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1 Einleitung und Zielstellung

Bei Infektionen mit opportunistischen, intrazelluldren Pathogenen versucht sich der Erreger
durch Eindringen in Zellen dem Zugriff des Immunsystems zu entziehen. Bei solchen
Infektionen ist eine effektive zelluldre Abwehr der Schliissel fiir den Sieg iiber den Erreger.
Ein solches Pathogen ist der Pilz Cryptococcus neoformans (C. neoformans). Eine Infektion
mit diesem Erreger ist besonders bei Patienten mit einem Defekt der zelluliren Abwehr von
Bedeutung. Dies ist beispielsweise bei angeborenen und erworbenen Immundefekten (z. B.
AIDS) und unter therapeutischer Immunsuppression der Fall. Dort kommt es zur
Dissemination von Erregern in das Gehirn und damit zur Ausbildung einer
Meningoenzephalitis. Da die gebrduchlichen Behandlungsmethoden (Amphotericin B und
Fluconazol) nicht schnell und effektiv genug wirken, erliegen die meisten Patienten der
Infektion. Es gilt also, alternative Behandlungsmethoden zu finden.

Ein aussichtsreicher Kandidat dafiir ist das Zytokin Interleukin-12 (IL-12), da bereits gezeigt
wurde, dass mit rekombinantem IL-12 behandelte Méuse nach Infektion mit C. neoformans
im Gegensatz zu unbehandelten Mausen ldnger leben wund eine effektivere
Entziindungsreaktion ausbilden.

IL-12 besteht aus zwei Untereinheiten, dem IL-12p35 und dem IL-12p40. Beide verbinden
sich zu IL-12p75, der aktiven Form von IL-12. IL-12p35 und IL-12p40 werden von
Makrophagen nach Aktivierung produziert. In die Umgebung wird aber nur IL-12p75 und das
im Uberschuss produzierte IL-12p40 in erster Linie als Homodimer abgegeben.
Ungebundenes IL-12p35 wird nicht vom Makrophagen abgegeben und hat allein keine
Wirkung.

OPPMANN et al. (2000) beschrieben jiingst ein neues Zytokin der p40-Familie, IL-23, ein
Heterodimer aus der p40- und einer neu gefundenen p19-Untereinheit. Zu diesem Zeitpunkt
konnte am Versuchsaufbau nichts mehr gedndert werden, da die meisten
Untersuchungsergebnisse schon vorlagen. Die Bedeutung von IL-23 muss aber bei der

Interpretation mancher Ergebnisse berticksichtigt werden.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von IL-12p75 und IL-12p40 auf die Abwehr einer
C.-neoformans-Infektion untersucht werden.
Dazu wurden Maiuse mit C. neoformans infiziert und ihre Reaktion anhand von

Erregernachweisen, histologischen Untersuchungen und Serum-Bestimmungen untersucht.

Wagner, F., 2002, vet. med. Diss.



Um den Einfluss von IL-12p75 vom Einfluss von p40 abgrenzen zu kénnen, miissen sich die
Maiuse aber in diesem Punkt unterscheiden. Deswegen kamen gendefiziente Miuse zum
Einsatz. Von einer genetisch einheitlichen Inzuchtlinie (Wildtyp-Méuse) ausgehend wurde
das Gen fiir IL-12p35 funktionsunfihig gemacht. Diese Miuse werden als IL-12p35”-Miuse
bezeichnet. AuBBerdem wurden in einer weiteren Linie die Gene sowohl fiir IL-12p35 als auch
fir IL-12p40 funktionsunfihig gemacht. Diese Mause werden als IL-12p35/p40”-Miuse
bezeichnet.

Die Wildtyp-Méuse sind zur Bildung von IL-12p75, IL-12p40 und IL-23 fdhig.

Die IL-12p35”-Miuse sind zur Bildung von IL-12p40 und IL-23 fihig.

Die IL-12p35/p40'/ -Méuse konnen diese Proteine nicht mehr bilden (Tabelle 1).

Wildtyp-Méuse IL-12p75 IL-12p40 IL-23

IL-12p357"-Méuse -—- 1L-12p40 1L-23

IL-12p35/p40™"-Méuse -—- - —

Tabelle 1. Darstellung der wirksamen Proteine der p40-Zytokinfamilie bei den gendefizienten und den Wildtyp-
Miusen

Unterschiede in der Reaktion zwischen Wildtyp-Mausen und IL-12p35”-Mausen sind also
auf die Wirkung von IL-12p75 zuriickzufiihren und Unterschiede zwischen IL-12p357-
Mausen und IL-12p35/p40'/'-Méiusen sind auf die Wirkung von IL-12p40 zuriickzufiihren.
Mit diesem System kann der Einfluss von IL-12p75 und IL-12p40 auf die Abwehr einer

C.-neoformans-Infektion untersucht werden.
2 Stand der Forschung

2.1 Einfiihrung

Die Zellen des Immunsystems gehen aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks
hervor. Es entstehen zum einen die zelluldiren Vermittler der unspezifischen Abwehr,
Monozyten und Makrophagen, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten sowie
natiirliche Killerzellen. Zum anderen entstehen aus den Stammzellen die zelluldren Vermittler
der spezifischen Abwehr, B-Zellen und T-Zellen, die sich ihrerseits in T-Helferzellen und
zytotoxische T-Zellen unterteilen lassen. Fiir ein effektives Immunsystem miissen beide Teile
miteinander kommunizieren konnen. Diese Aufgabe iibernehmen die Zytokine. Sie werden in
die Umgebung abgegeben und wirken iiber spezifische Rezeptoren auf die Zielzellen. Zu den
Zytokinen gehdren die Interferone, die Interleukine, die Chemokine und die Zytokine der

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie. Eingeteilt werden die Zytokine nach den
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Rezeptorfamilien, an denen sie binden. Sie regulieren die Ausbildung von Entziindungen und
die Bildung von Antikoérpern. Ob die Erregerabwehr vorwiegend aus zelluldren oder
humoralen Komponenten besteht, wird maf3geblich durch die Produktion des Zytokins IL-12
bestimmt (Abbildung 1).

2.2 Interleukin-12

Phagozytierende Zellen und NK-Zellen -gehdren zum angeborenen Immunsystem und bilden
die erste Abwehrlinie bei Infektionen. Wéhrend der friihen entziindlichen Antwort auf eine
Infektion sind regulatorische Interaktionen zwischen den Zellen notwendig. Diese Aufgabe
vermitteln die Zytokine und bewirken eine Aktivierung von phagozytierenden Zellen und
NK-Zellen und deren Einwanderung in das Gewebe. Einer der potentesten Aktivatoren dieser
Zellen ist dabei IFN-y. Die IFN-y-Produktion wird hauptsdchlich durch IL-12 induziert
(Abbildung 2).

2.2.1 Synthese und Struktur von IL-12

IL-12 wird primdr von antigenprasentierenden Zellen produziert und beeinflusst den
immunregulatorischen Prozess von T-Zellen und natiirlichen Killerzellen (WOLFF et al.
1991). Es ist fiir die Regulation des Gleichgewichts von Typl und Typ2 T-Helferzellen von
entscheidender Bedeutung (Abbildung 1). Die Immunreaktion der Thl-Zellen wird dabei
durch IL-12 induziert und tritt vorwiegend bei intrazelluldren Erregern in Erscheinung. Die
Immunreaktion der Th2-Zellen wird durch IL-4 induziert und dient unter anderem der

Abwehr von extrazelluldren Erregern, wie z. B. Wiirmern, Ziliaten und anderen Parasiten.
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zellvermittelte humorale
Abwehr Abwehr
gegen intrazellulédre gegen extrazellulédre
Erreger Erreger

Abbildung 1. Die durch IL-12 induzierte Th1-Abwehr und die durch IL-4 induzierte Th2-Abwehr bilden die
Arme einer Waage. Wird die eine Seite verstérkt, so wird die andere regulatorisch verringert.

Je nachdem, ob durch die Infektion mehr IL-12 oder mehr IL-4 gebildet wird, differenzieren
naive CD4"-T-Zellen unterschiedlich aus. Bei einer vermehrten Produktion von IL-12 kommt
es zur Differenzierung zu Thl-Zellen, welche iiber die Produktion von IFN-y positiv auf die
antigenprasentierenden Zellen zuriickwirkt und andererseits die Produktion von IL-4 hemmt
(Abbildung 2). Die Thl-Zellen unterscheiden sich von den Th2-Zellen durch die Produktion
ithrer Zytokine.

Thl-Zellen (Typl-Abwehr) produzieren u.a. IL-2, IFN-y, TNF-o und Lymphotoxin (TNF-p3).
Damit bewirken sie eine Aktivierung von Makrophagen und bei B-Zellen einen
Klassenwechsel zu IgG2a bei der Maus.

Th2-Zellen (Typ2-Abwehr) produzieren u.a. 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13. Damit
ddmpfen sie die zellvermittelte Immunantwort und bewirken bei B-Zellen einen

Klassenwechsel zu IgE.
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Abbildung 2. Bedeutung von IL-12 fiir die Reifung und Differenzierung von NK-Zellen, zytotoxischen
Lymphozyten und naiven CD4 "-T-Zellen und die Beeinflussung des Th1-Th2-Verhiltnisses.

IL-12 ist aufgrund der Induktion der Thl-Antwort auBBerordentlich wichtig fiir die Abwehr
von intrazelluldren Erregern (MATTNER et al. 1996). Die Injektion von rekombinantem
IL-12 zeigt in einer Reihe von Maustumor-Modellen, verschiedenen murinen
Infektionsmodellen und aerogenen Infektionen eine prophylaktische Wirkung. Darauthin
wurden klinische Studien bei Tumorpatienten, Menschen mit chronischen viralen
Erkrankungen und HIV-positiven Patienten durchgefiihrt (NOGUCHI et al. 1995). Die
Bedeutung von IL-12 fiir eine Infektion mit dem fakultativ intrazelluliren Erreger C.
neoformans sollte demnach sehr grof3 sein.

Die Struktur von IL-12 weist im Gegensatz zu den meisten anderen Zytokinen eine
Besonderheit auf. Es ist ein heterodimeres Protein, dessen beide Untereinheiten durch zwei
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und als IL-12p35 und IL-12p40 bezeichnet
werden (ausgehend vom Molekulargewicht) (PODLASKI et al. 1992). Zwischen IL-12p35
und IL-12p40 besteht keinerlei Sequenziibereinstimmung. Beide Proteine werden in zwei
verschiedenen Genen kodiert, allerdings gibt es Homologien von IL-12p35 mit IL-6 und

G-CSF. Es hat, wie andere Zytokine auch, eine a-Helix-reiche Struktur (MERBERG et al.
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1992). Die IL-12p40-Kette weist dagegen keinerlei strukturelle Gemeinsamkeiten mit anderen
Zytokinen auf. Es gehort aber zur Himopoetin-Rezeptor-Familie und &hnelt sehr der IL-6-
Rezeptor-a-Untereinheit (SCHOENHAUT et al. 1992).

Bisher wurde weder bei IL-12p35 noch bei IL-12p40 eine alleinige biologische Aktivitat
festgestellt (GUBLER et al. 1991). Das p40-Homodimer IL-12p40 zeigt eine Funktion als
IL-12-Antagonist, da es zwar an den IL-12-Rezeptor bindet, dadurch diesen Rezeptor fiir
IL-12p75 blockiert, aber keine eigene biologische Reaktion hervorruft (GATELY et al. 1996;
MATTNER et al. 1993).

In der Zellkultur wurde nach Aktivierung von Makrophagen eine 5 bis 500fache
Uberproduktion an IL-12p40 im Bezug auf das IL-12-Heterodimer festgestellt (D'ANDREA
et al. 1992). Ein 20 bis 40facher Uberschuss an IL-12p40 in Form von IL-12p40-Homodimer
wurde im Serum von Méusen gefunden, die mit Endotoxin stimuliert wurden (HEINZEL at
al. 1997). Diese Ergebnisse lassen eine physiologische, regulierende Funktion von IL-12p40

auf die IL-12-Aktivitdt vermuten, welche noch experimentell nachzuweisen ist.

2.2.2 IL-12-Rezeptor

Der IL-12-Rezeptor wird primédr auf aktivierten T- und NK-Zellen exprimiert (DESAI et al.
1992). Es wurden zwei IL-12R-Untereinheiten in Mensch und Maus entdeckt und als
IL-12RB1 (CHUA et al. 1994) und IL-12RB2 (PRESKY et al. 1996) bezeichnet. Es handelt
sich dabei um transmembrane Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 100 kDa
(IL-12RB1) und 130 kDa (IL-12RfB2). In der Maus ist dabei die Bl-Untereinheit fiir die
Bindung und die B2-Untereinheit des Rezeptors fiir die Signaltransduktion verantwortlich.
Auf aktivierten B-Zellen, die bei der Th2-Antwort induziert werden, wird zwar IL-12Rp1,
nicht aber IL-12RB2 exprimiert (SZABO et al. 1997). Eine IL-12-induzierte
Signaltransduktion kann somit nicht stattfinden. Im Gegensatz zu IL-12RB1 scheint die
Expression von IL-12R[B2 stark von Zytokinen wie IL-10 und TGF-3 abhédngig zu sein (WU
et al. 1997). Diese Modulation der IL-12Rp2-Expression scheint ein zentraler Punkt der
Regulierung der IL-12-Antwort zu sein.

2.2.3 Funktion von IL-12

Die deutlichste und wichtigste Rolle von IL-12 ist die Beeinflussung der Balance zwischen

Thl- und Th2-Zellen. Thl-Zellen produzieren IL-2 und IFN-y, welche die zellvermittelte

Wagner, F., 2002, vet. med. Diss.



Immunantwort unterstiitzen. Th2-Zellen produzieren IL-4, -5, -6, -10 und -13, welche die

humorale Abwehr unterstiitzen (PAUL und SEDER 1994).

In-vitro-Studien an humanen und murinen Modellen und /n-vivo-Mausmodelle haben gezeigt,

dass IL-12 eine Th1-Antwort fordert. IL-12 beschreitet dabei drei Wege:

a) es beeinflusst die Entwicklung von naiven T-Zellen beim ersten Antigenkontakt, zur
Differenzierung in Thl-Zellen, die in der Lage sind, grole Mengen an IFN-y zu
produzieren (SEDER et al. 1993);

b) es dient als zusdtzlicher Stimulator flir eine maximale IFN-y-Produktion von
Th-1-Zellen bei spezifischem Antigenkontakt (MURPHY et al. 1994);

c) es stimuliert die ruhenden T-Geddchtniszellen zur  Ausbildung von
IFN-y-produzierenden Thl-Zellen bei erneutem Kontakt mit dem vormals
sensibilisierenden Antigen (MANETTI et al. 1993).

In einigen Infektionsmodellen konnte der Thl-induzierende Effekt von IL-12 durch

Anti-IFN-y-Antikorper eingeschrinkt werden. Aber IFN-y allein kann den Effekt von IL-12

nicht ersetzen (SCHMITT et al. 1994). Die Rollen von IFN-y als Kostimulus fiir eine

IL-12-abhédngige-Th1-Antwort konnte ein Zeichen fiir die Bedeutung als Kofaktor fiir die

optimale IL-12 Produktion darstellen (DIGHE et al. 1995).

AuBerdem wurde unter experimentellen Bedingungen gezeigt, dass IL-12 iiber die Bildung

von IFN-y die Th2-Antwort hemmt. Dieser Effekt ist vom Zytokinmilieu und vom

Entwicklungsstand der T-Zellen abhéngig.

Die wohl wichtigste Eigenschaft von IL-12 ist die Induktion der Produktion von groBen
Mengen an IFN-y aus ruhenden und aktivierten T- und NK-Zellen (ASTE-AMEZAGA et al.
1994). Die Produktion von IFN-y wird zum einen durch verschiedene andere Zytokine und
Lymphozyten-aktivierende-Faktoren, wie TNF-a, IL-1 und IL-2, positiv beeinflusst. Zum
anderen wirkt die Anwesenheit von IL-4, IL-10 und TGF-f auf die Produktion von

IL-12-induziertem IFN-y -hemmend.

IL-12 kann, je nach Immunglobulin-Isotyp, die humorale Immunantwort entweder verstarken
oder unterdriicken. Durch die Verabreichung von IL-12 an Méuse kann die IgG2a- und
IgG2b-Antwort um das 10- bis 100fache gesteigert werden (GERMANN et al. 1995 a). Die
Produktion dieser Ig-Isotypen ist an das bei einer Thl-Antwort gebildete IFN-y gebunden
(FINKELMAN et al. 1990). Durch diese Eigenschaft ist IL-12 in der Lage, die Ausbildung
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einer IgG1-Isotypen-Antwort zu unterdriicken (BUCHANAN et al. 1995). In einer Vielzahl
von murinen Infektionssystemen wurde auBerdem eine drastische Reduzierung der
IgE-Bildung gezeigt (GERMANN et al. 1995 b). In Fillen, in denen die Immunreaktion schon
verstirkt in Richtung Th2 geht, bewirkt zusétzliches I1L-12 eine verstdrkte Produktion von IgE
(JELINEK und BRAATEN 1995). In den meisten Infektionsmodellen wird die Antikorper-

Antwort durch IFN-y vermittelt, wobei ein direkter Effekt von IL-12 nicht auszuschliefen ist.

IL-12 kann die lytische Aktivitdit von NK-Zellen und Lymphokin-aktivierten Killerzellen
steigern (GATELY et al. 1992), fordert die spezifische Antwort durch zytolytische
T-Lymphozyten (CTL) und bewirkt als Wachstums- und Aktivierungsfaktor die
Differenzierung und Aktivierung von T- und NK-Zellen (GATELY et al. 1991). In
verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass CD4'- und/oder CD8"-T-Zellen durch

IL-12 gegeniiber Apoptose geschiitzt werden konnen (CLERICI et al. 1994).

2.2.4 Rolle von IL-12 bei der Infektionsabwehr

Die Induktion einer Thl-Antwort und die Produktion von IFN-y ist fiir die Immunitat
gegeniiber verschiedenen pathogenen Erregern wichtig. Studien in IL-12-defizienten Méusen
haben gezeigt, dass endogenes IL-12 fiir die Ausbildung einer protektiven Thl-Antwort
gegeniiber verschiedenen intrazelluliren Erregern wie Bakterien, Pilzen und Protozoen
essentiell ist. AuBer in IL-12-defizienten Miusen konnen diese Versuche auch mittels
neutralisierender monoklonaler Antikdrper gegen IL-12 gemacht werden.

Eine Infektion mit Leishmania major ist ein typisches Modell fiir eine Erkrankung, bei der
eine Th1-Antwort in Méusen protektiv ist (REINER und LOCKSLEY 1995). Mausstdmme,
wie z. B. C57BL/6 und 129Sv/Ev, die wihrend einer Leishmania-Infektion eine sehr gute
Th1-Antwort ausbilden konnen, sind in der Lage diese Infektion erfolgreich zu bekdmpfen.
Im Gegensatz dazu sind BALB/c-Maiuse in diesem Infektionsmodell nicht in der Lage eine
protektive Thl-Antwort auszubilden und erliegen der Infektion. Wird bei C57BL/6- und
129Sv/Ev-Méusen das IL-12 durch Ausschalten des entsprechenden Gens (MAGRAM et al.
1996; MATTNER et al. 1996) oder neutralisierende Antikorper (SCHARTON-KERSTEN et
al. 1995) eliminiert, konnen auch diese Méuse keine protektive Th1-Antwort mehr ausbilden
und erliegen der Infektion.

Endogenes IL-12 ist auch fiir die Resistenz gegeniiber einer Infektion mit Toxoplasma gondii
wichtig (SCHARTON-KERSTEN et al. 1997), obwohl dies sowohl von IL-12-abhéngigen als
auch IL-12-unabhédngigen Faktoren vermittelt wird. Dabei fiihrt das Fehlen von IL-12
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besonders in der akuten Phase, nicht aber in der chronischen Phase der Infektion, zum Tode
(GAZZINELLI et al. 1994).

Fiir die Kontrolle einer Infektion mit Mycobacterium avium sowie mit Mycobacterium
tuberculosis ist endogenes IL-12 genauso wichtig wie fiir die Abwehr der anderen
intrazelluldren Erreger (COOPER et al. 1997).

Die Resistenz gegeniiber Listeria monocytogenes wird durch neutralisierende Antikorper
gegen IL-12 in der Frithphase der Infektion stark herabgesetzt (TRIPP et al. 1995) Eine
Eliminierung des IL-12 in der Spétphase der Infektion hatte einen wesentlich geringeren
Effekt auf den Resistenzstatus der Versuchstiere. Durch die Verwendung von IL-12p35”- und
IL-12p40'/ -Méusen konnte der Einfluss der beiden Untereinheiten ndher untersucht werden.
Dabei starben IL-12-defiziente Mause schon an einer bei Wildtyp-Médusen subletalen Dosis.
Dabei waren IL-12p357-Miuse, im Gegensatz zu IL-12p40”-Mzusen, in der Lage, eine
Infektion mit einer mittleren Dosis (in Bezug auf die LD-50) zu iiberleben (sterile
Elimination) und das, trotz des Fehlens von biologisch aktivem IL-12 (BROMBACHER et al.
1999). Analysen in Listerien-infizierten IL-12p35”-Miusen ergaben einen zum Wildtyp
vergleichbaren Gehalt an IL-12p40-Dimer und -Monomer. Daraus ldsst sich schlieen, dass
IL-12p40-Monomer, IL-12p40, oder IL-12p40 in Verbindung mit anderen Untereinheiten
oder Polypeptidketten eine wichtige Rolle in der Elimination von Listerien hat.

Bei einer Infektion mit C. neoformans wurden bei den infizierten Mausen auch
unterschiedliche Empfindlichkeiten in Abhéngigkeit von der Art der IL-12-Mutation
beobachtet werden (DECKEN et al. 1998). Ahnlich wie bei einer Listerien-Infektion erliegen
die IL-12p40'/ -Méuse eher als die IL-12p35'/ “Miuse der Infektion. Beide IL-127-
Mausstdmme erliegen erheblich frither der Infektion als die Wildtyp-Maiuse.

2.2.5 Rolle von IL-12 bei der Tumorabwehr

Eine systemische Behandlung mit relativ hohen Dosen von IL-12 (BRUNDA et al. 1993),
oder eine stabile Transduktion von Tumorzellen, welche beide Untereinheiten von IL-12
exprimieren (MARTINOTTI et al. 1995), kann das Wachstum und die Metastasierung von
Tumoren in verschiedenen /n-vivo-Modellen unterdriicken. Geringe Dosen von IL-12 in
Verbindung mit einem tumorspezifischem Peptid in einem Adjuvans rufen eine schiitzende
antitumorale Antwort hervor. Die durch IL-12 beeinflussten molekularen und zelluldren
Reaktionen sind sehr komplex. In einigen Modellen wird der Schutz durch CD8"-T-Zellen
oder NK-Zellen beeinflusst. Die Neutralisierung von IFN-y kann diesen antitumoralen Effekt

von IL-12 aufheben. Zu dem haben die CD4"-Zellen einen Einfluss auf den Effekt von IL-12.
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Bei IFN-y-R1-defizienten Tumorlinien wurde eine hohere Tumoraktivitit in vitro und eine
geringere Ansprechbarkeit auf eine IL-12-Therapie in vivo festgestellt. (COUGHLIN et al.
1998) IL-12 induziert eine histologisch nachweisbare Ischamie nur in IFN-y-empfindlichen,
nicht aber in IFN-y-unempfindlichen Tumoren. Auflerdem induziert IL-12 eine Hemmung der
Angiogenese durch die Produktion von IP-10 (Interferon-induzierendes-Protein) in den
Tumorzellen. IL-12 und IFN-y senken also das Tumorwachstum indem sie die angiogene

Aktivitat der Tumorzellen hemmen.

2.2.6 Pathophysiologische Bedeutung von IL-12

IL-12 kann sowohl durch vermehrte wie auch reduzierte Bildung pathophysiologische
Bedeutung bekommen. Um die Rolle von IL-12 in Erkrankungen wie Multipler Sklerose zu
bestimmen, bedient man sich Tiermodellen. In diesem Fall eignet sich die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) sehr gut, da es sich um eine Thl-vermittelte,
demyelinisierende Entziindung des ZNS handelt. Bei Ratten mit EAE fand man schon vor
dem Sichtbarwerden klinischer Symptome einen Anstieg der IL-12 mRNA-Expression
(ISSAZADEH et al. 1995). Die Applikation von neutralisierenden Anti-IL-12-Antikdrpern bei
Einsetzen der klinischen Symptome bewirkte eine deutliche Besserung des Krankheitsbildes
bzw. ein Verzogern stirkerer Symptome (LEONARD et al. 1995). Ahnliche Ergebnisse gab
es beim Einsatz des IL-12-Antagonisten IL-12p40. Damit wird der Einfluss von IL-12 auf den

Entziindungsprozess im Gehirn deutlich.

Asthma ist eine chronische, entziindliche Erkrankung der Atemwege bei Mensch, Pferd und
Hund, welche durch aktivierte Th2-Lymphozyten induziert wird (ROBINSON et al. 1992). Es
ist nachgewiesen worden, dass bei Asthmatikern die Th2-Antwort erhoht und die
Thl-Antwort gegeniiber Kontrollpersonen verringert ist (SHIRAKAWA et al. 1997). Die
Moglichkeit des Einflusses von IL-12 auf diesen Prozess bezieht sich auf folgende
Untersuchungen:
e die Expression von IL-12 mRNA in bronchialen Biopsien ist bei Asthmatikern
deutlich verringert gegeniiber der Kontrollgruppe (NASEER et al. 1997) und
e die Produktion von IL-12 in Vollblut-Kulturen ist bei den Atopikern signifikant
geringer als in der Kontrollgruppe, obwohl die Produktion von IFN-y normal ist (van
der POUW KRAAN et al. 1997).
In Versuchen mit IL-12p40”-Miusen wurde nach einer Behandlung mit Ovalbumin ein

vermehrter Einstrom von eosinophilen Granulozyten ins Gewebe, verglichen mit der Wildtyp-
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Gruppe, festgestellt (GATELY et al. 1998). Damit einher ging eine Erhéhung der
Konzentration von IL-4 und TNF-a in der bronchoalveoldren Lavage und eine Erh6hung der
Serum-IgE-Konzentration. Die verstirkte Eosinophilie konnte durch Anti-IL-4-Antikorper
oder durch Applikation eines TNF-Rezeptor-Fusionsproteins gechemmt werden.

Im Mausmodell der allergischen Lungenentziindung konnte der
entziindungshemmende/antiallergische Effekt von IL-12 gezeigt werden. Durch die Gabe von
rekombinantem IL-12 wurde dabei sowohl die allergiebedingte Uberempfindlichkeitsreaktion

als auch die Eosinophilie gechemmt (KIPS et al. 1996).
2.3 Cryptococcus neoformans

2.3.1 Geschichte

C. neoformans wurde erstmals 1894 als Pathogen fiir den Menschen beschrieben. Der erste
Bericht einer Kryptokokkose wurde von den beiden deutschen Arzten Otto Busse und
Abraham Buschke (KNOKE und SCHWEISINGER 1994) verfasst und beschreibt den Fall
einer Tibialdsion bei einer 31 Jahre alten Frau. Aus den beschriebenen runden Erhabenheiten
der Knochenverletzung wurde ein Mikroorganismus isoliert, den sie als Blastomyzeten
identifizierten. Damals als Saccharomyces bezeichnet, trat der Erreger noch unter vielen
verschiedenen Namen bis ins zwanzigste Jahrhundert auf, bis 1950 die Bezeichnung C.

neoformans eingefiihrt wurde und sich etablierte.

2.3.2 Aufbau und Struktur

C. neoformans ist ein Schleimkapsel-tragender hefeartiger Pilz. Die typische vegetative
(asexuelle) Form hat einen Durchmesser von 2,5 bis 10 pum (CRUICKSHANK et al. 1973).
Die Basidosporen (sexuelle Form) dagegen haben nur einen Durchmesser von 1,8 bis 3 um
(WILLIAMSON et al. 1996). Die meisten Stamme produzieren im Gewebe groflere Kapseln
als in der Zellkultur, was mit dem héheren CO,-Partialdruck (GRANGER et al. 1985) im
Gewebe und/oder mit Erndhrungsfaktoren zusammenhéngen kann.

Die Zellen sind im Lichtmikroskop gewdhnlich rund oder oval, haben eine doppelte Kontur
und sind stark lichtbrechend. Ohne spezielle Farbeschritte ist die Kapsel lichtmikroskopisch
nicht zu sehen. Die gebriuchlichste Methode der Sichtbarmachung ist die Tuschefarbung, bei
der sich die Kapsel als freier Raum zwischen Zellwand und Tusche kennzeichnet. Es bildet
sich somit ein freier Hof um die Zelle, der gut sichtbar ist. Eine weitere Mdglichkeit der

Sichtbarmachung der Kapsel ist die Bindung von spezifischen Antikdrpern an der
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Polysaccharidkapsel, was ein quellungsartiges Phdnomen hervorruft, durch welches sich die
Kapsel vergroflert (CLEARE et al. 1994). Mit herkdmmlichen Farbemethoden lassen sich die
Kryptokokken im Gewebe teilweise auch anfdrben. In einer Gramfarbung farben sie sich
zwischen intensiv violett und zart rosa an. Auch mit Loefflers Methylenblau oder

Toluidinblau lasst sich der Pilz anfarben.

2.3.3 Kultivierung

C. neoformans ist in seinen Kultivierungsbedingungen sehr gentigsam und recht einfach zu
kultivieren. Die meisten Aminosduren, Zucker, Fette und Vitamine konnen von dem Pilz
umsetzt werden (VIDOTTO et al. 1996). Eine einfache Sabouraud-N&hrlosung reicht zur
Kultivierung aus. Bei 37 °C ist eine Vermehrung des Erregers gut moglich. Temperaturen von
40 °C oder mehr fiihren nach einigen Stunden zum Absterben des Keims (ROSAS und
CASADEVALL 1997).

2.3.4 Taxonomie

Zur Klasse der Blastomycetes innerhalb der Deuteromycotina gehoren die imperfekten
Sprosspilze. Eine ihrer Formordnungen wird durch die Cryptoccocales gebildet. Diese leiten
sich von den Ascomyceten, und zwar von den Hemiascomycetes ab (ROLLE und MAYR
1993).

Es gibt vier Serotypen des Erregers. Die Telomorphe Filobasidiella neoformans var.
neoformans bilden dabei die Serotypen A und D zu der Anamorphen von C. neoformans var.
neoformans. Die Telomorphe Filobasidiella neoformans var. bacillispora bilden die
Serotypen B und C der Anamorphen C. neoformans var. gattii (CASADEVALL und
PERFECT 1998).

Die taxonomische Einordnung des Erregers sieht vereinfacht wie folgt aus:

Reich: Pilze

Stamm: Basidiomycota

Ordnung: Filobasidiales

Familie: Filobasidiaceae

Gattung: Filobasidiella

Telomorph Anamorph

Filobasidiella neoformans var. neoformans C. neoformans var. neoformans

Filobasidiella neoformans var. bacillispora C. neoformans var. gattii
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Die Telomorphe bilden je einen haploiden a- und a-Typ zur geschlechtlichen Fortpflanzung
und damit zur Arterhaltung. Die Teilung der Anamorphe dient dagegen eher der Vermehrung
und Verbreitung des Erregers. Fiir diese Arbeit ist der asexuelle Teil des

Generationszyklusses von Interesse, da dieser das eigentliche Pathogen ist.

2.3.5 Pathogenitat

Anfillig gegeniiber einer Infektion sind vor allem Patienten mit einem T-Zell-Defekt. Dabei
kommt C. neoformans var. neoformans im Vergleich zu C. neoformans var. gattii bei Mensch
und Tier als Erreger hdufiger vor. Eine weltweite Verbreitung von C. neoformans var.
neoformans findet durch Vogel als Vektoren statt. Der Erreger ist im Vogelkot sehr lange
iiberlebens- und ansteckungsfahig (LITTMAN und BOROK 1968). Obwohl im Kot von sehr
vielen verschiedenen Vogelarten C. neoformans var. neoformans nachgewiesen wurde,
spielen wohl Tauben bei der Verbreitung die groBte Rolle. Wahrscheinlich ist der hohe
Kreatiningehalt im Taubenkot und die Féhigkeit von C. neoformans, Kreatinin zu
verstoffwechseln, fiir das gehédufte Vorkommen verantwortlich (KWON-CHUNG 1991).
Dabei ist der Erreger bis zu einem Jahr im Exkrement ansteckungsfahig. Die Vogel sind
gegeniiber dem Erreger resistent. Die Resistenz ist einerseits eine Folge der hohen
Korpertemperatur (41 bis 43 °C) und andererseits ein Effekt der eigenen Darmflora, die das
Wachstum von C. neoformans unterdriickt (SETHI und RANDHAWA 1968). Eine Infektion
von Vogeln ist nur durch intrazerebrale oder intraokuldre Applikation von Kryptokokken
moglich.

Der Erreger dringt in ausgetrockneter Form oder als Basidomycet iiber die Atemluft in die
Lunge ein, tritt in den Alveolen in die Kapillaren iiber, von wo aus er sich iiber den
Blutkreislauf im ganzen Korper verteilt. Das Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke ist dabei
ein sehr wichtiger Faktor, da nach der Infektion des Gehirns die auftretende
Hirnhautentziindung meist zum Tode fiihrt. Die Mechanismen, die beim Ubertritt der Blut-
Hirn-Schranke eine Rolle spielen sind noch nicht ausreichend geklart.

Die Infektiositét des Erregers hingt von verschiedenen Faktoren ab. Als wichtigster Faktor ist
die Polysaccharidkapsel zu nennen (CHANG und KWON-CHUNG 1994). Deren
Hauptkomponente ist Glukuronoxylomannan (GXM), das stark antiphagozytir wirkt. Vier
Serotypen von GXM sind bekannt, wobei A und D von C. neoformans var. neoformans und C
und B von C. neoformans var. gattii produziert werden (DROMER et al. 1993). Es gibt auch

Varianten ohne Kapsel, die allerdings avirulent sind.
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Die Kapsel der Serotypen A und D wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten.
Andererseits werden Komponenten des alternativen Komplementsystems fixiert, wodurch die
Bildung chemotaktischer Peptide, wie zum Beispiel C5a, reduziert wird.

Eine Opsonisierung mit Antikorpern ist moglich, allerdings entziehen sich die Kryptokokken
dem Zugriff der antigenprésentierenden Zellen durch Blockierung des Fc-Rezeptors. Je dicker
die Kapsel ist, desto besser ist der Erreger vor Zugriffen geschiitzt.

Ein weiterer Virulenzfaktor ist Melanin (WILLIAMSON 1997). Es wird aus verschiedenen
Katechol-Vorldufern wie Dopa, Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin synthetisiert
(POLACHECK 1991). Fiir diese Synthese zeichnet sich das Enzym Phenolperoxidase
verantwortlich. Es ist damit ein wichtiger Virulenzfaktor. Vermutlich wirkt das Melanin als
Antioxidans bei der Phagozytose durch antigenprisentierende Zellen (APC) (JACOBSON
und TINNELL 1993). Das als ,,Redox-Puffer wirkende Melanin neutralisiert freie
Sauerstoff- und Stickstoffradikale von Granulozyten und Makrophagen und verhindert eine
Antikorper-vermittelte Phagozytose. Ausserdem macht es den Erreger gegeniiber
Amphotericin B unempfindlich, was eine Behandlung erheblich erschwert (WANG et al.
1995). Durch Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie wurde die Einlagerung des Melanins
in die Zellwand sichtbar. Man geht davon aus, dass diese Melanineinlagerung die Stabilitit
der Zellwand gegeniiber Angriffen stirkt.

Auch das Enzym Urease ist ein weiterer Virulenzfaktor bei einer Kryptokokkeninfektion. In
experimentellen Infektionen mit Stdmmen unterschiedlicher Urease-Aktivitdt steigt die
Letalitdt der Versuchstiere mit der Aktivitit der Urease (COX et al. 2000).

Die Féhigkeit des Wachstums und der Vermehrung bei einer Korpertemperatur von 37 °C
sind eine Grundvoraussetzung fiir die Infektion bei Sdugetieren. Dieser Fakt ist demnach ein

nicht zu unterschitzender Virulenzfaktor.

2.3.6 Erregerabwehr

Der Weg der Komplementaktivierung hingt von der Anwesenheit von spezifischen
Antikorpern und der Dicke der Kapsel ab (KOZEL 1993). Zur Aktivierung des klassischen
Weges ist die Bindung von Antikorpern an der Zellwand des Erregers notwendig. Da in
normalem Serum von naiven Tieren oder Menschen entsprechende Antikorper fehlen, kann
der klassische Weg nicht aktiviert werden (HOUPT et al. 1994).

Neutrophile Granulozyten sind professionelle phagozytierende Zellen, die aus pluripotenten

Stammzellen des Knochenmarks heranreifen. Polymorphkernige Zellen sind hocheffektive
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antimikrobielle Zellen und eine Neutropenie ist mit verschiedenen schweren und
lebensbedrohlichen Infektionen verbunden, nicht nur mit der Kryptokokkose. Neutrophile
Granulozyten konnen Kryptokokken phagozytieren und abtdten (DIAMOND et al. 1972).
Entscheidend fiir das Abtdten ist hierbei die Phagozytose. Wihrend einige Kryptokokken-
Stamme sich gut phagozytieren lassen, ist die Phagozytose bei anderen Stimmen deutlich
eingeschrinkt (KAGAYA et al. 1985). Granulozyten sind héufig ins Entziindungsgeschehen
bei C. neoformans eingebunden und sind im Gewebe nahe am Erreger zu finden (MILLER
und KOHL 1983).

NK-Zellen sind eine Population von Lymphozyten, die kranke und virusinfizierte Zellen
abtoten konnen. Sie zeichnen sich durch grofle Granula aus und sind vorzugsweise CD3 und
T-Zell-Rezeptor negativ und CD16 und NK1.1 / NK2.1 (in der Maus) positiv. Von HIDORE
und Murphy (1986) wurde die Interaktion zwischen C. neoformans und NK-Zellen
untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitit von Milz-Lymphozyten der Maus gegen
Kryptokokken mit der Aktivitdt von NK-Zellen korreliert und somit NK-Zellen eine wichtige
Rolle in der Abwehr gegeniiber C. neoformans spielen (MURPHY und McDANIEL 1982).
Der Mechanismus der murinen NK-Zellen gegen Kryptokokken beruht einerseits auf direkter
Toxizitdt bei Kontakt gegeniiber dem Erreger und andererseits auch moglicherweise auf
l6slichen zytotoxischen Faktoren, die von den NK-Zellen abgegeben oder induziert werden
(HIDORE et al. 1991). NK-Zell-Granula enthalten Zytolysin (auch Perforin genannt), welches
Kryptokokken zerstoren kann. Auflerdem werden noch verschiedene Zytokine, wie z. B. IFN-
Y, GM-CSF und TNF-a produziert. Damit werden die Effektorzellen in der Kryptokokken-
Abwehr aktiviert und eine effektive Entziindungsreaktion unterstiitzt.

Eine wichtige Rolle in der Kryptokokken-Abwehr nehmen die Makrophagen ein. Sie konnen
im Gewebe sehr oft in direktem Kontakt mit dem Erreger beobachtet werden. Die Depletion
der Makrophagen vermindert die Resistenz gegeniiber einer Infektion mit C. neoformans
erheblich (MONGA 1981). Die Effektivitit der Phagozytose der Makrophagen hingt stark
von der Anwesenheit von opsonisierenden Antikorpern und von der Expression des
entsprechenden Fc-Rezeptors auf der Makrophagenoberfliche ab. Die Antikorper-bedingte
Phagozytose ist auf den Fc-Rezeptor angewiesen, welcher konstitutiv auf Makrophagen
exprimiert wird. Die Komplement-beeinflusste Phagozytose ist wiederum von der Expression
von C3-Rezeptoren (CR1, CR3 und CR4) abhingig, die von der Zytokin-Stimulation
beeinflusst wird (CROSS et al. 1997). Auch eine entsprechende Aktivierung der
Makrophagen ist fiir die Phagozytose von groffter Bedeutung. Als effektive Methode bei

in-vitro-Versuchen hat sich dabei die Kombination von LPS und IFN-y erwiesen (MODY et
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al. 1991). In vivo ist IFN-y essentiell fiir die Makrophagenaktivierung. Bei mit C. neoformans
infizierten Mausen hat sich aulerdem gezeigt, dass die maximale Phagozytoseeffektivitit bei
Alveolarmakrophagen am Tag 14 und bei Peritonealmakrophagen zwischen Tag 21 und Tag
28 nach einer respiratorischen Infektion liegt (KARAOUI et al. 1977).

Fir die effektive Arbeit der Makrophagen sind die T-Zellen besonders wichtig. Sie
produzieren das fiir die Aktivierung notwendige IFN-y. Die T-Zell gebundene Immunitét ist
eine entscheidende Komponente einer schiitzenden Immunitit gegen eine Infektion mit C.
neoformans (MURPHY 1989). Sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen sind an der
systemischen Immunitit gegen Kryptokokken beteiligt (siche Abbildung 2).

Neben der zelluldren Seite ist auch die humorale Seite der Immunitét fiir eine effektive
Erregerabwehr notwendig (MUKHERJEE et al. 1995). Durch die Opsonisierung der
Kryptokokken mit Antikorpern aus B-Zellen wird die Phagozytose durch die Makrophagen
besonders effektiv. Uber die Hilfte infizierter Patienten besitzen Antikérper vom Subtyp IgG
und/oder IgA, teilweise auch noch nach einer Therapie (SPEED et al. 1996). Dabei ist der

Antikorperspiegel reziprok proportional zur Konzentration des Antigens.
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2.4 Infektionen mit C. neoformans bei Haustieren

Bei den Haussdugetieren findet man Infektionen mit C. neoformans var. gattii und C.
neoformans var. neoformans. Es konnen dabei die verschiedensten Haustiere bis hin zu
Zootieren und im Wasser lebenden Sdugetieren an einer Kryptokokkose erkranken. Allerdings
kommt es in den seltensten Fillen zu Stellung einer entsprechenden Diagnose in der

Tiermedizin.

Bei WENDT et al. (1994) ist zu lesen, dass es beim Rind fast ausschlieflich zu
Euterentziindungen kommt. Diese sind meist mit einer Storung des Allgemeinbefindens
verbunden. Das Eindringen iiber den Strichkanal ist sehr wahrscheinlich und kann durch
Verletzungen an der Zitze erleichtert werden. Nach dem Eindringen des Erregers in das Euter
bildet sich eine akute Mastitis mit den typischen Entziindungssymptomen aus. Die
entsprechenden Viertel werden 6dematds, umfangsvermehrt, warm, schmerzhaft und hart. Die
Euterlymphknoten sind dabei fast immer auffillig vergrofert. Das Sekret bekommt ein
wassrig-trilbes Aussehen und wird viskds. Es werden graugelbe, flockig-schleimige
Veranderungen sichtbar. Nach ein bis zwei Wochen wird das Entziindungsgeschehen
progressiv chronisch. Das gesamte Euter verhértet sich weiter, wird teils knotig und bleibt
umfangsvermehrt. Es kommt zur Ausbildung von irreversiblen Schidden und die
Milchproduktion kann vollstdndig sistieren. Bei latent infizierten Tieren ist eine
Erregerausscheidung bis zu drei Monaten beobachtet worden. Im Endgemelk oder der
Residualmilch ist bei chronischen oder latent infizierten Fallen der Erreger effektiv und sicher
nachzuweisen. Eine Therapie ist prinzipiell moglich, aber sehr zeit- und kostenintensiv.
Herkémmliche Antibiotika sind meist wirkungslos oder verstirken die Erkrankung durch
Beseitigung der Konkurrenzflora. Eine Behandlung mit einer Jodlosung totet die
Kryptokokken in der Euterzisterne zwar kurzzeitig ab, schiadigt aber auch das Eutergewebe.
AulBlerdem werden durch diese lokale Behandlung die Erreger im Driisenbereich nicht erfasst.
Die einzige tragbare Losung ist die Krankschlachtung der infizierten Tiere, bevor sie aufgrund
der Allgemeinstérungen abmagern. Dadurch ergeben sich die wirtschaftlichen Schdden und
die Bedeutung der Kryptokokkose beim Rind. Bei Schafen und Ziegen sind die Verhéltnisse

bei einer Infektion vergleichbar.

Laut GREENE (1990) kommt die Kryptokokkose bei der Katze haufiger vor als beim Hund,

obwohl Hunde generell hdufiger an Mykosen leiden als Katzen.
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Die Kryptokokkose ist bei Katzen meist eine chronisch verlaufende Systemmykose, bei der
alle inneren Organe und das Gehirn vom Erreger befallen werden konnen. Dies duflert sich bei
Katzen mit Schnupfensymptomen, Zubildungen in der Nase, Hautlédsionen,
Augenverianderungen und zentralnervosen Storungen (Reihenfolge der aufgezdhlten
Symptome entsprechend der Héufigkeit). Auch hier gilt wie beim Menschen, dass ein
geschidigtes Immunsystem die Ausbildung von klinischen Symptomen fordert. So wird die
Infektion durch eine Erkrankung mit dem Felinen Leukose-Virus und dem Felinen
Immundefizienz-Virus stark begiinstigt.

Beim Hund treten meist zentralnervose Storungen, gefolgt von Augenverdnderungen,
Appetitlosigkeit mit Erbrechen und Hautldsionen auf (FAGGI et al. 1993). Die Ansteckung
erfolgt auch hier meist iiber Taubenkot, in dem der Erreger bis zu einem Jahr
ansteckungsfahig ist. Eine Flachendesinfektion mit 1%igem Formalin oder 0,12%iger
Peressigsédure iiber 60 Minuten wirkt sicher fungizid, ist aber nicht tiberall durchfiihrbar.

Die Therapie gestaltet sich ausgesprochen zeitaufwendig (4-5 Monate, besser 9 Monate) und
kostenintensiv. Als recht wirksam hat sich eine Kombination von Amphotericin B und
Fluocytosin erwiesen. Allerdings haben beide Medikamente erhebliche Nebenwirkungen und
eine geringe therapeutische Breite. Auch eine Behandlung mit Ketokonazol kann bei
Langzeittherapie oder in Kombination zum Erfolg fiihren. Allerdings gibt es auch hier bei

systemischer Behandlung erhebliche Nebenwirkungen (JACOBS et al. 1998).
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Mause

Das Tierversuchsvorhaben — TVV-Nr. 1/98: ,Erforschung der Immunantwort in
verschiedenen experimentellen Infektionsmodellen (Borna Disease Virus, Cryptococcus
neoformans, Salmonelle ssp., Listeria monocytogenes, Leishmania major, Leishmania
donovani) in der Maus unter dem besonderen Aspekt der Thl-/Th2-Zell-Balance* wurde
unter dem Aktenzeichen 74-9168.11-1/98 vom Regierungsprisidium Sachsen genehmigt. In
diesem Rahmen wurden Méduse vom Stamm 129Sv/Ev aus der Zucht des Max-Planck-
Instituts fiir Immunbiologie Freiburg iibernommen und im Institut fiir Immunologie der
Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universitit Leipzig weiter unter spezifisch
pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten und geziichtet. Fiir die Haltung und die Zucht
standen Umluftschrinke der Firmen ,,Thoren* und ,,Ehret in Verbindung mit Filterkdfigen
zur Verfiigung. Alle Materialien wurden vor dem Einbringen in den SPF-Bereich autoklaviert.
Die Infektionsversuche wurden in einem vom Zuchtbereich getrennten Raum und in einem
einzelbeliifteten Kéfigsystem vom Typ ,,Thoren-Caging® durchgefiihrt. Der gesamte
Mausbereich war vollstindig klimatisiert. Es herrschten stets 22-23 °C und 50-55%
Luftfeuchtigkeit bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14 zu 10 Stunden. Futter und Wasser
standen den Tieren stets ad libitum zur Verfligung. Alle Manipulationen an den Méusen, die
fiir eine Infektion vorgesehen waren oder sich in einem Versuch befanden, wurden unter einer
Sterilwerkbank der Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt. Die Tiere wurden in einem Alter von
6-12 Wochen in die Versuche genommen, wobei beim Zusammenstellen der Gruppen auf ein
einheitliches Alter und Gewicht geachtet wurde. Soweit mdglich wurde ebenso auf ein
einheitliches Geschlecht der Versuchsgruppen geachtet.
Um die Funktion von IL-12p75 und IL-12p40 beurteilen zu konnen, wurden gendefiziente
Miuse eingesetzt, bei denen die Gene so verdndert wurden, so dass kein aktives Protein
gebildet werden konnte (Abbildung 3). Dabei kamen folgende Mausgenotypen zum Einsatz:

e Wildtyp-Maiuse konnen IL-12p40 und IL-12p75 bilden,

o [L-12p3 5"-Miuse kdénnen zwar noch IL-12p40, aber kein IL-12p75 bilden,

o IL-12p35/p40”-Miuse kénnen weder IL-12p40 noch IL-12p75 bilden.
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Wildtyp-Miuse

p40

| (p40);
IL-12p35"-Miiuse

IL-12p35/p40™-Miuse

Abbildung 3. Charakterisierung der verschiedenen Mausgenotypen in Bezug auf die Proteinsynthese der
Makrophagen nach Aktivierung.

3.1.2 Erreger

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Erreger handelt es sich um den C. neoformans var.
neoformans Stamm 1841 (DECKEN et al. 1998). Der Stamm wurde aus einem klinischen
Isolat einer Schienbeinldsion gewonnen. Es handelt sich um einen bekapselten Stamm vom
Serotyp D, der hochgradig virulent ist.

Vor Beginn der Versuche wurde eine Wachstumskurve dieses Stammes erstellt. Dabei wurde
die Konzentration der Kryptokokken in der Sabouraud-Nihrlosung in Abhéngigkeit von der
Zeit bestimmt, um den Zeitpunkt und die Konzentration der logarithmischen
Wachstumsphase zu ermitteln. Mit Hilfe dieser Daten wurde eine Kultur von einem Liter
angesetzt und in der spiten log-Phase geerntet. Die Kryptokokken wurden dazu 3-mal in PBS
gewaschen und fiir zwei Minuten bei 1000 x g abzentrifugiert. Sie wurden anschlieBend in
einer Konzentration von 10*/ml in 10%igem autoklaviertem Milchpulver aufgenommen, zu
I ml in Kryor6hrchen aliquotiert, bei -80 °C eingefroren und bei -20 °C gelagert. Alle
lebenden Kryptokokken wurden aus diesem einheitlichen Vorrat entnommen und vor der
Infektion wie in Absatz 2.3.1 beschrieben kultiviert. Fiir serologische Untersuchungen und
Restimulationen wurden hitzeinaktivierte Kryptokokken eingesetzt. Diese wurden in einem
Wasserbad fiir 60 min. bei 60 °C abgetotet. Die Suspension wurde aliquotiert und zu 1 ml in
Kryorshrchen 4 1x10° Kryptokokken eingefroren. Um die komplette Inaktivierung

sicherzustellen, wurde 1 ml der Suspension auf Sabouraud-Agar ausplattiert und fiir drei Tage
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bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. Somit wurde gewihrleistet, dass fiir alle Experimente

vergleichbare Kryptokokken genutzt werden konnten.

3.1.3 Puffer und Medien

Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich um wissrige Losungen!

Alle Losungen wurden bei 4 °C gelagert!

PBS - 1x
100 ml PBS - 10x auf 1 Liter mit Aqua
dest. auffiillen

PBS - 10x Stamml&sung

3,54 g KH,PO,

14,8 g wasserfreies Na,HPO4

85 g NaCl

mit Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen

PBS-Tween (0,05% Tween 20)
500 pl Tween 20
auf 1000 ml PBS

Serum-Diluent

5 gBSA

1 g Gelatine

mit PBS-Tween auf 1 Liter auffiillen

Mcllvain’s Puffer pH 4.6

Lsg. A: 0,2 M Na,HPO

Lsg. B: 0,1 M Zitronensiure
468 ml Lsg. A + 532 ml Lsg. B
gut mischen

mit HCI auf pH 4,6 einstellen

Substrat-Puffer

fiir 10 ELISA - Platten

100 mg ABTS (2,2’-azino-di-3-ethyl-
benzthiazolin-6-Sulfonsdure)

in 10 ml Aqua dest. 16sen

mit Mcllvain’s Puffer auf 100 ml einstellen
dunkel stellen

vor Gebrauch 50 pl 30%iges H,O,
zugeben

Sabouraud-Agar
1% Pepton

2% Glucose

2% Agar

Sabouraud-Nihrlosung
1% Pepton
2% Glucose

Blockierungspuffer fiir ELISA
0,5% BSA

0,1% Gelatine

in PBS

Karbonatpuffer pH 9.5

17,3 g NaHCO;3

8,6 g N32CO3

mit Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen

FACS-Puffer

1% FKS

0,1% Natrium-Azid
in PBS

Hexazoniumlésung

50 mg Pararosanilin in 3 ml 1N HCl 16sen
0,5 ml 1M Natriumnitratlsg. Zugeben
nach 5 min verwendbar

Substratlésung
3,58 mg Naphthol-AS-D-Chlorazetat in

[0,9 ml DMSO und 0,1 ml Triton X] 16sen

Wagner, F., 2002, vet. med. Diss.



22

3.2 Methoden

3.2.1 Intraperitoneale Infektion von Mausen

Es wurden drei Versuche mit je flinf bis sieben Tieren pro Genotyp durchgefiihrt um die
Gesammelten Ergebnisse zu bestitigen. In die Auswertung gelangte der letzte Versuch mit je
sechs Mausen pro Genotyp. Am Tag vor Versuchende verstarben eine IL-12p35'/ -Maus und
zwei IL-12p35/p40™"-Méuse.

Fiir die histologischen Untersuchungen wurde je eine Maus eines Genotyps als naive
Kontrolle herangezogen. Fiir serologische Untersuchungen wurde das Serum von drei bis vier
naiven Méausen pro Genotyp gepoolt und zum Vergleich eingesetzt.

Bevor die Mause mit Kryptokokken infiziert werden konnten, wurde eine frische Kultur des
Erregers bei 30 °C angesetzt. Dazu wurde ein Kryordhrchen mit 1x10° Kryptokokken
aufgetaut und in 200 ml sterile Sabouraud-Néhrlosung iiberfiihrt und bei 30 °C auf einem
Schiittelinkubator inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die Konzentration an Kryptokokken in
der Suspension durch eine Zéhlung mittels einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt.

Um eine Infektionsdosis von 1x10* Kryptokokken pro Tier bei einem Infektionsvolumen von
200 pl zu erreichen, wurde die Suspension auf 5x10* Keime pro ml eingestellt. Dazu wurde
die bendtigte Menge an Kryptokokken in sterilem PBS verdiinnt und gut gemischt.

Die Gruppenzusammenstellung der Miuse erfolgte einige Tage vor der Infektion, damit
eventuelle Rang- und Revierkdmpfe im Vorfeld des Experimentes gekliart wurden und die
Tiere sich an die neue Umgebung gewohnen konnten. Es wurden prinzipiell nur Tiere einer
Versuchsgruppe in einem Kéfig gehalten. Erst zum Zeitpunkt der Tétung der Tiere wurde
diesen eine Nummer zugeordnet, um die jeweiligen Versuchsergebnisse einzelnen Mausen
zuordnen zu kénnen.

Zur Infektion wurden Insulinspritzen genutzt und jeder Maus 200 pl intraperitoneal injiziert.

3.2.2 Intranasale Infektion von Mausen

Fiir die intranasale Infektion wurden zwei Versuche mit drei bzw. vier Méusen je Genotyp
durchgefiihrt. Zur Auswertung kam der letzte Versuch mit je drei Méusen.

Die naiven Serumkontrollen wurden auch hier eingesetzt. Naive histologische Kontrollen
liegen leider nicht vor.

Die Maiuse wurden durch intraperitoneale Injektion von 0,5 mg Ketamin/Tier und 2,5 mg

Xylacin/Tier in eine tiefe Narkose versetzt. Nach dem Wirkungseintritt wurden die Méuse mit
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leicht iiberstrecktem Kopf in der Hand fixiert. Der Daumen lag auf dem Kehlkopf, um einen
eventuellen Schluckreflex feststellen zu konnen. Nun wurde in jedes Nasenloch 10 pl der
Infektionssuspension mit einer Konzentration von 5 X 10* Keimen pro ml in moglichst
kleinen Tropfchen mittels einer Pipette appliziert. Die Méuse durften die Suspension nicht
abschlucken, sie musste in die Trachea laufen und sich dort in den Bronchien verteilen.
Deshalb musste die Narkose tief genug und reflexfrei sein. Nach der Applikation wurden die
Maiuse mit erhobenem Kopf in Riickenlage in der Einstreu der Kéfige gelagert, um ein

Zuriicklaufen der Suspension zu verhindern.

3.2.3 Analyse infizierter Mause

Nach Ablauf der Infektionsdauer wurden die Tiere zur Organentnahme mit Chloroform
betdubt und durch Blutentzug getotet. AnschlieBend wurden die Tiere unter sterilen
Bedingungen seziert. Alle bendtigten Organe wurden steril entnommen und in sterile Gefélle
mit PBS verbracht und auf Eis bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Aus dem Blut wurde mittels Zentrifugation fiir 10 min bei 3000 x g Serum gewonnen,
welches bis zur Untersuchung bei -20 °C gelagert wurde. Fiir die Histologie wurden die
entsprechenden Organe oder Organteile in 4%igem Formalin fixiert und spéter in Paraffin
eingebettet. Fiir immunhistologische Untersuchungen wurden entsprechende Proben in
speziellem Einfriermedium (OCT Tissue-Tec®, Sakura) eingebettet und iiber fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Autbewahrt wurden diese Proben bei -80 °C.

3.2.4 Keimzahlbestimmung nach der Infektion

Fiir die Keimzahlbestimmung wurden rund 30-40% der Leber (die genauen Gewichte wurden
notiert) und eine halbe Lunge in sterilem PBS mittels Zellsieb von 70 um Porengrof3e
(Cellstrainer™, Falcon™, Heidelberg, Deutschland) homogenisiert. Das so gewonnene
Homogenat wurde in sterilem PBS in Stufen von 1:10 bis 1:1000 verdiinnt. Auf zwei Tage
vorher vorbereitete Sabouraud-Agar-Platten wurden je 100ul einer Verdiinnungsstufe mittels
Trigalskispatel ausgestrichen. Nach dreitdgiger Inkubation bei 30 °C wurden die gewachsenen
Kolonien gezéhlt und entsprechend der Verdiinnung die Keimbelastung des Organs berechnet.

Das Detektionslimit liegt bei dieser Methode bei 10 bis 30 Keimen pro Organ.

3.2.5 Histologische Untersuchungen

Fiir morphometrische Untersuchungen an Leberschnitten wurden die in Formalin fixierten

Proben im Institut fiir Veterindrpathologie der Veterindrmedizinischen Fakultidt der
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Universitét Leipzig in Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom auf 5 pm Dicke geschnitten.
Die Féarbung erfolgte mit Himatoxylin und Eosin.

Die Ermittlung von GroBe und Fliche der Verdnderungen wurde am Institut fiir Anatomie und
Histologie der Veterindrmedizinischen Fakultit mit Hilfe des Programms Analysis®
durchgefiihrt.

In Vorbereitung dieses Versuches wurde die Leber von infizierten Méusen komplett
aufgeschnitten und die Verteilung von Verdnderungen im Gewebe beurteilt. Augenmerk
wurde dabei auf das Zentrum, die Peripherie und Gefdindhe gelegt. Dabei stellte sich heraus,
dass die Verdnderungen im Gewebe gleichméBig verteilt waren.

Im Versuch wurde ein groBBer Leberlappen in flinf Teilen eingefroren. Von jedem dieser Teile
wurden drei Schnitte angefertigt und untersucht. Dabei wurde die GroBe der gesamten
Schnittflache und die Anzahl aller Gewebsveridnderungen ermittelt. So ergaben beide Schnitte
eines Teiles einer Leber einen Wert, mit dem weiter gearbeitet wurde.

Bei typischen Granulomen handelt es sich um eine Ansammlung von Makrophagen und
Granulozyten im inneren und Epitheloid- oder Riesenzellen in der Peripherie. Im Inneren
eines Granuloms befindet sich meist die Ursache der entziindlichen Reaktion. Dieses Zentrum
kann unterschiedlich grof3 sein und Krankheitserreger oder Nekrosen enthalten.

Im vorliegenden Fall kann man bei den Wildtyp-Méusen von typischen Granulomen
sprechen. Bei den IL-12p35'/'-Méiusen handelt es sich eher um atypische Granulome mit
zentralen Kryptokokken-Aggregationen. Im Falle der IL-12p35/p40”-Miuse kommt es
vorzugsweise zur Aggregation von Kryptokokken mit einzelnen Entziindungszellen drum

herum. Von einer Granulombildung kann nur in den wenigsten Fillen gesprochen werden.

3.2.6 Immunbhistologische Untersuchungen

Die in OCT Tissue-Tec® (Sakura) eingefrorenen Organe wurden an einem Kryotom im
Institut fiir Veterindrpathologie der Veterindrmedizinischen Fakultit bei -14 bis -20 °C
geschnitten. Die Schnitte wurden luftgetrocknet und fiir 10 min mit unverdiinntem, eiskaltem
100%igem Azeton fixiert. Danach wurden sie bei -80 °C bis zur Weiteruntersuchung gelagert.
Vor der entsprechenden Farbung wurden die Prédparate aufgetaut, luftgetrocknet und erneut
fiir 10 min mit 100%igem Azeton fixiert. Anschliefend wurden die Schnitte in Cover-Plates®
eingespannt und gefarbt. Dabei handelt es sich um ein System zum materialsparendem Féarben
von histologischen Schnitten. Die Objekttriger werden dabei so in eine Halterung
eingespannt, dass ein diinner Film durch die Kapillarkraft iiber den Schnitten gehalten wird

und bei senkrechter Lagerung gut zu ersetzen ist.
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Zuerst wurde dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Danach wurde die endogene Peroxidase der
Zellen fiir 30 min mit einer 1%igen Natriumazid-Losung inaktiviert. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden mogliche unspezifische Bindungen mit 20%igem Rindernormalserum in
PBS geblockt und anschlieSend wieder gewaschen.
Bei einigen Zellen lieB sich die endogene Peroxidase trotz FEinsatz verschiedener
Blockierungssysteme nicht blockieren. Bei diesen Zellen wurde nach den Blockschritten mit
DAB-Substrat (Vector) inkubiert. Somit wurde das Zytoplasma dieser Zellen braun geférbt
und war gut von den roten Antikdrper-gefarbten Zellen zu unterscheiden.
Daran schloss sich die Inkubation mit dem entsprechenden Antikorper an.
Es kamen dabei folgende monoklonale (mAK) Antikérper zum Einsatz:
e Ratte-anti-Maus-CD4-mAk (Klon GK 1.5, IgG2a, gereinigt, BD-Pharmingen,
Heidelberg, Deutschland) zur Firbung von CD4"-T-Helferzellen
e Ratte-anti-Maus-CD8a-mAk (IgG2a, gereinigt, BD-Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland) zur Firbung von CD8"-T-Helferzellen
e Ratte-anti-Maus-F4/80 mAk (ATCC, IgG2b, Hybridomiiberstand, Eigenherstellung
J. Lehmann, Leipzig) zur Farbung von Makrophagen
e Ratte-anti-Maus-IgM (Klon b7-6, IgM, Hybridomiiberstand, Eigenherstellung Prof.
Dr. G. Hartmann, Marburg) zur Farbung von B-Zellen
Die Antikorper wurden in PBS (20% Rindernormalserum) 1:200 (gereinigte Ak) bzw. 1:50
(Hybridomiiberstand) verdiinnt. Die Inkubation erfolgte fiir zwei Stunden und wurde, wie alle
anderen Schritte auch, bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen in PBS
wurde der Sekundirantikorper, der in einer Verdiinnung von 1:200 in PBS (20%
Rindernormalserum) aufgebracht wurde, fiir zwei Stunden inkubiert. Dabei handelte es sich
um einen polyklonalen Ziege-anti-Ratte-Ig-Ak (H+L, Southern Biotechnology), der
Peroxidase-konjugiert war. Nach dreimaligem Waschen wurde die Substratreaktion der
Schnitte mit dem Vector AEC Substrat Kit fiir Peroxidase (Vector) fiir 10 min durchgefiihrt.
Die Priparate wurden anschlieBend mit Himatoxylin gegengefarbt und mit Glycerin-Gelatine
eingedeckt. Als positives Ergebnis wurden alle Zellen mit einer gut sichtbaren roten
koronaren Farbung gewertet, die durch die Lokalisation der Oberflichenantigene bedingt ist.
Als Positiv-Kontrollen wurden parallel Milz-Schnitte gefarbt und zur Beurteilung
herangezogen.
Zur Detektion von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten wurde ein Chlorazetat-

Esterase-Nachweis gemacht. Zuerst wurden die Paraffinschnitte in einer Alkoholreihe
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entparaffinisiert. Ein Inkubationsmedium aus 100 ml PBS, 0,5 ml Hexazoniumlésung und
1 ml Substratlosung wurde vorbereitet. In diesem Medium werden die Schnitte fiir 1,5
Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird fiir 10 min in Leitungswasser und fiinf
Minuten in Aqua dest. gespiilt. Nach einer 10 miniitigen Farbung in Hématoxylin wird der
Farbiiberschuss unter Leitungswasser ausgewaschen und der Schnitt ,,gebldut™. Als Abschluss
wird das Ganze auf einer Heizplatte bei 60 °C getrocknet und mit Glycerin-Gelatine

eingedeckt. Eine rote zytoplasmatische granulére Reaktion ist typisch fiir diese Farbung.

3.2.7 Serologische Untersuchungen

3.2.7.1 Kryptokokken-spezifische Antikorper

Um die Konzentration an spezifischen Antikdrpern gegen C. neoformans zu bestimmen,
sollten ELISA-Platten mit Kryptokokken-Antigen beschichtet werden. Diese Methode fiihrte
aber zu keinem zufriedenstellendem Ergebnis, da die Sensibilitdt des ELISAs zu gering war.
Aus diesem Grund wurde der Serumgehalt an spezifischen Anti-Kryptokokken-Ak mittels
durchflusszytometrischer Analyse (FACS) quantifiziert. Dazu wurde eine Suspension von
1x10” hitzeinaktivierten Kryptokokken in 100 pl FACS-Puffer mit 100 ul einer verdiinnten
Serumprobe (1:5 verdiinnt in FACS-Puffer und 30 min bei 56 °C inaktiviert) fiir eine halbe
Stunde bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde durch Zentrifugation dreimal gewaschen.
Danach wurde der Biotin-konjugierte Sekundirantikérper Ziege-anti-Maus-Ig (Southern
Biotechnology) in 100 pul FACS-Puffer zugegeben und wieder fiir eine halbe Stunde bei 4 °C
inkubiert. Nach dem sich anschlieBenden Waschschritt wurde mit 100 pl Streptavivdin-PE
(Southern Biotechnology) (2,5 pg/ml) nochmals fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach den
abschliefenden Waschschritten wurde das Pellet in ca. 300-500 ul FACS-Puffer resuspendiert

und per FACS-Analyse die mittlere Fluoreszenzintensitdt gemessen.

3.2.7.2 Bestimmung des Antikorpergesamtgehaltes

Die Konzentration der Antikorper-Isotypen IgG1, IgG2a, IgM und IgE wurde mit Hilfe von
ELISAs bestimmt.
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Der schematische Aufbau sieht wie in Abbildung 4 dargestellt aus:

3. Detektionsantikorper, POD-markiert

2. Standard / Probe Y{

1. Fangantikorper

s

Abbildung 4. Schematische Darstellung des ELISA - Aufbaus zum Nachweis von Antikdrpern

Zuerst wurden ELISA-Platten vom Typ Maxisorp (Nunc) mit 50 pl/Kavitdt Primdrantikdrper
Ziege-anti-Maus-Ig in Karbonatpuffer pH 9,5 liber Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach
dreimaligem Waschen der Platten mit PBS-Tween (200 pl/Kavitit) wurden die Platten mit
Blockierungspuffer fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem sich
anschlieBenden Waschgang wurde der entsprechende Standard bzw. die zu testenden Seren in
Serum-Diluent aufgetragen, zu 50 pl/Kavitit zugegeben und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur ~ inkubiert. Nach dem  folgenden @ Waschschritt  wurde  der
Peroxydase-(POD)-markierte = Detektionsantikbrper  Ziege-anti-Maus-Ig in  10%igem
Ziegennormalserum aufgebracht und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Da ein passender Detektionsantikdrper flir IgE nicht verfiigbar war, wurde hier ein
Biotin-markierter Antikorper in Verbindung mit Streptavidin-POD eingesetzt, welches
auBlerdem noch eine signalverstirkende Funktion hat. Die verwendeten Antikorper sind in
Tabelle 2 aufgefiihrt.

Nach dem letzten noch anstehendem Waschschritt wurde nun der Substrat-Puffer
(100 pl/Kavitdt) aufgetragen und die Intensitdt der Farbreaktion in einem ELISA-Reader bei

einer Wellenldnge von A=415 nm bestimmt.

Fangantikdrper Standard Detektionsantikorper
IgGl1 anti-IgG1 2,5 pg/ml Maus IgG1 500 ng/ml anti-IgG1-POD 1: 3000
(Nr. C128-Q148U) (Nr. B048-RE39) (Nr. A046-M636)
IgG2a anti-IgG2a 2,5 pg/ml Maus IgG2a 500 ng/ml anti-IgG2a-POD 1 : 3000
(Nr. C098-MF89G) (Nr. LO17-R179) (Nr. A256-N4268S)
IgM anti-IgM 2,5 pg/ml Maus IgM 500 ng/ml anti-IgM-POD 1 : 3000
(Nr. A549-N789) (Pharmingen A510023) (Nr. J254-W835G)
IgE anti-IgE 2,5 pg/ml Maus IgE 2000 ng/ml anti-IgE-Biotin 5 pug/ml
(Nr. R35-118) (Nr. R35-18) (Nr. R35-72)

Tabelle 2. Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper der Firma Southern Biotechnology zur Ig-Bestimmung
mittels ELISA
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3.2.7.3 Bestimmung des Kryptokokken-Antigens im Serum

Der Antigengehalt des Serums wurde mit Hilfe des PREMIER Cryptococcal Antigen ELISA
Kit untersucht. Die mitgelieferten Platten waren schon mit Antikdrpern beschichtet. Die in
Serum-Diluent verdiinnten Seren und die Positivkontrolle wurden aufgetragen und 10 min
inkubiert. Abweichend von der beiliegenden Anleitung des Herstellers, der
Serumverdiinnungen von 1:10 empfiehlt, waren aber Serumverdiinnungen von 1:1000
sinnvoll, um in den Bereich der Positivkontrolle zu kommen. Nach dem anschlieBenden
Waschen wurde das Enzymkonjugat aufgetragen und fiir 10 min inkubiert. Nach einem
erneuten Waschgang wurde die Substratlosung hinzugetropft und wieder fiir 10 min inkubiert.
Danach wurde die Stoplosung eingebracht und nach 2 min die Absorption mit einem
ELISA-Reader bei A=450 nm bestimmt. Alle zum Test bendtigten Losungen werden
mitgeliefert. Aus dem Verhdltnis der Absorption von Positivkontrolle und Serum-Proben
konnte jetzt der Antigen-Titer errechnet werden. Diese Vorgehensweise entsprach der dem

Test beiliegenden Anleitung.

3.3 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm SigmaStat fiir Windows Version
2.03 (SPSS Inc.) durchgefiihrt. Zum Einsatz dabei kam der Rangsummen-Test. Fiir die

Berechnungen wurden die Ausgangswerte der graphischen Darstellungen genutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Intraperitoneale Infektion

4.1.1 Organkeimzahlen nach Infektion

Um einen Uberblick iiber den Infektionsverlauf zu erhalten und die Resistenz von Wildtyp-
Maiusen zu untersuchen, wurde im zeitlichen Verlauf von Tag vier bis einundzwanzig nach
intraperitonealer Infektion die Organbelastung der Leber untersucht. Die Infektionsdosis
betrug dabei 1x10* Kryptokokken pro Maus. Diese Dosis wurde auch in allen anderen
intraperitonealen Infektionen eingesetzt. Es war davon auszugehen, dass alle inneren Organe
und das Gehirn von Kryptokokken befallen werden und sich Kryptokokken-Antigen im
Serum verteilt. Dies war in fritheren Infektionsversuchen mit dem von uns verwendeten
Stamm von C. neoformans schon gezeigt worden. Darum geniigte es, in einem Organ die
Erregerkonzentration zu ermitteln, um Riickschliisse auf die Besiedlung des ganzen

Organismus zu ziehen.
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Abbildung 5. Zeitlicher Verlauf der Keimbelastung der Lunge von Wildtyp-Mé&usen nach intraperitonealer
Infektion (logarithmische Darstellung). Ein Punkt stellt die Keimzahl einer Maus dar. Die Keimbelastung konnte
ab Tag 14 p. i. von den Wildtyp-Mausen kontrolliert werden.
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Vom vierten auf den siebten Tag p. i. fiel die mittlere Keimbelastung in der Lunge der
Versuchstiere geringfiigig ab (Abbildung 5). Danach stieg die Belastung kontinuierlich bis
zum Tag 21 p. i. an. Allerdings wurde zu diesem Zeitpunkt die Varianz innerhalb der
Versuchsgruppe sehr groB3. In den weiteren Experimenten wurden die Ergebnisse am Tag 21
p. i. erhoben. Um die T-Zellantwort zu untersuchen, die erst 10-14 Tage p. i. messbar wird,
eignete sich der Zeitpunkt von 21 Tagen p. i. sehr gut. Aullerdem war die Gefahr des frithen
Sterbens von IL-12p35/p40”-Méusen relativ gering, da DECKEN et al. (1998) feststellten,
dass die durchschnittliche Uberlebensdauer dieses Mausgenotyps bei einer intravendsen

Infektion mit dem C. neoformans-Stamm 1841 bei 26 Tagen liegt (abhidngig von der

Infektionsdosis).
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Abbildung 6. Unterschiede in der Keimbelastung der Leber 21 Tage nach intraperitonealer Infektion
(logarithmische Darstellung). Ein Punkt stellt die Keimzahl einer Maus dar. Die Keimbelastung der IL-127"-
Maiuse war gegeniiber den Wildtyp-Méausen deutlich erhoht.

Die Keimbelastung der Organe war ein direktes Indiz dafiir, wie gut die Infektionsabwehr des

Organismus gegeniiber dem Erreger funktionierte. Verglich man am Tag 21 p. i die
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Keimbelastung von Wildtyp-Méusen mit IL-127"-Miusen (IL-12p357-, IL-12p35/p407-
Mause), zeigte sich die geringste Anzahl an lebenden Kryptokokken bei den Wildtyp-Mausen.
Bei den IL-12"-Musen lag die Belastung im Mittel um das 10fache hoher (Abbildung 6). Im
Vergleich zwischen den beiden IL-127"-Mausstimmen zeigte sich eine leichte Erhdhung der
Keimbelastung der IL-12p35/p40'/ -Méuse gegeniiber den IL-12p35'/ -Maéusen. Diese
Ergebnisse korrelierten mit der Uberlebensrate der Tiere. So hatten bis zum Zeitpunkt der
Analyse am Tag 21 der Infektion alle Wildtyp-Miuse iiberlebt. Bei den IL-12p35”-Méusen
starb eine Maus und bei den IL-12p35/p40”-Miusen starben zwei Miuse 20 Tage p. i., einen

Tag vor der geplanten Probengewinnung am Tag 21.

Diese Daten zeigten, dass IL-12 fiir die Abwehr einer Infektion mit C. neoformans
erforderlich ist. Der geringe Unterschied beziiglich Organkeimzahl und Uberlebenszeit
zwischen den IL-12p35'/ -Miéusen, die noch zur Bildung von IL-12p40 fahig sind, und den
IL-12p35/p40™-Miusen, die weder IL-12p75 noch IL-12p40 produzieren konnten, wies auf
eine protektive, zu IL-12p75 agonistische Funktion von IL-12p40 hin.

4.1.2 Bestimmung des Kryptokokken-Antigens im Serum

AuBer der Bestimmung der lebenden Kryptokokken in Organen kann auch das zirkulierende
Kryptokokken-Antigen im  Serum  bestimmt werden. Allerdings bilden die
Anti-Kryptokokken-Antikorper mit dem Antigen Immunkomplexe, was bei dquivalenten
Mengenverhiltnissen von Ag und Ak oder Ak-Uberschul zum Nachweisverlust fiihrt. Freies
Antigen hingegen kann im Serum bestimmt werden.

Mit dem kommerziellem PREMIER Cryptococcal Antigen ELISA Kit, welches in Kliniken
zur Diagnose einer Kryptokokkose eingesetzt wird, wurde der Titer an freiem

Kryptokokken-Antigen im Serum bestimmt.

Wagner, F., 2002, vet. med. Diss.



32

100000
* $
°
80000 - °
—
S 60000 - ° o
H
. .
5 *
£ 40000 A oo °
20000 - °
0 T T T
Wildtyp IL-12p35™ IL-12p35/p40™
Mausgenotypen

Abbildung 7. Kryptokokken-Antigen-Titer im Serum, 21 Tage nach intraperitonealer Infektion, bestimmt
mittels kommerziellem ELISA. Erfasst wird dabei nur freies Antigen im Serum der Mause. Die IL-12""-Muse
hatten im Mittel mehr Kryptokokken-Antigen im Serum als die Wildtyp-Mause. Dabei war der Titer bei den
IL-12p35/p40”-Miusen im Mittel hoher als bei den IL-12p35”-Méusen.

Die abgebildeten Daten stammen aus demselben Experiment wie die Daten in Abbildung 6.
Nach der Infektion von Wildtyp- und IL-12""-Miusen fanden wir eine dhnliche Staffelung wie
bei der Keimzahlbestimmung in der Leber (Abbildung 6). Die Antigen-Titer waren bei den
Wildtyp-Miusen geringer als bei den IL-12”-Miusen. Auch zwischen den beiden IL-127-
Genotypen gab es einen Unterschied. Die Titer der IL-12p35/p40™-Miuse waren noch hoher
als die der IL-12p35”-Miuse. Je mehr Keime in den Organen zu finden waren, desto mehr

Antigen war auch im Blut nachweisbar und umso eher starben die Mause.

Auch hier wurde durch den Unterschied zwischen den IL-12p35”-Mausen, die noch IL-12p40
bilden konnten, und den IL-12p35/p40'/ -Méusen deutlich, dass IL-12p40 eine positive
Wirkung auf die Infektionsabwehr hatte.
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4.1.3 Pathohistologische Charakterisierung der Entziindungsreaktion

4.1.3.1 Morphologische Unterschiede der Entziindungsreaktion

Die Wirtsreaktion bei einer Infektion mit C. neoformans geht mit der Bildung von
Granulomen einher. Fiir die Analyse der Granulombildung eignete sich das Lebergewebe
besonders gut. Es bildet einen einheitlichen parenchymatdsen Hintergrund und wird gut
durchblutet, was den Einstrom von Makrophagen und Granulozyten fiir die Ausbildung von
Granulomen begiinstigt.

Im Unterschied zu Wildtyp-Mzusen bildeten sich bei den beiden IL-12"-Mausstimmen aber
nach der Infektion keine typischen Granulome aus. Schon in der Verodffentlichung von
DECKEN et al. (1998) wurden Unterschiede in der Granulombildung bei IL-12p35”-Méusen
und IL-12p40"-Msusen deutlich. Es wurde gezeigt, dass die Ausbildung von Granulomen
von IL-12p40 abhingig ist, da IL-12p35/p40™"-Miuse, die kein IL-12p40 bilden kénnen, nicht
mehr in der Lage sind, Entziindungszellen zu rekrutieren und Granulome auszubilden. Diesem
Phidnomen sollte in dieser Arbeit detaillierter nachgegangen werden.

Bei den Wildtyp-Mausen bildeten sich um die im Gewebe liegenden Kryptokokken typische
Granulome mit T-Zellen, Makrophagen, Riesenzellen und Granulozyten (Abbildung 8). Bei
den IL-12p35/p40”-Miusen ergab sich dagegen ein ganz anders histologisches Bild. Die
Erreger lagerten sich im Gewebe zu Gruppen zusammen. Durch die im Lichtmikroskop
transparent erscheinende Kapsel konnte man die Kryptokokken an einem grof3en hellen Hof
erkennen (Abbildung 9). In der Peripherie dieser Kryptokokkenansammlungen waren zum
Teil einzelne Entzlindungszellen zu finden. Eine typische entziindliche Reaktion blieb aber
aus.— Bei den IL-12p35'/ -Méusen fand sich kein einheitliches Bild. Einerseits lagerten sich
auch hier viele Kryptokokken zusammen. Andererseits waren diese Gebilde von
Granulozyten umgeben (Abbildung 10). So fanden wir Gewebeverdnderungen, die von

»typischen Granulomen® bis zu ,,reinen Kryptokokkenanhdufungen* reichten.
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Abbildung 8. Granulome (==P>) und vereinzelt Kryptokokken (=) in der Leber einer Wildtyp-Maus 21 Tage
nach intraperitonealer Infektion. HE-Firbung zur Ubersicht.

intraperitonealer Infektion. HE-Fiarbung zur Ubersicht. Es waren groBe Zusammenlagerung von Kryptokokken
mit einzelnen Entziindungszellen in deren Peripherie sichtbar.
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Abbildung 10. Granulome in der Leber (==P) einer IL-12p357-Maus 21 Tage nach intraperitonealer Infektion.
HE-Farbung zur Ubersicht. Die Areale waren deutlich grofer als bei den Wildtyp-Méusen.

4.1.3.2 Bestimmung der Anzahl und Grofle der Gewebsverinderungen an

HE-Schnitten

Bei Wildtyp-Miusen wurde die Entwicklung der Granulome in zeitlicher Abhingigkeit
ermittelt. Dabei wurden die Granulome aus mit Hdmatoxylin und Eosin gefdrbten
Leberschnitten mit einem digitalen Bildanalysesystem ausgemessen. Es wurde die GroB3e des
Sichtfeldes sowie die Anzahl und die GroBe der Granulome analysiert. Mit diesen Daten
konnte dann die Granulomanzahl pro mm® Gesamtfliche und der prozentuale Anteil der
Granulomflidche an der Gesamtfldche berechnet werden.

Dabei zeigte sich, dass erst 1-2 Wochen nach intraperitonealer Infektion mit C. neoformans
Granulome bei Wildtyp-Miusen ausgebildet wurden (Abbildung 11). Untersuchungen an
Granulomen konnten demnach frithestens 14 Tage p. i. durchgefiihrt werden. Um sicher zu
gehen und eine mogliche verzogerte Reaktion der IL-127-Miuse mit einzukalkulieren,
wurden alle nachfolgenden Untersuchungen 21 Tage nach intraperitonealer Infektion
durchgefiihrt. Die Grofe der Granulome nahm von Tag 14 auf Tag 21 p. i. noch etwas zu
(Abbildung 13). Die Immunabwehr hatte also zu diesem Zeitpunkt noch keinen Stillstand
erreicht. Man betrachtet demzufolge nur eine Momentaufnahme der Abwehrreaktion zu einem
definierten Zeitpunkt. Dieser Zeitpunkt ist mit 21 Tagen p. i. gut gewdhlt, da sowohl die

zelluldre als auch die humorale Antwort der Mause charakterisiert werden konnte.
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Abbildung 11. Anzahl der Granulome in der Leber (pro mm?®) bei Wildtyp-Miusen in Abhingigkeit von der
Zeit. Die Ausbildung der Granulome fand zwischen 7 und 14 Tagen p. i. statt. Spéter schien es keine Bildung
neuer Granulome zu geben.
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Abbildung 12. Entwicklung der Granulomfldche in Bezug auf die Gesamtflache in der Leber bei Wildtyp-
Mausen in Abhédngigkeit von der Zeit. Der Anteil der Granulome an der Lebergesamtflache stieg vom Tag 7 zum
Tag 14 p. i. sprunghaft an. Danach blieb der Flichenanteil der Granulome weitgehend gleich.
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Abbildung 13. GranulomgréBe in der Leber in Abhédngigkeit von der Zeit bei Wildtyp-Miausen nach
intraperitonealer Infektion. Die Entwicklung der Granulome war 14 Tage p. i. weitgehend abgeschlossen. Zum
Tag 21 p. i. hin wurden die Granulome nur geringfiigig groBer.

Beim Vergleich der Anzahl der Gewebsverdnderungen zeigte sich, dass diese beim Wildtyp
signifikant seltener vorkamen (p<0,001) als bei den IL-127"-Méusen (Abbildung 14).
AuBlerdem war die Schwankungsbreite beim Wildtyp recht gering. Bei den IL-127"-Méusen
schwankten die Ergebnisse innerhalb der Gruppe erheblich. Aus diesem Grund konnte auch
kein signifikanter Unterschied zwischen den IL-12p35”- und IL-12p35/p40”-Méusen in

Bezug auf die Anzahl der pathologisch verdnderten Areale festgestellt werden.
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Abbildung 14. Unterschiede in der Anzahl der Gewebsverinderungen zwischen den Wildtyp- und den IL-12"-
Miusen. Bei den Wildtyp-Miusen waren die wenigsten dieser Areale zu finden. Bei den IL-12p35”- und den
IL-12p35/p40”-Méusen fanden wir dagegen bis zu 2,5mal mehr solcher Areale. Diese Unterschiede sind hoch
signifikant (p<0,001) im Gegensatz zu den IL-12"-M#usen untereinander.

Der Vergleich der Grof3e der Gewebsverdnderungen ergab ein etwas anderes Bild (Abbildung
15). Auch die Fliche der Areale war beim Wildtyp signifikant kleiner als bei den IL-127-
Miusen (p<0,001). Aber auch die GroBe der Areale der IL-12p357- und IL-12p35/p40”-
Miuse unterschieden sich. Sie waren bei den einfachen IL-12p35"-Miusen signifikant grofer
als bei den IL-12p35/p40”-Miusen (p<0,001). Dies ldsst sich durch den schon erwéhnten
zusitzlichen Einstrom von Entziindungszellen zu den Kryptokokkenzusammenlagerungen bei

den IL-12p35"-Miusen erkliren.
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Abbildung 15. Unterschiede im Anteil der Gewebsverdnderungen an der Lebergesamtfldche bei den einzelnen
Mausgenotypen. Bei den Wildtyp-Méusen war die geringste Fliche von Verdnderungen betroffen. Bei den
IL-12p35/p40”-Miusen war durchschnittlich dreimal mehr und bei den IL-12p35”-Méusen durchschnittlich
viermal mehr der Leberfliche pathologisch verdndert. Mittels Rangsummen-Test konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen allen drei Mausgenotypen bestétigt werden. (p<0,001)

Aus den Werten fiir Anzahl und Grofe der Verdnderungen liel sich die durchschnittliche
GroBe der Gewebsverdnderungen in pm? berechnen. So ergab sich beim Wildtyp eine GroBe
von 5136 pm?, bei den IL-12p35/p40”-Miusen von 5901 pum” und bei den IL-12p357-
Miusen eine rechnerische Durchschnittsgrofie der Areale von 9681 pm®. Auffallend dabei
war, dass die pathologisch verinderten Areale bei den IL-12p35/p40”-Miusen nur wenig
grofler waren als beim Wildtyp. Bei den IL-12p35'/ -Méusen waren sie dagegen fast doppelt
so grof3. Dies konnte eine Folge von Verschmelzungen verschiedener Areale sein. Abbildung
16 zeigt dazu die graphische Darstellung einzelner Werte. Die groBere Fliache der
pathologischen Verdnderungen der IL-12p35”-Miuse war gegeniiber den Wildtyp-Méusen
(p<0,001) und den IL-12p3 5/p40'/ -Maéusen (p=0,006) signifikant.
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Abbildung 16. Vergleich der GroBe der Gewebsverinderungen der Leber in pm? bei Wildtyp-, IL-12p35”-und
IL-12p35/p40”-Méusen 21 Tage nach intraperitonealer Infektion. Die Verdnderungen der IL-12p357-Miuse
waren gegeniiber den Wildtyp-Musen (p<0,001) und den IL-12p35/p40™”-Méusen (p=0,006) signifikant groBer.

4.1.3.3 Immunbhistologische Untersuchungen zur zellularen
Zusammensetzung der Granulome und Gewebsverinderungen

Nachdem mittels HE-Farbung die Anzahl und die Gréfe der nach Infektion gebildeten
pathologisch verdnderten Areale ermittelt worden war, wurde mittels immunhistochemischer
Farbemethoden die Zellzusammensetzung dieser pathologisch verdnderten Areale bestimmt.
Dabei wurden Makrophagen, neutrophile Granulozyten, CD4"- und CDS8'-T-Zellen und
B-Zellen detektiert.

Im Vorfeld wurde erst bestimmt, welche Zellen in welcher Hiufigkeit im veridnderten
Lebergewebe, d. h. als Bestandteil der verdnderten Areale und auBlerhalb derer 21 Tage nach
intraperitonealer Infektion zu finden sind (Abbildung 17). Die Zéhlung wurde wieder mit
Hilfe der digitalen Bildanalyse durchgefiihrt. Dabei wurden die Makrophagen mit einem
monoklonalen  Anti-F4/80-Antikorper,  T-Helferzellen mit  Anti-CD4-Antikorpern,
zytotoxische T-Zellen mit Anti-CD8-Antikdrpern und B-Zellen mit dem monoklonalen

Antikorper b7.6 detektiert.
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Abbildung 17. Ubersicht iiber Entziindungszellen im Lebergewebe von Wildtyp-Miusen 21 Tage nach
intraperitonealer Infektion. Makrophagen waren im Lebergewebe am haufigsten anzutreffen, dicht gefolgt von
T-Helferzellen. Zytotoxische T-Zellen und B-Zellen waren dagegen recht selten.

Bei infizierten Wildtyp-Mdusen waren, verglichen mit den anderen nachgewiesenen
Entziindungszellen, am hiufigsten Makrophagen im Gewebe zu finden. Auch T-Helferzellen
waren hdufig zu identifizieren. B-Zellen wurden in einigen Schnitten in geringer Anzahl und
bei anderen gar nicht gefunden. Auch zytotoxische T-Zellen wurden im Lebergewebe nur sehr
selten gesichtet.

Bei den immunhistochemischen Firbungen fielen immer wieder Zellen mit endogener
Peroxidase auf (Abbildung 18). Mittels Fiarbungen an Serienschnitten wurde ausgeschlossen,
dass es sich hierbei um F4/80"-Makrophagen, Granulozyten (Gr-1-Firbung und Chlorazetat-
Esterase-Farbung) oder CD4'- bzw. CD8"-T-Zellen handelte.

4.1.3.3.1 Zelluliire Zusammensetzung der Granulome bei Wildtyp-Mdiusen

Die zahlreich vorkommenden Makrophagen lagen einerseits verstreut im gesunden

Lebergewebe, andererseits waren sie Bestandteil der pathologisch verdnderten Areale
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(Abbildung 18). Es gab also eine chemotaktische Wirkung auf die Makrophagen, die eine
Wanderung zu den Kryptokokken hin bewirkte, um diese zum Lebergewebe hin abzugrenzen.
Auf die recht zahlreichen T-Helferzellen schien es ebenfalls einen chemotaktischen Effekt zu
geben. Man fand sie fast ausschlieBlich im Bereich der pathologisch verdnderten Areale
(Abbildung 19).

Zytotoxische T-Zellen waren in der Peripherie einiger pathologisch verdnderter Areale zu
finden (Abbildung 20).

Im gesamten Lebergewebe waren nur vereinzelt Zellen mit nicht blockierbarer endogener

Peroxidase in den Bereichen der Granulome zu finden (Abbildung 18).

Abbildung 18. Makrophagen im Lebergewebe einer Wildtyp-Maus 21 Tage nach intraperitonealer Infektion.
Rechts oben ein pathologisch verdndertes Areal mit Entziindungszellen. Einzelne Zellen mit nicht blockierbarer
endogener Peroxidase (==P) waren durch die vorausgehende Substratreaktion sichtbar. Die Makrophagen (=)
wurden durch einen mAKk, der spezifisch fiir den F4/80-Oberflichenmarker ist, nachgewiesen.
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Abbildung 19. T-Helferzellen im Lebergewebe einer Wildtyp-Maus 21 Tage nach intraperitonealer Infektion.

Sie waren Bestandteil der Granulome. Die T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den
CD4-Oberflachenmarker ist, nachgewiesen.
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Abbildung 20. Zytotoxische T-Zellen im Lebergewebe einer Wildtyp-Maus 21 Tage nach intraperitonealer
Infektion. Wenige Zellen lagen in der Peripherie der Granulome. Die zytotoxischen T-Zellen (=) wurden durch
einen mAKk, der spezifisch fiir den CD8-Oberfldchenmarker ist, nachgewiesen.
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4.1.3.3.2 Zellulire Zusammensetzung der Granulome bei IL-12p35”-Miiusen

Die auch bei den IL-12p35”-Miusen zahlreich vorkommenden Makrophagen lagen einerseits
verstreut im gesunden Lebergewebe, andererseits waren sie Bestandteil der Granulome
(Abbildung 21). Auch hier schien es eine chemotaktische Wirkung auf die Makrophagen zu
geben, die eine Wanderung zu den Kryptokokken hin bewirkte, um diese zum Lebergewebe
hin abzugrenzen. Allerdings war dies wesentlich weniger stark ausgeprigt als bei den
Wildtyp-Maéusen.

Es waren nur ganz vereinzelt T-Helferzellen im Lebergewebe zu finden (Abbildung 22). Man
fand sie in der ndheren Umgebung mancher pathologisch verdnderter Areale. Manchmal
fehlten sie aber auch ganz.

Auch zytotoxische T-Zellen waren nur sehr selten zu finden (Abbildung 23). In der Néhe
mancher Granulome waren ganz vereinzelt zytotoxische T-Zellen zu erkennen.

Bei den IL-12p357-Miusen waren aber im Gegensatz zu den Wildtyp-Méusen sehr viele
Zellen mit nicht blockierbarer endogener Peroxidase in den Bereichen der Granulome zu
finden (Abbildung 21). Man kann sagen, dass diese Zellen die Areale zu einem Grofteil
ausmachten (Abbildung 22).

Je nach Grofle der Granulome, sah das Farbemuster recht unterschiedlich aus. Bei den kleinen
Arealen fielen recht viele CD4'-T-Helferzellen auf (Daten nicht gezeigt). In den groBeren
pathologisch verdnderten Arealen dagegen fanden sich sehr viele Zellen mit nicht
blockierbarer endogener Peroxidase und wenige CD4 -T-Helferzellen (Abbildung 22). Im

Entziindungsgeschehen der Wildtyp-Mause fanden sich sehr wenige dieser Zellen.
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Abbildung 21. Makrophagen im Lebergewebe einer IL-12p35”-Maus 21 Tage nach intraperitonealer Infektion.
Rechts oben ein Granulom mit Entziindungszellen. Die Makrophagen (=) durch einen mAXk, der spezifisch fiir
den F4/80-Oberflachenmarker ist, nachgewiesen. Es waren verstirkt Zellen mit nicht blockierbarer endogener
Peroxidase (==P>) in diesem Bereich sichtbar.

Abbildung 22. T-Helferzellen im Lebergewebe einer IL-12p35”-Maus 21 Tage nach intraperitonealer Infektion.
Die T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den CD4-Oberflichenmarker ist,

nachgewiesen. Es waren nur einzelne T-Zellen aulerhalb der Granulome sichtbar. Dafiir waren Zellen mit nicht
blockierbarer endogener Peroxidase im Bereich der Areale vorherrschend.
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Abbildung 23. Zytotoxische T-Zellen im Lebergewebe einer IL-12p35”-Maus 21 Tage nach intraperitonealer
Infektion. Die zytotoxische T-Zellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fir den
CDB8-Oberflachenmarker ist, nachgewiesen. Nur sehr vereinzelte T-Zellen lagen auflerhalb des Granuloms.

4.1.3.3.3 Zellulire  Zusammensetzung der  atypischen  Granulome /

Gewebsveriinderungen bei IL-12p35/p40” -Miiusen

Die, wie bei den Wildtyp- und IL-12p35”-Miusen, zahlreich vorkommenden Makrophagen
lagen vorwiegend verstreut im gesunden Lebergewebe. Einige wenige waren im Bereich der
atypischen Granulome / Gewebsverdnderungen zu finden (Abbildung 24). Die
chemotaktische Wirkung auf die Makrophagen schien demnach weniger stark ausgepriagt zu
sein als bei Wildtyp- und IL-12p35”-Miusen.

T-Helferzellen waren bei den IL-12p35/p40'/'-Méusen im Vergleich zu den Wildtyp- und
IL-12p35”-Méusen im Lebergewebe viele zu finden (Abbildung 25). Man fand sie in der
ndheren Umgebung der atypischen Granulome / Gewebsverinderungen. Aber auch im
Lebergewebe wurden zwischen den verdnderten Arealen T-Helferzellen gefunden.
Zytotoxische T-Zellen waren nur wenige zu finden (Abbildung 26). Sie kamen in
IL-12p35/p40”"-Miusen dennoch haufiger als in Wildtyp- und IL-12p35”-Méusen vor.

Zellen mit nicht blockierbarer endogener Peroxidase fand man in den Bereichen der
atypischen Granulome / Gewebsverdnderungen (Abbildung 24, 27). Im Bereich mancher
Areale waren aber auch keine solchen Zellen zu finden (Abbildung 25). Durchschnittlich lag

die Anzahl der Zellen mit nicht blockierbarer endogener Peroxidase bei den IL-12p35/p407 -
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Mausen zwischen der Anzahl bei den Wildtyp-Mausen und der Anzahl bei den IL-12p357-
Mausen.

Auffallend war, dass in der Leber der infizierten IL-12p35/p40”-Miuse mehr T-Helferzellen
und zytotoxische T-Zellen zu finden waren als bei den Wildtyp- und IL-12p35”-Méusen.
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Abbildung 24. Makrophagen im Lebergewebe einer IL-12p35/p40”-Maus 21 Tage nach intraperitonealer
Infektion. Die Makrophagen (=) durch einen mAk, der spezifisch fiir den F4/80-Oberflichenmarker ist,
nachgewiesen. Links oben ein atypischs Granulom mit Entziindungszellen. Es waren verstirkt Zellen mit nicht
blockierbarer endogener Peroxidase (==P) in diesem Bereich sichtbar.
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Abbildung 25. T-Helferzellen im Lebergewebe einer IL-12p35/p40”-Maus 21 Tage nach intraperitonealer
Infektion. Die T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fir den CD4-Oberflichenmarker ist,
nachgewiesen. Es waren viele T-Zellen im Bereich der atypischen Granulome / Gewebsverdnderungen und
dazwischen sichtbar.
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Abbildung 26. Zytotoxische T-Zellen im Lebergewebe einer IL-12p35/p40”-Maus 21 Tage nach
intraperitonealer Infektion. Die zytotoxische T-Zellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den
CDB8-Oberfldchenmarker ist, nachgewiesen. Zwischen den atypischen Granulome / Gewebsveranderungen waren
T-Zellen zu finden.
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4.1.4 Bestimmung der Serum-Antikorper

4.1.4.1 Kryptokokken-spezifische Antikorper

Die Bestimmung der Konzentration der Kryptokokken-spezifischen Antikorper wurde mittels
einer durchflusszytometrischen Analyse (FACS) durchgefiihrt, da ein ELISA mit
beschichtetem Kryptokokken-Antigen nicht sensitiv genug war. Als Grundlage der
FACS-Messung dienten hitzeinaktivierte Kryptokokken. In Vorversuchen hatte sich gezeigt,
dass hitzeinaktivierte Kryptokokken ein stirkeres Signal liefern als lebende. Diese wurden mit
dem Serum der infizierten Méuse inkubiert. Die darin enthaltenen freien Kryptokokken-
spezifischen Antikorper gingen mit den Kryptokokken eine Bindung ein. Mittels PE-
markiertem Sekundérantikorper, der gegen Maus-Immunglobulin gerichtet war, konnte der
entstehende Immunkomplex zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitidt markiert werden. Je
hoher diese Fluoreszenzintensitdt war, desto mehr freie Antikorper gegen C. neoformans
waren im Serum vorhanden. Die Einzelwerte der spezifischen Antikdrper der Wildtyp-Méuse
und der IL-12p35”-Miuse schwankten innerhalb der Gruppe bis zu einem Faktor von drei
(Abbildung 27). Allerdings lagen die Werte auch bis zum dreifachen iiber dem der nicht
infizierten Kontrollgruppen (Daten nicht gezeigt). Die Fluoreszenzintensitdt bei den IL-
12p35/p407-Miusen war sehr gering und reichte nicht iiber den Wert der nicht infizierten
Kontrollgruppe (naiv). Die Verringerung gegeniiber dem Wildtyp war mit p=0,021
signifikant.

Dadurch wurde der Einfluss von IL-12p40 sichtbar, das zur Bildung von
Kryptokokken-spezifischen Antikérpern notwendig erscheint.
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Abbildung 27. Bestimmung der Kryptokokken-spezifischen Antikdrper im Serum infizierter Mause
(Tag 21 p. i.) mittels durchflusszytometrischen Analyse. Die IL-12p35/p40”-Miuse sind ohne IL-12p40 nicht in
der Lage vergleichbare Mengen an Antikdrpern zu bilden. Diese Verringerung ist gegeniiber den Wildtyp-
Mausen signifikant (p=0,021).

Der Vergleich mit einer Kontrolle aus Kryptokokken und Sekundérantikdrper ohne Serum
und die Wiederverwendung ein und der selben Instrumenteneinstellungen sollten eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Daten sichern. Auflerdem wurde Serum von naiven Miusen

als Negativkontrolle eingesetzt.

4.1.4.2 Antikorpergesamtgehalt

Mit einem ELISA wurden die Antikorper der Klassen IgM, IgG1, IgG2a und IgE bestimmt.
Zu Beginn einer humoralen Immunantwort wird der Immunglobulin-Isotyp IgM gebildet. Er
charakterisiert den Beginn einer humoralen Abwehr. Die Bestimmung der IgM-Konzentration
ergab bei den Wildtyp-Méusen Werte zwischen 150 und 400 pg/ml, bei den IL-12p35/p40'/ -
Miusen zwischen 200 und 400 pg/ml und bei den IL-12p357-Miusen zwischen 300 und 500
ng/ml. Es fiel dabei eine leichte Erhdhung der IgM-Konzentration bei den IL-12p357-
Miusen im Gegensatz zu den Wildtyp- und IL-12p35/p40™"-Miusen auf.
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Die beiden IgG-Subtypen IgG2a und IgG1 sind kennzeichnend fiir eine Th1-Antwort (IgG2a)
bzw. eine Th2-Antwort (IgG1).

Bei der Bestimmung der Konzentration von IgG2a fiel auf, dass die IL-12p35”-Mause nur
knapp halb so viele Antikorper produzierten wie die Wildtyp-Méause (p=0,008) oder die
IL-12p35/p40'/ -Méuse (p=0,001) (Abbildung 28). Diese Unterschiede waren signifikant. Die
Thl-Antwort der IL-12p35”-Miuse schien also weniger ausgeprigt zu sein, als bei den

Wildtyp- und IL-12p35/p40™-Méusen.
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Abbildung 28. Bestimmung des IgG2a-Gesamtgehaltes im Serum 21 Tage nach intraperitonealer Infektion. Die
IL-12p357-Msuse produzierten nur halb soviel IgG2a wie die anderen beiden Mausgenotypen. Diese
Verringerung der Produktion war signifikant zu Wildtyp-Miusen (p=0,008) und zu IL-12p35/p40”-Mzusen
(p=0,001).

Bei der Bestimmung der Konzentration von IgG1 konnten keine Unterschiede zwischen den
Wildtyp-, IL-12p357- und IL-12p35/p40”-Midusen ermittelt werden (Abbildung 29).
Allerdings ist die Konzentration an IgG1 bei einigen Wildtyp-Mausen deutlich hoher als bei
den IL-12""-M3usen.
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Abbildung 29. Bestimmung des IgG1-Gesamtgehaltes im Serum 21 Tage nach intraperitonealer Infektion. Die
Wildtyp-Miuse schienen etwas mehr an IgG1 im Gegensatz zu den IL-12""-Méusen zu produzieren.

Der Gehalt an IgE wurde bei Wildtyp-, IL-12p35”- und IL-12p35/p40""-Miusen bestimmt
(Abbildung 30). Bei der Betrachtung der Medianwerte stellt man fest, dass IgE bei den
IL-12p35”-Miusen gegeniiber den Wildtyp- und IL-12p35/p40”-Miusen nicht signifikant

erhoht war.
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Abbildung 30. Bestimmung des IgE-Gesamtgehaltes im Serum 21 Tage nach intraperitonealer Infektion. Es
gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mausgenotypen.

Bei der Antikorperbestimmung ist das Verhéltnis von IgG2a zu IgGl von Interesse. Es
charakterisiert das Verhéltnis zwischen der Thl- und der Th2-Antwort (siche Abbildung 1).
Ist dieses Verhéltnis groBer eins iiberwiegt eine Antwort vom Typ 1. Bei einem Verhéltnis
kleiner eins liberwiegt eine Antwort vom Typ 2.

Dieses Verhiltnis war bei den Wildtyp- und IL-12p35/p40”-Miusen héher als bei den
IL-12p357-Méusen (Abbildung 31). Der Unterschied im Verhiltnis zwischen IgG2a und
IgGl war zwischen den Wildtyp-Méusen und den IL-12p357-Méiusen (p=0,003) und
zwischen den IL-12p35/p40'/ -Méusen und den IL-12p3 5"-Miusen (p=0,004) signifikant.
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Abbildung 31. Verhiltnis der IgG2a-Antikdrperkonzentration zu den IgG1-Antikérperkonzentration 21 Tage
nach intraperitonealer Infektion. Das Verhiltnis war bei den IL-12p35”-Méusen gegeniiber den Wildtyp- und
IL-12p35/p40”-Miusen signifikant verringert (p=0,003, p=0,004).

Bei den Wildtyp-Mausen und den IL-12p35/p40”-Miusen war dieses Verhltnis groBer als

eins. Bei ihnen iiberwog eine Immunantwort vom Typ 1. Bei den IL-12p35'/ -Méusen dagegen

war das Verhiltnis kleiner als eins. Bei diesen Mdusen iiberwog also eine Immunantwort vom

Typ 2.
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4.2 Intranasale Infektion

4.2.1 Etablierung der Infektionsbedingungen

Die intraperitoneale Infektion ist eine Modellinfektion. Die natiirliche Infektion mit C.
neoformans erfolgt iiber die Atemwege. Um dieser ndher zu kommen, wurde zusitzlich eine
intranasale Infektion mit C. neoformans etabliert. Eine aerogene Infektion war aus
technischen Griinden in unserem Institut nicht moglich. Die Infektionsdosis war mit 1x10°
Kryptokokken je Tier geringer als bei der intraperitonealen Infektion (1x10* Kryptokokken je
Tier). In einem Vorversuch wurden Méuse aller drei Genotypen mit Kryptokokken in einer
Dosierung von 1x10? bis 1x10° KBE/Maus intranasal infiziert. Dabei wurde ersichtlich, dass
ab einer Dosis von 1x10° KBE C. neoformans pro Maus ein Plateau in der Keimbelastung der
Lunge erreicht wurde. Auch bei hoheren Infektionsdosen stieg die Keimbelastung der Lunge

nicht iiber 1x10’ KBE an.

4.2.2 Organkeimzahlen nach Infektion

Da nicht bekannt war, wie die Méuse nach intranasaler Infektion reagieren, wurde zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (21, 35 und 48 Tage p. i.) die Keimbelastung der Lunge mit
Kryptokokken untersucht (Abbildung 32). Es wurde festgestellt, dass die -Keimbelastung bei
den Wildtyp-Méusen vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i. hin anstieg. Zum Tag 48 p. i. wurde
eine Verringerung der Keimbelastung festgestellt. Auch bei den IL-12"-Miusen stieg die
Keimbelastung vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i. hin stark an. Diese hohe Keimbelastung
blieb jedoch auch bis zum Tag 48 p. i. erhalten. Der Anstieg der Keimbelastung vom Tag
21 p. i. zum Tag 35 p. i. war bei allen Mausgenotypen signifikant.

Bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse des Tages 21 fiel auf, dass die Wildtyp-Méuse
durchschnittlich die meisten Kryptokokken in der Lunge aufwiesen und die IL-12p35/p40'/ -
Maiuse die wenigsten. Dies ist bemerkenswert, wenn man die Organkeimbelastung nach
intraperitonealer Infektion in Betracht zieht (Abbildung 6). Die Fahigkeit des Organismus den
Erreger zu eliminieren scheint also vom Infektionsweg abhéngig zu sein.

Bei den Wildtyp-Mausen schien eine effektive Immunantwort stattzufinden, die am Tag
48 p. i. zur Reduktion der Keimbelastung in der Lunge fiihrte. Die IL-12""-M#use waren zu
einer Verringerung der Keimbelastung nicht fiahig. Sie konnten die Keimbelastung in der
Lunge nur auf einem hohen Niveau kontrollieren. Die Immunantwort schien ohne IL-12p75

(IL-12p3 57 -Maéuse) bzw. ohne IL-12p40 (IL-12p3 5/p40'/ -Miéuse) eingeschrinkt zu sein.
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Abbildung 32. Zeitlicher Verlauf der Keimbelastung der Lunge von Wildtyp- , IL-12p35™- und IL-12p35/p40™"-
Mausen 21, 35 und 48 Tage nach intranasaler Infektion (logarithmische Darstellung).

Neben der Lunge wurde auch die Milz und das Gehirn auf Besiedelung mit Kryptokokken
untersucht (Tabelle 3).

Am Tag 21 nach intranasaler Infektion war die Ausbreitung der Kryptokokken in die anderen
inneren Organe gering. Die Dissemination der Kryptokokken ins Gehirn und in die Milz
wurde hierbei besonders fiir die IL-12"-Mause sehr deutlich. Dabei war sie im Gehirn bei den
IL-12p35"-Msusen am Tag 48 noch um den Faktor 40 grofer als bei den IL-12p35/p407-
Maiusen. Bei den Wildtyp-Méusen fand praktisch keine Ausbreitung ins Gehirn statt. Spétere
Infektionen mit 100 KBE intranasal haben gezeigt, dass die IL-12p35”-Méuse cher sterben
als die Wildtyp-Mause und die IL-12p35/p40'/ -Méuse (Werner, C., Schiitze, N. und Alber,
G.; unverdffentlicht). Daran kann man die immunpathogene Wirkung von IL-12p40 nach

intranasaler Infektion gut erkennen.
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Wildtyp-Méuse |IL-12p35"-Miduse | IL-12p35/p40™"-Méuse
Tag 21 3 0 6
Milz  Tag35 3 70 17
Tag 48 245 1345 335
Tag 21 20 7 0
Gehirn Tag 35 0 75 0
Tag 48 0 141600 3570

Tabelle 3. Ubersicht iiber die Organkeimbelastung in Milz und Gehirn nach intranasaler Infektion. Medianwerte.
Bei den Wildtyp-Miusen fand keine Besiedelung des Gehirns statt. Bei den IL-12p35/p40”-Miusen lag sie um
den Faktor 40 hoher als bei den IL-12p35”-Mausen. (Werte in KBE/Organ)

Die unterschiedliche Dissemination zwischen Wildtyp- und IL-12"-Msusen war
hochstwahrscheinlich fiir den Ausgang der Infektion bestimmend, da die Ansiedlung von C.

neoformans im Gehirn zu einer Meningoenzephalitis und dadurch zum Tod fiihrt.

4.2.3 Bestimmung des Kryptokokken-Antigens im Serum

Mit dem PREMIER Cryptococcal Antigen ELISA Kit wurde das freie, im Serum
zirkulierende Kryptokokken-Antigen 21 Tage nach intranasaler Infektion bestimmt. Es ergab
sich dabei fiir alle Méuse ein Titer, der geringer als 10 war (Tabelle 4). Nach intraperitonealer
Infektion lag dieser mindestens um den Faktor 1000 hoher (Abbildung 7). Nur bei einer
Wildtyp-Maus, bei der zu diesem Zeitpunkt Erreger in Milz und Gehirn nachgewiesen werden
konnten, war iiberhaupt eine Reaktion im ELISA zu sehen. Aber auch diese Reaktion lag
unter der vom Test bestimmten Nachweisgrenze fiir die verwendete 1:10-Serumverdiinnung.
Am Tag 35 p. i. war bei den Wildtyp-Mausen und den IL-12p35/p40”"-Miusen ein Titer von
rund 40 messbar. Bei den IL-12p35'/ -Méusen lag er mit knapp 80 fast doppelt so hoch. Bis
zum Tag 48 p. i. stieg der Titer bei den Wildtyp-Mausen um das zehnfache des Tages 35 p. i.
an. Bei den IL-12p35/p40™”-Miusen stieg der Titer vom Tag 35 p. i. zum Tag 48 p. i. um das
15fache. Der Anstieg des Titers der IL-12p35”-Méuse vom Tag 35 p. i. zum Tag 48 p. i. lag
knapp dariiber. Insgesamt war bei den IL-12p3 5-Miusen der hochste Anstieg des Titers tiber

den Zeitraum von 48 Tagen p. i. zu verzeichnen.

Wildtyp-Méause |IL-12p35™ - Méuse |IL-12p35/p40™ - Méuse
Tag 21 <1:10 <1:10 <1:10
Tag 35 1:43 1:76 1:39
Tag 48 1:429 1:1406 1:661

Tabelle 4. Medianwerte der Kryptokokken-Antigen-Titer im Serum nach intranasaler Infektion. Die Werte
errechnen sich aus jeweils sechs Mausen am Tag 21 und vier Méausen an den Tagen 35 und 48. Erst zum Tag
48 p. i. waren vergleichbare Werte mit der intraperitonealen Infektion messbar. (Werte sind Verdiinnungsstufen
bei denen das Signal noch positiv war)
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4.2.4 Charakterisierung der Entziindungsreaktion

4.2.4.1 Charakterisierung der Entziindungsreaktion an HE-Schnitten

Bei den Wildtyp-Maéusen bildeten sich 35 Tage nach intranasaler Infektion mit C. neoformans
stark verdichtete Regionen in der Lunge aus (Abbildung 33). Diese atypischen Granulome
bestanden aus Kryptokokken und eingestromten Entziindungszellen und schienen
gleichmiBig im Gewebe verteilt zu sein. Eine geordnete Struktur war in vielen Fillen nicht zu
erkennen.

Bei den IL-12p357-Miusen fanden sich ebenfalls diese atypischen Granulome
(Abbildung 34). Hier war der Anteil der Kryptokokken in den pathologisch verdnderten
Arealen hoher als bei den Wildtyp-Méusen, obwohl die absolute Anzahl an Kryptokokken,
die durch Ausplattieren von Lungenhomogenat bestimmt wurde, bei den Wildtyp-Méusen so
grof} wie bei den IL-12p35”-Méiusen war. Die Bereiche, in denen viele Entziindungszellen
vorkommen, erscheinen dichter als bei den Wildtyp-Mé&usen.

Die IL-12p35/p40”"-Miuse bildeten solche atypischen Granulome im Lungengewebe nur in
geringem Mafle aus. Bei ihnen konzentrierte sich die Reaktion des Gewebes auf den Bereich
der Bronchien (Abbildung 35). Hier fand sich in verstirktem Malle eine Aktivierung des
BALT.
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Abbildung 34. Lunge einer IL-12p35”-Maus 35 Tage nach intranasaler Infektion. HE-Firbung eines atypischen
Granuloms mit Kryptokokken und Entziindungszellen.
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Abbildung 35. Lunge einer IL-12p35/p40”-Maus 35 Tage nach intranasaler Infektion. HE-Firbung mit

Verdichtungen im peribronchialen Gewebe durch Entziindungszellen, die auf eine Aktivierung des BALT
hinweist.

48 Tage nach intranasaler Infektion bildeten sich bei den Wildtyp-Méusen Areale aus, die an
riesige atypische Granulome erinnerten (Abbildung 36). Im Zentrum fanden sich
Kryptokokken und zersetztes, unstrukturiertes Lungengewebe. Das Ganze wurde durch einen
Wall aus Entziindungszellen nach au3en hin abgegrenzt.

Bei den IL-12p35”-Miusen waren dhnliche atypische Granulome zu finden (Abbildung 37).
Auch bei ihnen wurde zersetztes Lungengewebe mit Kryptokokken gefunden, welches von
Entziindungszellen nach auflen hin abgegrenzt war. Schon mit bloBem Auge konnten diese
Areale in den histologischen Schnitten gesehen werden und nahmen teilweise deutlich mehr
als die Halfte der Schnittflache ein (Daten nicht gezeigt).

Auch bei den IL-12p35/p40”-Miusen wurden atypische Granulome aus unstrukturiertem
Lungengewebe und Kryptokokken gefunden (Abbildung 38). Allerdings waren sie zum
umliegenden Gewebe hin nur schlecht durch Entziindungszellen abgegrenzt, so dass die

Grenzen zwischen gesundem und pathologisch verdndertem Gewebe verwischten.
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Granuloms aus Kryptokokken und zersetztem Gewebe, mit einem Wall aus Entziindungszellen (==p>).
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Abbildung 37. Lunge einer IL-12p35”-Maus 48 Tage nach intranasaler Infektion. HE-Firbung eines atypischen
Granuloms aus Kryptokokken und zersetztem Gewebe, mit einem Wall aus Entziindungszellen (==p>).
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Abbildung 38. Lunge einer IL-12p35/p40”-Maus 48 Tage nach intranasaler Infektion. HE-Firbung. Das
Konglomerat aus Kryptokokken und eingeschmolzenem Lungengewebe wird hier nur oben links von einer
mononukledren Demarkation begrenzt.

4.2.4.2 Immunhistochemische Untersuchungen zur zelluliiren

Zusammensetzung der pathologisch verinderten Areale

4.2.4.2.1 Zellulire Zusammensetzung der pathologisch verinderten Areale bei

Wildtyp-Mdiusen

Im Lungengewebe der Wildtyp-Méduse waren nur wenige T-Helferzellen zu finden.
Lokalisiert waren sie in der Peripherie mancher kleiner Bronchien (Abbildung 39).
Zytotoxische T-Zellen waren im Lungengewebe von Wildtyp-Miusen nicht zu finden
(Abbildung 40).

In den verdichteten, pathologisch verdnderten Arealen waren viele Zellen mit nicht
blockierbarer endogener Peroxidase zu finden (Abbildung 40). Zwischen diesen dunkelbraun
gefdrbten Zellen waren die blau eingefarbten Kryptokokken mit ihren Kapseln sehr gut zu

sehen.
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Abbildung 39. T-Helferzellen in der Lunge einer Wildtyp-Maus 21 Tage nach intranasaler Infektion. Die
T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den CD4-Oberflichenmarker ist, nachgewiesen.
Es sind nur wenige CD4"-T-Zellen im Gewebe zu finden.

O Al Y el RN & AR

Abbildung 40. Fiarbung zytotoxischer T-Zellen in der Lunge einer Wildtyp-Maus 21 Tage nach intranasaler
Infektion. Die zytotoxischen T-Zellen wurden durch einen mAKk, der spezifisch fiir den CD8-Oberflaichenmarker
ist, nachgewiesen. Es waren keine CD8'-T-Zellen in der Lunge zu finden. Die dunkelbraun geférbten Zellen
waren Zellen mit nicht blockierbarer endogener Peroxidase. Es waren einige Kryptokokken (=) gut im Gewebe
zu erkennen.
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4.2.4.2.2 Zelluliire Zusammensetzung der pathologisch veriinderten Areale bei
IL-12p35° *“_Miiusen

Im Lungengewebe infizierter IL-12p35”-Mause waren mehr T-Helferzellen zu finden als bei
Wildtyp-Médusen (Abbildung 41). Auch hier waren diese am Rand der kleinen Bronchien

lokalisiert.

/-

Zytotoxische T-Zellen waren auch bei IL-12p35™"-M4iusen nicht zu finden (nicht dargestellt).

Die Zellen mit nicht blockbarer endogener Peroxidase waren stark vertreten und im gesamten

n (Abbildung 41).

Abbildung 41. T-Helferzellen in der Lunge einer IL-12p35”-Maus 21 Tage nach intranasaler Infektion. Die
T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den CD4-Oberflichenmarker ist, nachgewiesen.
Es waren CD4"-T-Zellen um Bronchiolae herum zu finden.

4.2.4.2.3 Zelluliire Zusammensetzung der pathologisch veriinderten Areale bei
IL-12p35/p407" -Miiusen

Im Lungengewebe infizierter I[L-12p3 5/p40'/ -Méiuse waren mehr T-Helferzellen zu finden als

bei Wildtyp-Mausen (Abbildung 42). Auch hier fand man diese am Rand fast aller kleinen

Bronchien.

Zytotoxische T-Zellen waren auch bei IL-12p35/p40”"-Mausen nicht zu finden (nicht gezeigt).
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T-Helferzellen (=) wurden durch einen mAk, der spezifisch fiir den CD4-Oberflichenmarker ist, nachgewiesen.
Um fast alle kleinen Bronchien herum waren CD4"-T-Zellen zu finden.

Zytotoxische T-Zellen waren nach intranasaler Infektion weder in Wildtyp- noch in IL-127-

Maéusen zu finden.
Die Anzahl der T-Helferzellen war im Lungengewebe der IL-127-Miuse hoher als im

Gewebe der Wildtyp-Mause.

4.2.5 Bestimmung der Serum-Antikorper

4.2.5.1 Kryptokokken-spezifische Antikorper

Der Gehalt an Kryptokokken-spezifischen Antikdrpern im Serum von Maiusen 21 und 35
Tage nach intranasaler Infektion wurde mittels einer durchflusszytometrischen Analyse
bestimmt (Abbildung 43). Es kam dabei dasselbe Protokoll wie nach intraperitonealer
Infektion zum Einsatz. Die Antikdrper-Konzentration steigt vom Tag 21 zum Tag 35 p. i. hin
bei den Wildtyp- und den IL-12p357-Miusen an. Bei den IL-12p35/p40”-Méusen war nur
eine geringe Erhohung festzustellen. Am Tag 35 p. i. wurde auch eine Erhohung der
Antikdrper-Konzentration der IL-12p35”-Miuse gegeniiber den Wildtyp- und IL-12p3 5/p40'/ ’
-Miusen sichtbar. Am Tag 48 p. i. ficlen alle Werte ab. Bei den IL-12p35”-Méusen waren

kaum Werte messbar, die deutlich iiber denen von naiven Tieren lagen. Signifikante
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Unterschiede konnten aber nirgends festgestellt werden, da die Streuung der einzelnen Werte

zu grof} war.
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Abbildung 43. Bestimmung der Kryptokokken-spezifischen Antikdrper im Serum infizierter Mause mittels
durchflusszytometrischer Analyse 21, 35 und 48 Tage nach intranasaler Infektion. Serum von naiven Méusen
ergab eine mittlere Fluoreszenzintensitét von 30.

Das interessanteste Bild boten die IL-12p357-Mzuse. Bei ihnen war sowohl der Anstieg der

Fluoreszenz am Tag 35 p. i. als auch deren Abfall am Tag 48 p. i. am stirksten. Ob dieser

Einbruch der humoralen Abwehr mitverantwortlich fiir den schlechten Allgemeinzustand der

Maiuse war, kann nur spekuliert werden.

Vergleicht man die mittleren relativen Fluoreszenzintensititen der FACS-Analyse 21 Tage

nach intraperitonealer Infektion (Absatz 4.1.4.1) mit der nach intranasaler Infektion werden

sehr deutliche Unterschiede sichtbar (Tabelle 5). So waren alle aus intranasal infizierten

Maiusen stammenden Messwerte hoher als solche aus intraperitoneal infizierten Tieren.
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intraperitoneale Infektion

intranasale Infektion

Wildtyp-Mause
IL-12p35™ - Miuse
IL-12p35/p40™" - Miuse

63
54
31

264
510
296

Tabelle 5. Unterschiede in der mittleren relativen Fluoreszenz nach durchflusszytometrischer Analyse
Kryptokokken-spezifischer Antikérper in Abhingigkeit vom Infektionsweg 21 Tage p. i. Dargestellt sind
Mittelwerte aus den einzelnen Gruppen.

Die intranasale Infektion, die der natiirlichen aerogenen Infektion sehr nahe kam, induzierte
eine 4-10-mal hohere Antikdrperantwort gegen C. neoformans als die direkte Applikation der

Erreger in die Bauchhohle.

4.2.5.2 Antikorpergesamtgehalt

Wie bei der intraperitonealen Infektion wurde auch bei der intranasalen im Serum der Mause
der Antikorpergesamtgehalt der Isotypen IgG1 und IgG2a mittels ELISA bestimmt.

Bei den Wildtyp-Mausen blieb der Gehalt an IgG2a vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i. gleich.
Zum Tag 48 p. i. hin stieg der Wert um das 1,5fache an (Abbildung 44).

Bei den IL-12p357-Miusen stieg der Gehalt an IgG2a vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i. an.
Zum Tag 48 p. i. hin war aber keine weitere Erhdhung sichtbar. Uber den ganzen Zeitraum
betrachtet lagen die Werte an IgG2a bei den IL-12p35”-Miusen im selben Bereich wie bei
den Wildtyp-Mausen. Allerdings stieg der Gehalt an IgG2a bei den IL-12p35”-Miusen cher
an.

Bei den IL-12p35/p40'/ -Mdéusen stieg der Gehalt an IgG2a vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i.
hin um das Doppelte an. Auch vom Tag 35 p. i. zum Tag 48 p. i. hin war eine weitere
Steigerung sichtbar. Der Gehalt an IgG2a war bei den IL-12p3 5/p40'/'-Méiusen am Tag 48 p. i.
doppelt so hoch wie bei den Wildtyp- und den IL-12p35”-Miusen. Ein signifikanter
Unterschied bestand zwischen den Wildtyp- -und den IL-12p35/p40”-Miusen am Tag 35 p. i.
(p=0,022).
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Abbildung 44. Bestimmung des 1gG2a-Gesamtgehaltes im Serum mittels ELISA nach intranasaler Infektion.
Die IL-12p35/p40”-Miuse produzierten nach intranasaler Infektion die groBten Mengen an IgG2a. Der
Unterschien zwischen den Wildtyp-Mausen und den IL-12p35/p40”-Miusen am Tag 35 p. i. war signifikant
(p=0,022).

Der Gehalt an IgG1 stieg bei den Wildtyp-Mausen vom Tag 21 p. i. zum Tag 35 p. i. hin
geringfligig an (Abbildung 45). Vom Tag 35 p. i. zum Tag 48 p. i. hin stieg er sprunghaft um
das 2,5fache an.

Bei den IL-12p357-Miusen war der Gehalt an IgG1 am Tag 21 p. i. etwas geringer als bei
den Wildtyp-Mausen. Zum Tag 35 p. i. hin stieg er aber um fast das doppelte an und lag bei
den IL-12p357-Miusen héher als bei den Wildtyp-Mausen. Vom Tag 35 p. i. zum Tag
48 p. i. -hin stieg auch bei den IL-12p35”-Miusen der Gehalt an IgG1 um das 2,5fache an
und lag im Bereich der Wildtyp-Maiuse.

Bei den IL-12p35/p40'/ -Miéusen lag der Gehalt an IgG1 am Tag 21 p. i. etwas hoher als bei
den Wildtyp-Mausen. Zum Tag 35 p. i. hin stieg der Wert um ein Drittel an und lag zu diesem
Zeitpunkt im Bereich der IL-12p35”-Miuse. Vom Tag 35 p. i. zum Tag 48 p. i. hin stieg der
Gehalt an IgGl noch einmal um ein Viertel an. Es war also am Tag 48 p. i. bei den

IL-12p35/p40'/'-Méiusen nur halb soviel des IgGl vorhanden wie bei den Wildtyp- und
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IL-12p35'/'-M'ziusen. Der Unterschied zu den Wildtyp-Méusen (p=0,003) und zu den
IL-12p35”-Méusen (p=0,007) war signifikant.
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Abbildung 45. Bestimmung des IgG1-Gesamtgehaltes im Serum mittels ELISA nach intranasaler Infektion. Die
IL-12p35/p40”-Méuse produzierten nach intranasaler Infektion die geringsten Mengen an IgGl. Der
Unterschien zwischen den IL-12p35/p40”-Mzusen und den Wildtyp- und den IL-12p35-Miusen am Tag
48 p. i. war signifikant (p<0,007).

Das Fehlen von IL-12p40 bei den IL-12p35/p40”-Miusen hatte nach intranasaler Infektion
anscheinend die Ausbildung einer verstarkten Th1-Antwort zur Folge. Dies ist erstaunlich, da

diesen Mausen auch IL-12p75 fehlte, welches solch eine Antwort induzierte.
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5 Diskussion

Um die Bedeutung von IL-12p75 und IL-12p40 auf die Abwehr einer Infektion mit C.
neoformans zu kliren, wurde die Immunantwort von Wildtyp-Méusen, IL-12p35”-Méusen
und IL-12p3 5/p40'/ -Méusen auf die Infektion verglichen. Dabei wurden sowohl die Kontrolle
der Erregerkonzentration in den Organen, histologische Verdnderungen und
Antikdrperkonzentrationen beriicksichtigt. Abbildung 46 gibt einen Uberblick iiber die
nachfolgend diskutierten Punkte.
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mit [L-12p75 und IL-12p40

IFN-y
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IL-12p40 ThO ThO-Zelle
1L-12p75 Th1 Th1-Zelle

Granulom
IFN-y IL-12p40

Aktivierung von M¢ durch IFN-y aus Th1-Zellen
Chemotaxis von Monozyten und Granulombildung

IL-12p35” - Miiuse IL-12p35/p40™ - Miuse

ohne IL-12p75 ohne IL-12p75 und IL-12p40
O ()
()

IL-12p40

Kryptokokkom
atypisches Granulom
unzureichende Aktivierung von M¢, keine Th1-Zellen, unzureichende Aktivierung von M¢, keine Th1-Zellen
aber Chemotaxis von Monozyten und Granulombildung keine Chemotaxis und keine Granulombildung

Abbildung 46. Zusammenfassende Darstellung der Bedeutung von IL-12p75 und IL-12p40 in der Abwehr von
C. neoformans.
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5.1 Aktivitdat von IL-12p75 in der Abwehr von C. neoformans

Um die Wirkung von IL-12p75 bei der Abwehr einer Infektion mit C. neoformans zu
erkennen, musste die Immunreaktion von Wildtyp-Mausen mit der von IL-12p35”-Mausen
verglichen werden.

Die geringere Keimbelastung der Organe bei den Wildtyp-Mausen zeigte, dass IL-12p75 fiir
die Kontrolle der Infektion notwendig war. Es waren nicht nur weniger lebende
Kryptokokken in den Organen zu finden, sondern auch weniger Kryptokokken-Antigen im
Serum der Wildtyp-Maiuse nachweisbar. Dies ldsst Riickschliisse auf die Dissemination und
die Bildung von Immunkomplexen zu. Bei einer Dissemination der Kryptokokken iiber das
Gefaflsystem in die Organe ist Antigen im Serum nachweisbar. Der hoéhere Titer der
IL-12p357-Méuse spricht also fiir eine stirkere Verteilung des Erregers im Organismus.
IL-12p75 kann diese Dissemination eindimmen. Auch die lingere Uberlebensdauer der
Wildtyp-Méduse zeigt den protektiven Einfluss von IL-12p75 auf die Infektion mit C.
neoformans. DECKEN et al. (1998) zeigten sogar, dass bei einer Langzeitbehandlung mit
IL-12p75 Wildtyp-Méuse bis zum Abbruch des Experimentes am Tag 180 nicht starben.
Damit iiberlebten sie etwa dreimal so lang wie unbehandelte Méuse. Auch die Keimbelastung
und die damit verbundene Entziindungsreaktion ging bei Behandlung mit IL-12p75 zuriick.
ZHANG et al. (1997) zeigten, dass murine Peritoneal-Exsudat-Zellen erst nach Stimulation
mit [L-12 und IL-18 durch die Bildung von IFN-y und NO in der Lage sind, Kryptokokken
abzutdten. HOAG et al. (1997) haben gezeigt, dass resistente C.B-17-Méuse, welche nach
intranasaler Infektion mit C. neoformans den Erreger vollstindig eliminierten, durch
Behandlung mit Anti-IL-12-Antikérpern und Anti-IFN-y-Antikorpern nicht mehr zu dieser
sterilen Elimination fdhig waren. Nur unbehandelt, d. h. mit einem funktionellem
IL-12/TFN-y-System, bildeten sie eine protektive Th1-Antwort aus. Nach Neutralisierung von
IL-12 und IFN-y bildete sich eine Th2-Antwort aus, die nicht protektiv war.

Bei der Betrachtung der Entziindungsreaktion im Gewebe waren bei den Wildtyp-Méusen
typische Granulome sichtbar (DECKEN et al. 1998). Auch bei den IL-12p35”-Miusen
bildeten sich in den meisten Fillen Granulome rund um die Kryptokokken aus. Allerdings
waren diese Granulome wesentlich grofer und haufiger als bei den Wildtyp-Méausen. Das
lasst darauf schlieBen, dass die Entziindungsreaktion der IL-12p357-Miuse bei der
Immunabwehr von C. neoformans nicht so effektiv war wie bei den Wildtyp-Méausen. Die
Effektivitdt der Entziindungszellen bei der Erregerbeseitigung scheint ohne IL-12p75 nicht

gegeben zu sein. Daher konnten sich einerseits mehr Kryptokokken zusammenlagern und
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andererseits wurden mehr Entziindungszellen fiir die Kontrolle der Infektion benétigt. Die
Granulome wurden dadurch groBer. Auch hier zeigte sich, dass IL-12p75 fiir die Kontrolle der
Infektion notwendig war. Die IL-12p35”-Miuse waren demnach noch zur Ausbildung von
Granulomen fahig. Daraus ldsst sich schlieen, dass IL-12p75 fiir die Chemotaxis von
Entziindungszellen und damit zur Granulombildung nicht notwendig ist. Wie unter 5.2
ausgefiihrt, ist fiir die Granulombildung IL-12p40 erforderlich.

Die Lokalisierung der Makrophagen um die Kryptokokken herum als Bestandteil des
Granuloms war bei den Wildtyp-Méausen sehr deutlich. Es gab also wirksame chemotaktische
Faktoren, welche die Makrophagen zum Entziindungsherd lockten. Ohne IL-12p75 war diese
Chemotaxis noch vorhanden, aber nicht so stark ausgepriagt. Es waren zwar Makrophagen
direkt in den pathologisch verinderten Arealen, aber deren Anzahl war bei den IL-12p357-
Maiusen teilweise geringer als bei den Wildtyp-Mausen. Bei den T-Helferzellen ging die
Anzahl ohne IL-12p75 deutlich zuriick. Dies konnte entweder eine Folge von verminderter
Chemotaxis sein oder eine direkte Auswirkung der defekten Differenzierung von naiven
T-Helferzellen zu Thl-Zellen. Das gehdufte Auftreten von Zellen mit nicht blockierbarer
endogener Peroxidase bei den IL-12p35”-Miusen kénnte ein Hinweis auf die geschwichte
Abwehr sein. Da die ,,normalen“ Mechanismen der Abwehr ohne IL-12p75 nicht fiir eine
Kontrolle der Infektion ausreichten, musste das Immunsystem auf Alternativen zuriickgreifen.
Diese hdufig auftretenden Zellen sind recht schwierig einzuordnen. Einerseits ist es nicht
gelungen, durch verschiedene Systeme und Protokolle die endogene Peroxidase wirksam zu
blockieren. Andererseits konnten diese Zellen weder als Makrophagen, T-Helferzellen,
zytotoxische T-Zellen, Granulozyten oder B-Zellen identifiziert werden. Es konnte sich
demnach hier um unzureichend differenzierte Zellen (Vorlduferzellen des lymphatischen
Systems) handeln. Diese zeichnen sich durch eine hohe Aktivitit endogener Peroxidase aus
und besitzen andere als die hier untersuchten Oberfldchenantigene. Dieser Effekt ist mit einer
,Linksverschiebung® bei neutrophilen Granulozyten vergleichbar.

KAWAKAMI et al. (1999) zeigten den Einfluss einer IL-12-Behandlung nach intratrachealer
Infektion mit C. neoformans anhand einer Zellpopulationsanalyse  mittels
durchflusszytometrischer Analyse von Lungenhomogenat. Nach der Behandlung waren mehr
Makrophagen, T-Helferzellen und neutrophile Granulozyten in der Lunge auffindbar.

Auf die Ausbildung von Kryptokokken-spezifischen Antikdrpern hatte IL-12p75 anscheinend
keinen Einfluss, da die IL-12p35”-Mause soviel Antikérper produzierten wie die Wildtyp-
Mause. Betrachtet man dagegen den IgG2a-Gesamtgehalt, fillt auf, dass die Wildtyp-Méuse
doppelt soviel 1gG2a produzierten wie die IL-12p35'/ -Maéuse. IL-12p75 ist, wie bereits aus
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anderen Untersuchungen bekannt, fiir die bei einer Thl-Antwort typischen Produktion von
IgG2a notwendig. KAWAKAMI et al. (1997) haben festgestellt, dass nach intratrachealer
Infektion mit C. neoformans die Expression an mRNA von Thl-Zytokinen (TNF-a, IL-
12p40, IL-18) und iNOS nicht nachweisbar oder nur sehr geringem Umfang vorhanden war.
Erst nach IL-12-Behandlung der Miuse stieg die Expression dieser Proteine markant an. Die
Expression von Th2- und regulatorischen Zytokinen (z. B. TGF-B) konnte schon in einem
frithen Infektionsstadium in betrdchtlichen Mengen nachgewiesen werden und wurde

interessanterweise durch die IL-12-Behandlung nicht verringert.

5.2 Aktivitdt von IL-12p40 in der Abwehr von C. neoformans

Um die Wirkung von IL-12p40 bei der Abwehr einer Infektion mit C. neoformans zu
erkennen, musste die Immunreaktionen von IL-12p35'/'-Méiusen mit der von IL-12p35/p40'/'-
Maiusen verglichen werden.

Die Keimbelastung der Leber nach intranasaler Infektion war bei den IL-12p35/p40'/ -Méusen
grofer als bei den IL-12p357-Miusen. IL-12p40 hat demnach #hnlich wie IL-12p75 eine
protektive Rolle bei der Erregerabwehr. Ohne IL-12p40 war eine Kontrolle der Infektion auf
einem geringen Niveau der Keimbelastung nicht mehr mdglich. Besonders deutlich wurde
dieses Phanomen beim Antigen-Titer bei den IL-12p35/p40'/ -Méusen. Durch das Fehlen von
IL-12p40 war viel mehr Antigen im Blut nachweisbar.

Andererseits spielt IL-12p40 bei der Antikorperbildung gegen C. neoformans eine grof3e
Rolle. Die IL-12p35/p40”"-Miuse waren kaum in der Lage, spezifische Antikdrper gegen C.
neoformans zu bilden. Daher konnte nur wenig Antigen im Serum gebunden und
nachgewiesen werden. Andererseits ist es eher unwahrscheinlich, dass das Kryptokokken-
Antigen vollstdndig von Antikorpern opsoniert worden ist. Die fehlende Opsonisierung des
Antigens verringert aber die Beseitigung durch phagozytierende Zellen. IL-12p40 ist also
direkt oder indirekt fiir die Bildung von spezifischen Antikérpern notwendig und unterstiitzt
moglicherweise damit die Phagozytose von Antigen.

Beim Antikorpergesamtgehalt, der Kryptokokken-spezifische und Nicht-Kryptokokken-
spezifische Antikdrper umfasst, ergab sich dagegen ein etwas anderes Bild. Hier war der
Gehalt an IgG2a, welches verstéirkt bei einer Thl1-Antwort von B-Zellen gebildet wird, bei
den IL-12p35'/ -Méusen geringer als bei den IL-12p3 5/p40'/ -Méusen.

Eine durch IL-12p75 induzierte Thl-Antwort bewirkt generell die Produktion von IgG2a
durch die Aktivierung von B-Zellen und einen Klassenwechsel von IgM zu IgG2a. Ein Fehlen

von IL-12p75 bewirkt demnach eine geringere Bildung von IgG2a. Dies war auch bei den
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IL-12p35'/'-Méiusen im Vergleich zu den Wildtyp-Méusen zu sehen. Fehlen dazu noch
erregerspezifische  Antikorper, wie bei den IL-12p35/p40”-Miusen, scheint ein
Regelmechanismus in Kraft zu treten, der die Bildung von IgG2a auf einem alternativen Weg
bewirkt. Diese Theorie muBl noch in weiteren Experimenten verifiziert werden. Ein
Umschwung von einer Th1-Antwort zu einer Th2-Antwort wird somit verhindert. Allerdings
wirkte sich dies nicht auf die Produktion von IgG1 aus.

Bei der histologischen Untersuchung des Gewebes von IL-12p35/p40”-Miusen fielen grofie
Ansammlungen von Kryptokokken mit wenigen Entziindungszellen auf. Eine gerichtete
zelluldre Entziindungsreaktion fand ohne IL-12p40 praktisch nicht statt. Die Anzahl dieser
fast reaktionslosen Kryptokokkenansammlungen war etwas hoher als bei den IL-12p35'/ -
Maiusen. Dies steht hochstwahrscheinlich mit der hoheren Keimbelastung in direktem
Zusammenhang. Die GroBe dieser Areale war bei den IL-12p35”-Mausen fast doppelt so
groB wie bei den IL-12p35/p40”-Miusen. Dies ist aber keinesfalls positiv zu bewerten. Die
geringe Grofle war durch das Fehlen von Entziindungszellen bedingt, was auf das Fehlen von
IL-12p40 zuriickzufiihren ist.

Es waren zwar Makrophagen im Gewebe zu finden, allerdings gab es keine rdumliche
Korrelation zu den Kryptokokken. IL-12p40 ist demnach fiir die Chemotaxis auf die
Makrophagen von entscheidender Bedeutung. Bei den IL-12p35/p40'/'-M:'iusen waren im
Vergleich zu den IL-12p35"-Mausen und den Wildtyp-Mausen mehr T-Helferzellen zu
finden. Dies konnte, dhnlich wie der erhohte IgG2a-Gehalt, ein Regelmechanismus sein, iiber
den das Fehlen von IL-12p40 kompensiert werden sollte. Interessanterweise konnten HA et
al. (1999) zeigen, dass homodimeres IL-12p40 tatsdchlich auf Makrophagen chemotaktisch
wirkt. Dies bestétigt unsere Interpretation der Rolle von IL-12p40 in der Entziindungsreaktion

gegen C. neoformans.

5.3 Aktivitat von IL-23 in der Abwehr von C. neoformans

Im November 2000 wurde von OPPMANN et al. (2000) von einem neuen Protein mit einem
Molekulargewicht von 19 Kilodalton berichtet. Dieses als p19 bezeichnete Protein dhnelt in
seiner Struktur dem IL-12p35. p19 hat allein keine biologische Funktion, verbindet sich aber
mit IL-12p40 zu einem Zytokin, welches IL-23 genannt wurde. Von IL-23 wird eine &hnliche
Wirkung wie IL-12p75 angenommen, da es auch am IL-12R[31 bindet. Besonders interessant
ist die Wirkung bei den IL-12p35”-Méusen einzuschitzen, da hier neben p40 moglicherweise
auch p19 gebildet wurde und somit potentiell IL-23 entstanden sein konnte. AuBerdem ist

man beim Fehlen von IL-12p35 von einer verstirkten Bildung an IL-12p40 ausgegangen.
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Daher konnte bei den IL-12p35'/ -Méusen der Effekt von IL-23 besonders zum Tragen
kommen. Allerdings ist die Frage der Affinitit von IL-12p40 zu p19 und zu IL-12p40 selbst
noch nicht geklirt. Man weiss also nicht, ob bei den IL-12p3 57"-Miusen verstirkt IL-12(p40),
oder IL-23 gebildet wird.

5.4 Vergleich zwischen intraperitonealer und intranasaler Infektion

Der intranasale Infektionsweg kommt der natiirlichen aerogenen Infektion recht nahe.
Deshalb sollte dieses Infektionsmodell zur Untersuchung der Immunantwort gegen C.
neoformans eingehender beriicksichtigt werden.

Auch bei intranasaler Infektion war IL-12p75 fiir die Kontrolle der Keimbelastung der Organe
notwendig. Interessanterweise war die Keimbelastung der Lunge bei den IL-12p35'/ -Méusen
etwas hoher als bei den IL-12p35/p40”-Miusen.

Die Dissemination der Kryptokokken aus der Lunge in die Milz und ins Gehirn war gering.
Ein Fehlen von IL-12p75 bewirkte eine Besiedlung besonders des Gehirns. Interessant dabei
ist, dass sich ein Fehlen von IL-12p75 und IL-12p40 nicht noch stirker auf die Dissemination
auswirkte. Gegeniiber den IL-12p357-Miusen zeigten die IL-12p35/p40”-Miuse eine
geringere Ausbreitung der Kryptokokken in den Organen. Vielleicht ist dieser Effekt nicht auf
das Fehlen von IL-12p40, sondern auf die vermehrte Produktion von IL-23 durch IL-12p35"-
Mause zuriickzufiihren. Diese Theorie muss in nachfolgenden Arbeiten weiter untersucht
werden. KAWAKAMI et al. (1996) haben durch IL-12-Behandlung intratracheal infizierter
Maiuse gezeigt, dass dadurch die Dissemination der Erreger ins Gehirn verhindert wird.
Ahnlich wie der Erregergehalt in anderen Organen war auch der Antigengehalt bei den
IL-12p35'/ -Méusen hoher als bei den Wildtyp-Mausen und den IL-12p35/p40'/ -Méusen. Die
Mause, die kein IL-12p75, aber IL-12p40 und IL-23, bilden konnten, waren kaum in der
Lage, -die Infektion zu kontrollieren.

Der Gehalt an Kryptokokken-spezifischen Antikorpern war nach intranasaler Infektion fiinf-
bis zehnmal hoher als nach intraperitonealer Infektion. Dieser Infektionsweg zeigte also eine
wesentlich ausgepriagtere humorale Antwort. Betrachtet man den IgG2a-Gesamtgehalt, sieht
man einen Anstieg am Tag 48 p. i. bei den IL-12"-Méausen. -Trotzdem waren die Werte um
die Haélfte geringer als nach 21 Tagen nach intraperitonealer Infektion. Dafiir war der
IgG1-Gesamtgehalt, bei Betrachtung des Tages 21 p. i., nach intranasaler Infektion doppelt so
hoch. -Der Typ der Immunantwort schien sich im Gegensatz zur intraperitonealen Infektion in

Richtung Th2 (d. h. verstirkte Antikorperbildung) verschoben zu haben.
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Die Lunge gehort immunologisch zum System der mukosalen Abwehr. Die Besonderheit
dabei ist eine verstirkte Th2-Antwort in der Abwehr von eindringenden mukosalen
Pathogenen (JANEWAY und TRAVERS 1997). Dieser Fakt konnte den generell hohen
Gehalt an IgG1-Antikdrpern nach intranasaler Infektion erkléren.

In der Lunge bildeten sich bei den Wildtyp-Miusen stark verdichtete Areale aus
Kryptokokken, Entziindungszellen und verdichtetem peribronchialen Gewebe. Eine geordnete
Struktur, die auf ein typisches Granulom hinweist, war erst 48 Tage p. i. zu erkennen. Bis
zum Tag 35 p. i. erschienen die Bereiche der Lunge, in die der Erreger aufgenommen wurde,
diffus verdndert. Die Lunge reagiert demnach nach intranasaler Infektion stirker aber
ungerichteter als die Leber nach intraperitonealer Infektion. Allerdings sollte man nicht
vergessen, dass bei intranasaler Infektion 10° Kryptokokken direkt in die Lunge gelangten
und sich nach intraperitonealer Infektion 10* Kryptokokken in fast allen inneren Organen der
Maus gleichzeitig und gleichméBig verteilten. Nach intranasaler Infektion war die
Besiedelung der Lunge also schneller und stirker. Daher war auch eine stirkere
Immunreaktion notwendig, um den Erreger zu kontrollieren.

Diese Reaktion ist bei den IL-12p35”-Mausen noch stirker ausgeprigt als bei den Wildtyp-
Mausen. IL-12p75 ist also auch hier fiir eine effektive Abwehr und Kontrolle des Erregers
notwendig.

Bei den IL-12p35/p40”-Miusen blieb solch eine massive Gewebsreaktion groferer Areale
aus. Es waren nur Verdichtungen im peribronchialen Gewebe zu sehen, was einer Aktivierung
des BALT entspricht. IL-12p40 ist demnach auch nach intranasaler Infektion fiir eine
gerichtete zelluldre Entziindungsreaktion notwendig. Dies bestdtigt die bei intraperitonealer
Infektion entdeckte, chemotaktische Wirkung von IL-12p40.

T-Helferzellen waren bei IL-12p35/p40”-Miusen fast ausschlieBlich am Rand der kleinen
Bronchien zu finden. Dabei waren bei den Wildtyp-Miusen die wenigsten CD4'-Zellen zu
finden und bei den IL-12p35/p40'/ -Méusen die meisten. Sobald IL-12p75 fehlte, nahm die
Zahl der T-Helferzellen zu. Und wenn zusdtzlich noch IL-12p40 fehlte, nahm diese
Zellpopulation weiter zu. Das ist mit dem Ergebnis nach intraperitonealer Infektion
vergleichbar. Diese T-Helferzellen miissten dann Th2-Zellen sein, da durch das Fehlen von
IL-12p75 verstiarkt 1L-4 zur Wirkung kommt (siehe Abbildung 1 und 2) und damit die
ThO-Zellen zu Th2-Zellen ausdifferenzieren. Damit wiirde sich auch der erhohte
IgG1-Gesamtgehalt des Serums erklédren lassen.

Die protektive Wirkung von IL-12p40 nach intraperitonealer Infektion ist eindeutig. Bei

intranasaler Infektion mit C. neoformans scheint die Wirkung von IL-12p40 eher
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immunpathologisch zu sein. Den IL-12p35'/ -Méusen ging es aufgrund der hoheren
Organkeimzahlen in der Lunge und der stirken Dissemination des Erregers in andere Organe
klinisch schlechter als den IL-12p35/p40”-Miusen, die kein IL-12p40 bilden konnen.
Verstarkt wurde das ganze durch eine stirkere morphologische Verdnderung der Lunge, die
den Gesundheitsstatus der Tiere nachhaltig beeintrachtigte. Daraus ldsst sich eine

immunpathologische Wirkung von IL-12p40 in Abwesenheit von IL-12p75 erahnen.

5.5 Ausblick auf kiinftige Untersuchungen

Trotz der neuen Erkenntnisse zu IL-12p75 und IL-12p40 sind einige neue Fragen aufgetreten.
Diese betreffen in erster Linie den Einfluss von IL-23. Fiir weitergehende Untersuchungen
miissen erst einmal die Voraussetzungen geschaffen werden. Man braucht ein System, in dem
die IL-23-Produktion definiert ausgeschaltet ist oder ausgeschaltet werden kann. Zum einen
kann dies mit neutralisierenden Antikorpern gegen IL-23 und pl9 realisiert werden. Zum
anderen wire der Einsatz von IL-23"-Miusen (d. h. p19”"-Méuse) auf dem Stammhintergrund
129Sv/Ev denkbar. Allerdings sind weder passende Antikorper noch die entsprechenden
gendefizienten Mause zur Zeit verfiigbar. Diese zu schaffen, ist also das néichste Ziel der
Forschung auf dem Sektor der p40-Zytokinfamilie. Die zu erwartenden Informationen sind
wichtig fir die Beurteilung der Immunreaktion der IL-12p35'/'-Méiuse. Man weill ndmlich
nicht, ob vorwiegend IL-12p40 oder IL-23 gebildet wird und welchen Einfluss sie auf die

Abwehr von C. neoformans haben.
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6 Zusammenfassung

Wagner, Frank:

Die Bedeutung von Interleukin-12p75 und Interleukin-12p40 fiir die Abwehr einer
Infektion mit Cryptococcus neoformans im murinen Modell

Institut fiir Immunologie der Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universitit Leipzig

Leipzig, April 2001

82 Seiten; 46 Abbildungen; 5 Tabellen und 97 Literaturangaben

Um die Rolle von Interleukin-12p75 (IL-12p75) und Interleukin-12p40 (IL-12p40) in der
Abwehr einer Kryptokokken-Infektion im Mausmodell zu untersuchen, wurden Miuse auf
129Sv/Ev Stammhintergrund intraperitoneal und intranasal mit Cryptococcus neoformans (C.
neoformans) infiziert. Dabei wurden die Unterschiede im Infektionsverlauf und in der
Immunreaktion von Wildtyp-, IL-12p357- und IL-12p35/p40”-Miusen analysiert.
Unterschiede zwischen den Wildtyp- und den IL-12p35”-Miusen lassen auf die Bedeutung
von IL-12p75 schlieBen, wogegen Unterschiede zwischen IL-12p35'/ - und IL-12p35/p40'/ -
Maiusen auf die Rolle von IL-12p40 schlieBen lassen. Untersucht wurden sowohl die
Erregerkonzentration in den Organen, Antigenspiegel im Blut, histologische Verdnderungen
und Serumantikorperkonzentrationen.

Nach intraperitonealer Infektion war die Keimbelastung der Organe bei den Wildtyp-Méusen
geringer als bei beiden IL-127-Mausstimmen. Bei Wildtyp-Mausen waren nicht nur weniger
lebende Kryptokokken in den Organen zu finden, sondern auch weniger
Kryptokokken-Antigen im Serum als bei beiden IL-12""-Mausen nachweisbar. Das zeigt, dass
IL-12p75 fiir die Kontrolle der intraperitonealen Infektion mit C. neoformans notwendig ist.
IL-12p40 hatte dhnlich wie IL-12p75, wenn auch in etwas geringerem Masse, eine protektive
Rolle bei der Erregerabwehr. Ohne IL-12p40 war eine Kontrolle der Infektion auf einem
geringen Niveau der Keimbelastung nicht mdglich. Besonders deutlich wurde dieses
Phédnomen beim Antigentiter bei den IL-12p35/p40'/ -Méusen. Durch das Fehlen von
IL-12p40 wurde bei den IL-12p35/p40”-Miusen viel mehr Antigen iiber das Blut im Serum
verteilt als bei den IL-12p35™- oder den Wildtyp-Mausen.

Die Wirtsreaktion bei einer Infektion mit C. neoformans geht mit der Bildung von
Granulomen einher. Ohne IL-12p75 kam es zwar noch zur Bildung von Granulomen, diese

zeigten aber eine verdnderte zellulire Zusammensetzung. Die IL-12p35/p40”-Miuse waren
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nicht zur Ausbildung von typischen Granulomen fahig. Bei ihnen kam es zu einer vermehrten
Ansammlung von Kryptokokken fast ohne Entziindungszellen. IL-12p40 ist also fiir die
Ausbildung einer zelluldren Entziindungsreaktion notwendig.

IL-12p40 ist auch fiir die Antikdrperbildung gegen C. neoformans erforderlich. Die
IL-12p35/p40'/ -Méuse waren kaum in der Lage, spezifische Antikorper gegen C. neoformans
zu bilden.

IL-12p75 ist fiir die Ausbildung einer Thl-Antwort notwendig. Infizierte Wildtyp-Miuse
produzierten doppelt soviel IgG2a, welches fiir ein Thl-Antwort typisch ist, wie die
IL-12p35"-Miuse.

Der intranasale Infektionsweg kommt der natiirlichen aerogenen Infektion recht nahe.
Deshalb wurde — zusdtzlich zur intraperitonealen Infektion - dieser Infektionsweg zur
Untersuchung der Immunantwort gegen C. neoformans beriicksichtigt.

Auch bei intranasaler Infektion ist IL-12p75 fiir die Kontrolle der Keimbelastung der Organe
notwendig. Interessanterweise war die Keimbelastung der Lunge bei den IL-12p35'/ -Méusen
etwas hoher als bei den IL-12p35/p40”-Miusen. Bei den Wildtypmiusen war die
Dissemination der Kryptokokken aus der Lunge in die Milz und ins Gehirn gering. Ein Fehlen
von IL-12p75 bewirkte allerdings eine Besiedlung besonders des Gehirns.

Nach intranasaler Infektion kam es in der Lunge von Wildtyp-Miusen zu atypischen
Granulomen mit zentraler Einschmelzung von Gewebe und Kryptokokken. Diese Reaktion
war bei den IL-12p3 5"-Miusen noch stirker ausgeprigt als bei den Wildtyp-Méusen. Bei den
IL-12p35/p40™”-Miusen blieb eine Gewebsreaktion groBerer Areale aus. Es waren nur eine
Aktivierung des BALT zu sehen. IL-12p40 ist demnach auch nach intranasaler Infektion fiir
eine zelluldre Entziindungsreaktion notwendig. Moglicherweise kann sich diese Eigenschaft
von IL-12p40 bei intranasaler Infektion in einer immunpathologischen Reaktion duflern, die
bei IL-12p357-Méusen fiir eine massive Infiltration der Lunge mit Entziindungszellen
verantwortlich ist.

Der Gehalt an Kryptokokken-spezifischen Antikorpern war nach intranasaler Infektion fiinf-
bis zehnmal hoéher als nach intraperitonealer Infektion. Der intranasale Infektionsweg zeigte
also eine wesentlich ausgepréagtere humorale Antwort. Der Typ der Immunantwort schien sich
im Gegensatz zur intraperitonealen Infektion in Richtung Th2 (d. h. verstirkte
Antikorperbildung) verschoben zu haben.

Sowohl nach intraperitonealer wie auch nach intranasaler Infektion mit C. neoformans lassen

sich die immunstimulatorischen Aktivitdten von IL-12p75 und von IL-12p40 nachweisen,
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auch wenn diese sich in Abhidngigkeit vom Infektionsweg etwas unterschiedlich

manifestieren.

7 Summary

Wagner, Frank:

The importance of interleukin-12p75 and interleukin-12p40 for immunity against
Cryptococcus neoformans studied in a murine model

Institute of Immunology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig

Leipzig, April 2002

82 pages, 46 figures, 5 tables, 97 references

To analyse the role of interleukin-12p75 (IL-12p75) and interleukin-12p40 (IL-12p40) in the
defence against Cryptococcus neoformans (C. neoformans) a murine infection model was
established and studied. Mice of wild-tpye 129Sv/Ev background as well as IL-12p35” and
IL-12p3 5/p40'/ " 129Sv/Ev mice were infected intraperitoneally or intranasally with C.
neoformans. The differences between the immune response of these genotypes were analysed.
Comparing wild-type and IL-12p35”-mice allows for conclusions related to the importance of
IL-12p75, comparing IL-12p40-producing IL-12p35” mice with IL-12p35/p40”" mice shows
the importance of IL-12p40. Fungal organ burden, serum antigen levels, inflammatory cell

responses, and antibody production were examined.

The fungal organ load in wild-type mice was smaller than in both mutant IL-12"-mice. In
wild-type mice fewer cryptococci were found in organs and less cryptococcal antigen in
serum than in IL-12p35” and IL-12p35/p40” mice. This underlines the importance of
IL-12p75 for the control of the infection with C. neoformans. In addition, IL-12p40 was
found to have a similar but weaker role as IL-12p75 in protection against C. neoformans. In
the absence of IL-12p40 IL-12p3 5/p40'/ " mice developed higher antigen titers than IL-12p35™
and wild-type mice.

The host response against infection with C. neoformans is associated with granuloma
formation. Recruitment of inflammatory cells to granulomas was altered in the absence of

IL-12p75. In addition, IL-12p40 contributed significantly to granuloma formation since
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IL-12p35/p40'/ " mice developed no or only very poor granulomatous responses. Therefore,
IL-12p40 is required for inflammatory cell responses.

IL-12p40 was also found to be required for antibody production against C. neoformans.
Infected IL-12p35/p40”-mice had only very low levels of specific antibodies against C.
neoformans.

IL-12p75 is known to be essential for protective Thl response against intracellular
microorganisms. Thl responses are commonly associated with the production of IgG2a.

Infected wild-type mice produced 2-fold higher IgG2a levels than IL-12p35”-mice.

To adapt the infection model more to the natural infection mode the intraperitoneal infection
route was changed to an intranasal route. Following intranasal infection IL-12p75 also proved
to be necessary for control of the fungal organ load. Interestingly the organ load was higher in
IL-12p357-mice than in IL-12p35/p40”mice which suggest a role of IL-12p40 in cell
recruitment. Following intranasal application of cryptococci fungal dissemination to spleen
and brain was reduced as compared to the intraperitoneal infection route. Without IL-12p75
dissemination of C. neoformans to the brain occured. This shows that IL-12p75 is involved in
control of dissemination from lung to brain.

The inflammatory response of IL-12p3 5"-mice was stronger than the tissue response of wild-
type mice. The massive tissue reactions of IL-12p35 " -mice caused big areas of diffuse
cellular infiltration in their lungs. In IL-12p35/p40”-mice inflammatory responses could be
observed only in the peribronchial tissue. This shows that IL-12p40 is not only needed for a
cellular inflammatory response following intraperitoneal but also following intranasal
infection. Following intranasal infection IL-12p40 can induce immunopathological effects.
Intranasal infection of mice with C. neoformans resulted in five to ten times higher antibody
responses than intraperitoneal infection. This suggests that intranasal infection of mice results
in a more Th2-biased humoral response.

In summary, these experiments show that besides IL-12p75 also IL-12p40 contributes to
cellular immunity against C. neoformans. The immunostimulatory properties of both,
IL-12p75 and IL-12p40, can be observed after intraperitoneal and intranasal infection routes

with similar but also distinct manifestations.
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