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Kurzreferat

Neutrophile Granulozyten gehdren als Teil der angeborenen Immunantwort zu den
ersten Immunzellen, die an Infektionsorte rekrutiert werden, wo sie Krankheitserreger
durch Phagozytose und zytotoxische Mechanismen bekdmpfen kénnen. Intrazellulare
Krankheitserreger wie Leishmania major kdnnen Neutrophile benutzen, um eine
effiziente Infektion zu etablieren. Doch die dynamischen Interaktionen der Neutrophilen
mit dem Erreger und anderen Immunzellen am Infektionsort sind nur unvollstandig
verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurden genetisch veranderte Mause des
»Catchup-Modells“ verwendet, um die Rolle von Ly6G im Kontext der Infektion mit
L. major zu untersuchen. Ly6G ist ein Marker flr Neutrophile in der Maus, ein Homolog
des menschlichen CD177-Molekiils und interagiert nachweislich mit Zelladhéasions-
molekllen. Durchflusszytometrische Analysen konnten zeigen, dass eine Ly6G-
Defizienz die initiale Infektionsrate von Neutrophilen, die an den Infektionsort rekrutiert
wurden, verringert. Obwohl die Aufnahme von L. major durch anschlieRend rekrutierte
Monozyten eng mit der gleichzeitigen Aufnahme von Neutrophilenmaterial verbunden
war, wurde dieser Prozess nicht von einer Ly6G-Defizienz der Neutrophilen beeinflusst.
Stattdessen wurde mittels intravitaler Zweiphotonenmikroskopie beobachtet, dass
Ly6G-defiziente Neutrophile mit einer anfanglich verzdgerten Rekrutierungskinetik am
Infektionsort eintrafen. Da Neutrophile befahigt sind, effizient Infektionsorte zu
erreichen, wird aus diesen Erkenntnissen geschlossen, dass Ly6G insbesondere die

frihe Bek&mpfung von Pathogenen durch das Immunsystem beeinflussen kann.

SchlUsselworter
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EINFUHRUNG

1 Einfuhrung

1.1 Das Immunsystem

Um sich vor Infektionen und Fremdstoffen zu schitzen, besitzt der menschliche Kérper ein
komplexes System aus Immunzellen, Signalstoffen, Proteinen und Antikdrpern (AK), die im
Gewebe miteinander interagieren und letztlich dazu beitragen, dass eine wirkungsvolle
Immunantwort mit anschlieRendem Heilungsprozess ausgeldst wird. Krankheitserreger, auch
Pathogene genannt, wie Bakterien, Viren, Prionen, Pilze, Wirmer oder Protozoen, kénnen
Infektionskrankheiten hervorrufen und unterschiedliche Immunreaktionen des Korpers
auslosen. Aber auch koérpereigene, schadigende oder funktionslose Zellen missen erkannt

und beseitigt werden, um die Gesundheit zu wahren (Rink et al. 2015).

1.1.1 Angeborene Immunantwort

Das menschliche Immunsystem lasst sich funktionell in ein angeborenes (unspezifisches) und
ein adaptives (spezifisches) Immunsystem unterteilen. Bei Uberwindung der &uReren
Schutzmechanismen durch Pathogene zu denen neben der Haut und Schleimhaut auch
Enzyme, geldst in Korpersekreten mit antibakteriellen Eigenschaften gehoéren, stellt die
angeborene Immunantwort die erste Verteidigungslinie des Koérpers dar. Nach dem
Erstkontakt lokaler Immunzellen mit dem eindringenden Pathogen erfolgt die Einwanderung
weiterer Immunzellen wie den neutrophilen Granulozyten (im weiteren Text auch als
.Neutrophile“ bezeichnet), die als erste Zellpopulation an den Infektionsort rekrutiert werden
(vgl. 1.2). Zur zellularen Immunantwort gehéren neben den Neutrophilen aber auch die
darauffolgend rekrutierten Monozyten, die im Gewebe zu dendritischen Zellen (DZ) und
Makrophagen (M®) heranreifen sowie 2 weitere Arten von Granulozyten, Mastzellen und

naturliche Killerzellen (NK-Zellen).

Neben den zellularen Bestandteilen ist auch die humorale Immunantwort, bestehend aus
I6slichen Faktoren, essentiell fiir das angeborene Immunsystem. Das Komplementsystem ist
nach kaskadenartiger Aktivierung seiner gelésten proteinogenen Bestandteile in der Lage, die
Erreger zur Aufnahme durch Immunzellen zu markieren (Opsonisierung), sie direkt zu
bekampfen oder die Entziindungsreaktion weiter zu verstarken (Murphy et al. 2012). Die
Kommunikation und Interaktion von Immunzellen wird durch Iésliche Botenstoffe, die Zytokine,
gewahrleistet. Eine Untergruppe sind die Chemokine, sezernierte Proteine, die Zellen aus
BlutgefalRen in das infizierte Gewebe locken (Medzhitov 2008). In der Leber synthetisierte
Akute-Phase-Proteine kdnnen dem Immunsystem helfen, die Entzindungsreaktion zu

lokalisieren.

Ein wichtiger Mechanismus zur Pathogenentfernung ist die Phagozytose durch Neutrophile,

M® oder DZ. Sie sind in der Lage, Pathogene Uber spezifische molekulare Muster (PAMPs,
1



EINFUHRUNG

engl. pathogen-associated molecular patterns) in Form von Proteinen, Kohlenhydraten,
Lipiden oder Nucleinsauren Uber ihre Mustererkennungsrezeptoren, die PRRs (engl. pattern
recognition receptors), auf ihrer Oberflache zu erkennen (Janeway und Medzhitov 2002). Dies
fuhrt zu ihrer Aktivierung und zu einer gesteigerten Phagozytose. Dabei wird das Pathogen
von der Membran des Phagozyten unter Ausbildung von Pseudopodien umschlossen und in
ein Vesikel aufgenommen, das man als Phagosom bezeichnet. Pathogene kdnnen in M® und
in Neutrophilen durch ihre Granula mit mikrobiziden Substanzen oder mithilfe der Lysosomen
zerstort werden. Die intrazellulare Abtétung von Mikroorganismen gelingt au3erdem mithilfe
von reaktiven Sauerstoff- (engl. reactive oxygen species, ROS) und seltener Stickstoffspezies
(engl. reactive nitrogen species, RNS) (vgl. 1.2). Die Prozesse zur Entstehung der reaktiven
Substanzen werden auch als ,oxidative burst* bezeichnet (Freitas et al. 2009). M® spielen
eine wichtige Rolle bei der Etablierung einer akuten Entziindungsreaktion, indem sie proin-
flammatorische Zytokine wie TNF-qa, IL-1p und IL-6 produzieren und somit weitere Effektor-
zellen mobilisieren und aktivieren (Medzhitov 2008). IL-1p ist ein Zytokin, dessen Freisetzung
nach Aktivierung der NOD-like-Rezeptoren, eine Klasse der PRRs, durch einen Multi-
Proteinkomplex, das Inflammasom, gesteuert wird (Mariathasan und Monack 2007). NK-Zellen
konnen Tumor- oder virusinfizierte Zellen abtoten, die durch fehlende Expression spezieller
Membranglykoproteine, den MHC-Klasse-I-Molekilen (engl. major histocompatibility complex,

MHC), nicht von CD8*-T-Zellen erkannt und abgetttet werden kénnen.

1.1.2 Adaptive Immunantwort

Die Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem bilden DZ, die
Pathogene im Gewebe aufnehmen, ihre Antigene prozessieren und sie anschlieRend auf ihrer
Oberflache prasentieren. Diese wandern Uber LymphgefdRe in das néachste periphere

lymphatische Gewebe (z. B. in Lymphknoten), wo sie die adaptive Immunantwort ausldsen.

Zu den antigenprasentierenden Zellen (APZ) gehodren neben den DZ auch M® und
B-Lymphozyten (im weiteren Text auch als ,B-Zellen“ bezeichnet). Die Antigene werden tber
MHC-Molekiille prasentiert und Uber den T-Zell-Rezeptor durch naive T-Lymphozyten (im
weiteren Text auch als ,T-Zellen® bezeichnet) erkannt, die die zellvermittelte adaptive
Immunantwort vermitteln. So werden deren Aktivierung und Differenzierung zu Effektor-T-
Zellen gewahrleistet (Vollmar et al. 2013). Die MHC-Klasse-I-Molekile kommen auf allen
kernhaltigen Korperzellen vor und werden von zytotoxischen CD8"-T-Zellen erkannt, welche
der Abt6tung vireninfizierter oder maligne veranderter Zellen dienen. MHC-Klasse-II-Molekiile,
die nur auf APZ vorkommen, werden durch CD4*-T-Helferzellen erkannt. Diese entwickeln
sich nach ihrer Aktivierung zu Twl-, Tu2-, Tul7-Zellen, follikularen T-Zellen (Tes) und
regulatorischen T-Zellen (Twg) und koordinieren die Immunantwort Gber Zytokine. Naive

B-Zellen werden durch Tnl-/Th2-/Ten-Zellen aktiviert und differenzieren sich zu AK-

2



EINFUHRUNG

produzierenden Plasmazellen und vermitteln so die humorale Immunitat. Die AK und Effektor-
T-Zellen verlassen das periphere lymphatische Gewebe und gelangen Uber das Blut in das
entzindete Gewebe (Rink et al. 2015) (vgl. Abbildung 1).

Antigen dringt
in Kbrper ein

Afferentes Lymphgefal

Antigenprasentation

fuhrt zur T-Zell-
Naive Aktivierung
B-Zelle

Antigenkontakt fuhrt zur @
Aktivierung der DZ
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von Zytokinen und
anderen Mediatoren

-

Gewebe

NK-Zelle

Monozyt
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lutgefaB

:
|
:
:
:
|
:
1
:
:
|
:
:
:
b
:
:
1
)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ausldsung einer adaptiven Immunantwort im Lymphknoten.
Wenn Krankheitserreger und deren Antigene (Ag) in den Korper eindringen, nehmen dendritische Zellen (DZ) diese
durch rezeptorvermittelte Phagozytose auf und werden aktiviert. Nach Wanderung in peripheres lymphatisches
Gewebe, z. B. einen Lymphknoten (gelb dargestellt), werden durch Antigenpréasentation der DZ naive T-Zellen
aktiviert, was zur Proliferation und Differenzierung zu Effektor-T-Zellen fuhrt. Nach Interaktionen der T- und
B-Zellen werden naive B-Zellen aktiviert und reifen zu Antikdrper (AK)-produzierenden Plasmazellen heran. AK
und Effektor-T-Zellen gelangen uber Lymphe ins Blut und wandern gemeinsam mit anderen rekrutierten
Immunzellen wie neutrophilen Granulozyten (NG), Monozyten, DZ, M® oder NK-Zellen, geleitet durch Chemokine,
Zytokine oder andere Mediatoren an die urspringliche Infektionsstelle zur Bekampfung des eindringenden
Mikroorganismus.

Quelle: In Anlehnung an Rink et al. 2015, S. 11, einzelne Abbildungsbestandteile mit freundlicher Genehmigung
von Dr. rer. nat. Elena A. Seif3 Gbernommen, die urspringlich von ihr am Institut fir Molekulare und Klinische

Immunologie in Magdeburg entworfen wurden.

Wahrend die Reaktionszeit der adaptiven Immunantwort wesentlich langer gegentber der
angeboren Immunantwort ist, zeichnet sie die Bildung eines ,immunologischen
Gedachtnisses” aus, das schnellere und effektivere Immunantworten bei erneuter Exposition
mit dem gleichen Pathogen auslésen kann (Farber et al. 2016).
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1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten bilden mit ihrem Anteil von 50-70 % den gréf3ten Anteil an den
Leukozyten im Blut und sind darauf spezialisiert, Pathogene oder apoptotische Zellen zu
entfernen. Sie zirkulieren in Blutgefaf3en und wandern im Falle von Entziindungsreaktionen
durch Chemokine und proinflammatorische Zytokine geleitet in das entsprechende Gewebe
aus, um die Mikroben durch verschiedene Mechanismen unschadlich zu machen. Neutrophile
werden als erste Zellen, als Teil der angeborenen Immunabwehr (vgl. 1.1.1), an Infektionsorte
rekrutiert (Kobayashi und DelLeo 2009).

Damit Neutrophile infiziertes Gewebe erreichen kdnnen, mussen sie Blutgefal3e verlassen. Die
Extravasation wird Uber eine Reihe von Zelladhdsionsmolekiilen sowie Chemokinen gesteuert.
Zytokin-vermittelt exprimieren die Endothelzellen der Blutgefalie vermehrt P- und E-Selektine,
die von Neutrophilen tber ihren PSGL-1-Rezeptor gebunden werden und ein ,Rollen® entlang
der GefaBwand ermdglichen (Ley et al. 2007; McEver und Cummings 1997). Ihre Adh&sion
am Gefallendothel wird weiter Uber Chemokin-Rezeptorbindung verstarkt, was zu einer
Verstarkung ihrer Integrinaffinitat, speziell von LFA-1 und Mac-1, fuhrt (Kuwano et al. 2010;
Massena et al. 2010; Blanks et al. 1998). Neben der Adhasion der Neutrophilen tber ihre 3-2-
Integrine  LFA-1 und Mac-1 triggern Chemokine auch ihre sich anschliel3ende
Durchwanderung durch das GefalRendothel durch Interaktionen mit ICAM-1, ICAM-2, JAM,
PECAM-1 und CD99 (Huang et al. 2006; Shaw et al. 2004; Kourtzelis et al. 2017). Nach Eintritt
in das Gewebe bewegen sich Neutrophile entlang des Konzentrationsgradienten der
Chemokine oder erkennen pathogenassoziierte Signale, um das entziindete Gewebe optimal
zu erreichen (McDonald et al. 2010; Sarris et al. 2012; Peters et al. 2008; Liese et al. 2013).
Neutrophile zeigen dabei ein Uber Zweiphotonenmikroskopie sichtbares, extrem koordiniertes
Schwarmverhalten, was nach anfanglicher Chemotaxis lokaler Neutrophiler weiter durch
Chemotaxis entfernterer interstitieller Neutrophiler verstarkt wird und letztlich zur Ansammliung
vieler Neutrophiler fuhrt in dessen Verband sie sich mit gleichen Bewegungsrichtungen z. B.
zu Infektionsorten hinbewegen (Kreisel et al. 2010; Ng et al. 2011). Lammermann et al.
machten die Beobachtung, dass Leukotrien B4 als Signalprotein wichtig fir die
Kommunikation der Neutrophilen untereinander ist sowie eine verstarkte Rekrutierung weiterer
Neutrophiler bewirkt. Wahrend die Fortbewegung im interstitiellen Raum tber weitere Strecken
integrinunabhangig zu sein scheint (Lammermann et al. 2008), sind Integrine laut
Lammermann et al. an der lokalen Akkumulation der Neutrophilen am Infektionsort beteiligt

(La&mmermann et al. 2013).

Ausgereifte Neutrophile bestehen aus einem segmentierten Kern sowie der namensgebenden
Granula. Die primare, ,azurophile“ Granula enthalt Myeloperoxidase, Proteasen und

antimikrobielle Proteine wie Defensine zur direkten Abtétung der Mikroorganismen wahrend
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die ,spezifische®, sekundare Granula Enzyme wie Laktoferrin, Lysozym, Proteine fir den
NADPH-Oxidase-Komplex sowie 3-2-Integrine enthalt (Borregaard et al. 1983; Sengelgv et al.
1993; Nauseef 2007). Detektiert ein Neutrophiler eine Mikrobe, wird diese phagozytiert und
anschlieend durch Freisetzung seiner Granula sowie der Produktion von ROS kontrolliert
(vgl. 1.1.1, Abbildung 2 A). Dartber hinaus konnen Neutrophile Mikroben mithilfe von
Netzwerken extrazellularer Fasern, bestehend aus DNA und antimikrobiellen Proteinen, der
sogenannten NETose (engl. neutrophil extracellular traps), bekampfen (Brinkmann et al. 2004)
(Abbildung 2 B).

A B

speziﬁscé@

Granula

azurophile
Granula

12e~

Phagosom /
NADPH
Mikiobe="" p&"

Zytosol

Zellkern
Abbildung 2: Abtdétung von Mikroben durch Neutrophile.

(A) Nach Erkennung der mittels Komplement oder AK opsonisierten Mikrobe tber den Komplementrezeptor (KR)
oder Uber den Fc-Rezeptor (FcR) erfolgt ihre Aufnahme in Neutrophile unter Ausbildung eines Phagosoms. Die
Phagozytose triggert die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species; ROS) zur
intrazellularen Abtotung der Mikrobe. Dabei katalysiert die NADPH-Oxidase (rot dargestellt) die Ubertragung von
Elektronen von NADPH auf Sauerstoff, wodurch hochreaktive Superoxidradikale (O2°) entstehen, die als
Ausgangspunkt weiterer, sekundéarer ROS dienen (nicht dargestellt). Darliber hinaus besitzen Neutrophile ihre
namensgebenden, im Zytoplasma gespeicherten ,azurophilen® und ,spezifischen“ Granula, deren mikrobizide
Proteine nach ihrer Freisetzung ins Phagosom die Mikrobe abttten kénnen. (B) Darstellung der NETose.

Quelle: In Anlehnung an Kobayashi und DelLeo 2009, S. 315, einzelne Abbildungsbestandteile mit freundlicher
Genehmigung von Cora Schwendele ibernommen, die urspringlich von ihr am Institut fir Molekulare und Klinische

Immunologie in Magdeburg entworfen wurden.

Neben der primaren Funktion der Neutrophilen, das Abtoten von eingedrungenen Pathogenen,
spielen sie auch eine entscheidende Rolle in der Immunregulation durch ihre Moéglichkeit zur
Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (Murphy et al. 2012; Tecchio et al.
2014). Die essentielle Funktion der Neutrophilen in der Bek&mpfung eindringender
Mikroorganismen wird bei Patient:innen deutlich, die zu wenige oder defekte Neutrophile

5
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aufweisen und schwere Infektionsverlaufe erleiden (Dinauer 2007; Burke und Lopez 2017).
Neben ihrer protektiven Verteidigungsfunktion kénnen sie aber auch bei Uberaktivierung zu
verstarkten pathologischen Entziindungsreaktionen z. B. im Rahmen von Schlaganféllen oder
diversen Dermatosen fuhren (Marzano et al. 2019; Neumann et al. 2015). Noch heute sind
Aspekte ihres Verhaltens und ihrer Rolle in pathologischen Prozessen nicht ausreichend

erforscht.

1.3 Ly6G

Ly6G (engl. lymphocyte antigen 6 complex, locus G) ist ein spezifisch von Granulozyten
exprimiertes Oberflachenprotein, das durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker in der
Zellmembran muriner Neutrophiler befestigt ist und zur Ly6/uPAR (engl. lymphocyte antigen
6/urokinase-type plasminogen activator receptor)-Familie gehort, die tber eine LU-Doméane
(engl. LU = lymphocyte antigen 6/urokinase-type plasminogen activator receptor) verfugt (Lee
et al. 2013). Auch eosinophile Granulozyten kdnnen Ly6G exprimieren (Percopo et al. 2017).
Es handelt sich um ein etwa 25 kDa schweres Protein, fir das bisher kein Ligand gefunden

worden ist und dessen Funktion nicht abschlieRend geklart ist.

Das Oberflachenprotein CD117, das ebenfalls der Ly6/uPAR-Familie angehdrt, wird sowohl
von murinen als auch von humanen Neutrophilen exprimiert (Stroncek 2007). CD117 zeigt
molekulare Assoziationen mit B-2-Integrinen, geht heterophile Bindungen mit PECAM-1 ein
und gegen CD117 gerichtete AK verhindern die transendotheliale Neutrophilenmigration
(Sachs et al. 2007; Jerke et al. 2011; Bai et al. 2017). CD117-Knock-out-Mause zeigen weniger
Neutrophile im peripheren Blut sowie geringere Akkumulationen ihrer Neutrophilen bei
Hautinfektionen mit Staphylococcus aureus (S. aureus) (Xie et al. 2015). Die funktionellen
Gemeinsamkeiten von CD177 und murin exprimiertem Ly6G sind jedoch nicht abschlieRend
geklart.

In tierexperimentellen Arthritis- und Peritonitismodellen konnte bei Behandlung mit Ly6G-AK
eine abgeschwachte Entzindungsaktivitat und eine verminderte Rekrutierung von
Neutrophilen beschrieben werden (Wang et al. 2012). Weiter wurde nachgewiesen, dass der
Ly6G-AK eine LTB4-induzierte Migration der Neutrophilen inhibiert. Auch hier konnte eine
Kolokalisierung von Ly6G und B-2-Integrinen konfokalmikroskopisch nachgewiesen werden.
Die Expression der B-2-Integrine verringerte sich nach Zugabe eines Ly6G-AK. Daher gehen
Wang et al. davon aus, dass die Rekrutierung von Neutrophilen B-2-Integrin-abhangig erfolgt
(Wang et al. 2012). Die Begriindung der durch B-2-Integrine verminderten Rekrutierung von
Neutrophilen wurde von den Wissenschaftlern Yipp und Kubes stark angezweifelt (Yipp und
Kubes 2013). Sie konnten in in-vivo-Experimenten in infiziertem Gewebe mit S. aureus keine
unterschiedliche Rekrutierung von Neutrophilen nach Behandlung mit Ly6G- und Gr-1-AK

nachweisen. Peter Nigrovic sieht in den Daten von Yipp und Kubes keinen Widerspruch zu
6
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seinen eigenen (Wang et al. 2012), sondern vielmehr eine erganzende Beobachtung. Er
begriindet die abweichenden Beobachtungen durch die unterschiedliche Abhangigkeit der
Sighalwege von B-2-Integrinen, da bei Yipp und Kubes ein anderes tierexperimentelles Modell
verwendet wurde (Nigrovic 2013). Ly6G-AK scheinen selektiv nur p-2-Integrin-vermittelte und
nicht p-2-Integrin-unabhangige Migration von Neutrophilen zu inhibieren (Cunin et al. 2019).
Diese B-2-Integrin-Abhéangigkeit scheint spezifisch vom Erreger abzuhangen und variiert mit
dem Entziindungsort im Gewebe. Wahrend diese Studien meist diverse Ly6G-AK verwendet
haben, zeigen genetisch veranderte, Ly6G-defiziente Mause des ,Catchup-Modells” (2.1.5.1)
unverandertes Migrationsverhalten ihrer Neutrophilen sowonhl in vitro als auch in vivo in sterilen
Entziindungsmodellen sowie Infektionsmodellen mit Aspergillus fumigatus (Hasenberg et al.
2015). Integrine Gbernehmen multiple Funktionen und B-2-Integrine kdnnen die Erkennung
und Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen férdern (Kourtzelis et al. 2017). Durch die
beschriebene Kolokalisierung von Ly6G und B-2-Integrinen wird in dieser Arbeit daher auch

untersucht, ob sich eine Ly6G-Defizienz auf die Efferozytose von Neutrophilen auswirkt.

1.4 Leishmania major

1.4.1 Erreger und Entwicklung

Fir das Infektionsmodell wird in dieser Arbeit der obligat intrazellulare protozoische Parasit
Leishmania major (L. major) verwendet. Dieser ist eine von uber 20 pathogenen Arten der
Gattung Leishmania (im weiteren Text als ,L.“ abgekirzt), die zur Familie der Trypano-
somatidae gehort (WHO 2022, 2010).

Die Einteilung der Leishmanienarten kann nach geografischem Vorkommen oder nach dem
durch sie ausgeldsten Krankheitsbild, der kutanen, der mukokutanen und der viszeralen
Leishmaniose erfolgen (DTG 2010). Zur besseren Ubersicht wird hier auf die Darstellung nach

geografischer Verbreitung verzichtet und lediglich eine Auswahl abgebildet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht {iber die unterschiedlichen krankheitsauslésenden Arten der Gattung Leishmania.

Krankheitsbild Arten

Kutane Leishmaniose L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. infantum,
L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis,

L. guyanensis, L. panamensis

Mukokutane Leishmaniose L. braziliensis, L. panamensis

Viszerale Leishmaniose L. donovani, L. infantum

Quelle: In Anlehnung an WHO 2010, S. 7.
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Als Vektor dient die weibliche Sandmiicke der Gattung Phlebotomus oder Lutzomyia. Diese
kann nach einer Blutmabhlzeit eines infizierten Wirbeltiers oder Menschen die amastigote Form
der Leishmanien (im weiteren Text als ,Amastigoten® bezeichnet) entweder frei oder in
Phagozyten vorkommend aufnehmen. Die Amastigoten besitzen kein Flagellum und
differenzieren sich vermutlich getriggert durch den pH- und den Temperaturabfall im
Mitteldarm der Sandmiuicke zur promastigoten Form der Leishmanien (im weiteren Text als
.,Promastigoten bezeichnet) (Kamhawi 2006; Zakai et al. 1998). Dabei durchlaufen die
flagellierten Promastigoten das prozyklische, das nectomonade, das leptomonade, das
haptomonade und das infektiose metazyklische Entwicklungsstadium, was als Metacyclo-
genese bezeichnet wird (Rogers et al. 2002). Die Promastigoten produzieren im Darm der
weiblichen Sandmiicke das PSG (engl. promastigote secretory gel), ein muzinartiges Gel, das
hauptséchlich aus fadenférmigen Proteophosphoglykanen besteht und eine Blockierung des
Vorderdarms und vorderen Mitteldarms bedingt (Rogers et al. 2002; Stierhof et al. 1999).
Wenn die weibliche infizierte Sandmicke eine Blutmahlzeit aufsaugen méchte, muss sie
zuerst das PSG zusammen mit den darin enthaltenen Promastigoten und weiteren
Speichelbestandteilen hervorwiirgen, um die Blutpassage im Anschluss gewéhrleisten zu
konnen (Abbildung 3) (Rogers et al. 2004; Bates 2007). Im PSG-Pfropfen kdnnen neben den
infektiosen metazyklischen Promastigoten hauptséchlich leptomonade Promastigoten
gefunden werden, sodass man vermutet, dass die Produktion des PSG hauptsachlich von
ihnen ausgeht (Rogers et al. 2002). Die Speichelbestandteile der Sandmiucke fuhren durch
Immunmodulation zu einer héheren Infektiositat sowie zu grof3eren chronischen Lasionen bei
kutaner Leishmaniose (Titus und Ribeiro 1988; Ribeiro 1989; Rohousova und Volf 2006).

7

PSG-Pfropfen

Abbildung 3: Sagittalschnitt einer weiblichen Sandmuicke mit Darstellung des PSG.

Der PSG-Pfropfen befindet sich im Vorderdarm und vorderem Mitteldarm. Dieser wird zusammen mit den
Promastigoten sowie weiteren Speichelbestandteilen beim Stich durch die Sandmiicke in das Wirbeltier oder den
Menschen regurgitiert (1), bevor die Sandmiicke die Blutmahlzeit aufsaugen kann (2).

Quelle: In Anlehnung an Bates 2007, S. 1102.
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Abbildung 4 stellt den Lebenszyklus der Leishmanien dar. Nachdem die metazyklischen
Promastigoten Uber den Stich einer infizierten weiblichen Sandmicke in das Blut des
Menschen gelangen, fungiert dieser als Zwischenwirt. Die Leishmanien werden durch M®
oder DZ phagozytiert, entwickeln sich in ihnen zu Amastigoten und replizieren sich. In einer
Untergruppe, den CD11c-exprimierenden Ly6C*CCR2* Monozyten, findet nach der Aufnahme
der Leishmanien ihre effizienteste intrazellulare Vermehrung statt (Heyde et al. 2018).
Befinden sich zu viele Amastigoten in den Phagozyten, fuhrt dies zu ihrer Zerstérung und zur

Freisetzung der Amastigoten in das Blut, durch das sie weitere Phagozyten infizieren kénnen.
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Abbildung 4 Lebenszyklus der Leishmanien.

53,

Als Vektor und Endwirt fungiert die weibliche Sandmucke der Gattung Phlebotomus oder Lutzomyia. Hier wird
schematisch der Mensch als Zwischenwirt fiir die Leishmanien dargestellt.

Quelle: In Anlehnung an Kaye und Scott 2011, S. 605, menschliche Darstellung von ,Own alterations and
File:SVG_Human_With_All_Organs.svg by Madhero88*, lizenziert unter CcC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=110195561, Titel: ,A simple human body silhouette”.
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Der Lebenszyklus der Leishmanien schlief3t sich, wenn die Sandmiicke, der Endwirt, Blut von
einem infizierten Menschen aufsaugt und durch das Blut auch freie Amastigoten mit aufnimmt
(Kaye und Scott 2011).

1.4.2 Krankheitsbild der Leishmaniose

Das durch diese Protozoen ausgeloste Krankheitshild wird als Leishmaniose bezeichnet.
Abhangig von der Leishmanienart sowie der Immunreaktion des Wirtes variieren klinische
Verlaufe stark (Rossi und Fasel 2018; Ameen 2010; Kaye und Scott 2011). Wie in 1.4.1
erwahnt, unterscheidet sich die klinische Manifestation in die folgenden drei Hauptformen: die
kutane, die mukokutane und die viszerale Leishmaniose, wovon die letztgenannte
unbehandelt meist todlich verlauft. Laut der Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health
Organization; WHO) stellt die haufigste Verlaufsform die kutane Leishmaniose (KL) dar. Die
verursachten Hautldsionen an exponierten Kérperstellen sind meist selbstlimitierend, kénnen
jedoch unter entstellender Narbenbildung abheilen, was nicht selten zu Stigmatisierungen
fuhrt. Die KL tritt bevorzugt in Mittel- und Stidamerika, im Mittelmeerraum, im Nahen Osten, in
Afrika und in Sudwestasien auf. Weltweit werden etwa 1 Million neue Falle der KL jahrlich

registriert, was die globale Bedeutsamkeit des Krankheitsbildes unterstreicht (WHO 2022).

In einigen Fallen der Leishmaniose ist eine systemische Therapie erforderlich, jedoch sind die
Therapiemdglichkeiten derzeit begrenzt. Resistenzbildung sowie toxische Nebenwirkungen
derzeit etablierter medikamenttser Therapien stellen Hindernisse bei der Bekampfung der
Leishmaniose dar (Bekhit et al. 2018). Bislang nicht erfolgreich ist die Entwicklung eines
sicheren und effektiv vor der Infektion schitzenden Impfstoffs, was eine Losung dieser
Probleme darstellen kdnnte (Singh und Sundar 2012; Costa et al. 2011). Der Ansatz scheint
jedoch vielversprechend zu sein und ist Gegenstand aktueller Forschung (Iborra et al. 2018).

1.4.3 Immunreaktion

Da in dieser Arbeit der Parasit L. major verwendet wird, wird im Folgenden bevorzugt die
Immunantwort des Korpers im Rahmen der KL sowie eine Auswahl an Mechanismen, durch
die Leishmanien in der Lage sind die Immunantwort zu modifizieren, dargestellt. MalRgebend
fur die Immunantwort und das klinische Spektrum der Leishmaniose sind einerseits die
infizierende Leishmanienart und andererseits der Immunstatus des Wirtes. In Neutrophile, DZ
und M® konnen die Parasiten eindringen und persistieren. Die hauptsachlichen
Totungsmechanismen des angeborenen Immunsystems gegen die intrazellularen
Leishmanien sind die Produktion von ROS und RNS in Phagozyten, auf die Leishmanien
mithilfe ihrer Virulenzfaktoren Einfluss nehmen kdnnen. Um eine Leishmanieninfektion
wirksam kontrollieren zu kénnen, ist ein Zusammenspiel der primdren angeborenen
Immunantwort sowie der sich anschlieBenden adaptiven Immunantwort essentiell. Das

Gleichgewicht zwischen aktivierenden, proinflammatorischen Zytokinen durch Twl- und
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NK-Zellen und deaktivierenden, antiinflammatorischen Zytokinen durch Tu2- und Tig-Zellen
bestimmt den klinischen Verlauf (Dubie und Mohammed 2020).

Die KL scheint in zwei Phasen zu verlaufen: die erste, 4-5-wdchige ,stille Phase,
charakterisiert durch hohe Pathogeninfektionszahlen aufgrund vermuteter fehlender Kontrolle
durch die angeborene Immunantwort und die zweite ,immune® Phase, in der Pathogene
abgetdtet und Hautlasionen sichtbar werden (Belkaid et al. 2000). Das losliche
Komplementsystem kann neben seiner Funktion der Opsonisierung auch zur direkten
Abt6tung der Parasiten beitragen und nach seiner Aktivierung mehr als 90 % der Parasiten
zerstodren (Mosser und Edelson 1984; Dominguez et al. 2002; Elmahallawy et al. 2021). Die
verbleibenden Parasiten sind dennoch fahig, eine potente Infektion auszulésen. Mittels
Zweiphotonenmikroskopie konnte gezeigt werden, wie nach der Infektion mit L. major
Neutrophile als erste Immunzellen an den Infektionsort rekrutiert werden und die Leishmanien
phagozytieren (Peters et al. 2008). Leishmanien kénnen im Inneren der Neutrophilen jedoch
vital bleiben und Uber verschiede Pathogenitatsfaktoren die Infektion von dort aus effizient
steuern (Hurrell et al. 2015) (vgl. 1.4.4).

Infizierte Neutrophile sezernieren das Chemokin MIP-1B (synonym fur CCL4), was zur
Rekrutierung von M® fihrt (van Zandbergen et al. 2004), sowie das CCL3, was die
nachfolgende Rekrutierung der DZ bewirkt (Charmoy et al. 2010). Die aus Monozyten
entstandenen DZ- und M®-ahnlichen Phagozyten gehéren zu den primaren Wirtszellen der
Leishmanien am Infektionsort. Der Eintritt gelingt, wenn mit Leishmanien infizierte Neutrophile
Apoptosemarker exprimieren und daraufhin durch DZ und M® phagozytiert werden. Die
Phagozytose der infizierten, apoptotischen Neutrophilen durch M® flihrt einerseits dazu, dass
die M® nicht in direkten Kontakt mit den Leishmanien kommen, sodass ihre Aktivierung
ausbleibt und andererseits wird ihre Funktion der Immunregulation mittels Zytokinproduktion
durch die Aufnahme apoptotischen Materials unterdriickt (van Zandbergen et al. 2004). Die
unentdeckte Aufnahme der Leishmanien innerhalb der Neutrophilen durch ihre primaren
Wirtszellen, die M®, wird daher auch als ,stille Phagozytose“ bezeichnet. M® sezernieren
daraufhin antiinflammatorisches TGF-f3 anstelle des proinflammatorischen Zytokine IL-1 oder
TNF-a (Fadok et al. 1998; Savill et al. 1989). Ein Virulenzfaktor der Leishmanien ist die
Metalloprotease Glykoprotein 63, die ihnen hilft, die mikrobiziden Mechanismen der M® zu
Uberwinden (Olivier et al. 2012). Mit Leishmanien infizierte Neutrophile werden durch
Exprimierung von Apoptosemarkern auch durch DZ phagozytiert, was die Aktivitdt der DZ

reduziert (Ribeiro-Gomes et al. 2012).

Der Kklinische Verlauf der KL ist stark abhangig von der Interaktion der APZ mit den
Leishmanien und der daraufhin ausgelésten adaptiven Immunantwort. Da eine

Infektionskontrolle im Rahmen der KL nur Uber eine Tnl-Zell-Immunantwort gewahrleistet
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werden kann, muss diese ausgeldst und verhindert werden, dass IL-4-vermittelt die Tu2-Zell-
Immunantwort dominiert, die zu schweren Infektionsverlaufen bei Mausen fiihren kann (Scott
et al. 1988; Heinzel et al. 1989; Scott und Novais 2016; Chatelain et al. 1992). Nach
Antigenprasentation der DZ im Lymphknoten differenzieren sich naive T-Zellen unter IL-12-
Stimulation durch die DZ zu CD4"-Tyl-Zellen. Die Tul-Zellen wandern im Anschluss in
infiziertes Gewebe und verstarken nach Antigenerkennung tber MHC-II-Molekule Uber die
Produktion von Interferon-y (IFN-y) die Phagozytose der Erreger sowie die Produktion von
RNS durch Aktivierung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) in Phagozyten
(Miller et al. 2012; Filipe-Santos et al. 2009; Evans et al. 1993) (Abbildung 5). Uber in-vivo-
Proliferationsreportersysteme konnte gezeigt werden, dass RNS nicht zur direkten Abtétung
der Pathogene fuhren, sondern Uber Reduzierung der Stoffwechselaktivitat von L. major zur
Kontrolle der Infektion beitragen (Muller et al. 2013).

Die geminderte Aktivitat der DZ nach Phagozytose der apoptotischen, mit Leishmanien
infizierten Neutrophilen fuhrt zu verminderter Antigenprasentation durch die DZ und somit zur
eingeschrankten Ausbildung einer protektiven Tpl-Zell-immunantwort sowie fehlender
Aktivierung von CD8*-Zellen (Ribeiro-Gomes et al. 2012; Ribeiro-Gomes et al. 2015). Obwohl
CD8*-T-Zellen durch Lyse infizierter oder entarteter Zellen protektive Funktionen
zugesprochen werden, ist ihre Rolle im Rahmen der KL Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Wahrend eine starke Aktivierung der CD8*-T-Zellen mit schwierigen
Krankheitsverlaufen aufgrund ihrer zytolytischen Aktivitat einhergeht, konnten Infektionen mit
L. major in M&usen erst durch ihre IFN-y-Produktion effektiv bekampft werden (Belkaid et al.
2002; Novais et al. 2013; Crosby et al. 2014; Scott und Novais 2016; Ruiz und Becker 2007).
Neben CDB8*-T-Zellen konnen auch NK-Zellen aktiv zur Infektionskontrolle beitragen.
NK-Zellen kdnnen einerseits wie die CD8*-T-Zellen Uber IFN-y-Produktion DZ aktivieren
(Abbildung 5) und dadurch auch eine Tyl-Zell-vermittelte Immunantwort induzieren und
andererseits durch ihre zytotoxische Aktivitat zur Kontrolle infizierter M® und DZ beitragen
(Martin-Fontecha et al. 2004; Scharton und Scott 1993; Bajénoff et al. 2006; Dubie und
Mohammed 2020). Tg-Zellen kdnnen proinflammatorische Immunantworten inhibieren,
besonders Uber Sekretion von IL-10 und TGF-B und konnten durch Hoseini et al. in
chronischen durch L. major verursachten Lasionen nachgewiesen werden (Hoseini et al. 2012;
Bunn et al. 2018).
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Abbildung 5: Pro- und antiinflammatorische Zytokine bestimmen den Krankheitsverlauf der KL.

Die Sekretion von IL-12 durch APZ unter Einfluss der IFN-y-Stimulation durch NK- und CD8*-Zellen bewirkt eine
Tul-Zell-vermittelte protektive Immunantwort, die unter anderem Uber IFN-y die Produktion von RNS uber
Aktivierung der iNOS steuert und durch intrazellulare Abtétung der Parasiten zur Kontrolle der Infektion beitragt.
Das Fortschreiten der Krankheit mit ungehemmter Parasitenproliferation wird mit der IL-4-induzierten Tn2-Zell-
vermittelten Immunantwort sowie den Zytokinen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 und TGF- in Verbindung
gebracht (Ruiz und Becker 2007; Dubie und Mohammed 2020).

Quelle: In Anlehnung an Ruiz und Becker 2007, S. 672.

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Initiierung der Tu1l- bzw. der Tu2-Zell-Immunantwort
alleinig den entscheidenden Faktor fur den Verlauf der KL darstellt. Die letzten Jahre haben
gezeigt, dass dies nicht vollstandig auf Krankheitsverlaufe in Menschen und Mausen
Ubertragbar ist, die Immunantwort zur Heilung weitaus komplexer ist und alle Immunzellen mit
ihren Effektorfunktionen einschliel3t (Rossi und Fasel 2018). Beispielsweise scheint das
proinflammatorische Zytokin IL-17, das vor allem von Tul7-Zellen produziert wird, auch
weitreichenden Einfluss auf die Pathogenese der Leishmaniose zu nehmen (Lopez Kostka et
al. 2009; Gonzalez-Lombana et al. 2013).

1.4.4 Rolle der neutrophilen Granulozyten bei der Leishmanieninfektion

Es wird vermutet, dass die initiale Immunantwort, die Phagozytose der Leishmanien durch
Neutrophile, groRen Einfluss auf den gesamten Infektionsverlauf hat (Peters und Sacks 2009).
Ihre schnelle Rekrutierung sowie massive Infiltration in mit L. major infiziertes Gewebe kann
mittels Zweiphotonenmikroskopie beobachtet werden (Peters et al. 2008). Ihre Rolle wahrend

der KL ist komplex und kann sich stark abhangig von der infizierenden Leishmanienart, ihren
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Virulenzfaktoren und dem genetischen Hintergrund des infizierten Wirts sowohl pathologisch
als auch protektiv auf den Krankheitsverlauf auswirken.

Erste Hinweise einer protektiven Rolle der Neutrophilen bei Infektionen mit L. major zeigten
sich durch groRRere Lasionen sowie hdhere Parasitenbelastung nach einer Depletion der
Neutrophilen in C57BL/6- und BALB/c-Mausen (Lima et al. 1998; Passelli et al. 2021). Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich auch bei mit L. amazonensis oder L. braziliensis infizierten BALB/c-
Méausen deren Neutrophile depletiert wurden (Sousa et al. 2014; Novais et al. 2009). Diese
Ergebnisse stehen im Kontrast zu nachfolgend gemachten Beobachtungen, was vermutlich
durch unterschiedliche Dosierungen der infizierenden Leishmanienarten, die verschiedenen
verwendeten AK zur Depletion der Neutrophilen sowie die unterschiedlichen genetischen
Hintergriinde der Wirte erklarbar ist (Passelli et al. 2021).

Peters et al. konnten namlich im Gegensatz zu den vorher aufgefiihrten Ergebnissen zeigen,
dass die Infektion mit L. major in C57BL/6-Mausen bei einer Depletion der Neutrophilen
weniger produktiv ausgeldst werden kann, was die kritische Rolle der Neutrophilen bei der KL
unterstreicht (Peters et al. 2008). Diese Beobachtung konnte auch nach Infektion
neutropenischer Mause mit dem Parasitenstamm L. major Seidman gemacht werden, die fahig
waren die Infektion erfolgreich zu bek&mpfen und chronische Lasionen, die normalerweise in
nicht-neutropenischen C57BL/6-Mausen auftraten, abwenden konnten (Charmoy et al. 2016).
Ein Erklarungsansatz fur derartige Beobachtungen ist, dass Neutrophile L. major als
»Trojanische Pferde“ dienen, um einen ,stillen Eintritt“ in ihre primaren Wirtszellen, die M®, die
etwa 2 Tage spater an den Infektionsort rekrutiert werden, zu erméglichen (van Zandbergen
et al. 2004). Der verlangerte Lebenszyklus der Neutrophilen auf 2-3 Tage, die sich
normalerweise nach 6-12 h einer spontanen Apoptose unterziehen, ist assoziiert mit einer
durch Leishmanien induzierten Verminderung der Caspase-3-Aktivitdt (Aga et al. 2002).
Neben der Theorie des ,Trojanischen Pferdes®, existiert das Modell des , Trojanischen Hasen"
in der Leishmanieninfektion, bei dem Leishmanien sich die Phagozytose der apoptotischen
Neutrophilen durch M® zunutze machen, indem sie dabei simultan M® infizieren und somit
durch ihre gedampfte Aktivitat in ihnen Uberleben kénnen (Ritter et al. 2009) (Abbildung 6).

In Vivo konnte die Infektion von M® durch die Aufnahme apoptotischer, mit L. major infizierter
Neutrophiler, beschrieben durch das Modell des , Trojanischen Pferdes®, bereits nachgewiesen
werden (Chaves et al. 2020). Im Infektionsmodell mit L. mexicana kann ihr Uberleben nach
Beschlagnahmung durch Neutrophile ebenfalls nachgewiesen sowie gezeigt werden, dass
dadurch die Rekrutierung der fur die protektive Immunantwort bendétigten DZ verschlechtert
wird (Hurrell et al. 2015). Im Gegensatz dazu kénnen Neutrophile durch Interaktion mit
L. amazonensis- und L. braziliensis-infizierten M® zur Infektionsbekdmpfung und Heilung
beitragen (Souza Carmo et al. 2010; Novais et al. 2009; Scott und Novais 2016). Dies
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verdeutlicht die Abhéngigkeit der ausgeldsten Immunreaktionen von den unterschiedlichen

Leishmanienarten.
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Abbildung 6 Modell des ,Trojanischen Pferdes“ und des ,Trojanischen Hasen™ in der
Leishmanieninfektion.

Durch die Phagozytose von infizierten, apoptotischen neutrophilen Granulozyten (NG) durch M® gelangen die
Leishmanien unentdeckt in ihre primare Wirtszelle, die M®, weswegen den Neutrophilen in dieser Theorie die Rolle
des ,Trojanischen Pferdes” zugesprochen wird. In der Theorie des ,Trojanischen Hasen® ,verstecken® sich
Leishmanien hinter den apoptotischen NG, um die M® nach Aufnahme des apoptotischen Materials, in einer Phase
der herunterregulierten Aktivitat, zu infizieren und in ihnen tberleben zu kénnen.

Quelle: In Anlehnung an Ritter et al. 2009, S. 507, einzelne Abbildungsbestandteile urspriinglich entworfen in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Muller, Institut fir Molekulare und Klinische Immunologie, Magdeburg.

Interessanterweise konnte bei Infektionen mit L. mexicana nachgewiesen werden, dass die
intrazellulare Vermehrung der Leishmanien neben den primaren Wirtszellen, den DZ und M®,
bei chronischen Verlaufen ebenfalls in Neutrophilen stattfinden kann (Hurrell et al. 2017). Dies
scheint auch abhangig von der Leishmanienart zu sein, da Replikationen von L. major in

Neutrophilen schlechter méglich sind (Regli et al. 2020).

Dass Mikroorganismen die protektiven Funktionen der Neutrophilen, wie die Phagozytose mit
folgender Abt6tung, z. B. durch Blockierung ihrer Produktion von ROS, umgehen kénnen,
konnte bei einigen Pathogenen gezeigt werden (Urban et al. 2006; Dupré-Crochet et al. 2013).
Auch Leishmanien gelingt es die Funktionen der Neutrophilen zu beeinflussen und den

Abtétungsmechanismen der Neutrophilen auszuweichen, um in ihnen Uberleben zu kénnen
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(Hurrell et al. 2016; Regli et al. 2017). Nachfolgend werden einige Pathogenitatsfaktoren der
Leishmanien beispielhaft dargestellt. Die apoptotische promastigote Form der Leishmanien
exprimiert Phosphatidylserin als ,lss-mich* Signal und kann damit Effektorfunktionen der
Neutrophilen ausschalten, um den nicht-apoptotischen Parasiten ein Uberleben in ihnen zu
ermdglichen (van Zandbergen et al. 2006). Ein Virulenzfaktor der promastigoten Form der
Leishmanien ist ihre Huille bestehend aus Lipophosphoglykanen, die vor komplement-
vermittelten Angriffen schitzt, die NADPH-Oxidase zur Bildung von ROS in Neutrophilen (vgl.
Abbildung 2) blockieren kann und einen noch nicht abschlieBend geklarten Einfluss auf die
Fusion der Lysosomen mit dem Phagosom hat (Forestier et al. 2014; Puentes et al. 1990;
Desjardins und Descoteaux 1997; Forestier et al. 2011). Im Rahmen von Infektionen mit
L. amazonensis konnte nachgewiesen werden, dass die Reaktionen der Neutrophilen
gegenlber amastigoten und promastigoten Formen der Leishmanien unterschiedlich waren
und dass Amastigote die Abtétungsmechanismen abwehren konnten (Carlsen et al. 2013). Im
Gegensatz dazu konnten amastigote Formen von L. braziliensis durch Neutrophile effizient
getotet werden (Carlsen et al. 2015; Hurrell et al. 2017). Neben der Phagozytose kdnnen einige
Leishmanienarten, z. B. L. amazonensis, mittels NETose bekampft werden (Guimarées-Costa
et al. 2009). NET kénnen jedoch durch Endonukleasen aus Speicheldriisen der Sandmiicken
zerstort werden, was den Leishmanien ermdglicht in Neutrophilen zu tberleben (Chagas et al.
2014).

Zu den Funktionen der Neutrophilen gehéren neben der intrazellularen Abtétung von
Pathogenen auch die Immunregulation Uber Zytokinfreisetzung und diverse Zellinteraktionen,
sodass sie auch adaptive Immunantworten beeinflussen kénnen (Mantovani et al. 2011;
Oualha et al. 2019). In mit L. major infizierten BALB/c-Mausen konnte in Abwesenheit von
Neutrophilen eine Heilung sowie eine verminderte Ty2-Zell-lmmunantwort beobachtet werden,
weswegen vermutet wird, dass Neutrophile einen stimulierenden Einfluss zugunsten der Tx2-
Zell-immunantwort bei KL haben (Tacchini-Cottier et al. 2000). Daneben trugen auch die
Interaktionen von Neutrophilen mit Tul7-Zellen zu chronischen Infektionsverlaufen von

BALB/c-M&usen mit L. mexicana bei (Pedraza-Zamora et al. 2017).

Die beschriebenen protektiven und pathologischen Rollen der Neutrophilen im Rahmen von
Leishmanieninfektionen sowie die Beeinflussung ihrer Effektorfunktionen durch Leishmanien
zeigen, dass ihre Pathophysiologie wahrend der Infektion nédher untersucht werden sollte, um

sich ihre gezielte Steuerung in der Bekampfung der Erkrankung zunutze machen zu kénnen.
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1.5 Zielstellung dieser Arbeit

Die Funktionen des Oberflachenproteins Ly6G sind Gegenstand aktueller Forschung und noch
nicht abschliel3end geklart. Ly6G wird bislang hauptsachlich zur Identifizierung oder Depletion
muriner Neutrophiler verwendet und in humanen Neutrophilen existiert das Homolog CD177.
Es konnte gezeigt werden, dass uber Ly6G-AK-Bindung die Rekrutierung von Neutrophilen
Uber B-2-Integrin-abhéngige Mechanismen blockiert werden kann (Wang et al. 2012).
Existierende Studien, die die Rolle des Ly6G untersucht haben, verwendeten oftmals diverse
AK zur Depletion von Ly6G. Um spezifisch den Einfluss des Oberflachenproteins Ly6G auf die
Interaktionen von Immunzellen untersuchen zu kénnen, werden in dieser Arbeit genetisch
veranderte Mause des ,Catchup-Modells* verwendet, deren homozygote Formen kein Ly6G
und deren heterozygote Formen eine = 50%ige Reduktion in der Ly6G-Expression aufweisen
(2.1.5). Der genetische Ly6G-Mangel zeigte in vivo zumindest in sterilen Entzindungs-
modellen sowie Mykosen keine Veranderungen der Neutrophilenmigration (Hasenberg et al.
2015). Inwieweit der genetische Ly6G-Mangel die Dynamik von Neutrophilen im
Infektionsmodell mit dem protozoischen Parasiten L. major verandert, wurde bislang nicht
untersucht. Aus diesen Grinden wird in der vorliegenden Arbeit ein Infektionsmodell mit
L. major verwendet (2.1.6) und die Interaktionen von L. major mit Neutrophilen werden in vivo
mittels Zweiphotonenmikroskopie beobachtet (2.2.7). Neutrophile werden als erste Immun-
zellen an den Infektionsort rekrutiert und phagozytieren die Erreger (Peters et al. 2008).
Infizierte Neutrophile werden nach etwa 2 Tagen durch DZ und M® aufgenommen, was den
weiteren Infektionsverlauf beeinflusst (Ribeiro-Gomes et al. 2012). B-2-Integrine kdnnen als
Rezeptoren der Efferozytose dienen und somit die Erkennung und Phagozytose von
apoptotischen Neutrophilen initiieren (Kourtzelis et al. 2017). Daher wird in dieser Arbeit mittels
FACS-Analyse untersucht (2.2.5), inwieweit die Phagozytose von infizierten, apoptotischen
Neutrophilen durch DZ und M® sowie die initiale Phagozytose von L. major durch Neutrophile

von ihrem Oberflachenprotein Ly6G beeinflusst werden.
Die zentralen Fragestellungen, die in dieser Forschungsarbeit geprift werden, sind:

1. Hat Ly6G Einfluss auf die Immunantwort gegen L. major im Infektionsverlauf?
Verandert Ly6G die initiale Phagozytose von L. major durch Neutrophile (3.1)?

2. Wird die Phagozytose von mit L. major infizierten Neutrophilen durch DZ und M® bei
einer Ly6G-Defizienz modifiziert (3.2)?

3. Verandern sich bei einer Ly6G-Defizienz die Rekrutierungskinetik der Neutrophilen bei
ihrer Migration in L. major-infiziertes Gewebe und ihre Interaktionen mit L. major in vivo
(3.3)?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien, Laborgerate, Mikroskope, Software

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien Hersteller, Ort
Deckglaser 24 x 50 mm IDL, Nidderau, DE
Einmal-Insulinspritzen Omnican® 50 Braun, Melsungen, DE
Falcon® Zellsieb (70 pm, Nylon) Corning, Inc., Corning, USA
Falcon® 5 mI-Réhrchen (FACS) Corning, Inc., Corning, USA

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
LS Columns (MACS)

Gladbach, DE
Menzel-Glaser SUPERFROST® Thermo Fisher Scientific, Inc.,Waltham,
(Objekttrager) USA

_ _ Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake City,

Pipettenspitze 100-1000 pl

USA
Pipettenspitze 2-200 ul Eppendorf AG, Hamburg, DE
Pipettenspitze 0,1-10 pl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

_ _ Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch

Pre-Separation Filters, 70 um (MACS)

Gladbach, DE
Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 ml) Eppendorf AG, Hamburg, DE
T25-Zellkulturflaschen (Grundflache 25 cm?) Corning, Inc., Corning, USA
Well-Platte (96) TPP, Trasadingen, CH

) Greiner Bio-One International GmbH,
15 ml CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen
Kremsmiunster, AT

Greiner Bio-One International GmbH,
50 ml CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen
Kremsmunster, AT

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 3: Laborgerate.

Laborgerate Hersteller, Ort

Thermo Fisher Scientific, Inc.,Waltham,
Heratherm Inkubator

USA
Incubating Cooling Orbital Shaker VWR, Darmstadt, DE
Leica CM 3050 (Kryostat) Leica Microsystems, Wetzlar, DE
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MACS® MultiStand (Stander)

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, DE

Heraeus Multifuge 1 S-R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

NanoFil 35G Needle 2PK

(Mikroinjektionsspritze)

World Precision Instruments, Inc., Sarasota,
USA

Neubauer Zahlkammer (Kammertiefe:
0,1 mm, Kleinstquadrat: 0,0025 mm?)

LO - Laboroptik Ltd, Lancing, GB

QuadroMACS Separator
(Separationseinheit)

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, DE

Thermomixer

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Wasserbad W22

Labortechnik Medingen, Dresden, DE

Zentrifuge 1-16K

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode

am Harz, DE

Durchflusszytometer

FACSAria™ 1l

BD Biosciences, Heidelberg, DE

LSRFortessa™

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 4: Mikroskope.

Mikroskope

Hersteller, Ort

Konfokalmikroskop

HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL (Objektiv)

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Leica TCS SP8

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Zweiphotonenmikroskop

LSM 700

Zeiss, Oberkochen, DE

Mai Tai DeepSee Ti:Sa Laser

Spectra-Physics, Santa Clara, USA

W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC VIS-IR
(Objektiv)

Zeiss, Oberkochen, DE

Durchlichtmikroskop

Wilovert S

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, DE

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 5: Software.

Software Hersteller, Ort
BD FACS Diva BD Biosciences, Heidelberg, DE
DiscIT (Moreau et al. 2012)
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Fiji NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/

FlowJo X FlowJo, LLC, Ashland, USA

Imaris Bitplane, Oxford Instruments, Belfast, GB
Las X Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Prism 8 GraphPad Software, San Diego, USA

ZEN acquisition

Zeiss, Oberkochen, DE

Quelle: Eigene Darstellung.

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 6: Chemikalien.

Substanz

Hersteller, Ort

Acepromazin, Vetranquil® 1 %

Ceva Tiergesundheit, Dusseldorf, DE

Adenin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

AngioSPARK® 680

PerkinElmer, Inc., Waltham, USA

BD FACS Flow™ Tragerflissigkeit

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACS™ Rinse

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACS™ Clean

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Biopterin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Biotin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Bovines Serumalbumin (= Albumin Fraktion

V)

New England Biolabs, Frankfurt a. M., DE

4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Dinatriumhydrogenphosphat (Na:HPO.)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

DNase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Erdnuss-Agglutinin

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Ethanol (99 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Fetal Calf Serum (FCS)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Hemin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Hygromycin B (50 pg/pl)

Invitrogen, Waltham, USA

Isofluran CP®, 1 ml/ml

CP-Pharma, Burgdorf, DE

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Ketamin 10 %

Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH,
Ascheberg, DE
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Kollagenase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Liquid Blocker

Daido Songyo Co., Tokio, JP

M119 medium

Biochrom GmbH, Berlin, DE

NaHC03

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

PBS Dulbecco (ohne Ca?*, Mg?)

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Penicillin/Streptomycin
(20000 U/10000 pg/ml)

Biochrom GmbH, Berlin, DE

RPMI 1640 medium

Merck, Darmstadt, DE

Saccharose

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

Sakura, AV Alphen aan den Rijn, NL

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Vectashield®

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Vidisic® Augengel

Bausch + Lomb GmbH, Berlin, DE

Xylazin, Rompun® 2 %

Bayer AG, Leverkusen, DE

Quelle: Eigene Darstellung.

2.1.3 Puffer und Medien

Tabelle 7: Puffer.

Puffer

Zusammensetzung

Blockierpuffer in PBS

10 % (m/V) Bovine Serum Albumin

FACS/MACS-Puffer in PBS

0,5 % (m/V) FCS
1 mM EDTA

PBS in ddH20, pH 7,4

140 mM NacCl

8 mM NaxHPO4
2,7 mM KCI

1,8 mM KH2PO4

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 8: Medien.

Medien

Zusammensetzung

Leishmania-Kulturmedium

1 x M199

10 mM Adenin

100 x Penicillin/Streptomycin
5 mg/ml Hemin

1 mg/ml Biotin
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2 mg/ml Biopterin

7,5 % (Mm/V) NaHCOs3
Leishmania-Kulturmedium
10 % (m/V) FCS

Leishmania-Wachstumsmedium

Quelle: Eigene Darstellung.

2.1.4 Antikorper

Tabelle 9: Antikérper zur immunhistochemischen Farbung von Mausohr-Querschnitten fir die
Konfokalmikroskopie.

Die AK wurden in Blockier-Puffer verdinnt.

Antikdrper Spezies/Klon Hersteller Verdlinnung Markierung

CD11c (purified o
BD Biosciences,

hamster anti- HL3 . 1:100 keine
Heidelberg, DE
mouse)

CD54 (purified o
BD Biosciences,

hamster anti- 3E2 1:100 keine
Heidelberg, DE

mouse)

_ _ Jackson
goat anti-armenian

polyklonal ImmunoResearch, 1:200 AF647
hamster 19G (H+L)

West Grove, USA

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 10: Antikorper fir FACS.
Die AK wurden in FACS/MACS-Puffer verdinnt.

Antikorper Spezies/Klon Hersteller Verdinnung Markierung
CD11b M1/70 BloLegend, 1:400 APC-Cy7
Koblenz, DE

CD11c N418 BioLegend 1:200 APC
CD16/32 93 BioLegend 1:200 keine (Fc-Block)
CD45 30-F11 BioLegend 1:200 PerCP/Cy5.5
CDA45.2 104 BioLegend 1:200 PerCP/Cy5.5
Ly6C HK1.4 BioLegend 1:200 PE-Cy7
Ly6G 1A8 BioLegend 1:200 Bv421
I-A/I-E (MHC 1) M5/114.15.2 BioLegend 1:200 BV510

Quelle: Eigene Darstellung.
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Tabelle 11: MicroBeads® fiir MACS.
Der AK wurde in FACS/MACS-Puffer verdinnt.

Antikorper Spezies/Klon Hersteller Verdlinnung

Miltenyi Biotec B.V.
CD45 30F11.1 & Co. KG, Bergisch 1:20
Gladbach, DE

Quelle: Eigene Darstellung.

2.1.5 Versuchstiere
Die Versuchstiere stammten aus eigener Zucht und wurden unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen (engl. specific-pathogen-free, SPF) im Pawlow-Haus auf dem Campus des

Universitatsklinikums der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg gehalten.

Alle tierexperimentellen Verfahren wurden nach Priufung und Genehmigung des
Tierversuchsantrages durch die Ethikkommission des Amtes fir Veterinarwesen des Landes
Sachsen-Anhalt unter den Aktenzeichen IMKI/G/03-1253/14 und IMKI/G/01-1314/15 in
Ubereinstimmung mit den Rechtsvorschriften der Europaischen Union (Richtlinie des EU-
Rates 499 2010/63/EU) und der Bundesrepublik Deutschland (gemaf § 8, Abs. 1 TierSchG
und TierSchVersV) durchgefiihrt. Alle Tierversuche wurden nach den ARRIVE-Richtlinien
durchgefihrt. Fur die Experimente wurden ménnliche und weibliche Mause in einem Alter von

8-15 Wochen genutzt.

Die Haltung der Tiere erfolgte in einem 12:12 h Licht-Dunkel-Rhythmus mit Dammerungs-

phasen. Den Mausen wurde Grundfutter sowie Trinkwasser ad libitum zur Verfligung gestellt.

2.1.5.1 Catchup-Mause
Um die Rolle des Ly6G-Proteins untersuchen zu kénnen, wurde eine genetisch veranderte
Maus kreiert. Die C57BL/6-Ly6g(tm2621(Cre-tdTomato)Arte))-Maus des sogenannten
.catchup-Modells* wurde fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit verwendet
(Hasenberg et al. 2015).

Die Mauslinie zeichnet sich dadurch aus, dass das Exon 1 des Ly6G gegen das Cre-T2A-
tdTomato-Gen ausgetauscht wird, das fir eine Cre-Rekombinase und das fluoreszierende
Protein tdTomato codiert (Shaner et al. 2004). Getrennt werden sie durch das sich
autokatalytisch spleiRende T2A-Peptid (Szymczak et al. 2004).

Heterozygote Catchup-Mause (Ly6G*") weisen eine = 50%ige Reduktion in der Expression
des Oberflachenproteins Ly6G und genetisch verdnderte Neutrophile auf, die durch das
tdTomato markiert sind. Ein vollstandiges Fehlen des Ly6G findet man bei homozygoten
Catchup-Méausen (Ly6G™).
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Die entsprechenden Kontrolltiere (Ly6G**) sind Wurfgeschwister (engl. littermate) und weisen
gleiche Expressionslevel des tdTomatos auf, besitzen jedoch Ly6G auf beiden Allelen durch

das homozygote Fehlen der Cre-Rekombinasen.

2.1.5.2 Catchup'V™'ed-Mause

Nach der Verkreuzung der Catchup-Maus mit einer Reportermaus, die durch den
Cre-aktivierbaren CAG-Promotor im ROSA26 Lokus hohe Expressionslevel von tdTomato
aufweist (Madisen et al. 2010), erhalt man die sogenannten Catchup'™ed-Mause. Mit diesen
Méausen war es moglich, die Interaktionen von Neutrophilen mit Leishmanien in vivo in der
Zweiphotonenmikroskopie zu beobachten. Mit der Durchflusszytometrie konnten Zell-

populationen aus diesen Mausen differenziert werden, die Neutrophile phagozytiert haben.

2.1.6 Leishmanien

Fir die Experimente dieser Arbeit wurde der Parasitenstamm Leishmania major LRC-L137
V121 als Wildtyp oder mit Expression der enhanced-Variante des grun fluoreszierenden
Proteins (engl. enhanced green fluorescent protein, EGFP) durch Einbau in einen rRNA-
kodierenden Abschnitt (Mif3litz et al. 2000), verwendet, der von Toni Aebischer aus dem Robert
Koch Institut in Berlin, zur Verfliigung gestellt wurde. Die Expression des EGFP in den
transfizierten Stammen geht mit der Resistenz gegeniiber dem Aminoglykosid-Antibiotikum
Hygromycin B einher, die Uber das im Genom integrierte Vektorfragment pLEXSY-hyg2
gewabhrleistet wird. Durch die Zugabe des Antibiotikums Hygromycin B in das Leishmania-
Wachstumsmedium (2.1.3) des Parasiten und den standigen Selektionsdruck wird
sichergestellt, dass das Plasmid mit der Information fir die Produktion des EGFP und der

Hygromycin B-Resistenz erhalten bleibt (Bolhassani et al. 2011).
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Passagierung der Leishmanien

Die Langzeitlagerung der Leishmanien erfolgte in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff. Bei
Wiederaufnahme der kryokonservierten Leishmanien in Kultur wurden diese zun&achst 30 min
zum Auftauen auf Eis gelagert. Anschliel3end erfolgte die Kultivierung in T25-Zellkulturflaschen
(Grundflache 25 cm?) mit einer 1:200-Verdinnung in 10 ml Leishmania-Wachstumsmedium
(2.1.3) im Inkubator bei 26°C. Bei L. major-EGFP wurde 6 pl des Antibiotikums Hygromycin B
hinzugefigt (vgl. 2.1.6). Nach 2 Tagen wurden 2 ml der Leishmanien mit 8 ml Leishmania-
Wachstumsmedium passagiert. Nach weiteren 5 Tagen wurde die Verdinnung bei
Passagierung in neues Leishmania-Wachstumsmedium erneut auf 1:200 herabgesetzt und
erfolgte weiterhin alle 7 Tage mit Uberfiihrung der Parasiten in eine neue Zellkulturflasche, um
ein Uberwachsen der Kultur zu vermeiden. Nach maximal 6 Passagen wurden die

Leishmanien-Kulturen inaktiviert und entsorgt.

2.2.2 Isolierung der metazyklischen Promastigoten fir die Infektion

Die Isolierung der Leishmanien im hochinfektiosen, metazyklischen und promastigoten
Stadium, die sich durch ein langes Flagellum und einen kiirzeren Zellkérper auszeichnen,
erfolgte in der post-logarithmischen Wachstumsphase durch Negativselektion mittels Erdnuss-

Agglutinin 7 Tage nach Passagierung.

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur (RT). Die Kultur wurde in ein 15 ml-
Rohrchen uberfihrt und abzentrifugiert (1000 x g, 10 min). Nach Entfernung des Uberstandes
wurde das Pellet in 1 ml Leishmania-Wachstumsmedium resuspendiert und 50 pl Erdnuss-
Agglutinin (1 mg/ml) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde die
Suspension zentrifugiert (100 x g, 10 min). Der Uberstand mit den sich darin befindenden
metazyklischen Promastigoten wurde in ein 15 ml-Rohrchen dberfihrt und das Pellet
verworfen. Um eine ausreichende Versorgung der Parasiten mit Medium sicherzustellen,
wurden diese auf 10 ml aufgefillt und erneut zentrifugiert (1000 x g, 10 min). Es folgte die
Uberfuihrung in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal mit anschlieBender Zentrifugation (1000 x g, 5 min).
Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Parasiten in 1 ml PBS resuspendiert und

zentrifugiert (1000 x g, 5 min). Es folgte die Aufnahme des Pellets in 50 pl PBS.

Zur Bestimmung der genauen Pathogenanzahl wurden 10 pl einer 1:40-Verdinnung in
4%igem PFA in eine Neubauer-Zédhlkammer (Kammertiefe 0,1 mm, Flache der
Kleinstquadrate 0,0025 mm?) gegeben. Die Berechnung der Pathogenanzahl erfolgte durch

folgende Formel:

Zellzahl aus 4 Quadranten - Verdiinnungsfaktor - Volumen [ml] - 10*
4

Pathogenanzahl =
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Je nach gezahlter Pathogenanzahl und Zielkonzentration fiir die Infektion wurde das Volumen
mit PBS angepasst.

2.2.3 Infektion der Mause mit Leishmanien

Vor der Infektion der Mause mit Leishmanien wurden sie mit 100 mg Ketamin und 10 mg
Xylazin pro kg Korpergewicht (Arras et al. 2001) mit einer Einmal-Insulinspritze mit integrierter
Kanule intraperitoneal anasthesiert. Die Infektion der M&use erfolgte in allen Experimenten
subkutan am Ohr. Dazu wurde das Ohr auf einer Klebeflache unter dem Lichtmikroskop
befestigt. Mithilfe einer Mikroinjektionsspritze konnte das zu injizierende Volumen dosiert

werden.

Im weiteren Verlauf wurde mithilfe eines klinischen Beurteilungsblattes (sog. Score Sheet) der

aktuelle Tierstatus des infizierten Tieres bewertet.

2.2.4 Konfokalmikroskopie

2.2.4.1 Fixierung des mit L. major infizierten Ohrengewebes

Drei Tage nach der Infektion wurden die M&use durch zervikale Dislokation getotet. Die
Anéasthesie erfolgte vorher mit Isofluran. Die Ohren wurden mithilfe einer Schere abgeschnitten
und fur 2 hiin 1 ml 4%igen PFA fixiert. Anschlie3end wurden sie in 20%ige Saccharose in PBS-
Losung gelegt, bevor sie in 2,5 ml Proberdhrchen halbgefillt mit Tissue-Tek® O.C.T.™.-
Medium mit der Schnittseite nach unten dberfihrt wurden. FlUssigstickstoff wurde zum

Schockgefrieren der Proben verwendet, bevor die Lagerung bei -80 °C erfolgte.

2.2.4.2 Gewebegquerschnitte mittels Gefriermikrotom

Far die immunhistochemischen Farbungen wurden von den in Tissue-Tek® O.C.T.™-Medium
gefrorenen Mausohren 20 um dicke Querschnitte bei einer Kiihlitemperatur von -20 °C und
einer Oberflachentemperatur von -25 °C mit dem Kryostat Leica CM 3050 angefertigt. Die
Schnitte wurden auf SUPERFROST®-Objekttrager gezogen und anschlieRend 2 h bei RT

getrocknet.

2.2.4.3 Immunhistochemische Farbung von Mausohr-Querschnitten

Die Farbeschritte erfolgten bei RT. Zunachst wurden die Schnitte auf den Objekttragern mit
einem Liquid Blocker umkreist. Danach wurden sie mit PBS gewaschen und 10 min mit 0,2 %
Triton X-100 in PBS zur Permeabilisierung inkubiert. Anschlie3end folgten drei Waschschritte
mit PBS, bevor sie 1 h in Blockierpuffer (Tabelle 7) inkubiert wurden, um unspezifische AK-

Bindungen zu vermeiden.

Der Priméar-AK (Tabelle 9) wurde in einer 1:100-Verdinnung in Blockierpuffer hinzu pipettiert.
Die Schnitte wurden mit einer Alufolie abgedeckt, damit die Farbstoffe nicht ausbleichen und

nach 1h mit PBS ausgewaschen, bevor mit dem Sekundar-AK AF647 in einer
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1:200-Verdinnung in Blockierpuffer gefarbt wurde. Nach 1 h Inkubationszeit wurden die
Schnitte erneut mit PBS gewaschen, bevor sie mit DAPI in einer Konzentration von 1:10000
in PBS fir 10 min inkubiert wurden. Dieser Farbstoff reichert sich bevorzugt in AT-reichen
DNA-Regionen an und dient hier der Kernfarbung. AbschlieRend wurden die Schnitte
gewaschen und mit einem Tropfen Vectashield® versehen, der ein Ausbleichen der
Fluoreszenzproteine verhindern soll. Das Deckglas wurde mit Nagellack versiegelt, um ein
Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Die Mikrotomschnitte konnen in dieser Form 1 Woche

im Dunkeln bei 4 °C gelagert werden.

2.2.4.4 Konfokalmikroskopie und Analyse der Antikdrperfarbung

Die fixierten und gefarbten Zellen konnten mit dem Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 bei
40-facher VergroRRerung mit dem Objektiv HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL analysiert werden.
Es gehort zu den Fluoreszenzmikroskopen und ermdglicht eine dreidimensionale Bildgebung.
Dazu wird neben den zweidimensionalen Ebenen x und y die weitere vertikale Ebene z
geschaffen, indem das Préparat an bestimmten Punkten in mehreren Schichten nacheinander
mit einem Laser beleuchtet wird. Das emittierte Licht der jeweiligen Fokusebene wird durch
eine Lochblende detektiert, welche Streulicht der dariiber- oder darunterliegenden Schichten
herausfiltert und so ein hochkontrastiertes Schnittbild erzeugt (Murphy et al. 2012, S. 733—
734).

Es wurden Laser mit Wellenl&dngen von 405 nm, 488 nm (Argon-Laser), 561 nm und 633 nm
genutzt. Als Negativkontrollen dienten Praparate, die ohne Primar-AK gefarbt wurden. Anhand
dieser konnten die Laserintensitaten eingestellt werden, die fur die Betrachtung der AK-
Farbungen verwendet wurden. Zur Auswertung diente die ImageJ-Software, mithilfe derer aus
dem z-Stapel, der Gesamtheit der z-Ebenen eines Praparates, einzelne Schnittebenen

analysiert werden konnten.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der naheren Untersuchung von Zellsuspensionen z. B. mithilfe
von Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (engl. fluorescence-activated cell sorting, FACS). In
der Immunologie dient sie vor allem der Differenzierung von Subpopulationen einer Probe,
indem Fluorochrom-gekoppelte AK verwendet werden, die an spezifische Oberflachenproteine

der zu analysierenden Zellpopulationen binden.

Wahrend jede Zelle einer Probe einzeln eine Messkammer durchlauft, wird sie mit Laserlicht
angestrahlt, woraufhin es gestreut wird. Wahrend das Vorwaértsstreulicht eine Unterscheidung
der Zellen nach relativer Gro3e ermoglicht, erlaubt die Seitwartsstreuung eine Differenzierung
anhand ihrer Granularitat. Gleichzeitig wird der an sie gebundene Fluoreszenzfarbstoff

angeregt und emittiert Licht in seiner spezifischen Wellenlénge.
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2.2.5.1 Vorbereitung und Farbung der Zellen zur FACS-Analyse

Nach erfolgter Anasthesie mit Isofluran wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet.
Die infizierten Mausohren wurden mit einer Schere abgeschnitten, mit Pinzetten in eine
ventrale und eine dorsale Hautschicht getrennt und in RPMI 1640 Medium mit 1 mg/ml
Kollagenase und 50 pg/ml DNase fur 1 h auf einem Thermomixer bei 37 °C und 600 rpm
enzymatisch verdaut. AnschlieRend wurde die Probe mit dem Kolben einer Spritze durch ein
Nylon-Zellsieb (70 um) gedriickt, um die Zellen freizusetzen. Nach Zentrifugation mit 300 x g
fur 10 min bei 4 °C folgten Waschschritte mit PBS und FACS/MACS-Puffer (Tabelle 7). Bei
manchen Experimenten erfolgte vor der Farbung der Zellen mit Fluoreszenzstoff-markierten
AK eine Zellisolation von CD45*-Zellen mittels MACS-Methode (vgl. 2.2.5.2). Um
unspezifische, falsch-positive AK-Farbungen zu vermeiden bzw. zu reduzieren, wurden die
Proben mit Fc-Block (CD16/32-AK) fur 15 min in 1:200-Verdinnung auf Eis gelagert.
AnschlieBend wurden die AK (Tabelle 10) hinzupipettiert und fur weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation (573 x g, 5 min, 4 °C) wurden die Proben in 300 pul FACS/MACS-

Puffer resuspendiert und nach Filtration in FACS-R6hrchen zur Messung Uberfihrt.

Rekrutierte Zellpopulationen infizierter Catchup-Mause wurden am LSR Fortessa-
Durchflusszytometer mit Lasern der Wellenlangen 405 nm 488 nm 640 nm analysiert. Das
FACS ARIA llI-Durchflusszytometer wurde bei Infektionen von Catchup'V™d-Mausen
verwendet mit Lasern der Wellenlangen 405 nm 488 nm 561 nm 633 nm. Hierbei konnte das
Fluoreszenzsignal der tdTomato-markierten Neutrophilen der CatchupVM™d-Mause mit
Laserlicht einer Wellenlange von 561 nm angeregt werden und mit einer Emission von
582/15 nm detektiert werden. Die Detektion des EGFP-Signals der Leishmanien erfolgte nach

Anregung durch den 488 nm-Laser bei einer Lichtemission von 530/30 nm.

2.2.5.2 CD45*-Zellseparation durch an Magnetpartikel gekoppelte Antikérper

Fur einige FACS-Analysen wurden aus den Proben CD45*-Zellen durch magnetische
Zellseparation (engl. magnetic activated cell sorting, MACS) aufgereinigt. Dadurch konnte die
Autofluoreszenz der Proben vermindert und die Phagozytose von Neutrophilen und
Leishmanien durch DZ und M® genauer quantifiziert werden (vgl. 3.2.2) Die an Magnetpartikel
gekoppelten AK bezeichnet man als MicroBeads® und diese haben einen Durchmesser von
etwa 100 nm (Miltenyi et al. 1990).

Die Proben wurden mit CD45 MicroBeads® in einer Verdiinnung von 1:20 (Tabelle 11) fir
15 min bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Proben mit FACS/MACS-Puffer und
anschlieRender Zentrifugation (573 xg, 5min, 4°C) wurden die Proben in 500 pl
FACS/MACS-Puffer resuspendiert und in die LS Saulen geflllt, die vorher mit PBS
durchgesplilt wurden. Diese befanden sich in einem magnetischen Feld und wurden 3-mal mit

je 3 ml gespilt. Bei der hier durchgefihrten Positivselektion befanden sich die gesuchten
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Zellen anschlieRend in der Saule. Die Saulen wurden aus dem magnetischen Feld
herausgenommen und die Zellen mithilfe eines Stempels und 5 ml FACS/MACS-Puffer zligig
herausgespult. Nach Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4 °C) der aufgereinigten CD45*-Zellen
wurden sie in 1 ml FACS/MACS-Puffer resuspendiert und gefarbt wie unter 2.2.5.1
beschrieben.

2.2.5.3 Datenanalyse mittels Software FlowJo X

Die durchflusszytometrischen Daten wurden nach manuell eingestellter Kompensation mit
dem Setzen von sogenannten Gates in Punktauftragung (engl. Dotplot) der spezifischen
Oberflachenproteine mit der Software FlowJo X ausgewertet. Gates sind die manuell durch
den Untersucher gesetzten Fenster und dienen der Abgrenzung der positiven von der
negativen Restpopulation. Dies ermdglicht das Herausfiltern von gesuchten Zielpopulationen

aus Zellsuspensionen.

2.2.6 Verdinnungsreihe

Um die Parasitenbelastung im mit L. major-EGFP infizierten Ohrgewebe zu analysieren, wurde
eine Verdunnungsreihe durchgefuhrt. Nach Passierung der enzymatisch verdauten Ohren
durch ein Nylon-Zellsieb (70 um) (vgl. 2.2.5.1) wurden 10 % der generierten Zellsuspension
zentrifugiert (3500 x g, 5 min, RT) und in Leishmania-Wachstumsmedium resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte die Verdinnung der Zellsuspension 18-mal in 1:2-Verdinnungs-
schritten mit Leishmania-Wachstumsmedium. Diese Verdiinnungsreihe wurde fir jede Probe
vierfach durchgefihrt. Die 100 pl-Proben wurden in 96-Well-Platten fur zwei Wochen bei 26°C
inkubiert und die anfangliche Parasitenanzahl aus der hdchsten Verdinnung mittels

Durchlichtmikroskopie bestimmt.

2.2.7 Zweiphotonenmikroskopie

Die Catchup'V™'®d-Maus erlaubte es, den Einfluss des Ly6G auf die Dynamik der Neutrophilen
bei ihrer Rekrutierung an den Infektionsort mit L. major mittels Zweiphotonenmikroskopie in
vivo zu verfolgen. Diese ist die am weitesten verbreitete Methode der Intravitalmikroskopie.
Dadurch war es moglich, fluoreszenzmarkierte Zellen in Echtzeit im lebenden Organismus
aufzunehmen und die zeitlichen Abldufe der komplexen Interaktionsprozesse zwischen

Neutrophilen und L. major zu analysieren.

2.2.7.1 Intravitalmikroskopie

Um einen tiefen und ruhigen Schlaf der Maus wahrend der Intravitalmikroskopie zu erreichen,
wurde zusatzlich zur Anasthesie der vorherigen Infektion 3 mg des Neuroleptikums und
Sedativums Acepromazin pro kg Koérpergewicht injiziert. Um Blutgefal3e in vivo darstellen zu

konnen wurden in einigen Aufnahmen zusatzlich 50 pl des Fluorophors AngioSPARK® 680
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Uber den retrobulbéren Venenplexus appliziert. Das Ohr wurde wie in Abbildung 7 dargestellt
fixiert und die Maus auf einer Warmeplatte bei 37 °C gelagert.

Zwischen Deckglas und Ohr wurde Vidisic® Augengel appliziert, um ein Vorkommen von Luft
zu verhindern. Sowohl nach ca. 60 min als auch nach ca. 180 min wurde die Maus mit 50 %
der Initialdosis der erfolgten Anésthesie mit 100 mg Ketamin und 10 mg Xylazin pro kg
Kdrpergewicht nachdosiert. Nach dem Versuch wurden die Mause durch zervikale Dislokation

getotet.

Abbildung 7: Versuchsaufbau zur Intravitalmikroskopie des Ohres einer Maus unter dem
Zweiphotonenmikroskop.

Die Abstandshalter (engl. spacer) wurden in der N&he des Ohres befestigt. Sie vermieden eine zu hohe
Druckbelastung des Ohres durch das Deckglas wahrend der Mikroskopie.

Quelle: Abbildung urspriinglich entworfen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Muller, Institut fir

Molekulare und Klinische Immunologie, Magdeburg.

Zur Zweiphotonen-Bildgebung wurde das Mikroskop LSM 700 mit dem Objektiv W Plan-
Apochromat 20x/1.0 DIC VIS-IR und dem Laser Mai Tai DeepSee Ti:Sa verwendet. Durch die
gleichzeitige Absorption zweier Photonen, die in der Summe die gleiche Energie haben wie
ein einzelnes Photon, kann das Fluoreszenzmolekill angeregt werden. In den Experimenten
dieser Arbeit wurde fur die Anregung der tdTomato-markierten Neutrophilen und der EGFP-
markierten Leishmanien im Gewebe daher eine Wellenlange von 980 nm gewahlt
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Erregungs- (EX) und Emissionsspektren (EM) von EGFP und tdTomato.

Durch die Verwendung einer Wellenlange von 980 nm kénnen die tdTomato-markierten Neutrophilen und die
EGFP-markierten Leishmanien gleichzeitig angeregt werden.

Quelle: https://www.fpbase.org/spectra/ (abgerufen am 23.08.2019).

Die hohe Photonendichte, die durch gepulstes Laserlicht gewahrleistet wird, wird nur in der
Fokusebene erreicht, was ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe und Phototoxizitat in den
umliegenden Schichten verhindert. Durch die raumlich begrenzte Anregung der Molekile
entsteht ein hochkontrastiertes Bild. Hohere Eindringtiefen gegenlber der Konfokal-
mikroskopie werden durch die Verwendung von langwelligem Laserlicht erreicht. Die
Schichten des Gewebes werden nacheinander durch ein schrittweises Bewegen in der
vertikalen z-Ebene (vgl. 2.2.4.4) abgerastert und im Computer im Nachhinein zu einem

dreidimensionalen Bild zusammengesetzt (Murphy et al. 2012, S. 733-734).

Abbildung 9 stellt den Versuchsaufbau schematisch dar. Das emittierte Signal wurde vom
Objektiv aufgefangen, tber dichroitische Strahlteiler spektral aufgetrennt und nach Durchgang
weiterer Filter detektiert. Der erste Langpassfilter (LP-Filter) lie3 Strahlung mit hoherer
Wellenlange als 625 nm hindurch und detektierte das Signal der mit AngioSPARK® 680-
markierten BlutgefaRe. Der nachfolgende Dichroit spaltete das Signal bei einer Wellenlange
von 490 nm und detektierte nach Durchgang durch einen Kurzpassfilter (KP-Filter)
Wellenlangen unter 485 nm und damit die Frequenzverdopplung (engl. second harmonic
generation), die Kollagen-Fasern oder Myosin in der quergestreiften Muskulatur zur besseren
Orientierung im Praparat sichtbar machte. Der am Ende eingesetzte LP 560-Filter ermdglichte
die Differenzierung zwischen den kurzwelligeren Signalen der EGFP-exprimierenden

Leishmanien und den langerwelligen Signalen der tdTomato-markierten Neutrophilen.
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Abbildung 9:  Darstellung der Filter und Non Descanned-Detektoren (NDD) fur die
Zweiphotonenmikroskopie der mit L. major-EGFP infizierten Catchup'VMed-Mause.

Die Laserleistung (18 %) und die Verstarkerspannung am Detektor (engl. gain) wurden je nach Tagesbedingungen
nachjustiert. Zur besseren Ubersicht sind die Zahlenangaben der Wellenlangen der Strahlungen ohne die Einheit
nm angegeben.

Quelle: Abbildung urspriinglich entworfen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Miller, Institut fur
Molekulare und Klinische Immunologie, Magdeburg.

Die bis zu dreistiindigen Aufnahmen wurden mit der Software ZEN acquisition 30 min nach
dem Infektionszeitpunkt gestartet und umfassten einen 36 um dicken z-Stapel mit
10 Schichten. Ubersichtsbilder von dem gesamten Infektionsort konnten mit der ,Tile-Scan‘“-
Funktion generiert werden (3.3.1). Die Aufnahme benachbarter Orte der Probe und das
Zusammenfligen dieser Bilder hinterher erméglichte die Abbildung eines groRen Bereiches
der Probe in hoher Auflésung. Diese Bilder umfassten einen 76 um dicken z-Stapel mit 20
Schichten.

2.2.7.2 Analyse der Neutrophilenrekrutierung

Die Auswertung erfolgte mit der Analysesoftware Imaris. Mit der Option ,Isosurface® konnten
Oberflachen aus Gruppen nahe beieinander liegender Voxels generiert werden. So konnten
die Neutrophilen markiert und ihnen mittels ,Tracking“-Funktion tUber den aufgenommenen

Zeitraum Positionen mit x- und y- Koordinaten zugeordnet werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Markierung und Verfolgung der Neutrophilen mittels Software Imaris.

Links: Originalbild einer Infektionsstelle mit tdTomato-markierten Neutrophilen und EGFP-markierten Leishmanien;
mittig: Oberflachenmarkierung der Neutrophilen; rechts: , Tracking” inrer Oberflachen.
Quelle: Screenshot wahrend der Analysen mit der Software Imaris.

2.2.8 Statistik

Die Auswertung und Erstellung der Graphen der erhobenen Daten erfolgte mit der Software
GraphPad Prism 8. Nach Uberprifter Normalverteilung der Daten wurde der Mittelwert
bestimmt. Die Analyse von zwei Versuchsgruppen erfolgte durch einen ungepaarten t-Test.
Bei mehr als zwei Versuchsgruppen wurde die Einweg-Varianzanalyse (engl. one-way
analysis of variance, one-way ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur oder die Zweiweg-
Varianzanalyse (engl. two-way analysis of variance, two-way ANOVA) mit Bonferroni-
Korrektur verwendet. Die statistische Signifikanz ist mit *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 und

ns, fur nicht signifikant, aufgefuhrt.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Juli 2021 unter dem Titel ,Ly6G deficiency alters the
dynamics of neutrophil recruitment and pathogen capture during Leishmania major skin

infection” in Scientific reports der Nature Publishing Group publiziert (Kleinholz et al. 2021).

3.1 Der Einfluss von Ly6G auf die Immunantwort im

Infektionsverlauf

Die Anwesenheit von Neutrophilen zu Beginn der Immunantwort pragt die Gber Wochen
verlaufende Leishmanieninfektion entscheidend (Hurrell et al. 2015). Die hauptsachlich
infizierten Zellpopulationen nach Infektion mit Leishmania major stellen die Neutrophilen und
die von Monozyten abstammenden M® und DZ dar (Le6n et al. 2007; Trez et al. 2009; Scott
und Novais 2016). Um den Einfluss des Oberflachenproteins Ly6G auf Veranderungen der
Immunantwort im Infektionsverlauf beurteilen zu kénnen, wurde die Zusammensetzung
rekrutierter Zellen am Infektionsort, die Pathogenanzahl im Gewebe und die Zellinfektionsraten
in der initialen Immunantwort 2 Tage, der frihen Immunantwort 7 Tage und in der spaten
Immunantwort 28 Tage nach Infektion (engl. post-infection; p.i.) mithilfe der Durchfluss-
zytometrie analysiert. Daftir wurden heterozygote (Ly6G*") und homozygote (Ly6G”) Catchup-
und Catchup'V™T®d-Mause mit 1 x 108 metazyklischen L. major-EGFP in einem Volumen von
5pul pro Ohr infiziert (2.2.3). Fir die Kompensationskontrollen aller an AK gebundenen
Fluorochrome wurden Kontrolltiere (Ly6G*™*) mit L. major vom Wildtyp und fir die
Kompensation des EGFP-Signals mit L. major-EGFP infiziert. Fur die FACS-Analyse wurden
die isolierten Zellen mit einem CD45-AK zur Identifizierung der Leukozyten sowie mit Ly6G-,
Ly6C-, CD11b-, CD11c- und MHC-Klasse II-AK zur Charakterisierung der Zelluntergruppen
gefarbt.

3.1.1 Zusammensetzung rekrutierter Zellen am Infektionsort mit L. major
Mithilfe von FACS-Analysen konnten die Subpopulationen der rekrutierten Leukozyten an den
Infektionsort zu den Zeitpunkten 2, 7 und 28 Tage p.i. mit L. major quantifiziert werden. Um
Ly6G-defiziente Neutrophile identifizieren zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit eine Ly6G-
unabhangige Analysestrategie gewahlt, in der Neutrophile nach Vorselektion von CD45"- und
MHCII-Zellen Uber intermediére Ly6C-Signale aus CD11b*-Zellen selektiert werden konnten
(Abbildung 11 A). Interessanterweise lieRen sich zwischen 2 und 28 Tagen p.i. keine
Unterschiede in der Neutrophilenrekrutierung zwischen homo- und heterozygoten Catchup-
Mausen nachweisen (Abbildung 11 B). Da gezeigt werden konnte, dass Neutrophile Einfluss
auf die nachfolgende Rekrutierung der von Monozyten abstammenden M® (CD45*, CD11b",
CD11c, MHCII*) und DZ (CD45*, CD11b*, CD11c*, MHCII*) haben (Hurrell et al. 2015), wurde

auch ihr Anteil an den rekrutierten CD45%-Zellen am Infektionsort zu den gleichen
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Infektionszeitpunkten untersucht (Abbildung 11 C). Wahrend sich zu frihen Infektions-
zeitpunkten keine Unterschiede zwischen homo- und heterozygoten Catchup-Mausen
feststellen lieRen, war der Anteil der von Monozyten abstammenden DZ an zum Infektionsort
rekrutierten Leukozyten an Tag 28 p.i. in den homozygoten (Ly6G™) Catchup-Mausen
signifikant um 30 % vermindert im Vergleich zu den heterozygoten (Ly6G*") Catchup-Mausen
(Abbildung 11 D, E). Die Ly6G-Expression hat demnach einen Einfluss auf die Rekrutierung
von DZ an den Infektionsort.

Da gezeigt werden konnte, dass sich die Ly6C- und CD11b-Oberflachenexpressionen je nach
Neutrophilenaktivierung verandern kdnnen (Jutila et al. 1994; Dudeck et al. 2021), wurde in
dieser Arbeit das mittlere Fluoreszenzsignal dieser Marker in Ly6G-defizienten Tieren
bestimmt und mit Ly6G-suffizienten Tieren verglichen. Wahrend sich in den CD11b-Anteilen
keine Unterschiede zeigten, konnte ein geringer, aber signifikant erhéhter Wert in der Ly6C-

Expression in Ly6G-defizienten Tieren nachgewiesen werden (Abbildung 11 F).
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Abbildung 11: Einfluss des Ly6G auf die Zellrekrutierung an den Infektionsort mit L. major.
Durchflusszytometrische Daten heterozygoter (Ly6G*-) und homozygoter (Ly6G™) CatchupVMed-Mause 2 Tage
und Catchup-Mause 7 und 28 Tage p.i. mit 1 x 10 metazyklischen L. major-EGFP pro Ohr. Zellen der Ly6G-
suffizienten Tiere sind durch schwarze Symbole und Zellen der Ly6G-defizienten Tiere sind durch weil3e Symbole
dargestellt.

(A) Analysestrategie zur Ly6G-unabhangigen Detektion der neutrophilen Granulozyten (NG) aus CD45*-, MHCII,
CD11b*-Zellen mit intermediaren Ly6C-Signalen (links und mittig). Die Histogramme (rechts) stellen die
quantifizierten tdTomato- und Ly6G-Signale der selektierten NG (CD11b", Ly6C") in heterozygoten (Ly6G*-; oben)
und homozygoten (Ly6G; unten) Catchup'V™-"ed-Mausen dar. (B) Anteil [in %] der NG an rekrutierten CD45*-Zellen
in Ly6G-suffizienten und Ly6G-defizienten Tieren. Jeder Punkt steht fiir eine unabhéngige Infektionsstelle.
Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert; ns, nicht signifikant; bestimmt durch two-way ANOVA (Zeitpunkt,
Genotyp) mit Bonferroni-Korrektur fir den Genotyp. Daten wurden aus sechs unabhéngigen Experimenten
gesammelt. (C) Analysestrategie zur Identifizierung der aus Monozyten entstandenen M® (CD45*, CD11b*,
CDl1c’, MHCII*) und DZ (CD45*, CD11b*, CD11c*, MHCII*). (D-E) Vergleich der Anteile [in %] der DZ und M® an
rekrutierten Leukozyten (CD45*-Zellen) zwischen Ly6G-suffizienten und Ly6G-defizienten Tieren. Auffallig war der
signifikant geringere Anteil von DZ an CD45*-Zellen in homozygoten (Ly6G™) Catchup-Mausen an Tag 28 p.i. Jeder
Punkt steht fiir eine unabhangige Infektionsstelle. Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert; ***p < 0,001;
ns, nicht signifikant; bestimmt durch two-way ANOVA (Zeitpunkt, Genotyp) mit paarweiser Bonferroni-Korrektur.
Daten wurden aus sechs unabhangigen Experimenten gesammelt. (F) Mittlere Fluoreszenzsignale von Ly6C und
CD11b in tdTomato-markierten NG. Die Oberflachenexpression von Ly6C war in Ly6G-defizienten Tieren gering,
aber signifikant erhdht. Jeder Punkt steht fur eine unabhéngige Infektionsstelle. Horizontale Balken représentieren
den Mittelwert; *p < 0,05; ns, nicht signifikant; bestimmt durch one-way ANOVA mit paarweiser Bonferroni-
Korrektur.

Daten wurden aus sechs unabhangigen Experimenten gesammelt.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.
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3.1.2 Ly6G-Unabhangigkeit der Pathogenanzahl im mit L. major infizierten

Gewebe
Durch eine Verdinnungsreihe (vgl. 2.2.6) mit schrittweisem Herabsetzen der Konzentration
der Mikroorganismen in flissigen Nahrmedien konnte die Grenzverdiinnung ermittelt werden
und daraus die anfangliche Pathogenanzahl innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen
abgeleitet werden. Wie Abbildung 12 zeigt, konnten dabei keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden, die auf ein Vorhandensein von Ly6G zurlickzufiihren sind.
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Abbildung 12: Limitierende Verdinnung zeigt Unabhéngigkeit der Pathogenzahl von L. major im Gewebe
von der Ly6G-Expression der Neutrophilen.
Vergleich der Pathogenzahl mittels limitierender Verdiinnung von heterozygoten (Ly6G*-) und homozygoten
(Ly6G™) Catchup-Mausen bei friiher Immunantwort 7 Tage p.i. und bei spater Immunantwort 28 Tage p.i. nach
vorheriger Infektion mit 1 x 10® metazyklischen L. major-EGFP pro Ohr.
Die nachweisbare Anzahl an Pathogenen war 7 Tage p.i. hdher als 28 Tage p.i. Weder ein Infektionszeitraum von
7 Tagen noch von 28 Tagen zeigte signifikante Unterschiede in der Pathogenzahl zwischen heterozygoten
(schwarze Symbole) und homozygoten (weif3e Symbole) Catchup-M&usen. Jeder Punkt steht fur eine unabhéngige
Infektionsstelle. Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert; ns, nicht signifikant; bestimmt durch two-way
ANOVA (Zeitpunkt, Genotyp) mit Bonferroni-Korrektur fir den Genotyp.
Daten wurden aus drei unabhangigen Experimenten gesammelt.
Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.

3.1.3 Niedrigere Infektionsraten mit L. major von Ly6G-defizienten

Neutrophilen zum Infektionsbeginn
Inwieweit eine Ly6G-Defizienz die Infektion der M®, DZ und insbesondere der Neutrophilen
durch L. major-EGFP beeinflussen konnte, ist bislang unbekannt. Durch die in
Abbildung 11 A, C dargestellte Analysestrategie zur Identifizierung der Neutrophilen, M® und
DZ konnten anschlieend ihre Zellinfektionsraten bestimmt und abhéngig von ihrer Ly6G-
Expression miteinander verglichen werden. Dabei zeigten die Ly6G-defizienten Neutrophilen

der homozygoten CatchupVMd-Mause zum Zeitpunkt 2 Tage p.i. signifikant um 40 %
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verringerte Infektionsraten im Vergleich zu Ly6G-suffizienten Neutrophilen (Abbildung 13 B).
Dies ist aussagekraftig, da Abbildung 11 B zeigt, dass die absoluten Werte der Neutrophilen
zu diesem Zeitpunkt annéhrend identisch sind und daher unabhéngig vom Vorkommen des
Ly6G zu sein scheinen. An den Tagen 7 und 28 p.i. mit L. major-EGFP war dies nicht mehr
sichtbar. Die Aufnahme an Parasiten in M® und DZ war zu allen drei Zeitpunkten nicht
signifikant unterschiedlich zwischen heterozygoten (Ly6G*") und homozygoten (Ly6G™)
Catchup-Mausen (Abbildung 13 C, D). Daher kdnnte es sein, dass Ly6G-defiziente Mause
den langfristigen Infektionsverlauf mit L. major mit gleicher Effizienz wie Ly6G-suffiziente
Mause bewadltigen kénnen. Ly6G-defiziente Neutrophile phagozytieren aber weniger L. major
zu frihen Infektionszeitpunkten. Mittels Konfokalmikroskopie konnte die Phagozytose einer in
Grin dargestellten EGFP-exprimierenden L. major durch einen in Rot dargestellten tdTomato-

exprimierenden Neutrophilen beispielhaft gezeigt werden (Abbildung 13 E).
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Abbildung 13: Infektionsraten von Neutrophilen, M® und DZ mit L. major-EGFP.

Durchflusszytometrische Analyse heterozygoter (Ly6G*-) und homozygoter (Ly6G") Catchup'VM-"¢d-Mause 2 Tage
und Catchup-Méause 7 und 28 Tage p.i. mit 1 x 10® metazyklischen L. major-EGFP pro Ohr.

(A) Histogramme quantifizieren das L. major-EGFP Signal in den zuvor selektierten (Abbildung 11 A, C)
neutrophilen Granulozyten (NG) (CD45*, MHCII-, CD11b", Ly6C"), M® (CD45*, CD11b*, CD11c’, MHCII*) und DZ
(CD45", CD11b*, CD11c*, MHCII*). (B-D) Zellinfektionsraten [in %] von NG (B), M® (C) und DZ (D). Zellen der
Ly6G-suffizienten Tiere sind durch grine Symbole und Zellen der Ly6G-defizienten Tiere sind durch weil3e, grin
umrandete Symbole dargestellt. Ly6G”-Neutrophile zeigten eine signifikant geringere Infektionsrate 2 Tage p.i. im
Vergleich zu Ly6G*"-Neutrophilen (B). Jeder Punkt steht fiir eine unabhangige Infektionsstelle. Horizontale Balken
repréasentieren den Mittelwert; **p < 0,01; ns, nicht signifikant; bestimmt durch two-way ANOVA (Zeitpunkt,
Genotyp) mit Bonferroni-Korrektur fiir den Genotyp. Daten wurden aus sechs unabhéngigen Experimenten
gesammelt. (E) 3D-Schnittdarstellung einer phagozytierten, in Griin dargestellten EGFP-exprimierenden L. major
durch einen in Rot dargestellten tdTomato-exprimierenden NG mittels Konfokalmikroskopie von Catchup'V™-red-
Mausohren 3 Tage p.i. mit 1 x 10* L. major-EGFP pro Ohr. Projektion der dreidimensionalen Bilder mit z-Ebenen
im Abstand von 1 um. MaRstabsbalken, 10 um.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.

3.2 Aufnahme von Neutrophilenmaterial und L. major durch

aus Monozyten entstandene M® und DZ

Peters et al. konnten zeigen, dass nach Infektion der Haut mit der infektibsen Form des
Parasiten L. major, den metazyklischen Promastigoten, die Neutrophilen schnell an den
Infektionsort rekrutiert werden, den Parasiten in sich aufnehmen und somit zur ersten
Verteidigungslinie des Immunsystems gehoéren. Einige Tage nach der Infektion verbleibt der
Parasit vorrangig in von Monozyten abstammenden Phagozyten, den M® oder DZ (Peters et

al. 2008). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Infektion dieser Phagozyten mit

39



ERGEBNISSE

L. major mit der Aufnahme von infizierten Neutrophilen assoziiert war (Ribeiro-Gomes et al.
2012). Die beobachtete signifikant geringere Infektionsrate der Ly6G-defizienten Neutrophilen
zum frihen Infektionsbeginn nach 2 Tagen (3.1.3) konnte demnach durch einen bei Ly6G-
Defizienz veranderten Zell-zu-Zell-Transfer in die an den Infektionsort rekrutierten, von

Monozyten abstammenden M® und DZ zustande kommen.

3.2.1 Konfokalmikroskopischer Nachweis der Phagozytose von
Neutrophilen und Leishmanien durch CD11c*- und CD54*-Zellen

Die gleichzeitige Aufnahme von L. major-EGFP und tdTomato-markiertem Neutrophilen-
material durch Phagozyten wurde mit der Konfokalmikroskopie naher untersucht. Zur
immunhistochemischen Farbung der Mausohr-Querschnitte (2.2.4.3) wurden verschiedene
Priméar-AK getestet. Zur Darstellung der Zellgrenzen erwiesen sich die Farbungen mit den
Primar-AK CD11c und CD54 mit nachfolgender Applikation des Sekundar-AK AF647 am
besten. Mit konfokalmikroskopischen Bildern konnte tatsachlich in mit L. major-EGFP (grine
Darstellung) infizierten Zellen (blaue Darstellung) kolokalisiertes tdTomato-Material von
Neutrophilen (rote Darstellung) nachgewiesen werden (Abbildung 14 A). Einige dieser Zellen
waren auch positiv fur den Zellmarker CD11c der DZ (Abbildung 14 B). Zum Nachweis der
spezifischen AK-Farbung wurde eine Negativkontrolle mit Farbung des Sekundar-AK ohne
vorherige Farbung mit dem Primar-AK angefertigt (Abbildung 14 C).

L. major-EGFP B L. major-EGFP C
tdTomato (NG-Material)
CD11c

DAPI

L. major-EGFP
tdTomato (NG-Material)
kein Primarantikorper
DAPI

tdTomato (NG-Material)
CD54 (ICAM-1)

tdTom. GFP CD54 . dTom. GFP CD11c
Abbildung 14: 3D-Schnittdarstellung der Aufnahme von Neutrophilen- und Leishmanienmaterial durch
CD11c*- und CD54*-Zellen.
Konfokalmikroskopie von Catchup'VM'¢d-Mausohren 3 Tage p.i. mit 1 x 10* L. major-EGFP in 1 pl. Projektion der
dreidimensionalen Bilder mit z-Ebenen im Abstand von 1 um. MaRstabsbalken, 10 um. Darstellung von L. major-
EGFP in Grin, tdTomato-markiertem Material der neutrophilen Granulozyten (NG) in Rot, der AK-Férbung in Blau
und DAPI-markierten Bereichen in Grau.
(A, B) Durch Farbung des Gewebes mit CD54-AK (A) oder CD11c-AK (B) und dem Sekundéar-AK AF647 konnten
Phagozyten sichtbar gemacht werden. Die Bilder zeigen gleichzeitiges Vorhandensein von EGFP-exprimierenden
Leishmanien und tdTomato-markiertem Neutrophilenmaterial in CD54*- bzw. CD11c*-Zellen. Die gemeinsame
Aufnahme von L. major-EGFP und Neutrophilenmaterial durch Phagozyten war demnach sichtbar. (C) Die Negativ-
kontrolle besteht aus der Farbung mit dem Sekundéar-AK AF647 ohne vorherige Farbung mit einem Priméar-AK. Das
Nicht-Vorhandensein von blau fluoreszierenden Anteilen dient dem Nachweis der spezifischen AK-Farbungen.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.
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3.2.2 Ly6G-unabhangige Aufnahme von Neutrophilenmaterial nur durch

mit L. major infizierte, aus Monozyten entstandene Phagozyten
Die gemeinsame Phagozytose von Neutrophilen und Leishmanien durch CD11c*- und CD54*-
Zellen konnte mit konfokalmikroskopischen Aufnahmen nachgewiesen werden. Inwieweit
dieser Prozess durch die Expression des Oberflachenproteins Ly6G auf Neutrophilen
beeinflusst werden kdnnte, wurde durch FACS-Analysen naher spezifiziert und quantifiziert.
Neutrophile der heterozygoten (Ly6G*") und homozygoten (Ly6G™) Catchup'V™ed-Mause
zeigen detektierbare rote Fluoreszenzsignale ihres tdTomatos (vgl. 2.1.5) (Hasenberg et al.
2015). Um ihre gemeinsame Aufnahme mit L. major in M® oder DZ in Abhangigkeit von Ly6G
naher analysieren zu konnen, wurden heterozygote (Ly6G*") und homozygote (Ly6G™)
Catchup'VM'ed-Mause mit 1 x 106 metazyklischen L. major-EGFP in einem Volumen von 5 pl
pro Ohr infiziert (2.2.3) und das mittlere tdTomato-Fluoreszenzsignal in den infizierten und
nicht-infizierten Phagozyten 2 Tage p.i. ausgewertet. Dies diente der Messung der
guantitativen Aufnahme von tdTomato-markierten Neutrophilen durch DZ und M®. Zu diesem
Zeitpunkt ist die Aufnahme von L. major der Neutrophilen durch aus Monozyten entstandene

Phagozyten zu erwarten (Peters et al. 2008).

Die isolierten Zellen wurden mit einem CD45.2-AK zur Abgrenzung der Leukozyten und mit
Ly6G-, Ly6C-, CD11b-, CD11lc- und MHC-Klasse II-AK fur die Analysen gefarbt. Anhand
dieser Marker lassen sich M® (CD45*, CD11b*, CD11c’, MHCII*) und DZ (CD45*, CD11b*,
CD11c*, MHCII*) voneinander abgrenzen. Die FACS-Analysen zeigten, dass nur mit L. major
infizierte (EGFP*) M® und DZ tdTomato-markiertes Neutrophilenmaterial aufnahmen
(Abbildung 15 B). Die mit L. major-EGFP infizierten, nicht transgenen Kontrolltiere (Ly6G*"*),
deren Neutrophile durch das homozygote Fehlen der Cre-Rekombinasen auf beiden Allelen
keine tdTomato-Fluoreszenzsignale ausstrahlen, dienten der Uberprifung des spezifischen
tdTomato-Fluoreszenzsignals in infizierten Zellen und stellten sicher, dass dies nicht durch
eine spektrale Uberlappung von EGFP und tdTomato zustande kam. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass der Ubergang von L. major von Neutrophilen in M® oder DZ zu friihen
Infektionszeitpunkten gemeinsam mit Neutrophilenmaterial auftritt. Wie erwartet zeigten sich
signifikant hohere mittlere tdTomato-Fluoreszenzsignale in GFP*-M® und GFP*-DZ der homo-
und heterozygoten Catchup'VM'™®d-Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren (Ly6G**)
(Abbildung 15 C, D). Signifikante Unterschiede zwischen homo- und heterozygoten
Catchup'V™'ed-Mausen konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (Abbildung 15 C, D). Eine
durch eine Ly6G-Defizienz veranderte Phagozytose von mit L. major infizierten Neutrophilen

durch an den Infektionsort rekrutierte DZ oder M® konnte also nicht bestatigt werden.
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Abbildung 15: Aufnahme von tdTomato-Neutrophilenmaterial nur durch mit L. major-EGFP infizierte, aus
Monozyten entstandene M® und DZ.

FACS-Analyse von heterozygoten (Ly6G*") (links dargestellt), homozygoten (Ly6G~-) Catchup'V™-"¢d-Mausen (mittig
dargestellt) und nicht transgenen Kontrolltieren (Ly6G**) (rechts dargestellt) 2 Tage p.i. mit 1 x 106 metazyklischen
L. major-EGFP pro Ohr.

(A) Analysestrategie fur an den Infektionsort rekrutierte, mit L. major infizierte M® (CD45*, CD11b*, CDllc,
MHCII*) und DZ (CD45*, CD11b*, CD11c*, MHCII*). Nach der vorherigen Aufreinigung von CD45*-Zellen mittels
MACS-Methode wurden CD11b*-, CD11c*-, MHCII*-Zellen selektiert. Diese wurden nach der Starke ihrer von
neutrophilen Granulozyten (NG) abstammenden tdTomato-Fluoreszenzsignale sortiert. Die Neutrophilen, die die
Subpopulation mit den stérksten Signalen darstellen, wurden ausgeschlossen (obere Reihe). Die M® und DZ
konnten jeweils in eine mit L. major infizierte (EGFP*) und in eine nicht-infizierte (EGFP-) Population unterteilt
werden (untere Reihe). (B) In Rot dargestellt ist das quantifizierte tdTomato-Signal in mit L. major infizierten
(EGFP*) und nicht-infizierten (EGFP-) DZ und M® von heterozygoten (Ly6G*") (links) und homozygoten (Ly6G™")

CatchupVM-ed-Mzusen (rechts). In Schwarz ist das quantifizierte tdTomato-Signal aus nicht transgenen
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Kontrolltieren (Ly6G**) gegeniibergestellt. Nur mit L. major infizierte, EGFP*-M® und -DZ nahmen tdTomato-
markiertes Neutrophilenmaterial auf, denn in EGFP-Zellpopulationen war dies nicht nachweisbar. Mit L. major-
EGFP infizierte, nicht transgene Kontrolltiere (Ly6G**), deren Neutrophile keine tdTomato-Fluoreszenzsignale
senden, dienten der Uberprifung der spezifischen tdTomato-Fluoreszenzsignale in infizierten Zellen. Dies stellte
sicher, dass diese nicht durch eine spektrale Uberlappung von EGFP und tdTomato zustande kamen.
(C, D) Dargestellt ist das mittlere Fluoreszenzsignal des tdTomatos [in willkiirlichen Einheiten] in infizierten (EGFP*)
und nicht infizierten (EGFP") M® (C) und DZ (D) als MaR fur die Menge an phagozytierten tdTomato-markierten
Neutrophilen. Das mittlere Fluoreszenzsignale der tdTomato-markierten Neutrophilen in EGFP*-M® und EGFP*-
DZ der hetero- (schwarze Symbole) und homozygoten (weiRe Symbole) Catchup'VMed-Mause war dabei signifikant
hoéher als das der nicht transgenen Kontrolltiere (graue Symbole) durch die fehlende tdTomato-Fluoreszenz der
Neutrophilen in diesen Tieren. Zwischen hetero- und homozygoten Catchup'VMTed-Mausen lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede in der H6he des mittleren tdTomato-Fluoreszenzsignals nachweisen. Dies spricht fiir die
Ly6G-Unabhéangigkeit der Aufnahme von tdTomato-markiertem Neutrophilenmaterial durch aus Monozyten
entstandene M® und DZ. Jeder Punkt steht fur eine unabhé&ngige Infektionsstelle. Horizontale Balken
représentieren den Mittelwert; ***p < 0,001; ns, nicht signifikant; bestimmt durch one-way ANOVA und Bonferroni-
Korrektur fur multiple Vergleiche.

Daten wurden aus drei unabhéangigen Experimenten gesammelt.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.

3.3 Rekrutierung von Neutrophilen an den Infektionsort mit

L. major in vivo

Das Oberflachenprotein Ly6G scheint an diversen Integrin-Interaktionen sowie an der
Extravasation von Neutrophilen beteiligt zu sein (Wang et al. 2012; Yipp und Kubes 2013;
Nigrovic 2013; Cunin et al. 2019). Nach Infektion von Gewebe mit L. major werden in den
ersten Stunden viele Neutrophile an den Infektionsort rekrutiert. Eine mogliche Integrin-
Interaktion von Ly6G konnte sich auf die Rekrutierungskinetik der Neutrophilen an den
Infektionsort auswirken, weswegen in dieser Arbeit Ly6G-defiziente und Ly6G-suffiziente
Neutrophile bei ihrer Migration in mit L. major infiziertes Gewebe mittels Zweiphotonen-
mikroskopie analysiert wurden. Auch der Trend des geringeren Anteils an infizierten
Neutrophilen bei Ly6G-Defizienz 2 Tage p.i. (Abbildung 13) legt nahe, dass das
Oberflachenprotein Ly6G Einfluss auf die Interaktion der Neutrophilen mit Leishmanien haben
konnte und begriindet ebenfalls die Analyse der Wechselwirkungen zwischen Neutrophilen
und L. major mit der Zweiphotonenmikroskopie in vivo. Fur die Zweiphotonenmikroskopie
wurden heterozygote (Ly6G*") und homozygote (Ly6G”) Catchup'VM'™®d-Mause anasthesiert
und an 2 Infektionsstellen pro Ohr mit 1 x 10* metazyklischen L. major-EGFP in einem

Volumen von 0,5 pl mit einer Mikroinjektionsspritze infiziert (2.2.7.1).
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3.3.1 Ubersichtsaufnahmen der Rekrutierung von Ly6G* - und Ly6G™'-

Neutrophilen im Vergleich
Mit der ,Tile-Scan“-Funktion konnte die Rekrutierung der Neutrophilen an den Infektionsort
analysiert werden. Dies ist ein erweiterter Scan-Modus der Zweiphotonenmikroskopie, der es
ermoglicht mehrere benachbarte Ausschnitte nacheinander zu scannen und hinterher durch
die Software zu einem grof3en Bildausschnitt zusammenzufiigen. Die Aufnahmen entsprechen
der 9-fachen GroRRe der Aufnahmen unter 3.3.2. In diesen Filmaufnahmen konnten
unterschiedliche Bewegungsmuster der Neutrophilen beobachtet werden. Wahrend sich die
Ly6G* -Neutrophilen kontinuierlich aus verschiedenen Richtungen zum Infektionsort
bewegten, verlieRen die Ly6G™-Neutrophilen nach Akkumulation in den BlutgefaRen diese

scheinbar gerichtet innerhalb ihres Zellverbandes, vergleichbar mit einem schwarmahnlichen

Verhalten (Abbildung 16).

80 min p.i.

160 min p.i.

200 min p.i.

Abbildung 16: Bildaufnahmen der Rekrutierung von Ly6G*--und Ly6G-Neutrophilen an den Infektionsort

mit L. major in vivo.
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Intravitale Zweiphotonenmikroskopie im , Tile-Scan-Modus* von heterozygoten (Ly6G*-) und homozygoten (Ly6G™)
Catchup'YM-ed-Mausohren 80, 160 und 200 min p.i. mit 1 x 10* L. major-EGFP. Darstellung der BlutgefaRe mit
AngioSPARK® 680 in Blau, der L. major-EGFP in Griin und der tdTomato-exprimierenden Neutrophilen in Rot. Die
Projektion der dreidimensionalen Bilder umfasst eine Gewebedicke von 76 um mit 20 z-Ebenen im Abstand von
4 ym und wurde in ca. 34 s pro z-Ebene aufgenommen. MaRstabsbalken, 150 um. Uber die BlutgefaRe wurden
Neutrophile an den Infektionsort rekrutiert. Wahrend sich die Ly6G*--Neutrophilen von verschiedenen Seiten
kontinuierlich an den Infektionsort naherten, lieR sich bei den Ly6G-Neutrophilen nach einer primaren Anhaufung
in nahe gelegenen BlutgeféalRen ein konzertiertes schwarmahnliches Austrittsverhalten der BlutgeféaRe beobachten.

Quelle: Eigene Darstellung.

3.3.2 Veréandertes Eintrittsverhalten der Ly6G-defizienten Neutrophilen in

das mit L. major infizierte Gewebe
Zur Quantifizierung dieses Verhaltens wurden Uber mehrere Stunden nach dem
Infektionszeitpunkt Filme aufgenommen und Neutrophile mit der Software Imaris pro Zeitpunkt
ausgezahlt (2.2.7.2). Wie schon vorher beobachtet (Peters et al. 2008), wurden auch hier
Neutrophile effektiv rekrutiert und akkumulierten innerhalb der ersten beiden Stunden am
Infektionsort, um L. major zu phagozytieren (Abbildung 17 A). Innerhalb 1-2 h konnten viel
hohere Eintrittsraten der Ly6G*-Neutrophilen in das Gewebe im Vergleich zu den Ly6G™-
Neutrophilen beobachtet werden (Abbildung 17 A, B). Interessanterweise wurde die initiale
niedrigere rekrutierte Anzahl an Neutrophilen der homozygoten (Ly6G™) Catchup'V™¢4-Mause
nach 2-3 h durch héhere Eintrittsraten ihrer Neutrophilen kompensiert (Abbildung 17 B, C).
Dies zeigte sich auch im eher linearen Anstiegsverlauf der Anzahl rekrutierter Ly6G* -
Neutrophiler (erste und zweite Reihe) pro Bildvolumen (ber die Zeit, wahrend die Ly6G™-
Neutrophilen (dritte und vierte Reihe) einen eher exponentiellen Anstiegsverlauf hatten
(Abbildung 17 B). Dies ist mit einem konzertierten schwarmahnlichen Verhalten der Ly6G™-
Neutrophilen, das bereits im ,Tile-Scan-Modus“ gesehen werden konnte, vereinbar
(Abbildung 16). Wahrend die Ly6G*-Neutrophilen konstante Eintrittsraten tber die Zeit
zeigten, war der Anstieg der Ly6G”-Neutrophilen im Vergleich in der Zeit zwischen 60-120 min
p.i. um 50 % vermindert und zwischen 120-180 min p.i. mehr als verdoppelt (Abbildung 17 C).
Die Geschwindigkeiten der Neutrophilen waren zum Zeitpunkt 120-180 min p.i. signifikant
hoher im Vergleich zum Zeitpunkt 60-120 min p.i., aber blieben von einer Ly6G-Defizienz
unbeeinflusst (Abbildung 17 D). Demnach ware es vorstellbar, dass Ly6G keinen direkten
Einfluss auf die interstitielle Migration der Neutrophilen hat, aber auf den Austritt der

Neutrophilen aus den Blutgefalien.
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Abbildung 17: Verandertes Eintrittsverhalten der Ly6G-Neutrophilen in das mit L. major infizierte Gewebe
im zeitlichen Verlauf.
Zweiphotonenmikroskopie nach Infektion heterozygoter (Ly6G*-) und homozygoter (Ly6G~-) Catchup'VMed-Mause
mit 1 x 10* metazyklischen L. major-EGFP pro Ohr.
(A) Bilddaten der Zweiphotonenmikroskopie zu den Zeitpunkten 60 min, 90 min und 120 min p.i. von tdTomato-
markierten neutrophilen Granulozyten (NG) (Ly6G*"-NG in der ersten und zweiten Reihe, Ly6G*-NG in der dritten
und vierten Reihe jeweils rot dargestellt) bei ihrer Migration in mit L. major-EGFP (grin dargestellt) infiziertes
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Gewebe. NG wurden in unter 2 h an den Infektionsort rekrutiert. Die roten NG-Verlaufsspuren (engl. tracks) zeigen
ihre akkumulierten Migrationswege im Laufe der Zeit. Jede Projektion der dreidimensionalen Bilder umfasst eine
Gewebedicke von 36 um mit 10 z-Ebenen im Abstand von 4 um und wurde in ca. 34 s pro z-Ebene aufgenommen.
MaRstabsbalken, 100 um. (B) Die oberen beiden Graphen zeigten eher lineare Verlaufe der Anzahl an Ly6G*-NG
pro Bildvolumen im Infektionsverlauf. In den unteren beiden Graphen lieRen sich eher exponentielle Anstiege an
rekrutierten Ly6G-NG pro Bildvolumen im Infektionsverlauf tiber die Zeit beobachten. Schwarze Kurven gehéren
jeweils zu den links dargestellten Bilddaten in A. Die grauen Kurven gehéren zu den anderen Bilddaten aus A und
sind zum Vergleich mit dargestellt. (C) Linke Abbildung: Anstieg der NG-Zahl pro Bildvolumen pro Minute zu den
Zeitpunkten 60-120 min p.i. und 120-180 min p.i. Bei den NG der homozygoten (Ly6G*) Catchup'VMTed-Mause
(weiRe Symbole) zeigte sich zum Zeitpunkt 120-180 min p.i. ein signifikant erhdhter Anstieg ihrer NG-Zahl pro
Bildvolumen/Minute im Vergleich zum Zeitpunkt 60-120 min p.i. Die initiale niedrigere Anzahl der rekrutierten
Ly6G”-NG wurde nach 2-3 h durch hohere Eintrittsraten ihrer NG kompensiert. Jeder Punkt steht fir eine
unabhéngige Infektionsstelle zur Analyse mittels Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale Balken représentieren den
Mittelwert; *p < 0,05; ns, nicht signifikant; bestimmt durch one-way ANOVA und paarweiser Bonferroni-Korrektur.
Rechte Abbildung: signifikant erhthter Anstieg der Zahl an NG in homozygoten (Ly6G™) Catchup'VM-"¢d-Mausen
(weiRe Symbole) zum Zeitpunkt 120-180 min p.i. vs. 60-120 min p.i. im Vergleich zu heterozygoten (Ly6G*")
Catchup'V™-ed-Mausen (schwarze Symbole). Jeder Punkt steht fiir eine unabhangige Infektionsstelle zur Analyse
mittels Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert; *p < 0,05; bestimmt durch
ungepaarten t-Test. (D) Linke Abbildung: instantane Geschwindigkeiten der NG zu den Zeitpunkten 60-120 min p.i.
und 120-180 min p.i. Diese waren sowohl in Ly6G-defizienten (weiBe Symbole) als auch in Ly6G-suffizienten
(schwarze Symbole) Tieren zum Zeitpunkt 120-180 min p.i. signifikant gegenliber dem Zeitpunkt 60-120 min p.i.
erhoht. Jeder Punkt steht fir eine unabhangige Infektionsstelle zur Analyse mittels Zweiphotonenmikroskopie.
Horizontale Balken représentieren den Mittelwert; *p < 0,05; bestimmt durch one-way ANOVA und paarweiser
Bonferroni-Korrektur. Rechte Abbildung: Vergleich der instantanen Geschwindigkeiten der NG von Ly6G-
defizienten (weilRe Symbole) mit NG von Ly6G-suffizienten (schwarze Symbole) Tieren zu den Zeitpunkten 120-
180 min p.i. vs. 60-120 min p.i. Dies waren nicht signifikant unterschiedlich. Jeder Punkt steht fir eine unabhangige
Infektionsstelle zur Analyse mittels Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale Balken représentieren den Mittelwert;
ns, nicht signifikant; bestimmt durch ungepaarten t-Test.

Daten wurden aus 17 unabhé&ngigen Experimenten gesammelt.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.

3.3.3 Interaktionen von Neutrophilen mit L. major in vivo

Um die Rekrutierungskinetik der Neutrophilen und ihre Interaktionen mit L. major im infizierten
Gewebe quantifizieren zu konnen, wurden in den Bildaufnahmen der Zweiphotonen-
mikroskopie zunachst die Neutrophilen und L. major mittels der Software Imaris, wie unter
2.2.7.2 beschrieben, markiert. Nach der Datenkonversion in einen Zytometriedatensatz mittels
DiscIT Software konnten anschlieend mithilfe von Makro-Programmierungen von ImageJ
(einsehbar in Anlagen) die instantanen Geschwindigkeiten der Neutrophilen, die Distanzen
der Neutrophilen zur jeweils nachsten L. major, die Distanzen der Neutrophilen zur jeweils
nachsten Neutrophilen sowie der Winkel a der Bewegungsrichtungen néchst gelegener

Neutrophiler berechnet werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18:  Analyseschema von Neutrophilen und L.major in Bildaufnahmen der

Zweiphotonenmikroskopie.

Die neutrophilen Granulozyten (NG) (rot dargestellt) und L. major (grin dargestellt) aus den Bildaufnahmen der
Zweiphotonenmikroskopie wurden mit der Imaris Software markiert (Segmentierung) und der Verlauf der NG in
den Filmen mittels 3D-, Tracking“-Funktion verfolgt. So konnte jeder markierten Zelle eine Position mittels x- und y-
Koordinate zugeordnet werden. Die DiscIT Software erlaubte die Datenkonversion in einen Zytometriedatensatz
(Moreau et al. 2012). Die ,Tracking“-Funktion lieferte neben den Positionen (Pos.) einer markierten Zelle zum
Zeitpunkt t auch die Positionen zum Zeitpunkt t+1 und ermdglichte es daher ihre Richtung nachzuverfolgen. Da
L. major nicht ,getrackt® wurde, sind lediglich die Positionen zum Zeitpunkt t bestimmt worden. Mithilfe von Makro-
Programmierungen von ImageJ (Makro 1 und 2 einsehbar in Anlagen) konnten daraus die instantane
Geschwindigkeit des NG (rosa dargestellt), die Distanz des NG zur nachsten L. major (griin dargestellt), die Distanz
des NG zum nachsten NG (blau dargestellt) und der Winkel a der Bewegungsrichtungen nachstgelegener NG (rosa
dargestellt) berechnet werden. Die farbliche Kodierung dient der besseren Ubersicht. Diese Analyseprozedur
wurde fir die Datengenerierung der gezeigten Ergebnisse in Abbildung 19 verwendet.

Quelle: Abbildungsbestandteile urspriinglich entworfen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Miiller, Institut

fur Molekulare und Klinische Immunologie, Magdeburg.

Nach der Phagozytose von L. major durch Neutrophile reduziert sich die Geschwindigkeit der
Neutrophilen stark (Peters et al. 2008). Um diese friihen Interaktionen von L. major mit
Neutrophilen genauer untersuchen zu kénnen, wurden die instantanen Geschwindigkeiten der
Neutrophilen in Abh&ngigkeit von ihrer Distanz zu nachster L. major zu verschiedenen
Infektionszeitpunkten nach dem in Abbildung 18 dargestellten Schema analysiert. Dabei
wurde zwischen einem Kontakt der Neutrophilen mit L. major mit Distanzen <5 pum und keinem
Kontakt der Neutrophilen mit L. major mit Distanzen >5 pm unterschieden und diese in Ly6G-

suffizienten und Ly6G-defizienten Tieren miteinander verglichen (Abbildung 19 A). Sowohl
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die Distanzen der Neutrophilen zu L. major-EGFP als auch der Infektionszeitpunkt
beeinflussten die instantanen Geschwindigkeiten der Neutrophilen signifikant, jedoch tbte der
Genotyp keinen Einfluss darauf aus (Abbildung 19 B, C). Obwohl die anfangliche
Rekrutierung der Ly6G”-Neutrophilen zum Infektionsort mit L. major verlangsamt war
(Abbildung 17), ergab die Analyse der instantanen Geschwindigkeiten keine signifikanten

Unterschiede in Abhangigkeit von Ly6G.

Zur Analyse eines moglichen schwarméhnlichen Verhaltens wurden Neutrophile ausgewahlt,
deren Distanzen zum n&chsten Neutrophilen 5-15pm betrugen, was etwa dem
Zelldurchmesser eines Neutrophilen entspricht (Abbildung 19 D). Fur diese kurzen Distanzen
ist ein Schwarmverhalten sehr wahrscheinlich (Ldmmermann et al. 2013). Eine komplett
zuféllige Bewegung der Neutrophilen wirde einen durchschnittlichen Winkel zwischen den
verglichenen Bewegungsvektoren von 90° ergeben. Der beobachtete Winkel von 60° oder
weniger zeigte dabei deutlich, dass sich die jeweils verglichenen Neutrophilen in die gleiche
Richtung bewegten, was auch vorher schon phanotypisch beobachtet werden konnte
(Abbildung 16). Auffallig ist dabei, dass unter den Neutrophilen mit mittlerer und hoher
Geschwindigkeit (v2 = 2-8 ym/min sowie vs =8-16 um/min) der Winkel a zwischen den
Bewegungsvektoren benachbarter Neutrophiler fiir Ly6G”-Neutrophile kleiner war als fir
Ly6G* -Neutrophile (signifikant fur v, = 2-8 pm/min, Abbildung 19 E). Dies konnte auf ein
geschwindigkeitsabhangiges schwarméahnliches Verhalten von Neutrophilen bei einer Ly6G-

Defizienz hindeuten.
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Abbildung 19: Instantane Geschwindigkeit der Neutrophilen verdndert sich abhé&ngig vom
Infektionszeitpunkt sowie von der Distanz zu L. major-EGFP.

Zweiphotonenmikroskopie nach Infektion heterozygoter (Ly6G*-) und homozygoter (Ly6G~-) Catchup'VM-ed-Mause
mit 1 x 10 metazyklischen L. major-EGFP pro Ohr. Jede Projektion der dreidimensionalen Bilder umfasst eine
Gewebedicke von 36 pum mit 10 z-Ebenen im Abstand von 4 um und wurde in ca. 34 s pro z-Ebene aufgenommen.
(A) Dargestellt ist die quantitative Verteilung der instantanen Geschwindigkeiten der neutrophilen Granulozyten
(NG) (in um/min), die Kontakt mit L. major-EGFP hatten (entsprechend einer Distanz von <5 pum) sowie derer, die
keinen Kontakt mit L. major-EGFP hatten (entsprechend einer Distanz von >5 pm) zu den Zeitpunkten 60-120 min
p.i. und 120-180 min p.i. in heterozygoten (Ly6G*") (links dargestellt) und homozygoten (Ly6G~-) Catchup'VM-red-
Méausen (rechts dargestellt). (B) Analyse der mittleren Distanzen von NG zu néchst gelegener L. major-EGFP zu
den Zeitpunkten 60-120 min p.i. und 120-180 min p.i. in heterozygoten (Ly6G*-) (schwarze Symbole) und
homozygoten (Ly6G™) Catchup'VMed-Mausen (weiRe Symbole). Jeder Punkt steht fiir eine unabh&ngige
Infektionsstelle zur Analyse mittels Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert;
ns, nicht signifikant; bestimmt durch one-way ANOVA und Bonferroni-Korrektur fur multiple Vergleiche. (C) Analyse
der instantanen Geschwindigkeiten der NG (in pm/min) zu den Zeitpunkten 60-120 min p.i. und 120-180 min p.i. in
Abhangigkeit von L. major-EGFP in einer Reichweite von 5 pm. Ly6G-NG sind durch schwarze und Ly6G*-NG
durch weilRe Symbole dargestellt. Jeder Punkt steht fir eine unabhéngige Infektionsstelle zur Analyse mittels
Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale Balken reprasentieren den Mittelwert; **p < 0,01; ns, nicht signifikant. Die
two-way ANOVA-Analyse ergab, dass die Distanz von NG zu L. major-EGFP und der Infektionszeitpunkt einen
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signifikanten Einfluss auf die instantane Geschwindigkeit der NG hatten, jedoch Ubte der Genotyp keinen Einfluss
darauf aus. (D) Selektion von NG, die Distanzen von 5-15 um zum nachsten NG haben, entsprechend etwa dem
Zelldurchmesser eines NG. Es wurden drei Populationen verschiedener instantaner Geschwindigkeiten (vi-3)
unterschieden. (E) Ly6G~-Neutrophile (weiRe Symbole) mit v2 = 2-8 um/min und vs = 8-16 um/min zeigten kleinere
Winkel a der Bewegungsrichtungen nachst gelegener NG als Ly6G*--Neutrophile (schwarze Symbole), was auf ein
mogliches schwarmahnliches Verhalten hindeuten kdnnte. Dies ist signifikant nachweisbar fur vz = 2-8 pm/min.
Jeder Punkt steht fiir eine unabhangige Infektionsstelle zur Analyse mittels Zweiphotonenmikroskopie. Horizontale
Balken repréasentieren den Mittelwert; *p <0,05; ns, nicht signifikant; bestimmt durch two-way ANOVA und
Bonferroni-Korrektur.

Daten wurden aus 17 unabhéngigen Experimenten gesammelt.

Quelle: Abbildung adaptiert aus Kleinholz et al. 2021.
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4 Diskussion

Die Funktionen des murinen Oberflachenproteins Ly6G der Neutrophilen, das als wichtiger
Marker zur Identifikation und Depletion von Neutrophilen gilt, sind noch nicht ausreichend
erforscht (Hickey 2012; Hasenberg et al. 2015). Es ist unklar, ob es mdglicherweise mit fur die
Neutrophilenrekrutierung verantwortlich ist oder deren Phagozytose von Pathogenen
ermdglicht. Obwohl in humanen Neutrophilen nur ein Homolog (CD177) existiert, dessen
Funktionen vermutlich nicht komplett identisch zu dem Oberflachenprotein Ly6G sind, kann
die Erforschung des Ly6G-Proteins und seiner Unterschiede zu CD177 im Rahmen von
Immunreaktionen weitreichende Kenntnisse zur Funktion von Neutrophilen fur die praklinische
Forschung, die Anwendung im Klinischen Kontext sowie langfristig verbesserte Therapie-

optionen mit sich bringen.

Um den Einfluss des Oberflachenproteins Ly6G der Neutrophilen auf Immunreaktionen naher
untersuchen zu koénnen, wurde in dieser Arbeit das ,Catchup-Mausmodell® vor dem
genetischen C57BL/6-Hintergrund, deren homozygote Mause Ly6G-defizient sind, verwendet
(Hasenberg et al. 2015). Diese Mause wurden mit L. major, einem Erreger der KL, infiziert und
die ausgeltsten Immunreaktionen analysiert (Kleinholz et al. 2021). In diesem weitreichend
beschriebenen Infektionsmodell kann L. major effizient bekampft werden, was wichtig ist, da
die Immunantwort der Leishmanieninfektion, und damit auch die Rolle der Neutrophilen als
erste Verteidigungslinie des angeborenen Immunsystems, stark abh&ngig sowohl vom
verwendeten Mausstamm als auch von der Leishmanienart ist (Sacks und Noben-Trauth 2002;
Muller et al. 2012; Scott und Novais 2016; Peters et al. 2008). Die Interaktionen von
Neutrophilen und mdglichen Wirtszellen mit L. major am Infektionsort sind Gegenstand
immunologischer Forschung (Ribeiro-Gomes et al. 2004; Ribeiro-Gomes et al. 2012; Ribeiro-
Gomes et al. 2015).

4.1 Der Einfluss von Ly6G auf die Immunantwort im

Infektionsverlauf

Die Rolle der Neutrophilen in der KL wird kontrovers diskutiert, da sie sich sowohl protektiv als
auch pathologisch auf inre Verlaufe auswirken kénnen (vgl. 1.4.4) (Peters et al. 2008; Peters
und Sacks 2009; Chen et al. 2005; Tacchini-Cottier et al. 2000; Laskay et al. 2008). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die B-2-Integrin-abhangige Migration von Neutrophilen durch
Ly6G-AK-Bindung blockiert werden kann (Wang et al. 2012). AufRerdem konnte gezeigt
werden, dass der CR3, bestehend aus 3-2- und au-Integrinen, Einfluss auf die Aktivierung der
Phagozyten und die Aufnahme von Pathogenen hat (Wright et al. 1988; Hondalus et al. 1993;
Ishibashi et al. 1994). Durch die Beeinflussung der 3-2-Integrin-Expression durch Ly6G wurde
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die Hypothese aufgestellt, dass die initialen Interaktionen der Immunzellen mit L. major bei
einer Ly6G-Defizienz verandert sein kbnnten. Inshesondere sollte geklart werden, ob Ly6G die
Phagozytose von L. major durch Neutrophile beeinflusst. Daher wurde in dieser Arbeit zu
unterschiedlichen Infektionszeitpunkten in einem Zeitraum von 28 Tagen untersucht, inwieweit
Ly6G Einfluss auf die Zellrekrutierung, die Pathogenanzahl im mit L. major infizierten Gewebe

sowie die jeweiligen Zellinfektionsraten im Infektionsverlauf haben kénnte.

2 Tage nach Infektionsbeginn zeigten sich tatsachlich Ly6G-defiziente Neutrophile, trotz
unveranderter Pathogenanzahl bei einer Ly6G-Defizienz (Abbildung 12), signifikant geringer
im Vergleich zu Ly6G-suffizienten Neutrophilen mit L. major-EGFP infiziert (Abbildung 13).
Waéhrend der Anteil der rekrutierten Neutrophilen an CD45"-Zellen zum Infektionsort von einer
Ly6G-Defizienz unbeeinflusst war, konnte an Tag 28 p.i. gezeigt werden, dass signifikant
weniger DZ in Ly6G-defizienten Tieren an den Infektionsort rekrutiert wurden (Abbildung 11).
Dies spricht daftr, dass initiale Veranderungen in der Interaktion von Neutrophilen mit L. major
zu Infektionsbeginn die nachfolgende adaptive Immunantwort beeinflussen, was auch in
anderen Studien bereits belegt werden konnte (Hurrell et al. 2015; Ledn et al. 2007). Aufgrund
der leicht erhdhten Ly6C-Expression in Ly6G-defizienten Neutrophilen (Abbildung 11),
dessen Expression nicht bei Monozytenaktivierung, jedoch bei Neutrophilenaktivierung steigt
(Jutila et al. 1994), hatte man erwarten kénnen, dass auch eine verstarkte Rekrutierung der
Neutrophilen stattfindet. Dies konnte in den Ergebnissen jedoch nicht bestatigt werden, kbnnte
aber ein Hinweis fir die bei einer Ly6G-Defizienz veréanderte Dynamik der Neutrophilen-
rekrutierung sein (vgl. 4.3). Die Ly6G-unabhangige Pathogenzahl konnte darauf hindeuten,
dass andere ausgleichende Mechanismen die oben beschriebenen Verdnderungen der
initialen Interaktion der Neutrophilen mit L. major 2 Tage p.i. sowie deren Einfluss auf die
verminderte Rekrutierung von DZ in Ly6G-defizienten Tieren an Tag 28 p.i. kompensieren
kénnen, was auch fur andere Immundefizienzen bei Leishmanieninfektionen bereits gezeigt

werden konnte (Vieira et al. 1996; Nashleanas et al. 1998; Murray et al. 2000).

4.2 Aufnahme von Neutrophilenmaterial nur in mit L. major
infizierte, aus Monozyten entstandene Phagozyten: Rolle

von Ly6G

Nach der Gewebeinfektion mit L. major werden Neutrophile schnell rekrutiert, phagozytieren
den Parasiten und sind durch ihre Granula beféahigt, Mikroorganismen direkt abzuttten.
Dennoch ist es L. major moglich, durch verschiedene Ausweichstrategien der Abtdtung zu
entkommen und sie als Ubergangswirtszelle bis zum Erreichen ihrer finalen Wirtszellen, den
aus Monozyten entstandenen DZ- und M®-ahnlichen Phagozyten, zu nutzen. Daher werden

Neutrophile auch als , Trojanische Pferde® beschrieben, in denen sich L. major unentdeckt vor
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anderen Immunzellen aufhalten kann und nach Apoptosesignalen der Neutrophilen ,still* mit
in die M® aufgenommen werden kann (vgl. 1.4.4) (van Zandbergen et al. 2004; Laskay et al.
2003). In-vivo-Bildgebung konnte eine zweite Ausweichstrategie aufzeigen. Laut dem Modell
des ,Trojanischen Hasen“ entweichen Leishmanien apoptotischen Neutrophilen, um dann
simultan zu ihrer Aufnahme in M®, durch die herunterregulierte M®-Aktivitat, eine produktive
Infektion auslésen zu kdénnen (Ritter et al. 2009). Durch die von L. major induzierte Apoptose
der Neutrophilen und Chemokinsekretion werden letztlich M® und DZ rekrutiert und ihre
gemeinsame Aufnahme getriggert (Ribeiro-Gomes et al. 2012; van Zandbergen et al. 2004;
Peters et al. 2008). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Efferozytose der Neutrophilen
entscheidenden Einfluss auf die nachfolgende adaptive Immunantwort nimmt (Lim et al. 2020).
Vor dem Hintergrund der Erkenntnis, dass die B-2-Integrine Mac-1 und KR4 (CD11c/CD18)
ebenfalls als Efferozytoserezeptoren fungieren kdnnen (Kourtzelis et al. 2017), wurde in dieser
Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass die Phagozytose von mit L. major infizierten

Neutrophilen durch DZ und M® bei einer Ly6G-Defizienz veréndert sein konnte.

Nach Infektion mit L. major von heterozygoten (Ly6G*) und homozygoten (Ly6G™)
Catchup'V™'ed-Mausen, deren Neutrophile detektierbare rote Fluoreszenzsignale ihres
tdTomatos aufweisen, konnte mittels FACS-Analyse Folgendes nachgewiesen werden: Nur
mit L. major infizierte (EGFP*), aus Monozyten entstandene M® und DZ nahmen das
tdTomato-markierte Neutrophilenmaterial auf, was bei EGFP-M® und -DZ nicht nachweisbar
war (Abbildung 15). Fir die Nachweisbarkeit von Neutrophilenmaterial nur in mit L. major
infizierten M® und DZ erscheinen zwei Erklarungen denkbar: Entweder bewirkt L. major selbst
die gleichzeitige Aufnahme von Neutrophilen durch die Phagozyten, oder L. major hemmt in
ihrer Anwesenheit den Abbau der Neutrophilen in den von ihnen infizierten Phagozyten.
Unterschiede zwischen Ly6G-suffizienten und Ly6G-defizienten Tieren konnten nicht
nachgewiesen werden. Ly6G scheint nach diesen Ergebnissen zufolge eher nicht als ,lss-
Mich-Signal“ fir nachfolgend rekrutierte M® und DZ im Rahmen der Infektion mit L. major zu
fungieren. Die Mdglichkeit, dass aber L. major selbst die Efferozytose der Neutrophilen
induziert, ware eine wichtige Hypothese, die in zukinftigen Studien n&her untersucht werden

sollte.

4.3 Eintrittsverhalten von (Ly6G-defizienten) Neutrophilen in

das mit L. major infizierte Gewebe in vivo

Das Oberflachenprotein Ly6G scheint an der [-2-Integrin-abhangigen Migration von
Neutrophilen in das infizierte Gewebe beteiligt zu sein (Wang et al. 2012; Yipp und Kubes
2013; Nigrovic 2013; Cunin et al. 2019). Wahrend (-2-Integrine an der Extravasation der
Neutrophilen beteiligt sind, verlauft ihre interstitielle Migration weitestgehend Integrin-

unabhangig (Kourtzelis et al. 2017; Sixt et al. 2001; Lammermann et al. 2008; Renkawitz und
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Sixt 2010). Daher wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob die Rekrutierungskinetik
der Neutrophilen bei ihrer Migration in das mit L. major infizierte Gewebe durch Ly6G
beeinflusst wird. Die beobachtete geringere Infektionsrate Ly6G-defizienter Neutrophiler zum
Infektionsbeginn nach 2 Tagen (Abbildung 13) kénnte durch eine veranderte Interaktion der
Neutrophilen mit L. major bei einer Ly6G-Defizienz bedingt sein. Daher wurden neben der
Rekrutierung der Neutrophilen in heterozygoten (Ly6G*") und homozygoten (Ly6G™)
Catchup'VM'ed-Mausen auch ihre Interaktionen mit L. major in vivo mittels Zweiphotonen-

mikroskopie beobachtet und analysiert.

In Ubersichtsaufnahmen lieR sich eine primare Anhaufung Ly6G-defizienter Neutrophiler in
nahe gelegenen Blutgefallen zum Infektionsort mit L. major aufzeichnen, nach der sie diese
anscheinend mit einem konzertierten schwarméhnlichen Verhalten, im Vergleich zu Ly6G-
suffizienten Neutrophilen, zum Infektionsort hin verlassen (Abbildung 16). Erst kirzlich
konnte gezeigt werden, dass man verschiedene Subpopulationen von Neutrophilen &ufRerst
prazise anhand ihrer Verhaltensmorphologien identifizieren kann (Crainiciuc et al. 2022). In
den Bildaufnahmen mit Darstellung der Verlaufsspuren der Neutrophilen im zeitlichen Verlauf
(Abbildung 17) konnte dieser Phanotyp erneut beobachtet werden: 1-2 h p.i. zeigten Ly6G-
defiziente Neutrophile niedrigere Eintrittsraten in das mit L. major infizierte Gewebe im
Vergleich zu den Ly6G-suffizienten Neutrophilen, welche nach 2-3 h p.i. durch héhere
Eintrittsraten der Ly6G-defizienten Neutrophilen kompensiert wurden. Demnach fiihren Uber
die Zeit akkumulierte, ausreichend starke Entzindungssignale letztlich auch bei Ly6G-
defizienten Tieren zur ausreichenden Extravasation ihrer Neutrophilen, um mit L. major
infiziertes Gewebe zu erreichen. Die instantane Neutrophilengeschwindigkeit blieb im
Infektionsverlauf von einer Ly6G-Defizienz unbeeinflusst (Abbildung 17), was flr eine Ly6G-
unabhangige interstitielle Migration der Neutrophilen spricht und im Einklang zur bereits
beschriebenen Integrin-unabhangigen interstitiellen Migration von Leukozyten steht (Sixt et al.
2001; Lammermann et al. 2008; Renkawitz und Sixt 2010). Der verspéatete Eintritt der Ly6G-
defizienten Neutrophilen in das mit L. major infizierte Gewebe lasst aber vermuten, dass Ly6G

die Extravasation der Neutrophilen beeinflusst.

Die beobachtete geringere Infektionsrate Ly6G-defizienter Neutrophiler zum Infektionsbeginn
nach 2 Tagen (Abbildung 13) kdnnte demnach auch durch die verspatete Extravasation bzw.
den verzigerten Gewebeeintritt der Neutrophilen durch veranderte Integrin-Interaktionen bei
einer Ly6G-Defizienz bedingt sein (Cunin et al. 2019). An den Tagen 7 und 28 p.i. konnte man
folglich keine veranderten Infektionsraten der Neutrophilen in Abhangigkeit von Ly6G mehr
sehen, da die Uber die Zeit akkumulierten Entziindungssignale eine mogliche verschlechterte
initiale Bekampfung von L. major durch Neutrophile ausreichend zu kompensieren scheinen.

Es ware auch denkbar, dass Ly6G-defiziente Neutrophile durch ihre verspatete Ankunft im mit
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L. major infizierten Gewebe (Abbildung 17B), im Vergleich zu Ly6G-suffizienten
Neutrophilen, weniger Zeit haben, L. major zu phagozytieren und daher geringer infiziert sind.
Andererseits konnte der verspatete Eintritt Ly6G-defizienter Neutrophiler in das mit L. major
infizierte Gewebe auch mit einem veranderten Reifungszustand der Neutrophilen einher-
gehen, was Einfluss auf ihre Phagozytoseaktivitat haben kénnte (Hidalgo et al. 2019). Der
veranderte Reifungszustand koénnte ebenfalls mit der beobachteten erhéhten Ly6C-
Expression Ly6G-defizienter Neutrophiler (Abbildung 11 F) als Zeichen einer erhdhten
Neutrophilenaktivierung in Verbindung gebracht werden (Jutila et al. 1994).

Da sich die Geschwindigkeit der Neutrophilen nach Phagozytose von L. major stark reduziert
(Peters et al. 2008), wurden instantane Geschwindigkeiten der Neutrophilen in Abhangigkeit
von der Distanz zu nachstgelegener L. major und mdégliche Unterschiede bei Ly6G-Defizienz
untersucht. Die Interaktionsanalysen zeigten, dass sowohl die Distanz zur nachsten L. major
als auch der Infektionszeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf die instantanen
Geschwindigkeiten der Neutrophilen hatten (Abbildung 19). Dabei ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von Ly6G. Obwohl Ly6G-defiziente Neutrophile
das mit L. major infizierte Gewebe verspatet erreichten (Abbildung 17), blieb ihre instantane

Geschwindigkeit von Ly6G unbeeinflusst.

Um den in den Ubersichtsaufnahmen (Abbildung 16) beobachteten Phanotyp, dass Ly6G-
defiziente Neutrophile die Blutgefal3e anscheinend mit einem konzertierten schwarmahnlichen
Verhalten im Vergleich zu Ly6G-suffizienten Neutrophilen zum Infektionsort hin verlassen,
naher zu quantifizieren, wurden die Bewegungsvektoren von Neutrophilen bestimmt, deren
Distanzen zum néachsten Neutrophilen 5-15 um betrugen, und ihre Winkel a zueinander
errechnet. Lammermann et al. konnten zeigen, dass fiur diese Distanzen ein Schwarm-
verhalten sehr wahrscheinlich ist (Ldmmermann et al. 2013). Die Untersuchungen belegen,
dass Ly6G-defiziente Neutrophile mit mittleren und hohen Geschwindigkeiten kleinere
Winkel a zwischen den Bewegungsvektoren benachbarter Neutrophiler als Ly6G-suffiziente
Neutrophile hatten (Abbildung 19). Als Erklarung wéare denkbar, dass die hohere Dichte
akkumulierter, Ly6G-defizienter Neutrophiler vor Extravasation zu einer verstarkten
Kommunikation der Neutrophilen untereinander fuhrt, weswegen sie sich mit kleineren
Winkeln a ihrer Bewegungsvektoren zum Infektionsort bewegen. Diese Vermutung steht
jedoch im Kontrast zu Beobachtungen, die zeigen, dass die Verluste der Integrine LFA-1 und
Mac-1 mit einer gehemmten Akkumulation der Neutrophilen einhergeht (LAmmermann et al.
2013). Allerdings verwendeten Lammermann et al. fur ihre Versuche LFA-1- und Mac-1-
defiziente Mause sowie eine fokale Gewebeschadigung durch einen kurzen Zwei-Photonen-
Laserpuls (80 mW), um die Neutrophilenrekrutierung darzustellen, was aufgrund der

unterschiedlichen verwendeten Methodiken zu anderen Ergebnissen gefihrt haben kdnnte.
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4.4 Limitationen

Zur Analyse des Einflusses von Ly6G auf die Immunantwort im Infektionsverlauf wurden in
dieser Arbeit passend zum Hohepunkt der Pathogenzahlen nach 2-3 Wochen p.i. mit L. major
die Zeitpunkte 2, 7 und 28 Tage p.i. gewahlt, damit die initiale Immunantwort, die frihe
Immunantwort sowie die spate Immunantwort wahrend gleichzeitiger adaptiver Immunantwort
miterfasst werden. Ein zuséatzlicher Analysezeitpunkt nach mindestens 10 Wochen p.i. ware
auch bereichernd gewesen, um ebenfalls den Einfluss des Oberflachenproteins Ly6G auf
chronische Verlaufe der KL zu prifen. Fur die Untersuchungen der Interaktionen von M® und
DZ mit Neutrophilen wurde der Zeitpunkt 2 Tage p.i. gewahlt, weil zu diesem Zeitpunkt der
Transfer von L. major aus Neutrophilen in DZ und M® zu erwarten ist. Die Neutrophilen-
rekrutierung erreicht ihren Hohepunkt 24 h p.i. (Hurrell et al. 2015; Ribeiro-Gomes et al. 2012;
Falcao et al. 2015), weswegen die Bestimmung der Infektionsraten der Neutrophilen auch zu
diesem Zeitpunkt geeignet gewesen ware, was fur zukinftige Studien mit bericksichtigt

werden kodnnte.

Wichtig zu erwédhnen ist auflerdem, dass die nattrliche Infektion mit L. major Uber die
Sandmicke durch ihr PSG und weitere Speichelbestandteile beeinflusst wird, die
chemotaktisch wirken und zu einer verstarkten Rekrutierung von Neutrophilen und M® fuhren
(Teixeira et al. 2005). Im Vergleich zur experimentellen intradermalen Inokulation geht die
natlrliche Infektion auch mit einer starker lokalisierten und langer anhaltenden Reaktion der
Neutrophilen an der Inokulationsstelle einher (Peters et al. 2009). Die in dieser Arbeit
verwendeten Infektionsdosen von L. major unterscheiden sich daher zur natirlichen, durch die
Sandmiuicke Ubertragenen, niedrigeren Infektionsdosen mit etwa 5 x 103-10* (Kimblin et al.
2008). Zur Kompensation der durch den Sandmiuckenspeichel vermittelten verstarkten
Neutrophilenrekrutierung wurde fur die FACS-Analysen ein Hochdosisinfektionsmodell mit
1 x 10% L. major gewahlt und fur die Zweiphotonenmikroskopie wurde mit 1 x 10* L. major
intradermal infiziert, was auch in anderen Studien zu einer ausreichenden Rekrutierung der
analysierten Immunzellen fahrte (Hurrell et al. 2015; Peters et al. 2008). Fir die
Ubertragbarkeit der Erkenntnisse der Modellversuche hinsichtlich der Rolle der Neutrophilen
und ihres Ly6G auf die durch naturliche Infektion hervorgerufene KL waren demnach neben
dem genetischen Hintergrund der Wirtszelle sowie der infizierten Leishmanienart (vgl. 1.4.3)
auch die Infektionsdosis sowie die veranderte Neutrophilendynamik als Reaktion auf den Stich

der Sandmicke mit zu berlicksichtigen.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend konnten mit dieser Arbeit wichtige Erkenntnisse zur Rolle des
Oberflachenproteins Ly6G der Neutrophilen wéhrend der Infektion mit L. major generiert
werden. Die Hypothese, dass Ly6G als ,Iss-mich-Signal“ fir nachfolgend rekrutierte DZ und
M® zur Phagozytose von mit Leishmanien infizierten Neutrophilen fungieren kénnte, konnte
durch diese Arbeit nicht bestatigt werden. Die Aufnahme von Neutrophilenmaterial war zwar
lediglich in mit L. major infizierten DZ und M® nachweisbar, passierte aber unabhéngig von
Ly6G. Es konnte allerdings die beeintrachtigte Phagozytose von L. major durch Ly6G-
defiziente Neutrophile wahrend der initialen Immunantwort nach 2 Tagen nachgewiesen
werden, hochstwahrscheinlich aufgrund der verzdgerten Rekrutierung Ly6G-defizienter
Neutrophiler an den Infektionsort. Es wird daher vermutet, dass Ly6G Einfluss auf die
Extravasation der Neutrophilen nimmt. Aul3erdem konnte bei Ly6G-defizienten Neutrophilen
ein geschwindigkeitsabhangiges konzertiertes schwarmdahnliches Austrittsverhalten der

BlutgefalRe bei ihrer Migration in mit L. major infiziertes Gewebe beobachtet werden.

In friheren Studien konnte demonstriert werden, dass der genetische Ly6G-Mangel in vivo
keine Veranderung der Neutrophilenmigration in sterilen Entziindungsmodellen, Mykosen,
experimentellen Autoimmunenzephalopathien und Psoriasis-&hnlichen Infektionsmodellen
zeigt (Hasenberg et al. 2015). Neutrophile nehmen eine kontrovers diskutierte Rolle wahrend
der Leishmanieninfektion ein (Peters et al. 2008) und beeinflussen den gesamten Infektions-
verlauf (Peters und Sacks 2009). Auch ihre nachfolgende Interaktion mit M® und DZ wirkt sich
entscheidend auf die sich anschlieBende adaptive Immunantwort aus (Ribeiro-Gomes et al.
2012; Ribeiro-Gomes et al. 2015). Diese Arbeit hat erstmalig den Einfluss des genetischen
Ly6G-Mangels auf die Dynamik von Neutrophilen im Infektionsmodell mit dem protozoischen
Parasiten L. major sowie seine Bedeutung fir die Immunantwort im Infektionsverlauf

untersucht.

Neben den bereits beschriebenen Auswirkungen von Ly6G auf Integrin-Interaktionen (Wang
et al. 2012; Yipp und Kubes 2013; Nigrovic 2013; Cunin et al. 2019) deuten kirzlich publizierte
Studien auf neue, bisher unerkannte Funktionen von Ly6G hin. Einzelzell-RNA-
Sequenzierungen konnten zeigen, dass eine Ly6G-AK-Behandlung nicht, wie vorher
angenommen, zu einer vollstandigen Depletion von Neutrophilen fuhrt, da schnelle, sich
erneuernde Neutrophile im Knochenmark unbeeinflusst davon blieben, sondern eine
phanotypische Verschiebung der Neutrophilenpopulationen in Bezug auf den mit dem
zirkadianen Rhythmus verbundenen Neutrophilenumsatz bewirkt (Boivin et al. 2020;
Vafadarnejad et al. 2020). Da viele der Erkenntnisse tUber Ly6G auf vermeintlicher Ly6G-AK-

Depletion basieren, ware es wichtig, in zukinftigen Studien auch die Rolle dieser

58



DISKUSSION

verschiedenen Neutrophilensubpopulationen in Bezug auf die Kontrolle intrazellularer

Pathogene zu untersuchen.

Auch die Mechanismen und veranderten Integrin-Interaktionen, die zur verspéateten
Extravasation Ly6G-defizienter Neutrophiler flhren, sollten in zukinftigen Studien identifiziert
werden. Ebenso wéare es bedeutsam, zu erforschen, ob sich ein genetischer Mangel anderer
Integrine noch starker auf die Extravasation von Neutrophilen bei ihrer Migration zu
Infektionsorten auswirken konnte. Sofern sich eine Ly6G-Uberexpression realisieren lasst,
waére es faszinierend, zu analysieren, ob Neutrophile noch schneller aus Blutgefa3en austreten
kénnen, um Infektionsorte effizient zu erreichen und welche Auswirkungen dies auf

Infektionsverlaufe mit L. major oder anderen Pathogenen hatte.

Das konzertierte schwarmahnliche Verhalten Ly6G-defizienter Neutrophiler bei ihrer Migration
in mit L. major infiziertes Gewebe wirft weitere Fragen auf, z. B. welche Vorgéange auf zellularer
Ebene diese Dynamik bewirken. AuRerdem sollte in zuklnftigen Studien der Phanotyp des
geschwindigkeitsabhangigen konzertierten schwarmahnlichen Verhaltens von Ly6G-
defizienten Neutrophilen bei ihrer Rekrutierung auch im Kontext anderer Infektionsmodelle und

in gréReren Stichproben auf Reproduzierbarkeit tberpriift werden.

Inwieweit die gewonnenen Erkenntnisse langfristig auch auf menschliche Infektionsverlaufe
mit L. major Ubertragen werden kdnnen, bleibt aufgrund funktioneller Unterschiede zwischen
humanen und murinen Neutrophilen unklar (Regli et al. 2017; Bruijnzeel et al. 2015). Dennoch
machen derzeit fehlende Impfmoéglichkeiten, ineffektive oder stark nebenwirkungsbehaftete
Behandlungsmethoden und Resistenzen gegentiber Medikamenten der Leishmaniose (vgl.
1.4.2) deutlich, dass es essentiell ist, die lokalen Immunantworten und Interaktionen der
beteiligten Zellen im Rahmen einer KL naher zu charakterisieren. Zuklnftig kénnten Liganden
von Ly6G erforscht werden und wichtige Unterschiede zwischen Infektionen in Mausmodellen
und menschlichen Krankheiten aufgedeckt werden, um langfristig die Qualitat praklinischer
Experimente zu verbessern. Diese Arbeit und ihre publizierten Ergebnisse (Kleinholz et al.
2021) konnten eine wichtige Rolle fir das auf murinen Neutrophilen vorkommende Ly6G,
bezogen auf die Forderung der frihen Bekampfung von L. major durch das Immunsystem,
aufzeigen. Weitere Studien werden erforderlich sein, um die Funktionen des Oberflachen-
proteins Ly6G und dessen Rolle fur die Dynamik in Immunreaktionen noch besser zu

verstehen.
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5 Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen, die als Teil der angeborenen Immunantwort
an den Infektionsort mit Leishmania major rekrutiert werden. Durch ihre Granula sind sie
befahigt, Pathogene nach der Phagozytose in ihrem Inneren abzutéten. Ihre Rolle wahrend
der Leishmanieninfektion wird kontrovers diskutiert und kann sich abhangig von der
infizierenden Leishmanienart und dem genetischen Hintergrund des infizierten Wirts sowohl
pathologisch als auch protektiv auf den Krankheitsverlauf auswirken. Wie es L. major mithilfe
von Neutrophilen gelingen kénnte, ihre finalen Wirtszellen, die aus Monozyten entstandenen
DZ- und M®-ahnlichen Phagozyten, zu erreichen, wird kontrovers diskutiert. Diese Arbeit hat
untersucht, inwieweit das Oberflachenprotein Ly6G der murinen Neutrophilen, das mit
zahlreichen Zelladhasionsmolekulen interagiert und fir das ein Homolog (CD177) in humanen

Neutrophilen existiert, die Imnmunantwort gegeniber L. major im Infektionsverlauf beeinflusst.

Fur die Analysen wurden genetisch veranderte Mause des ,Catchup-Modells®, deren homozy-
gote Formen kein Ly6G exprimieren und deren heterozygote Formen eine = 50%ige Reduktion
in der Ly6G-Expression aufweisen, mit hochinfektiosen metazyklischen Promastigoten von
L. major infiziert. Durchflusszytometrische Analysen zeigten signifikant um 40 % verringerte
Infektionsraten der Ly6G-defizienten Neutrophilen 2 Tage p.i. sowie einen um 30 %
verminderten Anteil der DZ an zum Infektionsort rekrutierten Leukozyten an Tag 28 p.i. in
Ly6G-defizienten Tieren im Vergleich zu Ly6G-suffizienten Tieren. Konfokalmikroskopische
Bilder konnten die gleichzeitige Aufnahme von tdTomato-markiertem Neutrophilenmaterial
und EGFP-exprimierender L. major in CD11c*- und CD54*-Zellen nachweisen. Die Aufnahme
von Neutrophilenmaterial war zwar lediglich in mit L. major infizierten DZ und M® nachweisbar,
passierte aber unabhangig von Ly6G. Mittels Zweiphotonenmikroskopie konnte gezeigt
werden, dass Ly6G-defiziente Neutrophile nach Akkumulation in den Gefaf3en verspéatet den
Infektionsort erreichten: Wahrend der Anstieg der Ly6G-suffizienten Neutrophilen pro Bild-
volumen zwischen den Zeitpunkten 60-120 min p.i. und 120-180 min p.i. nahezu unverandert
war, war im Vergleich der Anstieg der Ly6G-defizienten Neutrophilen in der Zeit zwischen

60-120 min p.i. um 50 % vermindert und zwischen 120-180 min p.i. mehr als verdoppelt.

Die Ergebnisse konnten die Hypothese der bei einer Ly6G-Defizienz verdnderten Phagozytose
von mit L. major infizierten Neutrophilen durch DZ und M® nicht bestétigen. Es konnte aber
gezeigt werden, dass eine Ly6G-Defizienz die initiale Phagozytose von L. major durch
Neutrophile beeintrachtigt, htchstwahrscheinlich aufgrund der verzdogerten Rekrutierung der
Ly6G-defizienten Neutrophilen. Daher wird vermutet, dass Ly6G durch seinen Einfluss auf die
Extravasation zur frihen Bekampfung intrazellularer Pathogene beitragt. Zukunftige Studien
sollten diese Erkenntnisse auch im Kontext anderer Infektionsmodelle auf Reproduzierbarkeit

Uberprifen, um die Rolle des Ly6G fir die Dynamik in Immunreaktionen weiter aufzuklaren.
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ANLAGEN

Anlagen

1. Makro zur Bildanalyse der Zweiphotonenmikroskopie mit

ImageJ (Distanz Neutrophile zu nachster L. major)

run ("Clear Results");

waitForUser ("Import the x1ls file containing the Leishmania positions with the

File/Import/Results pathway then click OK");

//Nutzeraktion: Offnen einer Tabelle im Format: Time (Zeit), X (Koordinate), Y (Koordinate)

LeishCount=nResults () ;

//Bestimmung der Anzahl der Leishmanienobjekte
LeishX=newArray (LeishCount) ;

LeishY=newArray (LeishCount) ;

LeishTime=newArray (LeishCount) ;

// erstellt eine Tabelle im Programmspeicher

for (i=0; i<LeishCount; i++) {
LeishX[i]=getResult ("X", 1i);
LeishY[i]=getResult ("Y", 1i);
LeishTime[i]=getResult ("Time", 1i);

// 1lddt die Tabellendaten in den Programmspeicher

waitForUser ("Import the xls file containing the Vector Data with the File/Import/Results pathway
then click OK");

//Nutzeraktion: Offnen einer Tabelle im Format: Number (Laufnummer), X (Koordinate), Y
(Koordinate), Time (Zeit), Vbetrag (momentane Geschwindigkeit), AngleDiff (Winkelunterschied

zum Ndchsten Vektor) dVectMin (Distanz zum ndchsten Vektor)
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NeutroCount=nResults () ;

for (j=0; j<NeutroCount; j++) {

//wird fiir jedes Neutrophilenobjekt durchgefiihrt

dLeishMin= 13000000;

//Programmtechnisches Zuweisen eines initialen Distanzwerts zum ndchsten Objekt

(dVectMin), und Winkelunterschied zum ndchsten Vektor (AngleMin)

for (k=0; k<LeishCount; k++) {

// Vergleicht das ausgewdhlte Neutrophilenobjekt mit jedem anderen Neutrophilenobjekt
Xpos=getResult ("X", J);
Ypos=getResult ("Y", J);

Timepos=getResult ("Time", 7J);

dLeish=sqgrt ( ( (Xpos-LeishX[k]) * (Xpos-LeishX[k]))+ ((Ypos-LeishY[k])* (Ypos—

LeishY[k1)));

//errechnet die Distanz zum verglichenen Leishmanienobjekt

if (LeishTime[k]==Timepos) {

//stellt sicher, dass nur innerhalb des gleichen Zeippunkts Objekte verglichen
werden

if (dLeish<dLeishMin) {

//behdlt nur die Information des (unter den bisher verglichenen)

ndchstgelegenen Objekts

dLeishMin=dLeish;
dLeishMinOUTPUT=1000*dLeishMin;

//skaliert die erhaltenen Werte fiir eine bessere Handhabbarkeit durch die

FlowJo Software
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setResult ("dLeishMin", 7j, round(dLeishMinOUTPUT)) ;

//schreibt die erhaltene Distanz zur als ndchstliegend ermittelten Leishmania (dLeishMin'") fiir

jedes Neutrophilenobjekt in die Resultatetabelle

Das Makro wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Miller im Institut fir Molekulare und Klinische

Immunologie in Magdeburg erstellt.

2. Makro zur Bildanalyse der Zweiphotonenmikroskopie mit

ImageJ (Distanz Neutrophile zu nachster Neutrophile)

waitForUser ("Import the xls file containing the Vector positions with the File/Import/Results

pathway then click OK");

//Nutzeraktion: Offnen einer Tabelle im Format: Number (Laufnummer), X (Koordinate), Y
(Koordinate), Time (Zeit), VX (X-Komponente des Geschwindigkeitsvektors), VY (Y-Komponente des

Geschwindigkeitsvektors)

VectorCount=nResults () ;

//Bestimmung der Anzahl der Neutrophilenobjekte
VectorX=newArray (VectorCount) ;

VectorY=newArray (VectorCount) ;
VectorTime=newArray (VectorCount) ;
DirectX=newArray (VectorCount) ;

DirectY=newArray (VectorCount) ;

// erstellt eine Tabelle im Programmspeicher

for (i=0; i<VectorCount; i++) {

VectorX[i]=getResult ("X", 1i);
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VectorY[i]=getResult ("Y", 1i);

VectorTime[i]=getResult ("Time", 1i);

DirectX[i]=getResult ("VX", 1i);

DirectY[i]=getResult ("VY", 1i);

// 14dt die Tabellendaten in den Programmspeicher

NeutroCount=nResults () ;

for (j=0; j<NeutroCount; j++) {

//wird fiir jedes Neutrophilenobjekt durchgefiihrt

dvectMin= 13000000;

AngleMin= 0;

//Programmtechnisches Zuweisen eines 1nitialen Distanzwerts

(dVectMin), und Winkelunterschied zum ndchsten Vektor (AngleMin)

for (k=0; k<VectorCount; k++) {

zum

ndchsten

Objekt

// Vergleicht das ausgewdhlte Neutrophilenobjekt mit jedem anderen Neutrophilenobjekt

Xpos=VectorX[j];

Ypos=VectorY[]];

Timepos=VectorTime[j];

DirectposX=DirectX[7j];

DirectposY=DirectY[7j];

dVect=sqgrt ( ( (Xpos-VectorX[k]) * (Xpos-VectorX[k]))+ ((Ypos-VectorY[k]) * (Ypos—

VectorY[k])));

//errechnet die Distanz zum verglichenen Neutrophilenobjekt

Angle=sqgrt (((atan(DirectposY/DirectposX)) -

(atan (DirectY[k]/DirectX[k])))* ((atan (DirectposY/DirectposX)) -

(atan (DirectY[k]/DirectX[k]))));

//errechnet Winkel zwischen den verglichenen Neutrophilenobjektvektoren
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if (VectorTime[k]==Timepos) {

//stellt sicher, dass nur innerhalb des gleichen Zeitpunkts Neutrophilenobjekte

verglichen werden

if (dvect>0) {
// verhindert Selbstvergleiche von Neutrophilenobjekten
if (dVect<dVectMin) {

//behdlt nur die Information des (unter den bisher verglichenen)

ndchstgelegenen Neutrophilenobjekts

dvectMin=dvVect;
AngleMin=1000*Angle;
dVectMinOUTPUT=1000*dVectMin;

//skaliert die erhaltenen Werte fiir eine bessere Handhabbarkeit

durch die FlowJo Software

Betrag=sqrt ( (DirectposX*DirectposX)+ (DirectposY*DirectposY));

setResult ("Betrag", Jj, round(Betraqg));
setResult ("AngleDiff", j, round(AngleMin));
setResult ("dVectMin", j, round(dVectMinOUTPUT)) ;

//schreibt den Vektorbetrag (Betrag), die erhaltene Distanz zum als ndchstliegend ermittelten
Neutrophilenobjekt (dVectMin) sowie den Winkel zwischen den beiden Neutrophilenobjektvektoren

(AngleDiff) in die Resultatetabelle

Das Makro wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas J. Miiller im Institut fur Molekulare und Klinische
Immunologie in Magdeburg erstellt.
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