mit 0,5 x 10® Saccharomyces
cerevisiae-Zellen mit im Genom integriertem GFP (YSH19, griin) bei 37 °C inkubiert.
Ein kombiniertes Durchlicht- und Griin-Bild wurde mit einem Phasenkontrast- und

Fluoreszenz Mikroskop aufgenommen. Der Grofenstandardbalken entspricht 100 pm.
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4.1 Die Milz als Effektor gegen Malaria

Die Milz wird als der wichtigste Effektor bei der natiirlichen Immunitit gegen
Blutstadien der Malaria betrachtet [Garnham, 1970; Wyler et al., 1979; Eling, 1980;
Weiss, 1990; Chotivanich et al., 2000]. Sie iibernimmt die Zerstérung der
Malariaparasiten. Dabei bedient sie sich derselben Mechanismen, mit denen auch alte

oder beschidigte Erythrozyten entfernt werden [Connor ef al., 1994].

Einen Hinweis darauf, dal die Milz eine Rolle als Effektor gegen Malariaparasiten
spielt, sind die Himozoingranula, die wéhrend der akuten Phase in der Milz zu finden
sind. Hdmozoin wird von intraerythrozytiren Parasiten zur Detoxifikation von
lytischem Eisenprotoporphyrin IX des Wirtes [Pagola et al., 2000] wéhrend der
Héamoglobinzersetzung freigesetzt [Zhang et al., 1999]. Die Himozoingranula sind fast
ausschlieBlich in der roten Pulpa lokalisiert, was darauf hinweist, dal die Effektoren

gegen Malaria hauptséichlich dort zu finden sind.

Die Notwendigkeit der Milz fiir die Ausbildung einer Immunitit gegen Malaria zeigt
sich z.B. dadurch, daB} iiber 80 % der mit Plasmodium chabaudi infizierten C57BL/6-
Maiuse mit einer intakten Milz die Infektion {iberleben, wohingegen weniger als 50 %
splenektomierter C57BL/6-Méuse eine Infektion tiberstehen. Weiterhin bleibt bei den
iiberlebenden splenektomierten Miusen in Ubereinstimmung mit Beobachtungen von
Grun et al. [1985] eine deutliche Parasitimie iiber einen lingern Zeitraum bestehen.
Eine noch hohere Sterblichkeitsrate zeigt sich bei den milzlosen Hox1 1""-Mausen, die

alle bei sehr hoher Parasitidmie sterben.

Auch in immunen Mausen spielt die Milz eine Rolle bei der Kontrolle der Parasitdmie.
So zeigen entmilzte immune C57BL/6-Mause nach homologer Reinfektion {iber einen
langeren Zeitraum eine latente Parasitimie, wéihrend bei immunen C57BL/6-Méusen
mit intakter Milz kaum Parasiten im Blut nachzuweisen sind. Durch die Splenektomie

wird ein grofer “Pool” an lymphatischen Zellen entfernt, wodurch es zu einer gestorten
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Resistenz kommt, die nur teilweise von anderen retikuloendothelialen Organen, wie
Leber, Lunge oder Nieren, kompensiert werden kann [Quinn & Wyler, 1979; Smith et
al., 1982].

Als erste Verteidigung des Wirtes gegen den Malariaparasiten stellen phagozytische
Zellen, welche parasitierte Erythrozyten als ,fremd* erkennen und attackieren
[Schwarzer et al., 1992]. Dabei bedienen sich die Makrophagen der Phagozytose und
der Produktion von reaktiven Sauerstoffintermediaten, wie O,  und H,O,, welche
Hamolyse und den Tod des Malariaparasiten verursachen [Brinkmann et al., 1984],
sowie der Freisetzung von zytotoxischen Molekiilen, wie Zytokinen (TNFa, IL-1 und
IL-6) und Stickoxid [Allison & Eugui, 1983; Clark, 1987; Clark et al, 1989;
Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Brown et al., 1999; Boland & Berzin, 2000; Clark &
Schofield, 2000].

In der Milz konnen die Erythrozyten in zwei Regionen mit phagozytischen Zellen in
direkten Kontakt kommen, zum einen im retikuldren Netzwerk der roten Pulpa, zum
anderen in der marginalen Zone, die rote und weille Pulpa voneinander trennt [Yadava
et al., 1996]. Es wird davon ausgegangen, dafl die parasitierten Erythrozyten in der
roten Pulpa zuriickgehalten und phagozytiert werden. Diese Phagozytose findet vor
allem in den einzigartigen extravaskulidren Bahnen statt, durch die das Blut flieBt, bevor
es die Sammelvenen erreicht [Schmidt ez al., 1993]. Das retikuldre Netzwerk der roten
Pulpa hat eine duale Rolle bei der Filtration. Zum einen stellt es eine enorme Oberflache
zum Kontakt von Blutzellen und Partikeln mit Immuneffektorzellen dar, zum anderen
verlangsamt es durch seine starken Verzweigungen den BlutfluB durch die Milz

[Moghimi, 1995].

Weithin akzeptiert, aber nie formal nachgewiesen, ist die Meinung, da} die infizierten
Erythrozyten sich dem Filtermechanismus der Milz und der phagozytischen Entfernung
durch Bindung an die Endothelien von postkapilaren Venen entziehen [Pasloske &
Howard, 1994; Ho & White, 1999; Baruch, 2002; Gratepanche et al., 2003; Flick &
Chen, 2004]. Diese Zytoadhédrenz wird von einer groen Familie von Antigenen auf der
Oberfliche der parasitierten Erythrozyten, die Antigenvariationen unterliegen,

herbeigefiihrt.
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In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dal wéhrend einer Malaria eine
Auflosung der marginalen Zone induziert und ein “gating”-Mechanismus in der Milz
aktiviert wird, welcher infizierte Erythrozyten aus der Milz heraushilt. Dieser
Ausschluf3 parasitierter Erythrozyten ist vor allem in der Infektionsphase, die durch

massive Zerstdrung von parasitierten Erythrozyten gekennzeichnet ist, zu beobachten.

Als Modell fiir die Untersuchungen wurde der nagerspezifische Erreger Plasmodium
chabaudi gewédhlt, welcher &dhnliche Féhigkeiten beziiglich Sequestrierung und
Antigenvariation wie die humanpathogene Form Plasmodium falciparum aufweist
[Gilks, 1990], aber leichter im Labor gehalten werden kann. Wie bereits erwéhnt,
konnen weibliche C57BL/6-Maiuse eine Infektion mit Plasmodium chabaudi chabaudi
ausheilen. Es wurde beschrieben, daB3 Infektionen mit Plasmodium yoelii 17XNL
[Weiss et al., 1986] oder Plasmodium chabaudi adami [Alves et al., 1996], die eine sehr
niedrige Pathogenitit aufweisen, die Formierung einer Blut-Milz-Barriere induzieren,
durch welche die Aufnahme von inerten Partikeln aus Kohlenstoff oder Polystyrol
wiahrend der Préikrise und der maximalen Parasitimie verhindert wird. Wéhrend der
Krise kommt es in diesen Modellen zu einem schnellen Wiederéffnen der Milz, was
sich in einer hoheren Aufnahmekapazitit aufgrund des gestiegenen Milzgewichtes

niederschlagt.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dafl es wihrend einer
Infektion mit Plasmodium chabaudi chabaudi zu einer dramatischen Milzvergroferung
kommt. Die Splenomegalie ist das Ergebnis der Vergroferung von sowohl roter als
auch weiller Pulpa. Diese Beobachtung konnte ebenfalls bei Infektionen mit den nicht-
letalen Malariaerregern Plasmodium chabaudi AS [Stevenson & Kraal, 1989],
Plasmodium chabaudi adami [Alves et al., 1996], Plasmodium yoelii 17XNL [Weiss et
al., 1986] und dem letalen Erreger Plasmodium yoelii 17XL [Weiss, 1989] gemacht
werden. In der spdten Prikrise, wenn sich das Milzgewicht in den hier beschriebenen
Experimenten etwa verachtfacht hat, konnte eine sehr starke Abnahme in der totalen
und spezifischen Aufnahmekapazitit der Milz fiir injizierte 3 pm grofle
Polystyrolpartikel beobachtet werden. Im Gegensatz zu Plasmodium yoelii 17XNL
[Weiss et al., 1986] und Plasmodium chabaudi adami [Alves et al., 1996] zeigte sich
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dieser geschlossene Status wihrend der gesamten Krise und begann erst danach sich
wieder langsam zu o6ffnen. Das extreme und nur langsam reversible Absinken der
Filtrationskapazitit der Milz konnte an der hdheren Parasitdmie liegen, die durch
Plasmodium chabaudi chabaudi im Vergleich zu Plasmodium yoelii 17XNL [Weiss,
1989; Weiss et al., 1989] und Plasmodium chabaudi adami [Alves et al., 1996; Yadava

et al., 1996] verursacht wird.

Unsere Beobachtung, daf3 die Partikel am Tag O der Infektion vorwiegend in der
marginalen Zone zuriickgehalten werden, wohingegen sie wihrend der Krise nur noch
vereinzelt in der gesamten Milz vorliegen, stimmt mit der Beobachtung iiberein, dal3 die
Marginalzonenmakrophagen (MZM) fiir die Entfernung von inerten Partikeln sowie
Bakterien und Viren verantwortlich sind [Kraal, 1992; Aichele et al., 2003]. In dieser
Arbeit konnte aber gezeigt werden, daBl die MZM wihrend einer Infektion mit

Plasmodium chabaudi aus der Milz verschwinden.

Im Gegensatz zu Partikeln werden infizierte Erythrozyten in der roten Pulpa und nicht
in der Marginalzone zuriickgehalten, und es wurde kein Hinweis auf die Ausbildung
einer effektiven Blut-Milz-Barriere wéhrend einer Infektion mit Plasmodium chabaudi
adami gefunden [Yadava et al., 1996]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt
werden, dal} bei einer Infektion mit Plasmodium chabaudi chabaudi auch fiir
Erythrozyten derselbe “gating”-Mechanismus wie fiir Partikel gilt. Dieser Unterschied
zu den Beobachtungen bei Plasmodium chabaudi adami konnte an der

unterschiedlichen Virulenz der Parasiten liegen.

Bei der Infektion mit Plasmodium chabaudi konnte gezeigt werden, dafl die
Aufnahmekapazitdt der Milz fiir infizierte Erythrozyten am Tag 0 der Infektion etwa
zweimal so gro3 war, wie fiir nicht-infizierte Erythrozyten. Weiterhin konnte eine
Abnahme der Erythrozytenaufnahme wéhrend der Prékrise bis hin zu einem totalen
Ausschlul der Erythrozyten aus der Milz wihrend der maximalen Parasitimie am
Tag 8 p.i. und wihrend der Krise beobachtet werden. Erst im weiteren Verlauf der
Infektion, am Tag 35 p.i., konnte wieder eine Aufnahme von Erythrozyten in der Milz
gezeigt werden, die allerdings noch nicht die Ausgangsaufnahmekapazitit erreicht hatte.
Bemerkenswerterweise funktionierte der Ausschlufl aus der Milz wéhrend der Krise

genauso gut fiir normale Erythrozyten, was andeutet, da3 dieser zugrundeliegende
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Mechanismus nicht davon abhingt, dal die Partikel als ,,fremd* erkannt und so von
angeborenen Immunmechanismen erfalit werden. Die Tatsache, dal der Ausschluf3
sowohl fiir Polystyrolpartikel, die in der Marginalzone zuriickgehalten werden, als auch
fiir Erythrozyten, die in der roten Pulpa festgehalten werden, gilt, deutet darauf hin, daf3
die marginale Zone den Eintritt von Plasmodium chabaudi-infizierten Erythrozyten in
die rote Pulpa kontrolliert. AuBBerdem deutet sie darauf hin, dall marginale metallophile
Makrophagen fiir die Antigenprisentation verantwortlich sind und damit schiitzende

T-Zellantworten induzieren [Aichele et al., 2003].

Die reduzierte Filtrationskapazitit in der Infektionsphase im Bereich der maximalen
Parasitdmie ist nicht mit einer Abnahme in der Anzahl von phagozytischen Zellen zu
erkliren, denn im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit eine bis zu vierfach
gesteigerte Menge an F4/80° Makrophagen und Gr-1" Granulozyten nachgewiesen
werden. Auch bei den nicht-phagozytischen Zelltypen konnte eine Zunahme gezeigt
werden. Die Steigerung der Makrophagen und Granulozyten ist aber deutlich hoher als

die von B-, T- und NK-Zellen.

Der programmierte Zelltot, die Apoptose, ist ein wichtiger Mechanismus, der die
Entwicklung, Reifung und Aktivierung von Lymphozyten reguliert. Zusitzlich wird
angenommen, daB3 die Apoptose vor Lymphozytenantworten schiitzt oder sie beendet,
um exzessive Entziindungen einzuschrdnken [van Parijs & Abbas, 1998; Helmby et al.,
2000]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 es wéhrend einer Infektion mit
Plasmodium chabaudi zu einem Anstieg von apoptotischen Zellen in allen untersuchten
Zellpopulationen kommt. Dabei zeigt sich ein besonders starker Anstieg bei den
phagozytischen Zellen, d.h. den F4/80" Makrophagen und den Gr-1" Granulozyten. Der
starke Anstieg an F4/80" Makrophagen stimmt mit Beobachtungen von Helmby et al.
[2000] bei BALB/c-Méusen iiberein. Es ist ebenfalls iibereinstimmend zu beobachten,
daB es im Laufe der Infektion mehr apoptotische B220" B-Zellen als CD4" und CD8"
T-Zellen gibt, deren Anzahl wie auch bei BALB/c-Mausen [Helmby et al., 2000] nur

leicht ansteigt.

Wiéhrend einer Malariainfektion werden die phagozytischen Zellen der Milz stark
umverteilt. Am Tag 0 einer Infektion mit Plasmodium chabaudi ist eine exakte

Unterteilung der Milz in rote und weille Pulpa zu erkennen. Dabei sind die
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phagozytischen Zellen in der roten Pulpa (F4/80° Makrophagen und Gr-1"
Granulozyten) sowie in der marginalen Zone (MOMA-1"/CD169" marginale
metallophile Makrophagen und ER-TR9"™ Marginalzonenmakrophagen) zu finden. Mit
dem Beginn des SchlieBens der Milz beginnen die F4/80" Makrophagen in die weile
Pulpa einzuwandern und die Farbung der MOMA-17/CD169" marginalen metallophilen
Makrophagen (MMM) wird diffus. Zu diesem Zeitpunkt der Infektion konnen keine
ER-TR9" Marginalzonenmakrophagen (MZM) mehr in der Milz nachgewiesen werden.
Im geschlossenen Stadium der Milz am Tag 8 p.i. konnen die F4/80" Makrophagen
zunehmend in der weiBen Pulpa gefunden werden, und die Gr-1" Granulozyten sind
iiber die gesamte Milz verteilt. Auch CD169" MMM wandern in die weiBe Pulpa ein, es
bleibt jedoch ein deutlicher Ring um die weile Pulpa wihrend der gesamten Infektion
erhalten. Die Farbung der MMM mit MOMA-1 ist nur noch schwach, was auf eine
reduzierte Expression des MOMA-1-Antigens auf den MMM hindeutet. Eine solche
erniedrigte Expression wurde ebenfalls bei einer Infektion mit Leishmania donovani
[Engwerda et al., 2002] gezeigt. Im Bereich der maximalen Parasitimie mit
Plasmodium chabaudi chabaudi lassen sich, wie bereits fiir Plasmodium chabaudi AS-
[Stevenson & Kraal, 1989], Plasmodium chabaudi adami- [Yadava et al., 1996] und
Leishmania donovani- [Engwerda et al., 2002] infizierte Mause dargestellt werden
konnte, keine ER-TR9" MZM mehr nachweisen. In der chronischen Phase der Infektion
sind Milzstruktur und Aufnahmekapazitit fiir Erythrozyten, nicht aber fiir 3 pm
Polystyrolpartikel, groBtenteils wieder hergestellt. Es befinden sich zwar noch einige
F4/80" Makrophagen in der weien Pulpa, die Mehrheit liegt aber wieder in der roten
Pulpa. Auch bei den Gr-1" Granulozyten zeigt sich eine hauptsichliche Organisation in
der roten Pulpa. In der Marginalzone ist wieder deutlich ein innerer Ring von MMM zu
erkennen, die sowohl CD169- als auch MOMA1-Antigene exprimieren. ER-TR9"
MZM sind auch am Tag 35 p.i. nicht nachzuweisen, was mit einer sehr langsamen
Repopulationskinetik iibereinstimmt, die auch von Kraal [1992] nach Entfernung dieser

Zellen aus der Milz beobachtet werden konnte.

Bei den nicht-phagozytischen Zellen kommt es lediglich zu einer minimalen
Umverteilung. B220" B-Zellen, CD4" und CD8" T-Zellen bleiben groBtenteils auf die
weiBe Pulpa beschrinkt, wihrend das ER-TR7" retikulire Netzwerk wihrend der

gesamten Infektion in der roten Pulpa sichtbar ist.
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Neben der Umverteilung der phagozytischen Zellen kommt es auch zu Verdnderungen
bei der Verteilung von infizierten Erythrozyten in der Milz. Am Tag 0 p.i. sind die
parasitierten Erythrozyten hauptsichlich mit F4/80" Makrophagen in der roten Pulpa
und den MOMA-1"/CD169" marginalen metallophilen Makrophagen in der marginalen
Zone und nur gering mit den Gr-1" Granulozyten und dem ER-TR7" retikuliren
Netzwerk in der roten Pulpa kolokalisiert. Am Tag 4 p.i. sind wie bereits beschrieben
nur noch wenige infizierte Erythrozyten in der Milz zu finden und spiter, wihrend der
Krise nimmt die Milz keine Erythrozyten mehr auf. Am Tag 35 p.i. sind Milzstruktur
und Erythrozytenaufnahme groBtenteils wieder hergestellt, und es ist eine
Kolokalisation der parasitierten Erythrozyten mit sowohl den B220" B-Zellen und dem
ER-TR7" retikuliren Netzwerk in der marginalen Zone als auch mit den MOMA-
17/CD169" marginalen metallophilen Makrophagen und F4/80° Makrophagen zu

beobachten.

Durch die Injektion von TNFa konnte ein Verlust von ER-TRO™ MZM induziert
werden. Diese Erhohung der TNFa-Konzentration immitiert die Zytokinsezernierung
von Makrophagen als Antwort auf eine Malariainfektion, die fiir einen Verlust der
ER-TR9" MZM verantwortlich zu sein scheint. TNFo konnte auf verschiedenen Wegen
dazu flihren, so konnte die Apoptose der MZM induziert werden. Alternativ kdnnte es

zu einem Auswandern der Marginalzonenmakrophagen aus der Milz kommen

[Engwerda et al., 2002].

Da das richtige “homing” der Milzzellen von Mitgliedern der TNF-Familie kontrolliert
wird und um herauszufinden, ob eine gestorte Architektur der marginalen Zone zum
Zeitpunkt der maximalen Parasitimie die Filtrationskapazitit beeinflufit, wurden in
dieser Arbeit Lymphotoxin B Rezeptor (LTBR'/')-, Tumornekrosefaktor Rezeptor I
(TNFRI'/ - und Tumornekrosefaktor o (TNF(x'/ )- Knockout-Méuse sowie mit TNFa
behandelte C57BL/6-Méuse untersucht. Die Aufnahme von infizierten Erythrozyten am
Tag 0 ist bei LTBR”-Miusen, denen alle Zellpopulationen der marginalen Zone fehlen
[Fiitterer et al., 1998], beeintrichtigt, wihrend sie bei TNFRI” "-Miusen, deren Struktur
der Marginalzone nur leicht desorganisiert ist [Fu & Chaplin, 1999], unverdndert bleibt.

TNFo"-Miuse weisen Defekte im marginalen Sinus auf. Sie besitzen aber sowohl
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marginale metallophile Makrophagen (MMM) als auch Marginalzonenmakrophagen
(MZM), wenn auch mit verdnderter Formation [Pasparakis et al., 2000]. Thre
Aufnahmekapazitit fiir pRBZ ist leicht verringert. Auch eine Vorbehandlung von
naiven C57BL/6-Méusen mit TNFa fiihrt zu einer Beeintriachtigung der Aufnahme von
infizierten Erythrozyten durch die Milz. Zum Zeitpunkt der maximalen Parasitdmie ist
keine weiter verringerte Aufnahmekapazitit flir parasitierte Erythrozyten bei LTBR'/ -
Miusen zu beobachten, bei TNFRI”"- und TNFo-Méausen zeigte sich nur eine teilweise
geschlossene Milz. Dies deutet darauf hin, daB3 Signale des LTP-Rezeptors und eine
intakte Marginalzone fiir eine optimale Filtrationsfunktion der Milz notwendig sind.
Wichtig fiir den Aufbau der Marginalzone und damit fiir eine optimale
Filtrationskapazitdt scheint auch TNFa zu sein. Weiterhin scheinen sowohl LTBR- als

auch TNFRI-abhédngige Signalwege am SchlieBen der Milz beteiligt zu sein.

Zusammen betrachtet zeigen die dieser Arbeit zugrundeliegenden Ergebnisse die
Existenz eines malariainduzierten ‘“gating”-Mechanismus in der Milz, der die
Aufnahme von Partikeln und infizierten Erythrozyten kontrolliert. Dieses SchlieBen der
Milz verhindert einen Kontakt zwischen den infizierten Erythrozyten und den
phagozytischen Zellen. Darum kann die Milz nicht wie frither vermutet direkt an der
massiven Zerstorung der parasitierten Erythrozyten beteiligt sein. Dieser Ausschluf3 von
infizierten Erythrozyten deutet vielmehr darauf hin, da3 die Entfernung der Parasiten
durch die Milz kein signifikanter Evolutionsdruck fiir die Entwicklung eines hoch
entwickelten Sequestrationssystems der Plasmodien sein kann. Dieses stimmt mit
Beobachtungen {iiberein, die andeuten, dafl der entziindungshemmende Effekt der
Adhidsion von infizierten Erythrozyten an Makrophagen und myeloide dendritische
Zellen zu einem erhohten Uberleben sowohl des Parasiten als auch des Wirts fiihrt. Ein
Hauptgrund fiir das malariainduzierte “gating” mag der Schutz der Milz gegen
Uberschwemmung durch die parasitierten Erythrozyten sein, welcher verschiedene
entziindungsabhédngige Schiden verursacht. Im Besonderen ist die Aufnahme von
infizierten Erythrozyten, moglicherweise wéhrend der frithen Phase der Infektion, wenn
die Parasitimie sehr niedrig ist, limitiert, um eine unkontrollierte Aktivierung von
Makrophagen mit ihren bekannten immunopathologischen Konsequenzen zu

verhindern. Zum Beispiel ist bekannt, daB TNFa und andere proinflammatorische
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Mediatoren, die von Milzmakrophagen produziert werden, an der Entstehung von
cerebraler Malaria und Andmie beteiligt sind [Li et al., 2001]. Fiir die Ausbildung einer
adaptiven Immunantwort in der weillen Pulpa sind nur geringe Mengen an Antigen
notwendig. Die F4/80" Makrophagen, die von der roten in die weie Pulpa einwandern,
konnten dort die Aufgabe als antigenprisentierende Zellen ausiiben und so schiitzende
T- und B-Zell-Antworten induzieren. Es ist bekannt, daB das Uberleben einer akuten
Malaria von Tyl-Antworten [Langhorne et al., 2002] und der Erythropoese der Milz
[Chang et al., 2004] und die abschlieBende Entfernung der Parasiten durch B-Zellen
[Langhorne et al., 2002] abhidngen. Aufgrund dieser Erkenntnisse kann man vermuten,
daB} der malariainduzierte “gating”-Proze3 die Hdmatopoese der Milz und die Reifung
von T- und B-Effektorzellen gegen vernichtende Effekte einer unkontrollierten

Entziindung schiitzt.

4.2 Wirkung von Testosteron

Seit einigen Jahren ist bereits bekannt, daB es Interaktionen zwischen dem
Immunsystem und dem endokrinen System gibt. Im Zusammenhang damit liegen
Hinweise dafiir vor, dal bei verschiedenen Immunreaktionen besonders die
Geschlechtshormone eine Rolle spielen. Mittlerweile ist bekannt, daBl méannliche
Geschlechtshormone einen supprimierenden Effekt auf die humorale und die
zellvermittelte Immunantwort haben, wihrend das weibliche Geschlechtshormon
Ostradiol nur die zellvermittelte Immunantwort supprimiert, die humorale aber
stimuliert [Alexander & Stimson, 1988]. Ebenso zeigen eine Reihe von Untersuchungen
den supprimierenden EinfluB von Testosteron auf die verschiedensten zelluldren und
humoralen Immunantworten in vivo und in vitro [Kotani et al., 1974; Morton et al.,
1981; Weinstein & Berkovich, 1981; Dunkel et al., 1985; Rifé¢ et al., 1990]. Ein
Geschlechtsdimorphismus  zeigt sich auch bei verschiedenen Krankheiten,
einschlieBlich Infektionskrankheiten. So konnte in dieser Arbeit iibereinstimmend mit
dlteren Ergebnissen bei C57BL/10-Miusen [Wunderlich et al., 1988; Benten et al.,
1991] gezeigt werden, dal3 bei weiblichen C57BL/6-Miusen ein resistenter Phinotyp
gegen eine Plasmodium chabaudi-Infektion durch vorherige Behandlung mit

Testosteron in einen suszeptibilen Phanotyp umgewandelt werden kann. Daraus und aus
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der Tatsache, dal3 kastrierte Ménnchen im Gegensatz zu unbehandelten Tieren eine
Infektion liberleben [Wunderlich ef al., 1988], 14Bt sich erkennen, dafl Testosteron eine

entscheidende Rolle bei der Steuerung der Wirtsabwehr gegen Malaria spielt.

Es ist aber noch vollig ungeklért, durch welche Vorgénge oder Mechanismen dieser
Wechsel der Wirtsabwehr von Resistenz zu Suszeptibilitdt vollzogen wird. Ein
moglicher Grund fiir die testosteroninduzierte Konversion der Wirtsabwehr konnte eine
mangelhafte Ausbildung von protektiven Immunmechanismen sein. So kdnnte
Testosteron die Ausbildung protektiver Immunmechanismen supprimieren oder eine
Authebung bewirken. Eine andere Moglichkeit konnte das Ausbilden von
Immunmechanismen trotz Testosteronbehandlung darstellen, die aber nicht zur

Wirkung kommen.

Wihrend einer Malariainfektion kommt es zu deutlichen Verdnderungen der Milz. Es
konnte gezeigt werden, dall Testosteron einen direkten und/oder indirekten Einflul auf
die Milz hat. Zum einen zeigt die Milz im Vergleich zu anderen Lymphorganen eine
relativ hohe Bindungskapazitit fiir Testosteron [Stimson, 1987], zum anderen konnte
beobachtet werden, dall die Anzahl der Milzzellen bei Testosteronbehandlung abnimmt

[Ahmed et al., 1985; Benten et al., 1991].

Um einen Aufschluf} iiber den EinfluB von Testosteron auf die Wirtsabwehr zu
bekommen, wurde in dieser Arbeit die Wirkung von Testosteron auf die

Immuneffektormachanismen der Milz untersucht.

Bei histologischen Betrachtungen der Milz nach einer dreiwdchigen Behandlung mit
Testosteron zeigen sich anhand von lichtmikroskopischen Priparaten keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zu vehikelbehandelten Médusen. Auch bei der
Lokalisation der untersuchten CD4" und CD8" T-Zellen, der B220" B-Zellen, Gr-1"
Granulozyten, dem ER-TR7" retikuliren Netzwerk und den F4/80°, ER-TR9" und
MOMA-17/CD169" Makrophagenpopulationen ergab sich kein Unterschied zwischen

testosteron- und vehikelbehandelten Tieren.

Im Gegensatz zu Beobachtungen bei C57BL/10-Miusen [Benten ef al., 1991] fiihrte die
Testosteronbehandlung bei C57BL/6-Miusen zu keiner signifikanten Anderung der
Gesamtmilzlymphozytenanzahl. Auch bei einer durchfluBzytometrischen Analyse

zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei den untersuchten Lymphozyten-
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populationen, wohingegen es bei C57BL/10-Méusen durch Testosteronbehandlung zu
einem niedrigeren CD4'/CD8"-Quotienten kommt [Benten et al, 1991]. Bei der
Untersuchung der Anzahl der apoptotischen Zellen dieser Lymphozytenpopulationen

war ebenfalls kein signifikanter Unterschied zu beobachten.

Es gibt Hinweise darauf, daB3 T-Zellen eine zentrale Rolle bei der Ausbildung einer
schiitzenden Immunitét gegen Plasmodium chabaudi spielen. So fiihrt eine Aktivierung
von Tyl und Ty2 CD4" T-Zellen zur Produktion von schiitzenden IgG Antikorpern
durch B-Zellen [Langhorne, 1989; Stevenson & Tam, 1993; Taylor-Robinson et al.,
1993]. Es konnte auch gezeigt werden, dal Testosteron eine Antwort von Ty2-Zellen
beeintrdchtigt und damit eine Verstdrkung der Pathogentitit von Coxsackievirus-
infektionen in weiblichen Méusen auslost [Huber & Pfaeffle, 1994]. Deshalb wire es
ebenfalls moglich, dal bei der durch Testosteron ausgelosten Suszeptibilitit gegen
Plasmodium chabaudi-Malaria eine beeintrachtigte T-Zell-Antwort beteiligt ist.
Ubereinstimmend mit dieser Annahme beobachteten Benten et al. [1991], daB T-Zellen

der Milz sofort nach Testosteronbehandlung einen suszeptiblen Phénotyp annehmen.

Die von B-Zellen produzierten IgG Antikérper sind in erster Linie fiir die
Herbeifiihrung einer schiitzenden Immunitit gegen Plasmodium chabaudi [Langhorne
et al., 1984; Falanga et al., 1987; Wunderlich et al., 1992] wie auch gegen andere
Plasmodium-Arten inklusive Plasmodium falciparum [Cohen et al., 1961; Groux &
Gysin, 1990; Bouharoun-Tayoun & Druihle, 1992] wichtig. Sofort nach einer
Testosteronbehandlung wird die Gesamt-IgG Antikorperkonzentration in nicht-
infizierten Mausen um ca. 50 % reduziert, und die Tiere iiberleben eine anschlieBende

Malariainfektion nicht mehr [Benten et al., 1997].

Einen weiteren Effektor gegen Malaria stellen die phagozytischen Zellen dar. Die
Phagozytose der infizierten Erythrozyten wird durch an der Oberfliche dieser
Erythrozyten gebundene IgG Antikorper gesteigert [Arese et al, 1991]. Wie
mikroskopische- und durchfluzytometrische-Analysen der vorliegenden Arbeit zeigen,
hat Testosteron keinen EinfluB3 auf die Lokalisation und Anzahl der Makrophagen und

Granulozyten in der Milz. So zeigen testosteronbehandelte Méuse in allen Arealen der
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Milz dieselben Muster der Zellmigration wie vehikelbehandelte Méuse. Auch auf die
“gating”-Funktion der Milz hat Testosteron keinen Einflul. Es zeigt sich aber, dal3 die

aufgenommenen Erythrozyten mit Makrophagen kolokalisiert sind.

Um ein genaueres Bild iiber die mogliche Einfliisse von Testosteron auf die
Phagozytose von Makrophagen zu erlangen, wurden in dieser Arbeit RAW 264.7
Makrophagen mit rotfluoreszierenden, PKH26-markierten Erythrozyten bzw.
griinfluoreszierender Saccharomyces cerevisiae (YSH19-GFP) inkubiert. Dabei konnte
gezeigt werden, dal bei dem aktiven, temperaturabhingigen Prozel3 der Phagozytose
die Aufnahme von nicht-infizierten PKH26-markierten Erythrozyten viermal niedriger
war, als die von infizierten PKH26-markierten Erythrozyten. Dies stimmt damit
tiberein, dal in der Maus bzw. Ratte infizierte Erythrozyten schneller als nicht-
parasitierte Erythrozyten aus der Zirkulation entfernt werden [Quinn & Wyler, 1979;
Smith et al., 1982]. Der Fc-Rezeptor der Makrophagen erkennt die Bindung von IgG
auf der Oberfliche von Erythrozyten. Eine Aktivierung benétigt jedoch Tausende IgG
Molekiile pro Zelle [Hunt et al., 1981]. Die Phagozytose von opsonisierten Zellen wird
auBerdem vom Komplement herbeigefiihrt [Wright, 1985], wobei der Fc-Rezeptor die
Aufnahme initiiert, wédhrend der Komplementrezeptor das feste Binden der Partikel
auslost. Beide Wege sind nur gemeinsam wirksam [Kurlander & Rosse, 1979].
Erythrozyten, die von reifen Stadien von “knob”-produzierenden Plasmodium
falciparum befallen sind, binden mehr IgG aus naivem Serum als nicht-infizierte
Erythrozyten [Winograd et al, 1987]. So kdme es zu stirkerer Phagozytose von
parasitierten Erythrozyten.

AuBerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal Saccharomyces cerevisiae
(YSH19-GFP) Hefen in hitzeinaktiviertem Serum, im Gegensatz zu nicht inaktiviertem
Serum, nicht innerhalb von drei Stunden von RAW 264.7 Makrophagen phagozytiert
werden. Daraus 148t sich eine starke Priferenz von RAW 264.7 Zellen fiir an

Infektionserreger oder parasitierte Erythrozyten gebundene IgG Antikorper ableiten.

Aus allen bisher bekannten Hinweisen lie8 sich vermuten, dal Verdnderungen der

Lymphozyten-Subpopulationen der Milz, wie sie z.B. auch von Ahmed et al. [1985]



4.3 Ausblick 73

beschrieben wurden, eine Ursache fiir die testosteroninduzierte Immunsuppression sein
konnte. So wire es moglich, daB3 Suppressor-T-Zellen die B-Lymphozyten bei der
Ausbildung bestimmter Antikérper hemmen oder daB es zu Storungen bei der
Antigenprasentation kommt. In dieser Arbeit wurde jedoch gezeigt, daBl es bei
C57BL/6-Miusen im Gegensatz zu C57BL/10-Méusen durch Testosteronbehandlung zu
keinen signifikanten Anderungen der Lymphozytenpopulationen der Milz wihrend
einer Plasmodium chabaudi-Infektion kommt. Es diirften daher noch andere
Mechanismen bei der Konversion der Wirtsabwehr von Resistenz zu Suszeptibilitit eine
Rolle spielen. So wird diese Konversion wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel von
verschiedenen Zellpopulationen und Subpopulationen des Immunsystems verursacht.
Dabei wire es moglich, daBl Testosteron bereits im Verlauf der Differenzierung

einzelner Zellpopulationen Einflufl nimmt und diverse Verdnderungen bewirkt.

4.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da3 die Milz nicht direkt an der massiven
Zerstorung von parasitierten Erythrozyten bei C57BL/6-Méausen beteiligt ist. Vor allem
wiahrend der Prikrise und der Krise miissen andere lymphatische Organe an der
Entfernung der infizierten Erythrozyten beteiligt sein. So miifliten diese sowie andere
phagozytisch aktive Organe, wie z.B. die Leber, in Hinblick auf Aufnahme und

Phagozytose von parasitierten Erythrozyten untersucht werden.

Ein weiteres Ziel genauerer Untersuchungen miiiten die LTBR- und TNFRI-abhidngigen
Signalwege und die Wirkung von TNFa sein, die fiir eine optimale Filtrationsfunktion

der Milz wichtig und am SchlieBen der Milz beteiligt zu sein scheinen.

Ferner ist der genaue Weg fiir die Konversion der Wirtsabwehr von Resistenz zu
Suszeptibilitdit durch Testosteron weiter zu untersuchen, wobei vor allem das
Zusammenspiel von Immunzellen und die moglichen “targets” fiir Testosteron in der
Milz und anderen Lymphorganen beobachtet werden miite. Dabei wire ebenfalls
interessant, ob Testosteron eine direkte Auswirkung auf die Effektororgane hat oder ob

es vielleicht auch tiber indirekte Kaskaden einen EinfluB3 auf die Immunantwort gibt.






5 Zusammenfassung

Die Milz spielt eine zentrale Rolle bei der Abwehr von Blutstadien der Malaria im Wirt. So dient sie
(1) als Filter, der beschédigte oder immunologisch modifizierte Erythrozyten aussortiert, (ii) als
Umgebung fiir die Interaktion von Parasiten mit Immunzellen und ihren Produkten, sowie (iii) als
Ort der Hidmatopoese. Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Rolle der Milz als Effektor gegen
Plasmodium chabaudi Malaria zu untersuchen.

Weibliche C57BL/6-Maiuse sind resistent gegen Infektionen mit Plasmodium chabaudi Blutstadien.
Dagegen sterben iiber 50 % splencktomierter C57BL/6-Miuse und 100 % milzloser Hox11"-Mzuse,
die fiir diese Infektion besonders empfindlich sind. Die iiberlebenden Méuse entwickeln eine
schiitzende Immunitét, wobei die Milz als Anti-Malaria Effektor fungiert. Analysen der Milzzellen
und der apoptotischen Milzzellen mittels DurchfluBzytometrie zeigten, daB die Anzahl der CD4" und
CD8" T-Zellen, der B220" B-Zellen, der F4/80" Makrophagen, der Gr-1" Granulozyten und der 2B4"
NK-Zellen sich wihrend der ersten acht Tage mehr als verdoppelt. AuBBerdem verursacht Malaria
dramatische Verdnderungen in der Filtrationskapazitidt der Milz, die durch Quantifizierung der
Aufnahme fluoreszierender intravends injizierter Mikropartikel bzw. PKH26-markierter
Erythrozyten nachgewiesen wurden. In der ersten Phase der Infektion (friihe Prékrise) ist die Milz
gedffnet und nimmt eine groe Anzahl von Partikeln und Erythrozyten auf. In dieser Phase der
Infektion beginnen die F4/80" Makrophagen der roten Pulpa in die weie Pulpa einzuwandern, und
es lassen sich keine ER-TR9" Marginalzonenmakrophagen (MZM) mehr nachweisen. Die
Marginalzone der Milz 16st sich wéhrend einer Infektion mit Plasmodium chabaudi auf. In der
spiten Prikrise werden die filtrierenden Bereiche der Milz verschlossen, so daBl praktisch keine
Mikropartikel bzw. Erythrozyten mehr aufgenommen werden. Bei Lymphotoxin B Rezeptor /
(LTBR'/ )-Maiusen fehlen alle Zellpopulationen der marginalen Zone, und die Aufnahme ist stark
beeintrichtigt. Bei TNFRI”- und TNFo”-Miusen ist die Struktur der Marginalzone nur leicht
desorganisiert, und die Aufnahme bleibt unverdndert. Wahrend der Infektion mit Plasmodium
chabaudi zeigt sich bei LTBR”"-Mausen keine und bei TNFRI”-Miusen eine verminderte Abnahme
in der Filtrationskapazitit. Dies deutet darauf hin, da sowohl LTBR- als auch TNFRI-abhingige
Signalwege, sowie die TNFa-Konzentration, beim malariainduzierten SchlieBen der Milz beteiligt
sind.

Testosteron hat bei C57BL/6-Méusen keinen EinfluB auf die Zunahme von
Lymphozytenpopulationen der Milz, die Zellmigration dieser Lymphozytenpopulationen oder die
Filtrationskapazitit, obgleich es den Phénotyp von Resistenz zu Suszeptibilitit konvertiert.

Das malariainduzierte VerschlieBen der Milz beginnt vor dem Parasitimiemaximum und bleibt
wiahrend der gesamten Krisephase bestehen, wenn die infizierten Erythrozyten massiv zerstort
werden. Daraus 14t sich schlieBen, (i) da} die Anti-Malaria Effektorfunktion der Milz wéhrend der
Krise nicht in der Phagozytose von infizierten Erythrozyten bestehen kann, und (ii) daB das
hochentwickelte Sequestrierungssystem der Plasmodium Parasiten nicht entwickelt wurde, um der
Entfernung durch die Milz zu entgehen.
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