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Der weltweit vorkommende fungale Erreger Cryptococcus neoformans ist einer der
bedeutendsten Ausloser invasiver Mykosen mit hoher Mortalitdt und stellt vor allem
fir immungeschwéchte Patienten eine grof3e Gefahr dar. Insbesondere Humanes
Immundefizienz-Virus-infizierte oder Immunsuppressiva-behandelte Patienten (z. Bsp.
Transplantat-Empfanger) erwerben oft Pilzinfektionen und weisen trotz der Gabe
antifungaler Medikamente nach wie vor eine hohe Sterblichkeit auf, aus diesem
Grunde sind neue therapeutische Ansitze erforderlich. Diese konnen in der
strategischen Modulation des Immunsystems bestehen und einen erheblichen
Fortschritt bedeuten. FEine Voraussetzung dafiir ist eine genaue Analyse der
Abwehrmechanismen gegen C. neoformans. Es ist bekannt, dass die T-Helferzellen
vom Typl (Thl) mit einer protektiven Immunantwort assoziiert sind. Hingegen kann
unter dem Einfluss von Th2 die Vermehrung von C. neoformans nicht kontrolliert
werden. Eine mogliche schiitzende Funktion der Th17-basierenden Immunantwort
wiahrend der Kryptokokkose wird diskutiert, wurde aber bisher wenig untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein intranasales Infektionmodell in C57BL/6-
Wildtypméusen etabliert und die Entziindungsreaktion im zeitlichen Verlauf
charakterisiert. Nach der Analyse der Expression Thl7-assoziierter Zytokine erfolgte
die Charakterisierung der zelluliren Quellen von Interleukin (IL)-17A und IL-22.
Wiéhrend der Kryptokokkose werden in der Lunge vor allem in der Frithphase Th17-
assoziierte Zytokine exprimiert. Die stdrkste Produktion erfolgt 14 Tage nach
Infektion, zu diesem Zeitpunkt sind T-Zellen, insbesondere T-Helferzellen die
Hauptquelle dieser Interleukine. Auflerdem wurde, mit Hilfe verschiedener immun-
defizienter Mausinzuchtstimmen, die Funktion der Th17-abhédngigen Immunreaktion
in der Kryptokokkose analysiert. Es gibt insbesondere in Situationen mit reduzierter
Th2-Immunantwort Hinweise auf eine protektive Funktion der Th1l7-assoziierten
Zytokine.

Flir die therapeutische Anwendung sind jedoch weiterfiihrende Untersuchungen
erforderlich. Dabei sollten vor allem die Zielgene von IL-22 im Fokus stehen. Diese
wiirden, im Gegensatz zu bisher untersuchten Thl-assoziierten Zytokinen, als
adjunktives Therapeutikum moglicherweise mit weniger Nebenwirkungen einher-
gehen.
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Abkirzungen

°C Grad Celsius

A Adenin

Actl engl. nuclear factor- NF-«B activator 1

Ak Antikorper

AM alveolar Makrophagen

AMPs antimikrobielle Peptide

APC Allophycocyanin

BrefA Brefeldin A

C Cytosin

C/EBP engl. CCAAT/enhancer binding protein

CD engl. Cluster of Differentiation, Cluster der Differenzierung

cDNA engl. complementary deoxyribonucleic acid,
komplementiare DNA

KbE koloniebildende Einheiten

COq Kohlendioxid

CTL C-Typ Lektin-Rezeptor

DC engl. Dendritic cells, Dendritische Zellen

dim engl. dim, schwach positiv

DMEM engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

dpi engl. days post infection, Tage nach Infektion

ELISA engl. engyme linked immunosorbent assay,
Enzym-gekoppelter Inmunadsorptionsnachweis

Erk engl. extracellular-signal-regulated kinase,
extrazelluladre signalregulierte Kinase

FBS fetales bovines Serum

FELASA engl. Federation of Laboratory Animal Science Associations,
Vereinigung von europdischen versuchstierkundlichen
Gesellschaften

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC engl. Forward Scatter, Vorwartsstreulicht

G Guanin

GalXM Galactoxylomannan

GATA3 engl. GATA-binding protein 3

G-CSF engl. Granulocyte colony-stimulating factor,

Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
GFP griin fluoreszierendes Protein
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GM-CSF

GXM
h
HAART
HBD
HIV
HPRT
IFN
Ig

IL

ILC
in.
iNOS

IMDM
i.p.
JAK
JNK
kDa
KGW
LPS
LTi

MAPK
MFI
MHC

2]

min

ml

mM
MOI
mRNA
NacCl
NaHCOs3
neg
NF-xB

engl. Granulocyte macrophage colony-stimulating factor,
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Glucoronoxylomannan

Stunde

Hochaktive antiretrovirale Therapie

Humanes beta-Defensin

Humanes Immundefizienz-Virus
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

engl. Innate Lymphoid Cells

intranasal

engl. inducible nitric oxide synthase,

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

engl. Iscove's Modified Dulbecco's Medium
intraperitoneal

Janus-Kinase

c-Jun N-terminale Kinasen

Kilodalton

Korpergewicht

Lipopolysaccharide

engl. Lymphoid-tissue-inducer

molar

engl. mitogen-activated protein kinase

mittlere Fluoreszenz-Intensitat

engl. major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilitdtskomplex

Mikrogramm

Mikroliter

Minute

Milliliter

Millimolar

engl. Multiplicity of infection, Multiplizitat der Infektion
engl. messenger ribonucleic acid, Boten-RNA
Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

negativ

engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells
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NK-Zellen natiirliche Killerzellen
NOS2 Stickstoffmonoxid-Synthase-2
PBS engl. phosphate buffered saline,
Phosphat-gepufferte Saline
PCR engl. polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PE R-Phycoerythrin
PPRs engl. Pattern-Recognition Receptors
g-PCR quantitative Echtzeit PCR mit revers transkribierter mRNA
R Rezeptor
RNA Ribonukleinsdure
RORWt engl. Retinoid-Acid Receptor-related Orphan Receptor gamma t
rpm engl. revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute
RT-PCR PCR mit revers transkribierter mRNA
S Sekunde
SAB Sabouraud
STAT engl. Signal Transducer and Activator of Transcription
SSC engl. Sideward Scatter, Seitwartsstreulicht
T Thymin
T-bet engl. T-box-expressed-in-T-cells
TGF-B engl. Transforming Growth Factor-beta,
Transformierender Wachstumsfaktor-beta
Th T-Helferzellen
TNF-o Tumornekrosefaktor-alpha
TLR Toll-like Rezeptor
TRAF TNF receptor associated factor
Treg regulatorische T-Zellen
TSLP engl. Thymic stromal lymphopoietin
Tyk Tyrosin-Kinase

WT wildtyp
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1 Einleitung

1.1 Humanpathogene Pilze

Pilzinfektionen stellen ein gravierendes medizinisches Problem dar. Ein Viertel der
Weltbevolkerung (zirka 1,7 Milliarden Menschen) sind von oberflachlichen Infek-
tionen der Haut und Nagel mit einem fungalen Erreger betroffen [1]. Mukosale
Infektionen im Oral- und Genitaltrakt sind weitverbreitet. Beispielsweise leiden
50-70% der Frauen unter mindestens einer Vulvovaginitis candidomycetica in
ihrem Leben [2]. Invasive Mykosen haben im Vergleich zu oberflachlichen
Infektionen eine viel niedrigere Inzidenz, sind jedoch mit inakzeptabel hohen
Mortalitdtsraten assoziiert. Mehr als 90% aller bekannten Pilz-assoziierten Todes-
fille resultieren aus Infektionen mit einer der vier folgenden Gattungen:
Cryptococcus, Candida, Aspergillus und Pneumocystis [3].

1.2 Cryptococcus neoformans

Die Gattung Cryptococcus umfasst 37 Arten [4]. Humane Infektionen werden
meist durch Cryptococcus neoformans und Cryptococcus gattii verursacht [4]. Bei C.
neoformans handelt es sich um einen weltweit verbreiteten opportunistischen Er-
reger, der insbesondere fiir immungeschwéchte Menschen, wie HIV-Infizierte oder
Transplantatrezipienten ein groldes Problem darstellen kann [4]. Die Infektion
erfolgt iiblicherweise durch Inhalation von Sporen oder ausgetrockneten Pilzzellen
[5-7]. Diese konnten auf verschiedenen Pflanzen, in Vogelkot (vor allem von Tau-
ben) und damit kontaminierten Béden nachgewiesen werden [8, 9]. Immun-
kompetente Menschen konnen die (pulmonale) Infektion in der Regel kontrollie-
ren [10], jedoch nicht eliminieren [11]. Auch Jahre nach der Infektion kann eine
Immunschwéche zu einer Reaktivierung des Pilzwachstums fiihren und schwer-
wiegende Pathologien hervorrufen. Infolge einer Lungenbesiedlung kommt es zur
Dissemination in andere Organe, insbesondere dem Gehirn [4]. Eine Hirnhaut-
entziindung, die am Beginn mit Symptomen wie Kopfschmerz, Fieber,
eingeschranktem Sehvermoégen und allgemeinem Unwohlsein assoziiert ist, stellt
die Haupttodesursache der Kryptokokkose bei HIV-Patienten dar [12]. Jahrlich
werden zirka eine Million Falle von Cryptococcus-assoziierter Meningitis diagnosti-
ziert, welche in tiber 600.000 Todesfallen resultieren [13].

Die folgende Abbildung fasst den Aufbau und Infektionsweg des human-
pathogenen Pilzes C. neoformans zusammen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung zum Aufbau und Infektionsweg von Cryptococcus
neoformans. Der Pilz C. neoformans ist durch seine charakteristische Kapsel gekennzeichnet. Diese
besteht zu 90-95% aus dem immunmodulatorisch wirkenden Polysaccharid Glucuronoxylomannan
(GXM). In die Zellwand, bestehend aus B-Glucan und Chitin, ist Melanin eingelagert.
Ausgetrocknete Pilzzellen und Sporen, welche in Taubenkot vorkommen, werden vom Menschen
inhaliert und kénnen nach Immunsuppression in einer Pneumonie resultieren. C. neoformans ist in
der Lage mit dem Blutstrom ins Gehirn zu disseminieren und eine lebensbedrohliche Meningitis
auszuldsen.

C. neoformans verfiigt iiber eine Vielzahl von Mechanismen, um der Wirtsabwehr
zu entkommen. Diese umfassen die Entwicklung der Polysaccharid-Kapsel, die
Produktion von Melanin und Virulenz-assoziierter Enzyme (wie Phospholipase B1
und Urease), die Fahigkeit bei 37°C zu wachsen sowie intrazellular in
Makrophagen zu iiberleben beziehungsweise proliferieren zu kénnen [14, 15].
Mutanten ohne Kapsel sind weitestgehend avirulent [15, 16]. Die Polysaccharid-
kapsel besteht vorwiegend aus Glucuronoxylomannan (90-95%, GXM) und
Galactoxylomannan (5-8%, GalXM), welche wéahrend der Infektion sezerniert
werden und immunmodulatorisch wirken konnen [15].
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Unter anderem wurden folgende Effekte von Kapselbestandteilen beschrieben:

o die Induktion der Apoptose in T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen
[171],

o die Produktion inflammatorischer Zytokine durch neutrophile Granulozyten
und Hemmung der Chemotaxis dieser [18, 19],

o die Verringerung antimikrobieller Aktivitdit und Reduktion der Tumor-
nekrosefaktor (TNF)-o und Interleukin (IL)-1B-Bildung sowie Hemmung
des Typl T-Helferzell (Thl)-induzierenden IL-12 in Monozyten und
Makrophagen [20-22] und

o die Herunterregulation der Expression von Haupthistokompatibilitats-
komplex (MHC)-Klasse II und B7 mit resultierender Hemmung der T-Zell-
proliferation [23].

Das Pigment Melanin verleiht C. neoformans Schutz vor Phagozytose und oxidati-
vem Burst durch Makrophagen. Zudem ist es an der extrapulmonalen Dissemina-
tion beteiligt [24-26]. Melanin wird durch Kupfer-abhingige Laccasen aus
Katecholamin synthetisiert. An der Melaninbildung sind zudem Phospholipasen
beteiligt. Diese sind zusammen mit den Laccasen in der Zellwand lokalisiert und
vermitteln die Zellwandintegritdt [26, 27]. Ureasen katalysieren die Hydrolyse
von Harnstoff zu Ammoniak und Carbamat, welche das Eindringen von C.
neoformans in das Zentralnervensystem (ZNS) erleichtern [28, 29]. Verglichen mit
anderen Pilzen ist C. neoformans relativ thermoresistent und damit in der Lage
sich in Saugetieren zu vermehren [30]. In vivo konnte gezeigt werden, dass C.
neoformans fakultativ intrazelluldr in Makrophagen iiberleben und sogar prolife-
rieren kann [31].

In folgender Tabelle sind die Virulenzfaktoren von C. neoformans zusammenge-
fasst.
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Tabelle 1: Virulenzfaktoren von Cryptococcus neoformans. Die Tabelle fasst die Funktion der
Virulenzfaktoren in der Pathogenese zusammen (modifiziert nach [32, 33]).

Merkmal Funktion in der Pathogenes

Kapsel Immunmodulation, Hemmung der Phagozytose
Laccasen Hemmung des oxidativem Burst

Melanin Resistenz vor oxidativem Burst, Hemmung der

Phagozytose, Immunmodulation, Resistenz gegeniiber
antimikrobiellen Peptiden

Phospholipasen Gewebszerstorung

Ureasen erleichtern Eindringen ins ZNS, intrazelluldres Wachstum

Wachstum bei 37°C Thermotoleranz erméglicht Wachstum in den meisten
Séaugetieren

Fakultativ intrazellular Schutz vor humoralem Immunsystem
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1.3 Immunantwort gegen Cryptococcus neoformans

Eine effektive Abwehr von C. neoformans erfordert ein koordiniertes Zusammen-
spiel des angeborenen (innaten) und adaptiven Immunsystems.

1.3.1 Angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort gegen Cryptococcus umfasst das Komplement-
system, welches vor allem die Chemotaxis von Phagozyten fordert und zur
Opsonierung von C. neoformans beitrdgt [14]. Auf der zelluldren Seite stehen die
Phagozyten, z. Bsp. Dendritische Zellen (DC), Makrophagen und Granulozyten
[14]. Die Phagozytose erfolgt nach direkter Erkennung konservierter Pilz-
strukturen oder nach Komplementsystem- beziehungsweise Antikorper-
vermittelter Opsonisierung [34-36].

1.3.1.1 Erkennungsmechanismen

Die Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren Mustererkennungs-
rezeptoren (Pattern-Recognition Receptors, PRRs) wie Toll-like Rezeptoren (TLRs),
C-Typ Lektin-Rezeptoren (CTL-Rezeptoren) und Galectine, welche Pathogen-
assoziierte Muster (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) auf Pilzen
erkennen [37, 38]. Die wichtigsten Pilzstrukturen zur Erkennung von C.
neoformans sind zum einen das Kapselpolysaccharid GXM sowie die Zellwand-
komponenten B-Glucan und Mannan. TLR2 und TLR4 konnen GXM binden [39].
Dectin-1 ist der wichtigste CTL-Rezeptor zur Erkennung von R-Glucan [39].
Mannan wird durch Galectin-3 erkannt und dient der Unterscheidung von nicht-
pathogenen und pathogenen Pilzen [39]. Der Komplementrezeptor CR3 auf
Phagozyten erkennt an (-Glucan und GXM angelagertes Komplement.
Infolgedessen wird die Phagozytose verstarkt [39].

1.3.1.2 Die Zellen der angeborenen Immunantwort

DCs konnen C. neoformans mittels Phagozytose aufnehmen und fungieren als
wichtige Antigen-prasentierende Zellen, die entscheidend zur Aktivierung der
adaptiven Immunantwort beitragen [40, 41]. Makrophagen spielen ebenfalls eine
bedeutende Rolle bei der Abwehr von C. neoformans. So tragt eine addquate Akti-
vierung dieser Zellen zur Kontrolle einer Kryptokokken-Infektion bei [32].
Virulenzfaktoren des Pilzes erlauben es ihm jedoch, bei einer unvollstdndigen Ak-
tivierung der Makrophagen nach der Phagozytose im Phagolysosom zu iiberleben
und sogar zu proliferieren [31]. Dadurch ist C. neoformans in der Lage, anderen
Abwehrstrategien zu entgehen und eine latente Infektion aufrecht zu erhalten [31,
42-44]. Beispielsweise umgeht er so die Abwehr durch neutrophile Granulozyten,
die zum einen mittels oxidativem Burst antifungal wirken konnen und zum
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anderen antimikrobielle Peptide (AMPs), wie R-Defensine, bilden [45-49]. Uber
den Mechanismus der Expulsion/Extrusion kann C. neoformans den Makrophagen
wieder verlassen, ohne diesen zu schadigen. Anschlieend kann der Erreger ent-
weder im extrazelluliren Raum verbleiben, proliferieren und eine Fungédmie
induzieren oder von einem zum anderen Makrophagen iibergehen und im
latenten Zustand verharren [50, 51].

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), als weitere zellulire Komponente des
angeborenen Immunsystems, sind im Stande direkt Perforin-abhingig antifungal
zu wirken [52].

Folglich tragen die Zellen der angeborenen Immunantwort selbst bereits zur
Kontrolle des Erregers bei und liefern zudem wichtige Signale fiir die Entwicklung
der adaptiven Immunantwort, die fiir die Kontrolle der Infektion entscheidend ist
[53-57].

1.3.2 Adaptive Immunantwort

Die adaptive Immunantwort ist gekennzeichnet durch die hohe Spezifitat, mit der
Pathogene erkannt werden sowie durch die Entwicklung eines immunologischen
Gedichtnisses, das bei einer Reinfektion eine schnellere und effektivere Abwehr
ermoglicht. Sie umfasst zelluldre und humorale Komponenten. Protektive Anti-
korper initiieren den klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems,
wirken neutralisierend oder opsonisieren mittels Komplement-unabhingiger
Mechanismen [58, 59]. Die Produktion Pilz-spezifischer Antikorper als Folge der
adaptiven Immunantwort verstarkt die Phagozytose [39].

Die zelluldre Immunantwort wird durch CD8" zytotoxische T-Zellen via Perforin
und Granzym vermittelt. Die Zytokinproduktion der adaptiven Immunitat wird im
Wesentlichen durch CD4" T-Helferzellen realisiert [14, 60-63]. Die Entwicklung
einer protektiven Immunitdt gegen alle Pilze ist an eine adaquate T-Zell-
aktivierung gebunden [64]. Sowohl T-Helferzellen, als auch zytotoxische T-Zellen
sind wichtig fiir die Eliminierung der Pathogene. Das Vorhandensein von T-Helfer-
zellen ist jedoch entscheidend fiir das Uberleben des Wirtes [64].

1.3.2.1 T-Helferzellen

Nach Antigenstimulation differenzieren naive CD4" T-Helferzellen (Th) zu ver-
schiedenen Effektorzellen: Thl, Th2, Th17 und regulatorische T-Zellen (Treg).
Diese sind durch die Produktion diverser Zytokine sowie verschiedene Effektor-
funktionen charakterisiert [65]. Fiir die Differenzierung zur jeweiligen Effektor-
zelle ist die Zytokinumgebung entscheidend [66].
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Interleukin (IL)-12 und Interferon-gamma (IFN-y) sind notwendig fiir die
Differenzierung naiver T-Helferzellen zu Th1-Zellen [66]. Im Gegensatz dazu wird
fir die Entwicklung von Th2-Zellen IL-4 und IL-2/IL-7/ Thymic stromal
lymphopoietin (TSLP) benotigt [66]. An der Entstehung von Th17-Effektorzellen
sind IL-6, IL-21 und der Transformierende Wachstumsfaktor-beta (TGF-B)
beziehungsweise IL-1B/IL-23 beteiligt [66, 67]. Die Differenzierung zu Treg setzt
die Anwesenheit von TGF-B und IL-2 voraus [66].

Die Th1-Immunantwort verstarkt via IFN-y die Aktivierung von Makrophagen und
resultiert in der Abtotung intrazellularer Erreger [68, 69]. Im Gegensatz dazu
stehen Th2-Zellen via IL-4, IL-5 und IL-13 fiir die sogenannte humorale
Immunantwort, die vor allem gegen extrazelluldre Pathogene gerichtet ist [69].

Th17-Zellen produzieren eine Reihe von Zytokinen, unter anderem IL-17A, IL-17F
und IL-22 [70]. Diese Effektorzytokine konnen sehr schnell wéhrend einer
mukosalen Infektion produziert werden, so dass ihnen eine entscheidende Rolle
bei der Abwehr verschiedener extrazelluldrer Pathogene eingerdumt wird [71].
Aullerdem wurden Thl7-Zellen mit der protektiven Immunantwort gegen
verschiedene Bakterien und Pilze in Verbindung gebracht [72].

Treg sind essentiell fiir die Erhaltung der Homdostase der Immunzellen [73]. Die
immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF-B werden von Treg produziert und
hemmen die Proliferation und Zytokinsekretion anderer T-Effektorzellen [74].

In Abbildung 2 sind die Differenzierung, Zytokinproduktion und Effektorfunktion
der verschiedenen T-Helferzellsubtypen zusammengefasst.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Differenzierung, Zytokinproduktion und Effektor-
funktion der verschiedenen T-Helferzellsubtypen. Die Differenzierung der T-Helferzellsubtypen
wird durch das umgebende Zytokinmilieu bestimmt. Fiir die Entwicklung von Th1-Zellen sind IL-
12 und IFN-y bestimmend. IFN-y ist das Leitzytokin von Typl-T-Helferzellen, welche fiir die
Abwehr von intrazelluldren Erregern essentiell sind. Th2-Zellen werden nach Stimulation mit IL-4
und IL-2 gebildet. IL-4, IL-5 und IL-13 als Typ2-Zytokine vermitteln Abwehrmechanismen fiir
extrazelluldre Pathogene. Die Funktion von Th17-Zellen bei der mukosalen Immunitédt und Abwehr
fungaler Erreger wird gegenwiértig diskutiert. Die Differenzierung von Th17-Zellen erfolgt in der
Anwesenheit von IL-6, IL-21 und TGF-p beziehungsweise IL-13/IL-23. Die kennzeichnenden Effek-
torzytokine sind: IL-17A, IL-17F und IL-22. Treg tragen zur Aufrechterhaltung der Homoostase bei
und regulieren die Immunantwort. Die Entstehung der Regulatoren basiert auf TGF- und IL-2, zu
den Leitzytokinen werden IL-10 und TGF-p gezéahlt.

Die Differenzierung der verschiedenen T-Helferzellen ist fiir die Induktion einer
addquaten Immunantwort gegen unterschiedliche Erreger entscheidend. Neben
der Funktion der verschiedenen T-Helfersubpopulationen bei der Abwehr diverser
Krankheitserreger wurden auch pathologische Effekte beschrieben. Th1- und
Th17-Zellen wurden mit Autoimmunerkrankungen, wie Multiple Sklerose, Morbus
Crohn und rheumatoider Arthritis in Verbindung gebracht [75, 76]. Die Th2-
assoziierte Immunantwort kann mit allergischen Reaktionen und Asthma
assoziiert sein [75, 76]. Eine pathologische Funktion von Treg-Zellen bei
verschiedenen Tumorerkrankungen wird aktuell diskutiert [77].
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1.3.2.1 Induktion der T-Helferzellantwort

Residente Phagozyten der Lunge, vor allem Dendritische Zellen (DCs) und
Alveolarmakrophagen (AM) sind die ersten Immunzellen, welche nach Inhalation
von C. neoformans dem Pathogen ausgesetzt sind [78]. Beide Zelltypen
exprimieren C. neoformans erkennende Mustererkennungsrezeptoren [40, 41, 79-
83] und bilden nach Phagozytose Zytokine und Chemokine [35, 41, 84-88]. Nach
Infektion migrieren DCs zu den thorakalen Lymphknoten [89-91]. Innerhalb der
drainierenden Lymphknoten proliferieren die sensibilisierten T-Helferzellen [92]
und kolokalisieren anschlielend zusammen mit neu rekrutierten DCs innerhalb
bronchovaskulérer Infiltrate der Lunge [93]. Eine protektive Immunantwort eines
gesunden Wirtes beruht auf einer koordinierten Interaktion zwischen Antigen-
prasentierenden Zellen und Thl-Effektorzellen. IFN-y induziert eine klassische
Aktivierung von Makrophagen, welche in der Lage sind Kryptokokken zu zerstoren
[94-96]. Im Gegensatz dazu resultiert eine alternative Aktivierung der
Phagozyten, induziert durch eine Th2-basierte Antwort, in der Proliferation der
Pilze mit erhohtem Risiko einer anschliellenden Dissemination [97, 98]. In den
folgenden Abschnitten ist die Rolle der verschiedenen T-Helferzellsubtypen in der
Kryptokokkose detaillierter dargestellt. Abbildung 3 fasst die Induktion einer
protektiven Immunantwort gegen C. neoformans zusammen.
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Abbildung 3: Zusammenfassende Darstellung der Induktion einer protektiven T-Helfer-
zellantwort gegen Cryptococcus neoformans. Links: Myeloide Dendritische Zellen (DC) erkennen
(mittels Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)) und phagozytieren C. neoformans. Infolge dessen
werden Zytokine sezerniert. Mitte: Aktivierte DCs wandern in lymphatisches Gewebe und
prasentieren Kryptokokken-Antigene an naive T-Zellen (ThO) mittels Haupthistokompatibilitats-
komplex-Klasse-II (MHCII). In Kombination mit der Kostimulation von CD28 auf T-Helferzellen
(Th), tiber-B7-Molekiile der DCs, erfolgt die Differenzierung zu Th1-Zellen unter Anwesenheit von
Interleukin (IL)-12. Rechts: Antigen-spezifische Th1-Zellen produzieren Interferon-gamma (IFN-vy),
welches in der Lage ist Makrophagen (Mph) klassisch zu aktivieren. Diese Makrophagen weisen
eine Stickoxid (NO)-Bildung und eine verstirkte Segregation von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) auf, welche zur Zerstoérung von C. neoformans beitragen (modifiziert nach [99]).
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1.3.2.2 Rolle der T-Helferzellen bei der Kryptokokkose

1.3.2.21 Typl-T-Helferzellen

Die Thl-Immunantwort vermittelt Schutz vor Pilzinfektionen [100]. Es konnte
gezeigt werden, dass IL-12 als Th1-induzierendes Zytokin eine essentielle Rolle fiir
die Protektion wahrend der Kryptokokkose hat [101]. Die Expression der Thl-
Zytokine Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) und IFN-y verbessern die fungale
Kontrolle [96, 102-104]. Nach Behandlung mit IFN-y konnte ein verlingertes
Uberleben C. neoformans-infizierter Miuse gezeigt werden [103]. Weiterhin
werden Makrophagen durch IFN-y klassisch aktiviert [105]. Diese Makrophagen
sind durch die erhohte Aktivitdit des Enzyms Stickstoffmonoxid-Synthase-2
(NOS2) gekennzeichnet [105]. NOS2 produziert fungizides Stickstoffmonoxid aus
L-Arginin und fiihrt damit zur Zerstéorung von C. neoformans [105]. Zudem
produzieren klassisch aktivierte Makrophagen proinflammatorische Zytokine und
regulieren den Haupthistokompatibilititskomplex-Klasse-II (MHCII) herauf,
welcher essentiell fiir die Interaktion mit Th-Zellen ist [105]. Der Knockout von
IFN-v in Médusen resultiert in erhohten Pilzlasten [106].

1.3.2.2.2 Typ2-T-Helferzellen

Im Gegensatz zur protektiven Funktion von Thl-Zellen begiinstigt eine Th2-
assoziierte Immunantwort die Entwicklung der Kryptokokkose [107].

Wichtige Effektorzytokine einer Th2-Immunantwort sind IL-4, IL-5 und IL-13. IL-4
und IL-13 binden an verschiedenen Rezeptorkomplexen, welche sich die
hochaffine IL-4-Rezeptor-alpha (IL-4Ra)-Kette teilen [108, 109] und induzieren
die Entwicklung von alternativ aktivierten Makrophagen [110]. Diese
Makrophagen produzieren kein Stickstoffmonoxid und sind durch die erhohte
Expression von Arginase-1 und des Mannoserezeptors (CD206) gekennzeichnet
[110]. Arginase-1 spaltet L-Arginin in Harnstoff, eine leicht zugangliche Stickstoff-
quelle fiir C. neoformans [105]. Zudem werden in alternativ aktivierten
Makrophagen die Chitinase-dhnlichen Proteine YM1 und YM2 induziert, diese
bilden Kristalle, welche zur Lungenpathologie beitragen [105]. Die vermehrte
Expression von CD206 erhoht die Phagozytoserate [105]. In alternativ aktivierten
Makrophagen kommt es im Unterschied zu klassisch aktivierten Makrophagen zur
intrazelluliren Vermehrung von C. neoformans [105].

Die Bedeutung der IL-4- und IL-13-vermittelten Immunantwort im Kontext der
Kryptokokkose konnte mit Hilfe des Knockouts des IL-4Ro beeindruckend
dargestellt werden. Zuvor suszeptible Mause zeigten nach intranasaler Infektion
mit C. neoformans einen resistenten Phanotyp [111].
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IL-13 induziert in der Lunge eine Eosinophilie, Becherzellmetaplasie, vermehrte
Schleimproduktion und Atemwegshyperreaktivitat [107, 112].

Neben IL-4 und IL-13 ist IL-5 ein weiteres bedeutendes Th2-Zytokin fiir die
Differenzierung, Rekrutierung und Aktivierung von eosinophilen Granulozyten
[113].

1.3.2.2.3 Typl7-T-Helferzellen

Die Entwicklung von Th17-Zellen basiert auf der Expression des Transkriptions-
faktors RORyt [114]. Im Gegensatz dazu sind die Transkriptionsfaktoren T-bet
beziehungsweise GATA3 in die Differenzierung von Thl- und Th2-Zellen
involviert und hemmen die Entstehung von IL-17-produzierenden T-Zellen [115,
116].

Obwohl Th17-Zellen auf Grund der Produktion von IL-17 ihren Namen erhielten,
sind sie in der Lage eine Reihe von Zytokinen, z. Bsp. IL-17A, IL-17F und IL-22 zu
produzieren [117]. IL-17A und IL-17F sind auf Grund der Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten ins infizierte Gewebe bedeutend fiir die Abwehr
extrazelluldarer Bakterien [118]. Produzenten dieser Zytokine, spezielle
Funktionen sowie die Zielzellen dieser Interleukine werden im Folgenden
ausfiihrlich dargestellt.

1.3.2.3 Interleukin-17A und F

Die Zytokine IL-17A und IL-17F gehoren zu einer Familie von 6 Proteinen (IL-17A-
F) [119]. Innerhalb dieser Gruppe weisen IL-17A und IL-17F die hochste
Homologie von 50% (auf Proteinlevel) auf [120]. Murines IL-17A ist ein 21 kDa
Glykoprotein von 147 Aminosduren [121]. Sowohl IL-17A als auch IL-17F bilden
funktionell aktive Homodimere, es konnte jedoch auch ein Heterodimer von IL-
17A-1L-17F nachgewiesen werden [122, 123].

Fiir IL-17A und IL-17F sind eine Reihe von Produzenten beschrieben, darunter
finden sich Th17-Zellen, CD8" Zellen, v5 T-Zellen, natiirliche Killer (NK)/NKT-
Zellen, Lymphoid-Tissue-inducer (LTi)-Zellen, Innate Lymphoid Cells (ILC)17 und
neutrophile Granulozyten [124-126].

Die Familie der IL-17-Rezeptoren (IL-17R) umfasst die 5 Rezeptor-Untereinheiten
IL-17RA-IL-17RE, wobei IL-17RA und IL-17RC als Bindungspartner von IL-17A
und IL-17F identifiziert werden konnten [127]. Der IL-17RA wurde zunéchst als
Rezeptor fiir IL-17A bei Sdugetieren identifiziert [128]. Er bindet zudem IL-17F.
Demzufolge ist er notwendig fiir die IL-17A, IL-17A-IL-17F und IL-17F vermittelte
Signaltransduktion [129]. Zudem préazipitiert IL-17RA Liganden-abhingig mit IL-
17RC. Die exakte Stochiometrie des IL-17A-bindenden Rezeptorkomplexes ist
noch nicht vollstindig aufgeklart. Analysen des IL-17RC mit nativen Gelen weisen
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auf die Bildung eines Trimers aus zwei IL-17RA Untereinheiten und einer IL-17RC
Untereinheit hin [124, 130]. IL-17RA wird ubiquitdr exprimiert, wobei hohe
Konzentrationen im hadmatopoetischen Gewebe detektiert werden konnten [128,
131]. Auch IL-17RC wird auf einer Reihe von Zellen exprimiert, insbesondere
Epithelzellen, Fibroblasten und andere Bindegewebszellen konnten identifiziert
werden [128, 133]. So sind die Expressionsmuster von IL-17RA und IL-17RC nicht
exakt gleich. IL-17RA, nicht jedoch IL-17RC, kann auf verschiedenen Immunzellen
detektiert werden [133]. IL-17RC weist sowohl eine hohe Affinitét fiir IL-17A, als
auch fir IL-17F auf. Im Gegensatz dazu hat IL-17RA eine hohe Affinitat fiir IL-
17A, jedoch eine niedrigere Affinitat fiir IL-17F [134].

Als Hauptzielzellen von IL-17A wurden Epithelzellen, Endothelzellen und
Fibroblasten identifiziert. Zudem konnten Effekte auf Makrophagen und DCs
nachgewiesen werden [124, 135].

Nach Rezeptorbindung erfolgt die Aktivierung von MAP-Kinasen (extrazelluldre
signalregulierte Kinase (Erk) und p38 Kinase) sowie der Transkriptionsfaktoren
C/EBPR, C/EBP& und NF-xB, [124, 136]. Die Aktivierung von NF-xB erfordert das
Adaptorprotein Actl [137] und den TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor TRAF6
[138]. IL-17A und IL-17F induzieren die Produktion folgender proinflamma-
torischer Zytokine: IL-6, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) und
Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF). Ebenfalles induziert
werden die Chemokine CXCL1, CXCL2 und CXCL5 sowie antimikrobielle Peptide.
Aullerdem verstirken sie die Granulopoese und die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten [119, 120, 139].

In Abbildung 4 sind die zelluldren Quellen, Rezeptoren, Zielzellen und Effekte von
IL-17A und IL-17F zusammengefasst.
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Abbildung 4: Zusammenfassende Darstellung der IL-17A/IL-17F produzierenden Zellen,
Rezeptoren, Zielzellen und Effektorfunktionen. IL-17A und IL-17F werden von einer Reihe von
Immunzellen, wie T-Helferzellen Typ17 (Th17), v& T-Zellen, CD8" T-Zellen, natiirlichen Killer
(NK)/NKT-Zellen, Lymphoid-Tissue-inducer (LTi)-Zellen, Innate Lymphoid Cells (ILC)17 und
neutrophilen Granulozyten produziert. Beide Zytokine wurden sowohl als Homo- als auch Hetero-
dimer beschrieben und binden an einen Rezeptorkomplex aus IL-17RA und IL-17RC. Hauptziel-
zellen sind vor allem Epithel- und Endothelzellen sowie Fibroblasten. Zudem konnten Effekte auf
Makrophagen und DCs beobachtet werden. Nach Rezeptorbindung erfolgt die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-xB, MAP-Kinasen, C/EBPR und C/EBP3, welche in der Bildung
verschiedener Chemokine und Zytokine resultiert und mit einer proinflammatorischen Reaktion,

Induktion antimikrobieller Peptide und der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten einher

geht (modifiziert nach [124]).
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1.3.2.3.1 IL-17A bei der Kryptokokkose

Th17-Zellen kommen in mukosalen Grenzflichen vor, wo eine kontinuierliche
Exposition mit Mikroorganismen, darunter ubiquitir vorkommende fungale
Pathogene, erfolgt [140]. Untersuchungen zur Rolle der IL-17A-produzierenden T-
Zellen bei der Abwehr von Pilzen haben zu widerspriichlichen Ergebnissen
gefiihrt. Huang und Mitarbeiter zeigen, dass IL-17A-Rezeptor-defiziente Mé&use
eine geringere Resistenz gegeniiber einer systemischen Candida albicans Infektion
aufweisen [141]. Hohere fungale Organlasten in den Nieren sowie ein reduziertes
Uberleben sind assoziiert mit verringerter Mobilisierung peripherer neutrophiler
Granulozyten und deren Rekrutierung in die Nieren [141]. Es gibt jedoch auch
Hinweise auf eine negative Rolle von IL-17A und IL-23 bei fungalen Infektionen.
IL-23 spielt eine entscheidende Rolle bei der Erhaltung von Thl7-
Effektorfunktionen [142, 143]. Der Knockout von IL-23p19, einer Untereinheit
von IL-23, resultiert in einem weniger suszeptiblen Phanotyp nach intragastraler
Infektion mit C. albicans und intranasaler Infektion mit Aspergillus fumigatus und
fiihrt zu einer verstiarkten Produktion von IL-12 und IFN-y [144].

Die Rolle Th17-assoziierter Effektorfunktionen in der Kryptokokkose konnte bisher
nicht eindeutig geklart werden. Nach Knockout von IL-23p19 kann ein maRig
reduziertes Uberleben und eine verminderte Elimination der Kryptokokken in der
Leber gezeigt werden bei stark reduzierter Produktion von IL-17A [145]. Es wurde
gefolgert, dass IL-23 die dominantere, protektive Rolle von IL-12 wéhrend einer
chronischen Infektion durch eine verstédrkte Entziindungsreaktion und individuelle
Zytokinregulation komplementiert.

Die Behandlung intranasal C. neoformans-infizierter Mause mit anti-IL-17A-Anti-
korpern fithrt in der Friihphase zu erhohten Pilzlasten in der Lunge [146]. Die
Autoren schlief3en auf eine Rolle von IL-17A in der frithen Immunantwort gegen
C. neoformans [146]. Eine Beteiligung von IL-17A bei der klassischen Aktivierung
von Makrophagen kann zwar nicht nachgewiesen werden, jedoch wird in
primdren humanen Makrophagen gezeigt, dass eine IL-17A-Behandlung die intra-
zellulare Proliferation von C. neoformans reduziert [95, 146].

Wozniak und Mitarbeiter konnen zeigen, dass der Schutz vor einer pulmonalen
Infektion mit dem IFN-y-produzierenden C. neoformans Stamm H99y mit der IL-
17A-Synthese assoziiert ist [126]. In dieser Studie werden neutrophile Granulo-
zyten als Hauptquelle von IL-17A identifiziert. Es liegt also nahe, dass die
mogliche IL-17A-vermittelte Protektion nicht mit der Th1l7-Immunantwort in
Verbindung zu bringen ist [126]. Der Knockout von IL-17A resultiert initial in
erhohten Organlasten, zu einem spéteren Zeitpunkt konnen jedoch keine
Unterschiede mehr festgestellt werden [126]. Nach Knockout des IL-17RA konnen
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keine Unterschiede im Uberleben der Tiere, verglichen mit Wildtyptieren,
detektiert werden [126]. Die Thl-assoziierte Immunantwort ist protektiv. Einen
Anteil von IL-17A zur optimalen Abwehr der pulmonalen Infektion mit C.
neoformans wird jedoch diskutiert [126].

Eine erst kiirzlich publizierte Studie zeigt, dass IL-17A die Wirtsabwehr gegen
einen malig virulenten C. neoformans Stamm (52D) verstarkt [147]. Die Autoren
beschreiben die Rekrutierung von Leukozyten in die Lunge, eine Verstarkung der
IFN-y-Produktion durch T-Zellen und die Aktivierung von myeloiden Zellen als
Effekte von IL-17A.

Insgesamt weisen die Daten daraufhin, dass IL-17A einen Beitrag zur optimalen
Abwehr, vor allem in der Friihphase der Infektion mit C. neoformans, leistet.
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1.3.2.4 Interleukin-22

Neben IL-17A und IL-17F ist IL-22 ein weiteres wichtiges Effektorzytokin der
Th17-assoziierten Immunantwort (siehe Abbildung 2). IL-22 gehort zur IL-10-
Familie und ist ein Glykoprotein von 146 Aminosduren mit einer errechneten
Masse von 16.7 kDa [148, 149]. Western Blot Analysen von rekombinanten IL-22
weisen auf ein hoheres Molekulargewicht hin, welches sich moglicherweise aus
der Bildung von Homodimeren ergibt [150].

Die Produktion von IL-22 konnte in verschiedenen Immunzellen nachgewiesen
werden. So wird IL-22 in Th1, Th17 und humanen Th22-Zellen produziert [149].
Des Weiteren konnten verschiede Zellen der innaten Immunantwort mit der
Bildung von IL-22 assoziiert werden, darunter NK/NKT-, LTi-(dhnliche)-Zellen
und ILC22 (auch NK22) [149].

IL-22 bindet an einen Heterodimer-Rezeptorkomplex, bestehend aus der IL-10-
Rezeptor-Kette-2 (IL-10R2) und der IL-22-Rezeptor-1-Kette (IL-22R1) [149]. IL-
22R1 wird ausschlief8lich auf Gewebszellen, nicht aber auf Immunzellen,
exprimiert [149]. IL-10R2 wird ubiquitar exprimiert [151]. IL-22 bindet primar IL-
22R1, was nachfolgend die Bindung von IL-10R2 ermoéglicht und damit die
Formation des dreiteiligen Komplexes komplementiert. Die Bindung von IL-10R2
wird durch eine Konformationsdnderung, als Folge der Bindung von IL-22 an IL-
22R1 moglich [149]. Folglich bestimmt die Expression der IL-22R1-Kette, ob eine
Zelle fiir IL-22 empfanglich ist [152].

Die Bioverfiigbarkeit von IL-22 wird durch das losliche IL-22-bindende-Protein (IL-
22BP), das als natiirlicher Antagonist fungiert, reguliert [153].

Die Expression von IL-22R1 konnte in verschiedenen Organen (Haut, Niere,
Pankreas, Diinndarm, Leber, Kolon, Lunge und Trachea) gezeigt werden. Dabei
wurde die starkste Expression in der Haut und dem Pankreas nachgewiesen [154].
Innerhalb der Haut wurden verschiedene Zelltypen analysiert und eine starke
Expression des IL-22R1 innerhalb der Keratinozyten detektiert [154, 155].
Aulderdem konnten IL-22-assoziierte Effekte in verschiedenen Fibroblasten nach-
gewiesen werden [152]. Weiterhin wurden Hepatozyten und azindse Zellen des
Pankreas als wichtige Zielzellen beschrieben [156, 157]. Interessanterweise,
findet man in Schutzschichten des Korpers, welche die erste Barriere zur Abwehr
pathogener Organismen darstellen, eine starke Expression von IL-22R1. Diese
Barrieren enthalten vor allem Epithelzellen [152]. In verschiedenen funktionellen
Studien konnten Epithelzellen des Intestinal- und Respiratorischentraktes als
Hauptzielzellen von IL-22 identifiziert werden [152].

Nach Bindung von IL-22 an den Rezeptor erfolgt die Phosphorylierung der
Tyrosinkinasen Tyk2 und Janus-Kinase-1 (Jak1l) [158], welche in der Aktivierung
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der Signaltransduktoren und Transkriptionsfaktoren STAT3 und abhdngig vom
System auch STAT1 und STATS5 resultieren [159, 160]. Aulserdem induziert IL-22
drei MAP-Kinasen: Erk, c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und p38 [158].

IL-22 induziert in Epithelzellen die Expression antimikrobieller Peptide [151,
161]. Im Gegensatz zu den starken proinflammatorischen Effekten von IL-17A
induziert IL-22 regenerative Prozesse in Epithelzellen. IL-22 bewirkt Reepitheliali-
sierung, verstiarkt die Migration und Proliferation von Epithelzellen und hemmt
die Differenzierung der Keratinozyten [151, 162, 163]. Die IL-22-induzierte
Modulation der Keratinozytenfunktion dhnelt der bei der Psoriasis und/oder
Wundheilung, was die Vermutung zuldsst, dass IL-22 in beide Prozesse involviert
ist [160, 162, 164]. Dariiber hinaus wirkt IL-22 positiv auf die Lungenfunktion
und fordert die Barriere-Funktion mittels einer Induktion der Epithelzell-
proliferation [165]. In Hepatozyten induziert IL-22 antiapoptotische und mitogene
Proteine via STAT3 und schiitzt vor einer systemischen Entziindung durch die
Induktion des Lipopolysaccharid-bindenden-Proteins [166]. Aufderdem stimuliert
IL-22 wiahrend der Infektion mit Citrobacter rodentium die Produktion von
protektivem Mukus (Mucl, Muc3, Muc10 und Muc13) im Darm [167].

Neben dem regenerativen Effekt auf Epithelzellen ist IL-22 auch in der Lage die
proinflammatorische Wirkung von TNF-a auf Keratinozyten zu verstarken [168].
Jiingste Untersuchungen zeigen, dass IL-17A die proinflammatorischen Effekte
von IL-22 in der Lunge verstarkt [169].

Uber die Funktion von IL-22 bei fungalen Infektionen ist wenig bekannt [149].
Eine Reihe von antimikrobiellen Peptiden, welche als Reaktion auf IL-22
produziert werden (beta-Defensin (BD)2, BD3, S100A8 und S100A9), wirken
gegen Candida albicans [170, 171]. In einem Maus-Infektionsmodell der
oropharyngealen Kandidose wird die Rolle von IL-22 untersucht. In Wildtyp-
mausen kann die Infektion eliminiert werden, hingegen wiesen IL-22-defiziente
Tiere ein vermindertes Abwehrvermégen auf [172]. Aullerdem kann in einem
intragastralen und systemischen Modell eine essentielle Rolle fiir IL-22
beschrieben werden [173]. Die Autoren zeigen, dass IL-22-defiziente Mause das
Pilzwachstum weniger gut kontrollieren konnen. In Abwesenheit von IFN-y oder
des IL-17RA ist IL-22 erhoht nachweisbar und vermittelte Schutz [173].

Menschen mit einer niedrigen Bioaktivitit von IL-22, IL-17A und IL-17F,
resultierend aus systemischen, neutralisierenden AutoantikOrpern gegen diese
Zytokine leiden verstarkt unter rezidivierender Kandidose. Diese chronische
mukokutane Kandidose tritt im Kontext des Autoimmun-polyglandulidren
Syndroms Typ 1 auf [174].
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Die folgende Abbildung fasst die zelluldren Quellen, Rezeptoren, Zielzellen und
Effekte von IL-22 zusammen.

Zellulare Quellen Rezeptor & Zielzellen Effekt

MAPKs

Thl7
STAT1/3/5
yd T-Zellen
NK/NKT ssssssnsnnafenennnnnfunnnnnnnnnnn Chemokine
S S Zytokine
Mukus
LTi-(&hnliche) Zellen T
IL-22R1 IL-10R2
ILC22 (NK22) Entziindung
Epithelzellen
Thl Keratinozyten Induktion
. antimikrobieller Peptide
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Gewebsschutz/ -regeneration
Pankreas-Zellen

Abbildung 5: Zusammenfassende Darstellung der IL-22-produzierenden Zellen, Rezeptoren,
Zielzellen und Effektorfunktionen. Als zellulire Quellen von IL-22 wurden die Folgenden
beschrieben: Th17, v& T-, NKT, LTi-(dhnliche)-Zellen, ILC22 und Th1 sowie im Menschen Th22.
Der Rezeptor fiir IL-22 setzt sich aus IL-22R1 und IL-10R2 zusammen und eine Wirkung wurde auf
Epithelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten, Hepatozyten und azindse Zellen des Pankreas
beschrieben. Nach Rezeptorbindung erfolgt eine Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen und
STAT1/3/5. Neben der Induktion von antimikrobiellen Peptiden konnten sowohl proinflamma-
torische Effekte, als auch Gewebsregeneration nachgewiesen werden.
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1.3.2.5 Th17-Zytokin-assoziierte Induktion von AMPs

IL-17A, IL-17F und IL-22 induzieren die Expression von antimikrobiellen Peptiden
(AMPs), z.B. humanes beta-Defensin-2 (HBD2), HBD3 [154] und Calgranulin, in
humanen Hautkeratinozyten und bronchialem Epithel [151, 161, 164, 165].
Dariiber hinaus induzieren IL-17A und IL-22 synergistisch die Lipocalin-2
Expression in trachealen Epithelzellen der Maus. Diese Induktion ist notwendig
fiir die antimikrobielle Aktivitit gegen das Gram-negative Bakterium Klebsiella
pneumoniae [165]. Auch eine antifungale Wirkung von AMPs auf C. neoformans
kann nachgewiesen werden [175, 176].

Verglichen mit konventionellen antimikrobiellen Wirkstoffen, welche speziell
gegen Bakterien oder Pilze wirken, haben AMPs oft ein breiteres Wirkspektrum
mit Aktivitit gegen Bakterien, Pilze, Parasiten, behiillte Viren und sogar
Krebszellen [177]. AMPs stellen so einen essentiellen Teil der innaten
Immunantwort dar und dienen so der ersten Abwehr vor Infektionen [177].
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1.3.2.6 Zusammenfassung

Eine Zusammenfassung der wichtigsten Effektorfunktionen der verschiedenen T-
Helferzellsubpopulationen wihrend der Kryptokokkose findet sich in der
folgenden Abbildung.

IFN-yl IL-4ﬂ IL-13 IL-17A/F1IL-22

Alternative E Induktion

| Klassische ! .
' Aktivierung von i | Aktivierung von | antimikrobieller
Makrophagen | | Makrophagen ! Peptide
Kontrolle der Unkontrolliertes Einfluss auf
Infektion Pilzwachstum Infektion?

Abbildung 6: Schematische Darstellung der wichtigsten Effektorfunktionen der T-
Helferzellsubpopulationen bei der Kryptokokkose. IFN-y resultiert in der klassischen
Aktivierung der Makrophagen, die einen wichtigen Beitrag zur Kontrolle der Infektion leisten. Im
Gegensatz dazu aktivieren die Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 Makrophagen alternativ. In derartig
aktivierten Phagozyten ist C. neoformans in der Lage zu {iberleben und sogar zu proliferieren. Es
kommt zum unkontrollierten Pilzwachstum. Eine Funktion der Th17-Zykokine ist die Induktion
antimikrobieller Peptide. Ein moglicher protektiver Effekt der Thl7-assoziierten Immunantwort
bei der Kryptokokkose wird diskutiert.
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1.4 Zielstellung

Besonders bei immunsupprimierten Personen ist die Behandlung der akuten
Kryptokokkose eine Herausforderung [10]. Die Mortalitat bei HIV-Patienten mit
Kryptokkoken-Meningitis, nach einem Jahr Behandlung, liegt trotz Kombination
von antifungalen Medikamenten mit einer hochaktiven antiretroviralen Therapie
(HAART) bei 25% [178]. Die hohen Mortalitdtsraten unterstreichen die
Signifikanz der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien, auch im Hinblick auf
die Moglichkeiten neuer Immuntherapeutika. Uberdies steigt die Anzahl nicht
HIV-assoziierter C. neoformans Infektionen mit der Entwicklung der Transplan-
tationsmedizin bzw. der Anwendung von Immunsuppressiva. Obendrein ist die
langwierige Behandlung einer Cryptococcus-assoziierten Meningitis mit dem
vorwiegend verwendeten Antimykotikum Amphotericin B mit erheblichen Neben-
wirkungen, wie Ubelkeit, Fieber, Hypoxie, Verinderungen des Blutdruckes und
Nierenschadigungen behaftet [179]. Fiir Fluconazol wurden Resistenzentwick-
lungen von C. neoformans beschrieben [180]. Die Entwicklung neuer Prophylaxen
oder Behandlungsstrategien erfordert die weiterfiihrende Analyse der
Immunantwort gegen C. neoformans. Fiir neue immunmodulatorische
Behandlungen oder Impfstrategien konnten, neben protektiven Thl-Zytokinen,
moglicherweise auch Thl7-assoziierte Zytokine einen neuen Ansatz liefern. Die
Rolle dieser Zytokine bei der Abwehr fungaler Erreger, vor allem von IL-17A, wird
zwar weiterhin kontrovers diskutiert, im Zusammenhang mit der Kryptokokkose
jedoch scheint die Beteiligung an der friihen Abwehr denkbar. Das Vorkommen
von Th17-Zellen in der Mukosa sowie die Induktion von AMPs durch IL-17A, IL-
17F und IL-22, sprechen fiir die mogliche Relevanz bei der Abwehr einer
pulmonalen Mykose. Eine Immuntherapie mit Th17-assoziierten Zytokinen konnte
somit moglicherweise als neuartiges, ergdnzendes Therapeutikum interessant
werden. Bisher gibt es nur wenige Studien zur Untersuchung der Signifikanz von
IL-17A bei einer Infektion mit C. neoformans. Die Funktion von IL-22 wurde in
keiner bisher publizierten Arbeit untersucht. Ziele dieser Arbeit sind:

1. die Untersuchung der Induktion Th17-assoziierter Zytokine im Verlauf der
bronchopulmonalen Infektion mit C. neoformans in der Maus,

2. die Charakterisierung der Produzenten dieser Zytokine in der murinen
Lunge sowie

3. die Analyse der in-vivo-Funktion der Thl7-assoziierten Immunantwort,
beziehungsweise der einzelnen Th17-Zytokine.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Mause

Fiir Infektionsversuche wurden ausschliel3lich 8-14 Wochen alte, weibliche Mause
mit C57BL/6-Hintergrund verwendet. Die Versuchstiere wurden in individuell
beliifteten Kafigsystemen, unter spezifisch pathogenfreien (SPF)-Bedingungen,
entsprechend der Richtlinien des Tierschutzgesetztes und nach Genehmigung
durch die Landesdirektion (Aktenzeichen 24-9168.11/14/19) Leipzig, gehalten.

Die Tiere erhielten steriles Futter und Wasser ad libitum. Entsprechend der
Vorgaben der Vereinigung von europdischen versuchstierkundlichen Gesell-
schaften (FELASA) wurde periodisch auf Pathogene getestet. Alle Maduse waren
negativ fiir Madenwiirmer und andere Ekto- und Endoparasiten. Die Morbiditat
und das Uberleben infizierter Tiere wurden téglich {iberwacht. Die folgende
Tabelle fasst die verwendeten Mausstimme zusammen.

Tabelle 2: Verwendete Mauslinien. Es wurden ausschlieflich 8-14
Wochen alte, weiblich Méduse mit C57BL/6-Hintergrund verwendet.

Genotyp Quelle/Literatur
Wildtyp Janvier, Saint Berthevin
IL-12p357 [181]

IL-4Ro” [182]

IL-227 [183]

IL-12p35” x IL-4Ro” nicht publiziert
IL-12p357 x IL-17A” [184]

IL-12p357 x IL-227 nicht publiziert

2.1.2 Cryptococcus neoformans-Stamme

Zur Infektion wurde der Cryptococcus neoformans Stamm 1841, Serotyp D [101]
verwendet. Der Stamm 1841 wurde bereitgestellt durch die Firma Hoffmann-La
Roche Ltd., Basel, Schweiz und bei -80°C und einer Konzentration von 1*108
Zellen in 10% Magermilchpulver gelagert. C. neoformans 1841 ist ein Isolat aus
dem Liquor cerebrospinalis eines HIV-Patienten mit Kryptokokken-Meningitis in
Basel.
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Fiir die Restimulation isolierter Priméarzellen wurde der C. neoformans Stamm
Cap67 verwendet [185]. Diese kapsellose Mutante wurde durch Dr. Bettina Fries,
Albert-Einstein College of Medicine, Bronx, NY bereitgestellt. Fiir die Restimu-
lation wurde Cap67 eine Stunde bei 60°C inaktiviert.

2.1.3 Gerate
Dispergiergerat
IKA® ULTRA-TURRAX®, Typ T8 IKA®-Werke GmbH & CO. KG;
Staufen, Deutschland
Durchflusszytometer
BD FACSCanto™ II BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
BD LSRII™ BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
BD LSRFortessa™ BD Bioscience;

Heidelberg, Deutschland

ELISA-Reader
SpectraMax 340PC™ Molecular Devices;
Sunnyvale, USA
Gerate zur Bearbeitung histologischer Proben

Einbetten: Shandon Pathcentre™ Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland

GieBen: HistoStar™ Embedding Workstation
Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland

Schneiden: Microm HM 400 Schlittenmikrotom
Thermo Fisher Scientific Inc.;

Schwerte, Deutschland

®

Firben: Tissue-Tek® Prisma Sakura Finetek Germany GmbH;

Staufen, Deutschland

Inkubatoren
Inkubator Typ 400 Bachofer Laboratoriumsgerate;
Reutlingen, Deutschland

Thermo Scientific Forma® Series II Water Jacketed CO5, Incubator

Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland
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Kiihlschrank/ Kiihl-Gefrierkombination/ Tiefkiihlschrank

Kiihlschrank Bosch Economic Cooler Robert Bosch GmbH;
Stuttgart, Deutschland

Kiihl-Gefrierkombination Thermo Cryotechnics, STINOL KG103
Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland

-80°C Tiefkiihlschrank Thermo EC Forma -86C ULT Freezer
Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland

Mikroskop
Axiovert 40 Carl Zeiss; Gottingen, Deutschland

Mikroplatten-Wascher
Ultra Wash Plus Dynex Technologies GmbH;
Denkendorf, Deutschland

Zahlkammer
Neubauer, 0,1 mm Tiefe, 0.0025 mm? LO - Laboroptik Ltd; Lancing, UK

Pipetten
Pipet-Lite Rainin (Pipetten);
Giellen, Deutschland
Rotator
Stuart rotator SB2 Bibby Scientific Limited;
Staffordshire, UK
Schiittelinkubator
3031 GLF; Burgwedel, Deutschland
Sicherheitswerkbank
HERAsafe, Klasse 2, Typ H Thermo Fisher Scientific Inc.;
Schwerte, Deutschland
Vortexer
VWR® Mini Vortexer VWR®; Darmstadt, Deutschland
Zentrifugen
Microfuge 22R Beckman Coulter GmbH;
Krefeld, Deutschland
Heraeus Megafuge 40R Thermo Fisher Scientific Inc.;

Schwerte, Deutschland
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2.1.4 Reagenzien & Verbrauchsmaterialien

Agar-Agar, Kobe I Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

BD Falcon™ Multiwell-Zellkulturplatten
96-Well (Flachboden) mit Deckel
Standard TC-behandelt Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

BD Falcon™ Rundboden-Rohrchen Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

BD Falcon™ Zellsiebe, 100 pum Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland
Blutentnahmesystem
S-Monovette® 1,2 ml, 66 x 8 mm, Lithium-Heparin, steril
Sarstedt AG & Co.;
Niimbrecht, Deutschland
Kaniile fiir S-Monovette® 21Gx1 %4
Sarstedt AG & Co.;
Niimbrecht, Deutschland
Eppendorf Safe-Lock Gefédle 1,5 ml
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH;
Wesseling/Berzdorf, Deutschland

COy Linde Gas Deutschland;
Pullach, Deutschland

Collagenase A Roche Deutschland Holding GmbH;
Grenzach-Wyhlen, Deutschland

D(+)-Glucose Monohydrat Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Deoxyribonuclease I from bovine pancreas Type IV, lyophilized powder,
>2,000 Kunitz units/mg protein Sigma-Aldrich Chemie GmbH,;
Miinchen, Deutschland
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ELISA-Platten

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid plates

MaxiSorp™ flat bottom plate, pinchbar design

Ethanol, 70%, vergallt

FBS

Fc-Block

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Gibco®, Life Technologies GmbH;
Darmstadt, Deutschland

Gereinigter Ratte Anti-Maus CD16/CD32 (Maus BD Fc Block™)

fliissiger Stickstoff

Gelatine

Ionomycin calcium salt

Iscove's modified DMEM (IMDM)

Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH;
Diisseldorf, Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

with 25mM HEPES, L-Glutamine PAA; Pasching, Deutschland

Kaniilen

Sterican® Standardkaniilen, Einmalkaniilen, 0,45 x 25 mm, 25 G x 1

KCl

Ursotamin®

KH2PO4

Kryorohrchen mit Auf3engewinde
1,2 ml

B. Braun Melsungen AG;
Melsungen, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Ceva Tiergesundheit;
Diisseldorf, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG;
Trasadingen, Schweiz
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Lebend/Tot-Farbstoffe
Fixable Viability Dye eFluor® 780
eBioscience; Frankfurt, Deutschland

LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit
Molecular Probes, Life Technologies

GmbH; Darmstadt, Deutschland

MgCly x 6H20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

MgS0O4 x 7 H20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

Mikrotiterplatten, 96-well V-Form, ohne Deckel
Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel;
Leipzig, Deutschland

Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

NacCl Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

NayCO3 Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

NaHCO3 Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Na,HPO4 Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

NaNO- Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Naphtytendiamidedihydrochlorid Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Natriumazid reinst Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat AppliChem GmbH,;

Darmstadt, Deutschland

NH4C1 Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH; Miinchen, Deutschland

Penicillin/Streptomycin PAA; Pasching, Deutschland
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Percoll PLUS/Percoll GE Healthcare Europe GmbH;
Freiburg, Deutschland

Perfusionsbesteck
Kaniile mit Prazisionsschliff, aufSen trockensilikonisiert, 21G, 0,8 x 19mm
Dispomed Witt oHG;
Gelnhausen, Deutschland

Infusionszubehor INTRAFIX Air P 150cm Luer Lock
B. Braun Melsungen AG;
Melsungen, Deutschland

Petrischalen PESKE-Laborbedarf;
Aindling-Arnhofen, Deutschland

Phenolrot Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

Phorbol 12-myristate 13-acetate Enzo Life Sciences GmbH,;
Lorrach, Deutschland

Roti-Histofix 4% Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640
with L-Glutamine, 25mM HEPES, Phenol Red
PAA; Pasching, Deutschland

Rundbodenrohrchen, Gamma-sterilisiert TPP Techno Plastic Products AG;
Trasadingen, Schweiz

Saponin Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

Selbstklebende Abdeckfolie fiir Mikrotiterplatte
Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel;
Leipzig, Deutschland
Serum-Seperator
BD Microtainer® Tubes Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

Skalpellklingen, einzeln steril C. Bruno Bayha GmbH;
Tuttlingen, Deutschland

Spritze
BD Plastipak '™ Spritzen mit Luer-Ansatz, 1 ml
Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland



Spritzenfilter LL / PES / 0,2 pm
6 cm2, @ 33x27 mm

Standardinfusionslosung (0,9% NaCl)

Sterile Blutlanzetten
Solofix® Blutlanzetten
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TPP Techno Plastic Products AG;
Trasadingen, Deutschland

Baxter; UnterschleilSheim, Deutschland

B. Braun Melsungen AG;
Melsungen, Deutschland

Streptavidin-PerCP (Durchflusszytometrie)

Streptavidin-HRP (ELISA)

Sulphanilamid

BioLegend®; Fell, Deutschland

SouthernBiotech, BIOZOL
Diagnostica Vertrieb GmbH;
Eching, Deutschland

Sigma-Aldrich;
Taufkirchen, Deutschland

TMB Microwell Peroxidase Substrate System

Trypanblau

Trypton/Pepton aus Casein

Tween® 20

Xylazin (20 mg/ml)

15 ml-Zentrifugenréhrchen

medac GmbH; Wedel, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Ceva Tiergesundheit;
Diisseldorf, Deutschland

BD Falcon™ 15 ml high-clarity polypropylene conical centrifuge tube

50 ml-Zentrifugenréhrchen

Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

50 ml high-clarity polypropylene conical centrifuge tube

50/60 ml Spritze

Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

BD Plastipak™ Spritzen mit Luer-Lok"“-Ansatz

Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland
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2.1.5 Puffer, Medien & Losungen

Blockpuffer
0,1% Gelatine
0,5% Albumin Fraktion V
in PBS

Carbonatpuffer
206 mM NaHCO3
81 mM
in Aqua dest.

Eosinlosung
120 ml Eosin-Stammlosung
600 ml 70%iges Ethanol
0,3 ml Eisessig

Eosin-Stammlosung
14 mM Eosin in 70%igem Ethanol

FACS-Puffer
3% FBS
0,1% Natriumazid reinst
in PBS

Gey's Solution
20% Losung A
5% Losung B
5% Losung C
in Aqua bidest., steril

Gey s Losung A (sterilfiltriert)

0,65 M NH4Cl

25 mM KCI

4 mM NayHPO4

25 mM o-D(+)-Glucose Monohydrat
0,14 mM Phenolrot

in Aqua bidest.

Gey s Losung B (sterilfiltriert)
0,21 mM MgCl, x 6H,0
0,06 mM MgSO4 x 7 H20O
in Aqua bidest.
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Gey s Losung C (sterilfiltriert)
2,7 mM NaHCOs3
in Aqua bidest.

Griess Reagenz
0,1% Naphtytendiamidedihydrochlorid in Aqua dest
1% Sulphanilamid in 5% konzentrierter H3PO4

Héamatoxilin nach Mayer
3,3 mM Héamatoxilin
1 mM Natriumjodat
194 mM Aluminium-Kaliumsulfat
302 mM Chloralhydrat
5 mM kristalline Citronensaure
in Aqua dest.

Narkotikum
10% Ursotamin® (100 mg/ml)
2% Xylazin (20 mg/ml)
in PBS

PBS (pH 7,4), steril
137 mM NacCl
2,7 mM KCl
12.9 mM NasHPO4
1,5 mM KH2PO4
in Aqua bidest.

Perjodsaurelosung
44 mM Perjodsaure
in Aqua dest.

Sabouraud (SAB)-Fliissigmedium
1% Trypton/Pepton aus Casein
2% o-D(+)-Glucose Monohydrat

SAB-Platten
1% Trypton/Pepton aus Casein
2% o-D(+)-Glucose Monohydrat
2% Agar-Agar, Kobe I
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Serum-Diluent
0,1% Gelatine
0,05% Tween® 20
0,5% Albumin Fraktion V
in PBS

FACS-Saponin-Puffer
0,5% Saponin in FACS-Puffer

Waschpuffer
0,05% Tween® 20 in PBS

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Antikdrper zur Restimulation von Primarzellisolaten

Aufgereinigter NA/LE Hamster anti-Maus CD3e
Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

Aufgereinigter NA/LE Hamster anti-Maus CD28
Becton, Dickinson and Company;
Heidelberg, Deutschland

2.1.6.2 Antikorper fur durchflusszytometrische Analysen

Die folgende Tabelle fiihrt die verwendeten Antikorper, der phénotypischen
Untersuchung der Lungenleukozyten beziehungsweise intrazelluldre Farbung von
Zytokinen zur Charakterisierung der produzierenden Zellen, mit den entsprechen-
den Isotypkontrollen auf.
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Tabelle 3: Antikorper fiir durchflusszytometrische Analysen. Fluoreszenzgfarbstoffe Fluorescein
(FITC), R-Phycoerythrin (PE), Cyanin (Cy), Allophycocyanin (APC), Peridinin Chlorophyll Protein

Complex (PerCP)

Antikorper Klon Fluoreszenz-  Firma, Standort
farbstoff
B220 RA3-6B2 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Ratte I1gG2a, eBR2a FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
CD3 145-2C11 PE-Cy7/Biotin eBioscience; Frankfurt, Deutschland
FITC BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
Armenischer e€Bi0299Arm PE-Cy7/Biotin/ eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Hamster 1gG FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
CD4 RM4-5 Alexa Fluor® 700 eBioscience; Frankfurt, Deutschland
RM4-5 Pacific Blue™ BioLegend®; Fell, Deutschland
Ratte IgG2a, x eBR2a Alexa Fluor® 700 eBioscience; Frankfurt, Deutschland
RTK2758 Pacific Blue™ BioLegend®; Fell, Deutschland
CD11b M1/70 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Ratte IgG2b, x eB149/10H5 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
CDl11c N418 APC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Armenischer eBi0299Arm APC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Hamster IgG
CD45 30-F11 FITC BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
Ratte IgG2b, x eB149/10H5 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
CD117 (c-Kit) 2B8 APC-H7 BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
Ratte IgG2b, x RTK4530 APC/Cy7 BioLegend®; Fell, Deutschland
CD196 (CCR6) 29-21.17 PE BioLegend®; Fell, Deutschland
Hamster IgG1, A1  G235-2356 PE BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland
Gr-1 RB6-8C5 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland
Ratte IgG2b, €B149/10H5 FITC eBioscience; Frankfurt, Deutschland

IL-17A

Ratte IgG1, x
IL-22

TC11-18H10.1

Ratte IgG1, x
Poly5164

Pacific Blue™

Pacific Blue™

Alexa Fluor® 647

BioLegend®; Fell, Deutschland

BioLegend®; Fell, Deutschland
BioLegend®; Fell, Deutschland
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Ziege 1gG Poly24030
NK-1.1 PK136
Maus IgG2a, x MOPC-173
NKp46 (CD335) 29A1.4
Ratte IgG2a, x eBR2a
Siglec-F E50-2440
IgG2a, x R35-95
T1/ST2 (IL-33R) DJ8

Ratte IgG1, x eBRG1

Alexa Fluor® 647
PerCP/Cy5.5
PerCP/Cy5.5
FITC

FITC

Biotin

Biotin

FITC

FITC

BioLegend®; Fell, Deutschland
BioLegend®; Fell, Deutschland
BioLegend®; Fell, Deutschland
eBioscience; Frankfurt, Deutschland
eBioscience; Frankfurt, Deutschland

BD Bioscience;
Heidelberg, Deutschland

BD Bioscience;

Heidelberg, Deutschland

MD Bioproducts; Egg b. Ziirich,
Schweiz

eBioscience; Frankfurt, Deutschland

2.1.6.3 Antikorper fur ELISA

Tabelle 4 fiihrt die fiir ELISAs verwendete Antikorper, Standards und Konzen-

trationen auf.

Tabelle 4: Antikorper und Standards fiir ELISAs.

ELISA Fangerantikorper Standard Detektions-
antikorper
IL-17A Maus IL-17 DuoSet Maus IL-17 DuoSet Maus IL-17 DuoSet
(R&D Systems GmbH; (R&D Systems GmbH; (R&D Systems GmbH;
Wiesbaden-Nordenstadt, Wiesbaden-Nordenstadt, Wiesbaden-
Deutschland) Deutschland) Nordenstadt,
2 png/ml in PBS Bereich: 0,01-10 ng/ml Deutschland)
0,4 ng/ml
IFN-y Klon AN18 Rekombinantes murines IFN-yy  XMG1.2-POD
5 ng/ml (PeproTech Germany; 0,32 pg/ml
in Carbonatpuffer Hamburg, Deutschland)
Bereich: 0,01-10 ng/ml
IgE Anti-Maus IgE Murines IgE Standard Biotinyliertes
Klon R35-72 Klon C38-2 anti-Maus IgE
(BD Pharmingen™, (BD Pharmingen™, Klon R35-118
Heidelberg, Heidelberg, Deutschland) (BD Pharmingen™,
Deutschland) Bereich: 0,002-2 pg/ml Heidelberg,
5 pg/ml Deutschland)
in Carbonatpuffer 1:200
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2.2 Methoden
2.2.1 Anzucht von Cryptococcus neoformans

Fiir die Infektion der verschiedenen Maus-Genotypen wurden 200 ml SAB-
Medium mit 1*10® Zellen Cryptococcus neoformans 1841 (Serotyp D, in 10%
Magermilchpulver) inokuliert. Die Kultivierung erfolgte fiir 18 h bei 30°C und 80
rpm.

Anschlieffend wurden 10 ml der Zellsuspension in ein konisches 15 ml-Zentri-
fugenrohrchen iiberfiihrt und dreimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Die Zell-
suspension wurde dabei mit 300 x g fiir 8 min bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 10 ml PBS resuspendiert. Die Verdopplungszeit wurde bestimmt. Dazu
wurde die Zellzahl mittels Zdhlung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
folgende Formel verwendet:

- k:’:t
Xx=Xo*e

Formel 1: Formel zur Bestimmung der Verdopplungszeit.
k: Wachstumskoeffizient; k=In(x/Xq)/t; Xo: 1*108; t: Zeit (18 h); x;: Zellanzahl
nach 18 h; Verdopplungszeit: x, = 2 * xq

Eine Verdopplungszeit von zirka drei Stunden wurde als geeignet erachtet und die
Kultur fiir Experimente verwendet.

Nachfolgend wurde die Suspension auf 2,510 Zellen/ml in sterilem PBS
eingestellt, zur Kontrolle auf SAB-Platten ausgestrichen und fiir 48 h bei 30°C
inkubiert.

2.2.2 Intranasale Infektion

Vor der Infektion wurden die Tiere, je nach Gewicht mit Ursotamin®/Xylazin
(75 pg Ursotamin® / g KGW; 15 ug Xylazin / g KGW) intraperitoneal
narkotisiert. 20 pl der 2,5%10%/ml Suspension beziehungsweise 500 kolonie-
bildende Einheiten (KbE) wurden in ein Nasenloch getrdufelt. Dabei wurde der
Schluckreflex der Tiere kontrolliert.

2.2.3 Organ- und Blutentnahme

Zur Untersuchung der IL-22-Konzentration im Serum wurde den Tieren in
mindestens 14-tdgigem Abstand submandibuldr Blut entnommen. Dafiir wurden
nicht-narkotisierte Méause fixiert und die Vena facialis mit einer sterilen Einweg-
lanzette punktiert. Das gewonnene Blut wurde in einem Serumseperator
aufgefangen, fiir mindestens 30 min inkubiert und anschliefend zur Gewinnung
des Serums fiir 5 min bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert.



44 | Materialien und Methoden

Vor der Organentnahme erfolgte eine COy-Euthanasie der Labormé&use. Nach
dullerer Desinfektion mittels 70%igem Ethanol wurde die Bauchhohle eroffnet
und das Blut mit einem Lithium-Heparin-Blutentnahmeset aus der Vena cava
caudalis entnommen. Zur Gewinnung des Plasmas wurde das Blut fiir 10 min bei
Raumtemperatur und 1000 x g zentrifugiert.

Anschliefend erfolgte die Perfusion des Lungen- und Korperkreislaufes mit
Standardinfusionslosung.

Fiir histologische Untersuchungen wurden das Herz, %~ Lungenfliigel (rechts,
kardial) mit Trachea, assoziierten Gefdf3en und dem Thymus, 2 Leberlappen mit
Gallenblase, 4 Milz (kranial), die rechte Niere und % Gehirn (rechts, kranial) in
Roti-Histofix fixiert.

Zur Bestimmung der Pilzlast des Gehirns wurde Y2 Gehirn (links) in 1 ml PBS
tiberfiihrt.

Folgende Organe wurden fiir weiter mRNA-Analysen entnommen, in Kryo-
rOhrchen {iberfiihrt und mit Hilfe von fliissigem Stickstoff schockgefroren:
akzessorischer und Y2 kranialer Lungenfliigel, ¥4 der Milz (medial), parathymale
Lymphknoten, Pankreas (ohne Fettgewebe), 2 Leberlappen (links) und rechte
Niere (ohne Nebenniere). Die Lagerung bis zur Analyse erfolgte bei -80°C.

Die restlichen Bestandteile der Lunge wurden fiir durchflusszytometrische
Analysen, die Bestimmung der Keimlast der Lunge und zur Restimulation
beziehungsweise fiir intrazelluldare Farbungen von Zytokinen verwendet.

2.2.4 Histologie

Histologische Untersuchungen erfolgten am Gerhard-Domagk-Institut fiir Patho-
logie des Universitatsklinikums Miinster unter der Leitung von Frau Univ.-Prof. Dr.
Gabriele Kohler.

Nach Einbettung der fixierten Organe in Paraffin wurden sektionsweise
Hamatoxylin-Eosin (HE) und Perjodsdure/ Schiffsches Reagenz (Periodic acid-
Schiff, PAS) Farbungen angefertigt.

Mit Hilfe der HE-Farbung konnte die Granulombildung, Entziindungsreaktion und
Zellinfiltration bewertet werden, Zellkerne erscheinen in blau, Muskulatur und
Bindegewebe in zart-rosa. Die Farbung erfolgte automatisch nach folgendem
Protokoll:
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Tabelle 5: Arbeitsschritte der HE-Farbung per Automat

Arbeitsschritt Reagenz Zeit (min:sec)

2 Xylol 02:00

4 99% Ethanol 01:00

6 70% Ethanol 01:00

8 Héamatoxilin nach Meyer  06:00

10 Eosinlosung 03:00

12 70% Ethanol 00:30

14 95% Ethanol 01:00

16 Xylol 01:30

Die Eosinlosung wurde téglich frisch angesetzt.
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Die PAS-Reaktion und Quantifizierung diente der Beurteilung der Kryptokokken-
Verteilung und Schleimproduktion durch die Becherzellen der Lunge, PAS-positive
Strukturen erscheinen rosa bis purpurrot, Zellkerne blau und der Hintergrund
zartrosa. Die Farbung erfolgte automatisch nach folgendem Protokoll:

Tabelle 6: Arbeitsschritte der PAS-Farbung per Automat

Arbeitsschritt Reagenz Zeit (min:sec)
1 Dying Station 12:00
2 Xylol 02:00
3 Xylol 02:00
4 99% Ethanol 01:00
5 95% Ethanol 01:00
6 70% Ethanol 01:00
7 Wash Station 00:45
8 Perjodsaurelosung 10:00
9 Aqua dest. 00:45
10 Schiff ‘s Reagenz 10:00
11 Wash Station 03:00
12 Hamatoxilin nach Mayer  05:00
13 Wash Station 03:00
14 70% Ethanol 00:30
15 95% Ethanol 01:00
16 99% Ethanol 01:00
17 Xylol 02:00
18 Xylol 01:30

Die Quantifizierung PAS-positiver Epithelzellen erfolgte durch einen objektiven
Forscher. Pro Maus wurden PAS-positive und PAS-negative Zellen in je 2
unterschiedlichen Schnitten quantifiziert. Die Zahlung erfolgte mé&anderférmig
durch den Schnitt. Es wurde an 10 verschiedenen Bronchien mit je 100
Gesamtzellen ausgezidhlt (insgesamt 1000 Zellen pro Maus).

2.2.5 Analyse der Organlast

Fiir die Analysen der Keimlast im Gehirn erfolgte die sterile Homogenisierung der
in 1 ml PBS gelagerten Organe. Die Suspension wurde mit sterilem PBS titriert
und entsprechende Verdiinnungen auf SAB plattiert.

Die Bestimmung der Koloniezahl innerhalb des Lungengewebes erfolgte mit einem
Teil (50 pl aus 1 ml) der unter 2.2.6 gewonnenen Zellsuspension. Dafiir wurde
diese mit PBS verdiinnt und entsprechend ausplattiert. Die Kolonien wurden nach
72 h Inkubation bei 30°C ausgezahlt und die Organlast berechnet.
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2.2.6 Isolation von Lungenleukozyten

Nach Gewinnung oben genannter Teile der Lunge (siehe 2.2.3) wurden diese mit
Hilfe steriler Skalpellklingen zerteilt und in 10 ml RPMI supplementiert mit 10%
FBS, 1x Penicillin/Streptomycin, 0,69 mg/ml Collagenase A, 111,11 U/ml DNAse
und 1 uM Natriumpyruvat fiir 30 min unter Rotation bei 37°C inkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Herstellung einer Einzelzellsuspension. Die Passage der
Suspension durch ein 100 um Zellsieb wurde mit Hilfe des Stempels einer 1 ml
Spritze und mehrmaligem Spiilen mit 3% FBS (PBS) realisiert.

Fiir die Lyse der in der Zellsuspension vorhandenen Erythrozyten, wurde diese
anschliefend mit 300 x g fiir 8 min bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
Gey’'s Losung aufgenommen. Schlie3lich erfolgte die Lyse auf Eis fiir 1 min mit
folgendem Abstoppen der Reaktion mit 10 ml 3% FBS (PBS).

Die Suspension wurde erneut zentrifugiert und in 1 ml PBS aufgenommen. Zur
Bestimmung der Pilzlast erfolgte die Abnahme von 50 upl. Die verbleibenden
Zellen wurden erneut pelletiert, in 3 ml 70% Percoll in RPMI mit 10% FBS und 1x
Penicillin/Streptomycin (RPMI' ") aufgenommen und unter 30% Percoll in
RPMI" ™" geschichtet.

Die Separation der Leukozyten erfolgte bei 400 x g fiir 20 min bei RT
(Beschleunigung: 2, Bremse: 1). Die in der Interphase befindlichen Lungen-
leukozyten wurden abgenommen und in 10 ml IMDM mit 10% FBS und 1x
Penicillin/Streptomycin (IMDM ™' ) iiberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation (300
x g, 8 min, 4°C) wurde das Pellet in 500 ul IMDM " aufgenommen und die Zell-
zahl fiir die weiteren Analysen bestimmt.

2.2.7 Phanotypisierung von Lungenleukozyten

Zur Charakterisierung der verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen der Lunge
wurden pro Farbung 1*10° isolierte Zellen (siehe 2.2.6) verwendet. Die Farbung
erfolgte in Mikrotiterplatten (96-Kavitdaten V-Form).

Zuerst erfolgte eine Farbung zur Differenzierung lebender und toter Zellen. Dazu
wurden die zweimal mit 200 u1 PBS gewaschenen Zellen (300 x g, 3 min, 4°C)
fiir 15-30 min auf Eis mit einem Lebend/Tot-Farbstoff gefarbt. Je nach Farbung
wurden 50 pl 1:500 (in PBS) Fixable Viability Dye eFluor® 780 (eBioscience)
beziehungsweise 1:250 (in PBS) LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit
(Molecular Probes) verwendet.

Danach wurde je einmal mit 200 pul PBS und mit 200 pl FACS-Puffer gewaschen
und die Zellen anschlieBend fiir 5 min auf Eis mit 0,1 ng/ 1*10° Zellen Fe-Block
(in 10 pl PBS) inkubiert. Nachfolgend wurden 0,1 ng/ 1*10° Zellen der
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spezifischen Antikérperkonjugate in FACS-Puffer zugegeben und fiir mindestens
15 min auf Eis inkubiert. Bei Verwendung biotinylierter Antikorper erfolgte nach
einem zusatzlichen Waschschritt die Inkubation mit 0,1 ng/ 1*10° Zellen
Streptavidin-PerCP fiir 15 min auf Eis.

Im Anschluss wurde je einmal mit 200 pl FACS-Puffer und 200 pl PBS
gewaschen, bevor die gefarbten Zellen in 50 ul 2% Paraformaldehyd (PBS) fiir 15
min auf FEis fixiert wurden. Vor Aufnahme der Zellen in 100 ul FACS-Puffer
erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 200 ul PBS.

Die Analyse der Lungenleukozyten erfolgte mittels BD FACSCanto™ II, BD LSRII™
oder BD LSRFortessa™. Zur Aufnahme wurde BD FACSDiva™ Software Version
6.1.1 verwendet. Die Auswertung erfolgte mit FlowJo Version 7.6.4 (Treestar Inc.,
Ashland, USA).

2.2.8 Kultivierung, Restimulation und intrazellulare Farbung von
Lungenleukozyten

Fiir die Analyse der spezifischen Zytokinproduktion wurden 1*10° Lungen-

leukozyten (siehe 2.2.6) pro Kavitat (in 200 pl) in einer 96-Kavitaten-Rundboden-

platte kultiviert beziehungsweise stimuliert.

Fiir die Bestimmung der Kryptokokken-spezifischen Zytokinproduktion erfolgte
die Restimulation mit einem hitzeinaktivierten, kapsellosen Cryptococcus
neoformans Stamm (Cap67), MOI 2 fiir wenigstens 22 h. Die T-Zell-spezifische
Zytokinproduktion wurde mit Hilfe der Stimulation mit anti-CD3-Antikorpern
(beschichtete Kavitdten, Inkubation der Antikérper {iber Nacht, 4°C, 5 png/ml in
PBS, 50 ul/Kavitdt) und anti-CD28-Antikérpern (loslich, 5 pg/ml) fiir 22 h,
analysiert. Eine polyklonale Stimulation wurde mit 40 ng/ml PMA und 1 pg/ml
Ionomycin fiir 6 h realisiert. Zur Kontrolle der konstitutiven Zytokinproduktion
wurden Kavitdten ohne Stimulus (Medium-Kontrolle) mitgefiihrt.

Nach entsprechender Stimulationszeit wurden die Kulturplatten fiir 3 min bei
300 x g zentrifugiert und 180 pl des Uberstandes fiir die Analyse der Zytokin-
produktion mittels ELISA abgenommen.

Flir die intrazelluldare Farbung der Zytokine und Analyse der produzierenden
Lungenleukozyten-Subpopulationen wurde 4 h vor Farbung beziehungsweise
Abnahme der Uberstinde Brefeldin A (5 g/ml) zugegeben.

Die Analyse der Zytokin-produzierenden Zellen erfolgte mit 1*10° Zellen pro
Farbung. Die Farbung der toten Zellen sowie die Farbung der Oberflachen-
molekiile erfolgte wie unter 2.2.7 beschrieben. Nach der Fixierung und der
beschriebenen Waschschritte erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mittels
FACS-Saponin-Puffer. Dazu wurden die Zellen in diesem Puffer gewaschen und
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anschlieBend mit in FACS-Saponin-Puffer verdiinntem Fc-Block und spezifischen
Antikorpern inkubiert. Die Blockierung unspezifischer Antikorperbindungen
erfolgte fiir 15 min mit 0,3 ng/ 1*10° Zellen Fe-Block und hitzeinaktiviertem
Ratten- und Ziegenserum (1:500) in 10 ul FACS-Saponin-Puffer. Die intrazellulare
Farbung der Zytokine wurde fiir 30 min auf Eis durchgefiihrt. Es wurden
Antikorperkonzentrationen entsprechend der Angaben der jeweiligen Hersteller
verwendet.

Vor der unter 2.2.7 beschrieben Messung und Auswertung wurden die Zellen je
einmal mit 200 ul FACS-Saponin-Puffer und 200 ul FACS-Puffer gewaschen und
in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen.

2.2.9 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA-Rundbodenplatten wurden iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer
mit dem entsprechenden Fangerantikérper (50 pl) in PBS oder Carbonatpuffer
beschichtet. Die verwendeten Antikorper, Konzentrationen und Puffer der
verschiedenen ELISAs sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Nach der Beschichtung
erfolgte einmaliges Waschen (mit Waschpuffer). Alle Waschschritte wurden mit
Hilfe eines Mikrotplatten-Waschers durchgefiihrt. Anschlielend erfolgte die
Blockierung der unspezifischen Bindungen mit 250 ul Blockpuffer fiir mindestens
1 h bei RT. Vor Zugabe der Proben beziehungsweise Standards (je nach ELISA 40-
70 pul) erfolgte ein zweimaliges Waschen. Die Proben und Standards wurden in
Serum-Diluent entsprechend verdiinnt und bei Raumtemperatur fiir mindestens
1 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Die verwendeten Standards und
Detektionsbereiche sind in Tabelle 4 dargestellt. Nach dreimaligem Waschen
erfolgte die Zugabe des Detektionsantikorpers (50 pl) verdiinnt in Serum-Diluent
(siehe Tabelle 4) und eine erneute Inkubation fiir mindestens 1 h bei Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer.

Da der IFN-y-spezifische Detektionsantikorper direkt mit einer Peroxidase
gekoppelt ist, konnte dieser ELISA nach viermaligem Waschen direkt entwickelt
werden.

Alle anderen ELISAs wurden zuvor mit 1:3000-1:4000 in Serum-Diluent
verdiinnter Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP) (50 ul) fiir 30 min bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und nach fiinfmaligem
Waschen entwickelt.

Die Farbreaktion erfolgte nach Zugabe von je 100 ul Tetramethylbenzidin
(TMB)/Kavitat. Bei Erreichen einer Optischen Dichte (der hochsten Standard-
konzentration) von zirka 1,3 bei 650 nm (-480 nm) wurde die Reaktion mit 50 nl
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1M H3PO4 abgestoppt. Fiir die Auswertung erfolgte die Messung bei 450 nm (-630
nm) mit einem Photometer.

Fiir die Auswertung wurde SoftMax Pro Microplate Data Acquisition & Analysis
Software von Molecular Devices (Downingtown, USA) verwendet.

Die Analysen von IL-17F und IL-22 erfolgten am Institut fiir medizinische
Immunologie (Molekulare Immunpathologie) an der Charité in Berlin unter
Leitung von Dr. Robert Sabat. Es wurden die Quantikine® ELISA Kits von R&D
Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt) verwendet und entsprechend der
Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.10 Statistik

Die statistische Auswertung der dargestellten Ergebnisse erfolgte mit GraphPad
Prism 5 fiir Windows Version 5.01.

Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden fiir kontinuierliche Variablen mit
dem unverbundenen T-Test (bei Normalverteilung) beziehungsweise dem Mann-
Whitney U-Test (bei Nicht-Normalverteilung) auf statistische Signifikanz getestet.
Unterschiede hinsichtlich des Uberlebens einer Infektion wurden mit Hilfe des
Logrank Tests auf Signifikanz gepriift.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung und Charakterisierung des experimentellen
Modells der bronchopulmonalen Mykose in der C57BL/6-
Wildtypmaus

Eingangs sollte das intranasale Infektionsmodell in C57BL/6-Wildtyptieren
etabliert werden. Dazu erfolgte zundchst eine kinetische Analyse. Ziel dabei war
es, den Krankheitsverlauf zu analysieren sowie die Entziindungsreaktion zu
charakterisieren. Dabei sollte neben bisher im Fokus stehenden Th1l- und Th2-
auch die Thl7-assoziierten Immunantwort bei der Kryptokokkose untersucht
werden. Nach Analyse des Expressionsmusters der Th17-Zytokine IL-17A, IL-17F
und IL-22 sollten die zelluldren Quellen dieser Interleukine charakterisiert
werden. Anhand der Untersuchungen in C57BL/6-Wildtypméusen sollten
anschliefend Funktionsstudien in gendefizienten Mausen auf dem genetischen
C57BL/6-Hintergrund vorgenommen werden (siehe 3.2)

3.1.1 Zeitlicher Verlauf der chronischen Kryptokokkose

Um dem natiirlichen Infektionsweg zu imitieren, wurden C57BL/6-Wildtyptiere
intranasal infiziert. Der Verlauf der Kryptokokkose wurde iiber einen Zeitraum
von 70 Tagen untersucht, indem nach 7, 14, 21, 42, 56 und 70 Tagen die Keimlast
in Lunge und Gehirn bestimmt wurde (siehe Abbildung 7A und B). Um Aussagen
iiber mogliche Verbindungen der verschiedenen T-Helferzellantworten im Verlauf
der Kryptokokkose treffen zu konnen erfolgten neben der Analyse der Th17-
assoziierten Immunantwort auch Untersuchungen zu Th1l- und Th2-abhingigen
Immunreaktionen.

Im dargestellten Versuch ist das Versterben eines Tieres von den insgesamt 7
Tieren 63 Tage nach Infektion (dpi) zu verzeichnen (Abbildung 7C).
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Abbildung 7: Uberlebensdaten und Analysen der Pilzlast von Lunge und Gehirn im zeitlichen
Verlauf nach Cryptococcus neoformans Infektion von C57BL/6-Wildtypméausen bis 70 Tage
nach Infektion (dpi). A Keimlast (Kolonie-bildenden Einheiten, KbE) in der Lunge an
verschiedenen Tagen nach Infektion. B Pilzlast im Gehirn der Versuchstiere. A/B Dargestellt ist je
eines von zwei reprasentativen Experimenten mit je 6-7 Versuchstieren pro Analysetag. Die
gestrichelte Linie stellt das Detektionsminimum dar. Im Streudiagramm sind die Medianwerte
dargestellt. Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01. C Uberleben in % von C57BL/6-
Wildtypméusen (n=7) nach Infektion mit C. neoformans.

Die Analyse der Keimlast der C57BL/6-Wildtyptiere ergibt 14 Tage nach Infektion
eine signifikante Reduktion der Pilzanzahl in der Lunge, verglichen mit der nach 7
Tagen detektierten Menge (Abbildung 7A). Im weiteren Verlauf kann bis 42 dpi
ein Anstieg der Kryptokokken-Anzahl in der Lunge verzeichnet werden. Am Ende
des Untersuchungszeitraumes stagniert die Keimlast in der Lunge. Im Vergleich
dazu kann im Gehirn der Versuchstiere ein Anstieg ab 42 Tagen nach Infektion
nachgewiesen werden. Ab Tag 56 kann in allen untersuchten Tieren eine
Dissemination von C. neoformans festgestellt werden (Abbildung 7B).

3.1.2 Charakterisierung der pulmonalen Entzindungsreaktion

Zur Untersuchung der Immunantwort gegen C. neoformans im zeitlichen Verlauf
erfolgte zundchst eine phénotypische Charakterisierung der isolierten Lungen-
zellen mittels Durchflusszytometrie (Abbildung 8). Neben der Gesamtzellzahl der
rekrutierten Leukozyten wurden auch die T-Helferzellen sowie die eosinophilen
Granulozyten analysiert.
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Abbildung 8: Auswertungsstrategie und exemplarische Farbungen der phénotypischen
Charakterisierung von Lungenleukozyten mittels Durchflusszytometrie. A Vorgehensweise der
Analyse der Lungenleukozyten. Zuerst wurden die lebenden Zellen ausgewahlt und mit Hilfe des
Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes (FSC und SSC) Zelltriimmer ausgeschlossen. Ausgewdhlte,
lebende Zellen ohne Zelltriimmer (FSC/SSC Population) wurden im Weiteren auf verschiedene
Oberflichenmarker untersucht. Im Histogramm sind CD45"* Zellen (rot) im Vergleich zur FSC/SSC
Population der Isotypenfirbung (grau) dargestellt. B Exemplarische Firbung der CD3" und CD4"
T-Helferzellen (Th). Zur Kontrolle (rechts) wurde die Th-Zellpopulation (rot) im Vergleich zu allen

Zellen der FSC/SSC Population (grau)

in der Streulicht-Punktauftragung dargestellt. C
Exemplarische Firbung der Siglec-F* und CD11¢™#%m

eosinophilen Granulozyten (eos. Gran.).

Zur Kontrolle (rechts) wurden die eosinophilen Granulozyten (rot) im Vergleich zu allen Zellen
der FSC/SSC Population (grau) in der Streulicht-Punktauftragung dargestellt. Es sind beispielhafte
Farbungen eines C57BL/6-Wildtyp-Einzeltieres 21 Tage nach intranasaler Infektion gezeigt. Fiir
alle Farbungen wurden an allen Analysetagen zur Kontrolle unspezifischer Reaktionen Isotypen-

Farbungen mitgefiihrt.
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Die phénotypische Charakterisierung der Leukozyten (CD45-positiver Zellen) in
der Lunge zeigt, dass die Gesamtanzahl dieser Zellen in der Lunge mit zunehm-
ender Infektionsdauer ansteigt (Abbildung 9A).
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Abbildung 9: Phénotyptische Untersuchung der Lungenleukozyten, T-Helferzellen und
eosinophilen Granulozyten nach Cryptococcus neoformans Infektion von C57BL/6-Wildtyp-
miusen. A Gesamtzellzahl der CD45" Leukozyten pro Lunge. B Gesamtzellzahl der CD3" und
CD4" T-Helferzellen (Th) pro Lunge. C Gesamtzellzahl der Siglec-F* CD11c™¥ Y™ exprimierenden
eosinophilen Granulozyten (eos. Gran.) pro Lunge. Dargestellt ist eines von zwei repréasentativen
Experimenten mit je 6-7 Versuchstieren pro Analysetag. Im Streudiagramm sind Medianwerte
dargestellt. A/B: T-Test, C: Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01.
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Die Anzahl an T-Helferzellen in der Lunge steigt iiber die Zeit an. Die Th2-
assoziierten eosinophilen Granulozyten werden vergleichsweise schon sehr friih in
die Lunge rekrutiert. So kann bereits 7 Tage nach Infektion ein signifikanter
Anstieg der Anzahl dieser Zellpopulation verzeichnet werden. Die maximale
Anzahl an eosinophilen Granulozyten ist nach 42 Tagen, d.h. zum Zeitpunkt der
Dissemination der Infektion detektierbar.

Die IL-4-abhéngige Produktion von IgE ist mittels ELISA im Serum infizierter Tiere
ab 28 Tagen nach Infektion detektierbar und steigt mit zunehmendem
Infektionsverlauf an (Abbildung 10A). Des Weiteren ist mit Hilfe histologischer
Untersuchungen und einer Perjodsdure/ Schiffsches Reagenz (PAS)-Farbung der
Lungen eine Analyse der IL-13-abhingigen Mukusproduktion durch die
Becherzellen quantifizierbar und der Anstieg des Anteils PAS-positiver Zellen pro
Bronchus mit der Zeit nachweisbar (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Analyse der Th2-assoziierten Immunantwort nach intranasaler Cryptococcus
neoformans Infektion von C57BL/6-Wildtypmausen. A Serum-Konzentration von Gesamt-
Immunglobulin E (IgE) an verschiedenen Tagen nach Infektion (dpi). Die gestrichelte Linie
kennzeichnet das Detektionsminimum. B Histologische Untersuchung fixierter Lungenschnitte
gefarbt mit Perjodsdure/ Schiffsches Reagenz (Periodic acid-Schiff, PAS) und Quantifizierung PAS-
positiver Zellen pro Bronchus in %. Pro Analysetag wurden 6-7 Versuchstiere untersucht. Im
Streudiagramm sind die Mediane dargestellt. Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01,
**% p<0.001.

Die histologischen Untersuchungen bestdtigen die mittels Durchflusszytometrie
gewonnenen Ergebnisse. In Abbildung 11 sind exemplarische Hamatoxylin-Eosin
(HE)- und PAS-Farbungen einer naiven Lunge im Vergleich zu einer Lunge 56
Tage nach Infektion dargestellt. In der infizierten Lunge sind eindeutig
Kryptokokken nachweisbar. Zusétzlich zu den PAS-positiven Becherzellen féllt im
Vergleich zu naiven Lungen auch eine massive Zellinfiltration infolge der Infektion
auf.
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Abbildung 11: Vergleichende histologische Untersuchung von Lungen naiver und infizierter
(56 dpi) C57BL/6-Méuse A Représentative Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung. Naive Lungen sind
regelrecht beliiftet und zeigen keinerlei entziindliches Infiltrat. In infizierten Lungen konnte
eindeutig C. neoformans (schwarze Pfeile), zum Teil umgeben von Makrophagen (griiner Pfeil),
nachgewiesen werden. Zudem féllt eine deutliche Leukozyten-Infiltration auf (weiSer Pfeil). B
Perjodsdure/ Schiffsches Reagenz (PAS)-Farbung: Neben dem Vorhandensein von C. neoformans
(schwarze Pfeile) unterscheiden sich die infizierten Lungen von den naiven Lungen im Nachweis
von deutlich PAS-positivem Epithel (oranger Pfeil) sowie der Leukozyteninfiltration (wei3er Pfeil).

3.1.3 Thl7-assoziierte Immunantwort

Im Gegensatz zum Anstieg der Th2-abhingigen Immunantwort (Abbildung 9c,
Abbildung 10) im Verlauf der Kryptokokkose erreicht die Thl7-assoziierte
Cryptococcus-spezifische Produktion von IL-17A, IL-17F und IL-22 durch isolierte
Lungenleukozyten ihr Maximum nach zirka 14 Tagen und fallt im Anschluss bis
70 Tage nach Infektion ab (Abbildung 12). Zum Zeitpunkt der maximalen
Produktion (14 dpi) ist eine signifikante Reduktion der Keimlast in der Lunge zu
verzeichnen (Abbildung 7A).
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Abbildung 12: Uberstandsanalysen der Produktion von Thl- und Th1l7-assoziierten
Zytokinen nach Restimulation isolierter Lungenleukozyten an verschiedenen Tagen nach
Infektion mit Cryptococcus neoformans von C57BL/6-Wildtypmiusen. Die Uberstinde
gereinigter Lungenleukozyten wurden nach >22 h Restimulation mittels ELISA analysiert. Die
Restimulation erfolgte mit dem hitzeinaktivierten C. neoformans Stamm Cap67 (hiCap67) und
wurde zur Analyse der Antigen-spezifischen Zytokinproduktion im Vergleich zur Medium-Kontrolle
dargestellt. Exemplarisch wurden fiir die Thl-Immunantwort IFN-y und entsprechend fiir die
Thl7-Immunantwort IL-22, IL-17A sowie IL-17F analysiert. Zur Untersuchung wurden die
Lungenleukozyten von 6-7 Versuchstieren pro Analysetag vereinigt. Dargestellt ist der Mittelwert.
dpi: Tage nach Infektion, nd: nicht detektierbar.

Die Antigen-spezifische Produktion des Thl-Zytokins IFN-y, welches protektive
Funktion aufweist [103], ist schon sehr frith nachweisbar (7 dpi). Das Maximum
der IFN-y-Produktion wird im Unterschied zu den Thl7-assoziierten Zytokinen
nicht zwischen 7 und 21 dpi erreicht, sondern erst 56 dpi.

IL-17A- und IL-22-produzierende Zellen der Lunge wurden phénotypisiert. Als
potentielle Produzenten wurden Thl7-Zellen sowie durch IL-17A rekrutierte
neutrophile Granulozyten zu den frithen Zeitpunkten analysiert. In Abbildung 13
ist je eine exemplarische Farbung sowie die statistische Analyse im zeitlichen
Verlauf dargestellt. Fiir die Detektion von Th17-Zellen wurde die Expression des
fiir diese Zellen charakteristischen Chemokinrezeptors CCR6 [186] verwendet. Ein
signifikanter Anstieg des Anteiles an CCR6"-T-Helferzellen (Th17) ist 14 Tage
nach Infektion zu verzeichnen. Dem Anstieg der Th17-Zellen, bezogen auf alle
CD4" Zellen, folgt ebenfalls ein signifikanter Influx von neutrophilen
Granulozyten. Tendenziell, jedoch nicht statistisch signifikant, ist die Anzahl der
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neutrophilen Granulozyten jedoch bereits 7 Tage nach Infektion erh6ht, was auf
weitere IL-17A-Produzenten (neben Th17-Zellen) oder eine alternative Rekru-
tierung hindeuten konnte.
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Abbildung 13: Phinotypische Untersuchung von CCR6" Th17-Zellen und Gr-177
neutrophilen Granulozyten nach Cryptococcus neoformans Infektion von C57BL/6-
Wildtypmiusen. A Links: Reprisentative Fiarbung der CCR6" Th17-Zellen (rot) 14 Tage nach
Infektion (dpi) im Vergleich zur Isotypkontrolle (grau). Rechts: Analyse der CCR6-Expresion auf
Th-Zellen im zeitlichen Verlauf der Infektion. B Links: Reprasentative CD45/Gr-1-Farbung (14 dpi)
von Lungenleukozyten (rot) im Vergleich zur Isotypkontrolle (grau). Rechts: Analyse der
neutrophilen Granulozyten (neutr. Gran., CD45" Gr-1"*") im zeitlichen Verlauf der Infektion.
Dargestellt ist ein Experiment mit je 7 Versuchstieren pro Analysetag. Im Streudiagramm sind die

Medianwerte dargestellt. Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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3.1.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde der Verlauf der Kryptokokkose in C57BL/6-Wildtyp-
maéausen nach intranasaler Infektion analysiert. Der besondere Fokus lag dabei vor
allem bei der Untersuchung der Th17-assoziierten Immunantwort im Kontext der
protektiven Thl- beziehungsweise pathogenen Th2-Immunantwort. In Abbildung
14 sind die Ergebnisse der Analysen der T-Helferzellantworten in den ersten 70
Tagen nach Infektion mit C. neoformans grafisch dargestellt.

Th
em——_______FOs. Granulozyten

A

Th2

Thl7
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Abbildung 14: Zusammenfassende Darstellung des zeitlichen Verlaufes der verschiedenen T-
Helferzell-assoziierten Immunantworten (Th1, Th2 und Th17) in der C57BL/6-Wildtypmaus.
Zum Zeitpunkt der maximalen Anzahl an eosinophilen Granulozyten (42 Tage nach Infektion
(dpi)) erfolgte die Dissemination von C. neoformans ins Gehirn der Versuchstiere.

Interessanterweise ist bereits nach 2 Wochen die stdrkste Thl7-assoziierte
Immunantwort festzustellen. Zu diesem Zeitpunkt ist eine Reduktion der
Lungenlast, verglichen mit 7 dpi zu verzeichnen. Daher wurden alle potentiellen
IL-17A und IL-22-produzierenden Zellen 14 dpi analysiert.
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3.1.5 Charakterisierung der IL-17A- und IL-22-produzierenden Zellen
in der Lunge

In der Literatur findet sich eine Reihe von Darstellungen der Zellpopulationen,
welche in der Lage sind IL-17A und IL-22 zu produzieren [149, 187].

Uber die zelluldren Quellen von IL-17A wihrend der Infektion mit C. neoformans
sind aktuell jedoch nur 2 Studien veroffentlicht [126, 188]. Diese postulieren,
dass neutrophile Granulozyten die iiberwiegende Quelle von IL-17A, nach
Infektion mit dem IFN-y-produzierenden Stamm H99y, sind. Beziiglich der
moglichen Quelle von IL-22 wéahrend der Kryptokokkose sind aktuell keine
Berichte publiziert.

Nach den Daten aus 3.1.3 war es naheliegend, die zellularen Quellen von IL-17A
und IL-22 in der Lunge intranasal infizierter C57BL/6-Wildtypméuse zu
charakterisieren.

Zunéchst erfolgte die phanotypische Analyse der Lungenleukozyten (naiv und 14
dpi). In Abbildung 15 ist die Analyse-Strategie der phénotypischen Untersuch-
ungen gezeigt.

CDA45* Gr-1** neutrophile Granulozyten ‘

— NKp46* ‘ konventionelle nattrliche Killer (cNK)-Zellen
|
ST Lin- CD90.2* NKp46* CD117+ ] NK22 [
Lin- CD90.2* NKp46- CD117* ‘ Lymphoid tissue inducing cells (LTi) ‘
Lungen- |
Leukozyten
CD4* ‘ T-Helferzellen (Th) ‘
| cD8* ‘ zytotoxische T-Zellen (CTL) ‘
| CD3*
— y8 TCR* | v T-Zellen |
NK1.1* | naturliche Killer T (NKT)-Zellen |

Abbildung 15: Analyse-Strategie der durchflusszytometrischen Untersuchung der moglichen,
Zytokin-produzierenden Lungenleukozyten. Nach Ausschluss der toten Zellen erfolgte die
Analyse der spezifischen Oberflichenmarker der einzelnen Leukozytensubpopulationen. Lineage
(Lin): B220, CD11b, CD11c, Gr-1, T1/ST2.
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Die folgende Abbildung 16 fasst die prozentualen Anteile moglicher Zytokin-
Produzenten in der Lunge 14 Tage nach C. neoformans Infektion im Vergleich zu
naiven Mausen zusammen.
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Abbildung 16: Mogliche Thl7-assoziierte Zytokin-Produzenten in der Lunge naiver und
infizierter C57BL/6-Wildtyptiere. Gezeigt sind die prozentualen Anteile der analysierten Sub-
populationen: neutrophile Granulozyten (neutr. Gran.), konventionelle natiirliche Killerzellen
(cNK), NK22-Zellen, Lymphoid-tissue-inducer (LTi)-Zellen, T-Helferzellen (Th), zytotoxische T-
Zellen (CTL), y5 T-Zellen (v& T) und NK-T-Zellen, bezogen auf alle Lungenleukozyten. Pro
Analysetag ist ein Experiment mit je 3-7 Versuchstieren dargestellt. Im Diagramm ist der
Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.

Nach Isolation der Lungenleukozyten aus naiven und infizierten (14 dpi)
C57BL/6-Wildtyptieren gelang es folgende moglichen Th17-assoziierten Zytokin-
produzenten in der Lunge nachzuweisen: neutrophile Granulozyten, NK/NKT-
Zellen und verschiedene T-Zellsubpopulationen. NK22- und LTi-Zellen sind kaum
beziehungsweise nicht nachweisbar.
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Um herauszufinden, in welchem Malde die nachweisbaren potentiellen Zytokin-
produzenten tatsdchlich zur Freisetzung von IL-17A und IL-22 wéhrend der
Kryptokokkose beitragen, wurden Lungenleukozyten polyklonal mit PMA/Iono-
mycin stimuliert. Bei der Auswertung wurde nach der in Abbildung 17
dargestellten Strategie vorgegangen. Dabei wurden stark granuldre Zellen fiir die
weitere Analyse ausgeschlossen, da diese falsch-positive Signale lieferten. Vor-
versuche, bei denen alle lebenden Zellen analysiert wurden, zeigten keine
Zytokinfarbung der neutrophilen Granulozyten, so dass fiir die folgenden
Experimente auf die Untersuchung dieser verzichtet wurde. Die Analyse der
Oberflichenmarker erfolgte nach Auswahl der entsprechenden Zytokin-positiven
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Abbildung 17: Reprasentative durchflusszytometrische Analyse intrazelluliar gefirbter
Zytokine (IL-17A, IL-22) und Charakterisierung der produzierenden Zellpopulationen 14
Tage nach Infektion. A Gating-Strategie zur Analyse Zytokin-positiver Zellen. Es wurden zunéchst
die lebenden Zellen ausgewéhlt. Im Anschluss erfolgte der Ausschluss von Dubletten sowie von im
Seitwartsstreulicht stark granuldr erscheinenden Zellen. Danach konnte die Zytokin-Farbung
dargestellt werden. Zur Charakterisierung der Zytokin-positiven Zellen erfolgte die Analyse der
spezifischen Oberflichenmarker. B Reprasentative Oberflaichenmarker-Farbung der FSC/SSC
Population aus A. A/B Exemplarisch ist die Farbung von C57BL/6-Wildtyp-Lungenleukozyten nach
6 h Stimulation mit PMA/Ionomycin dargestellt. Zur intrazelluldren Akkumulation der Zytokine
wurde fiir die letzten 4 h der PMA/Ionomycin-Stimulation Brefeldin A zugegeben.
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Zur Beurteilung der infektionsbedingten Zytokinproduktion erfolgte der Vergleich
naiver und infizierter Tiere. In Abbildung 18 ist der Anteil der Zytokin-positiven
Zellen, bezogen auf alle restimulierten Lungenleukozyten naiver Tiere und 14
Tage nach Infektion dargestellt. Es wird deutlich, dass ein Anstieg Zytokin-
positiver Zellen 14 Tage nach Infektion zu verzeichnen ist. Es sind jedoch nur eine
geringe Anzahl IL-22- und IL-17A/IL-22-produzierender Zellen nachweisbar. Zum
Ausschluss falsch-positiver Signale wurde eine entsprechende Isotypkontrolle
mitgefiihrt.

nicht detektierbar

naiv 14 dpi

Abbildung 18: Anteil Zytokin-positiver Lungenleukozyten
naiver und infizierter (14 dpi) C57BL/6-Wildtypmause. Die
intrazelluldre Farbung erfolgte nach 6 h PMA/Ionomycin
Restimulation (4 h Brefeldin A). Gezeigt ist eins von 2-3
Experimenten mit je 2 Pools von Lungenleukozyten von 3-4
Tieren/Pool. Im Diagramm ist der Mittelwert gezeigt.

Die folgende Abbildung fasst die Ergebnisse der Analyse der IL-17A- und IL-22-
produzierenden Zellpopulationen 14 Tage nach Infektion zusammen.
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Abbildung 19: IL-17A-/ IL-22-produzierende Zellen der Lunge von C57BL/6-Wildtypméausen
14 Tage nach Cryptococcus neoformans Infektion. Die Farbung erfolgte nach PMA/Ionomycin
Stimulation. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei (IL-17A), beziehungsweise einem (IL-22, IL-
17A und IL-22) Experiment(en) mit je 2 verschiedenen Ansdtzen (aus 3-4 Einzeltieren) von
Lungenleukozyten. Im Diagramm ist der Mittelwert gezeigt.

Sowohl IL-17A- als auch IL-22-produzierende Zellen sind fast ausschlie3lich in der
Population CD3-positiver Zellen zu finden. Dies trifft ebenso auf IL-17A-/IL-22-
Doppelproduzenten zu. Auf die weitere Darstellung und Charakterisierung CD3-
negativer Zellen wurde verzichtet, da die Analyse sehr kleiner Subpopulation zu
zweifelhaften Ergebnissen fiihren kann.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass 14 Tage nach Infektion ein deutlicher
Anstieg der IL-17A- und IL-22-Produktion zu verzeichnen ist. Nach Restimulation
mit PMA/Ionomycin (unter dargestellten Bedingungen) ist es moglich, vor allem
CD3" T-Zellen als zelluldre Quelle zu identifizieren. Dabei scheinen die CD4" T-
Helferzellen die bedeutendsten Produzenten dieser Interleukine zu sein. Folglich
wurde zur Untersuchung der Wirkung der Thl7-assoziierten Immunantwort
versucht, diese Zellen in gentechnisch verdnderten Méausen, bei denen die Th17-
Antworten erhoht sind, zu analysieren.
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3.2 Funktionsanalyse der Thl7-assoziierten Immunantwort
bei der Kryptokokkose

Nach der Antigen-Prdsentation sind naive T-Helferzellen, abhéngig vom
umgebenden Milieu, in der Lage in verschiedene T-Helferzellsubpopulationen zu
differenzieren. Die Entwicklung von Thl-Zellen ist IL-12- und IFN-y-abhéngig
[189, 190]. Eine Th2-gerichtete Immunantwort wird hingegen durch IL-4
gefordert [191-194]. Diese Zytokine induzieren nicht nur einen bestimmten Typ
von T-Helferzellen, sondern hemmen zugleich die Differenzierung der anderen T-
Helferzellsubpopulationen [195]. Neben der gegenseitigen Regulation von Thl
und Th2, wurde die Hemmung der Th17-Entwicklung durch IL-12, IFN-y und IL-4
beschrieben [115, 196]. Die Regulation der T-Zelldifferenzierung war Grundlage
fiir die folgenden Untersuchungen zur in-vivo-Funktion der Th1l7-assoziierten
Zytokine.

Die Vorarbeiten durch Dr. Melanie Kleinschek, unter Leitung von Prof. Dr.
Gottfried Alber, lieferten erste Hinweise beziiglich einer protektiven Funktion der
Th17-assoziierten Immunantwort bei der Kryptokokkose [197]. Dabei konnte
gezeigt werden, dass nach intraperitonealer Infektion, die Gabe von IL-23 das
Uberleben der C57BL/6-Wildtyptiere verlidngert sowie die Keimlast in Gehirn,
Leber und der Peritonealfliissigkeit reduziert. IL-23 induziert die Produktion von
IL-17A und IL-22. Folglich konnte eine mogliche protektive Wirkung dieser Zyto-
kine erwogen werden. Im Rahmen der folgenden Arbeit sollte nun die mogliche,
schiitzende Funktion dieser Th17-assoziierten Zytokine ndher untersucht werden.

Zuerst sollte versucht werden mit Hilfe der direkten Ausschaltung der Th17-
assoziierten Zytokine IL-17A und IL-22 deren Rolle bei der Kryptokokkose zu
analysieren. Auf Grund der Vorarbeiten durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Gottfried Alber [101, 145, 197] und der Gruppe von Kyle 1. Happel [198] schien
es fachlich sowie tierschutzrechtlich vielversprechender die Depletion in IL-12p35-
defizienten Tieren, nicht in Wildtyptieren, vorzunehmen und zu untersuchen.
Versuchstiere mit einer IL-12p35-Defizienz weisen eine gesteigerte Expression von
IL-23 und IL-17A auf [197, 198].

In Abbildung 20 ist die Hemmung der Th17-Zelldifferenzierung durch Thl- und
Th2-assoziierte Zytokine, sowie die Auswirkungen einer IL-12p35-Defizienz
grafisch dargestellt.
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Abbildung 20: Regulation der Th17-Zell-
differenzierung. Die Entwicklung der Th17-
Zellen wird durch die Thl-assoziierten
Zytokine IL-12 und IFN-y sowie die Th2-
Zytokine IL-4 und IL-13 gehemmt. Nach
Depletion von IL-12p35 erfolgt die Induktion
von IL-23, welches die Entwicklung von Th17-
Zellen fordert.

3.2.1 Depletion von IL-17A und IL-22 in Mausen mit verminderter
Th1l-Immunantwort

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folglich IL-17A- beziehungsweise IL-22-
defiziente Miuse mit IL-12p35”7 Tieren gekreuzt. Resultierende ,doppel-
knockout“-Méuse sollten im Vergleich zur Kontrollgruppe (IL-12p35-defiziente
Tiere) in einem Uberlebensversuch zeigen, in wie weit die IL-17A/IL-22-Defizienz
Auswirkungen auf die Uberlebenszeit hat.

Bei Vorhandensein einer protektiven Wirkung von IL-17A oder IL-22 wéhrend der
Kryptokokkose, sollten IL-12p357 x IL-17A”" beziehungsweise IL-12p357 x
IL-227" Tiere schneller versterben als die Kontrollgruppe (IL-12p357").

Nach intranasaler Infektion mit C. neoformans erliegen alle Versuchstiere der
Erkrankung (Abbildung 21). Zwischen den Gruppen kann kein signifikanter
Unterschied beziiglich der Uberlebenszeit festgestellt werden. Die Uberlebens-
kurven, Uberlebenszeiten sowie verwendeten Versuchstierzahlen sind in der
folgenden Abbildung zusammengestellt.
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Abbildung 21: Uberlebensdaten von IL-12p35”", IL-12p357" x IL-17A"
und IL-12p357" x IL-22”" Méiusen. Uberlebenskurven der verschiedenen
Knockout-Méuse nach Infektion mit C. neoformans. In der Tabelle sind die
Anzahl der Versuchstiere sowie die Uberlebenszeit (Median) der
verschiedenen Genotypen aufgefithrt. Die Daten stammen aus 2
unabhingigen Versuchen mit je 4-7 Tieren pro Experiment und Genotyp.
Logrank-Test zum Vergleich der Uberlebensraten.

Mogliche redundante Funktionen der verschiedenen Thl7-assoziierten Zytokine
koénnten in diesem Fall die Ursache fiir das Fehlen von Unterschieden sein. Ebenso
koénnten IL-17/IL-22-unabhangige Funktionen von IL-23 der Grund fiir das Fehlen
von Unterschieden sein.
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3.2.2 Thl7-assoziierte Immunantwort in Mausen mit verminderter
Th1l- und Th2-Immunantwort

Die direkte Ausschaltung von IL-17A bzw. IL-22 liel} keine eindeutigen
Interpretationen beziiglich der Funktionen dieser Zytokine zu. Zur Analyse der
Funktion der Th17-assoziierten Immunantwort wurde eine IL-12p35” x IL-4Ro””
Mauslinie mit verminderter Th1l- und Th2-Immunantwort geziichtet. Es wurde
erwartet, dass diese Tiere eine verstiarkte Thl7-assoziierte Immunantwort
aufweisen.

Fiir die Untersuchungen wurden IL-12p35”, IL-4Ro”” sowie IL-12p35” x IL-4Ro””
Mauslinien verwendet. Die starkste Steigerung der Thl7-assoziierten Immun-
antwort wurde in den IL-12p35”7 x IL-4Ra”’” Méusen erwartet. Zuerst wurde
iberpriift, ob sich die verschiedenen Depletionen wie vorhergesagt auf die
Cryptococcus-spezifische Produktion von Thl- und Thl7-assoziierten Zytokinen
auswirken. Dafiir wurden an zwei verschiedenen Analysetagen Untersuchungen
durchgefiihrt. Es wurden ein frither Zeitpunkt (14 dpi), an welchem die stérkste
Th17-assoziierte Zytokinproduktion festgestellt wurde sowie ein etwas spaterer
Zeitpunkt (42 dpi), mit etablierter Th2-assoziierter Immunantwort in der
Wildtypmaus, gewdhlt. Die Bestimmung der Keimlast in den verschiedenen
Organen sollte erste Hinweise beziiglich der Funktion einer beobachteten
gesteigerten Interleukin-Produktion liefern. Anschliefdend sollte mittels eines
Uberlebensversuches die Resistenz der verschiedenen gentechnisch verinderten
Tiere festgestellt werden, um die Bedeutung der verschiedenen T-Helferzell-
antworten einschiitzen zu kénnen. Uberlebende Tiere sollten weitere Aufschliisse
beziiglich der Resistenzmechanismen liefern.

Flir die weitere Bewertung der erwarteten Steigerung der Th1l7-assoziierten
Immunantwort durch den Knockout von IL-12p35 beziehungsweise des IL-4Rq,
wurden die Lungenleukozyten der verwendeten Mauslinien 14 und 42 Tage nach
Infektion isoliert und mit einem hitzeinaktivierten C. neoformans Stamm
stimuliert. Die Produktion der verschiedenen Th1- und Th17-assoziierten Zytokine
erfolgte mittels ELISA und diente der Beurteilung der dominierenden, moglicher-
weise protektiven T-Helferzellantwort. Die folgende Abbildung fasst die
Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 22: Uberstandsanalysen der Produktion von Thl- und Th1l7-assoziierten
Zytokinen nach Restimulation isolierter Lungenleukozyten 14 und 42 Tage nach intranasaler
Infektion von C57BL/6-Wildtyp- und Knockout-Mausen mit Cryptococcus neoformans. Die
Uberstinde gereinigter Lungenleukozyten wurden nach 22-stiindiger Restimulation mittels ELISA
analysiert. Die Restimulation erfolgte mit dem hitzeinaktivierten C. neoformans Stamm Cap67.
Exemplarisch wurden fiir Thl IFN-y, fiir Th17 IL-17A, IL-17F und IL-22 analysiert. Untersucht
wurden die Lungenleukozyten von zwei unabhéngigen Versuchen mit je zwei Pools von 3-4 Tieren.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler. dpi: Tage nach Infektion.

Die bekannte protektive Thl-assoziierte Immunantwort ist zu dem frithen Zeit-
punkt (14 dpi) ausschlieRlich in den IL-12p35-defizienten Mé&usen verringert.
Wildtyptiere, IL-4Ro””, aber auch IL-12p35” x IL-4Ro”’” Miuse weisen in etwa die
gleichen Mengen an Cryptococcus-spezifischem sezerniertem IFN-y auf. In den IL-
12p35”7" Tieren kann eine IL-12-unabhingige IFN-v-Produktion verzeichnet
werden, welche durch die Defizienz des IL-4Ra verstdarkt wird. 42 Tage nach
Infektion kann ausschlie8lich in den IL-4Ro-defizienten Tieren eine verstérkte
Th1l-Antwort detektiert werden.

Beziiglich der Th17-assoziierten Zytokine kann 14 Tage nach Infektion in beiden
IL-4Ro-defizienten Tieren die erhohte Produktion nachgewiesen werden. Zu
diesem friihen Zeitpunkt scheinen die Th2-assoziierten Zytokine IL-4 und/oder IL-
13 in einer Hemmung von IL-17A, IL-17F und IL-22 zu resultieren. Spéter in der
Infektion kann eine Zunahme der Konzentration der untersuchten Th17-
assoziierten Zytokine ausschlieRlich in den IL-4Ro”” Miusen detektiert werden.
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Neben der Analyse der Zytokinproduktion infolge der Antigen-spezifischen
Restimulation isolierter Leukozyten, erfolgte die phanotypische Charakterisierung
der verschiedenen T-Helferzellsubpopulationen 42 Tage nach Infektion in der
Lunge (Abbildung 23A, C, D). Des Weiteren wurde die Frequenz eosinophiler
Granulozyten Beurteilung des Voranschreitens
Immunpathologie quantifiziert (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Phénotyptische Untersuchung der Lungenleukozyten 42 Tage nach
Cryptococcus neoformans-Infektion von C57BL/6-Wildtyp- und verschiedenen Knockout-
Miusen. A Anteil IL-33R" (Th2)-Zellen bezogen auf CD4 " Lungenlymphozyten. B Gesamtzellzahl
der eosinophilen Granulozyten pro Lunge. C Anteil CXCR3" (Th1)-Zellen bezogen auf CD4°*
Lungenlymphozyten. D Anteil CCR6" (Th17)-Zellen bezogen auf CD4" Lungenlymphozyten.
Dargestellt ist ein Experiment mit je 5-7 Versuchstieren pro Genotyp. Im Streudiagramm sind die
Medianwerte dargestellt. A/C/D T-Test. B Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01,
**% p<0.001.

Die Analyse des IL-33-Rezeptors (IL-33R) auf CD4" (T-Helferzellen) [199] diente
der Quantifizierung des Anteiles an Th2-Zellen (Abbildung 23A). Wie erwartet
kann bestatigt werden, dass eine Ausschaltung des IL-4Ra eine hochsignifikante
Reduktion dieser Zellen zur Folge hat. Damit iibereinstimmend sind in diesen

Tieren signifikant weniger eosinophile Granulozyten detektierbar (Abbildung
23B).



Ergebnisse | 71

Die Untersuchung CXCR3' T-Helferzellen sollte der Abschiitzung der Thil-
assoziierten Immunantwort [200] dienen (Abbildung 23C). Es zeigt sich, dass die
IL-4Ro”” Tiere die stirkste Thl-Immunantwort aufweisen, vergleichbar der
Uberstandsanalyse (Abbildung 22). Im Gegensatz zur IFN-y-Produktion ist der
Anteil CXCR3"-Zellen in den IL-12p35” x IL-4Ra”” Tieren im Vergleich zur Wild-
typgruppe und den IL-12p35-defizienten Tieren erhoht.

Beziiglich der Expression von CCR6 auf T-Helferzellen kann keine Korrelation der
Ergebnisse der Uberstandsanalysen und der phinotypischen Untersuchungen
festgestellt werden (Abbildung 22 und Abbildung 23D). Als Ursache der
vermehrten IL-17A, IL-17F und IL-22 Sekretion in der IL-4Ro-defizienten Gruppe
42 Tage nach Infektion scheinen folglich andere Zellen als T-Helferzellen beteiligt
zu sein. Erste Untersuchungen zeigen, dass yd T-Zellen als Produzenten der
gesteigerten Zytokin-Sezernierung in Frage kommen.

Die Analyse der Keimlast in Lunge und Gehirn nach 14 und 42 Tagen sollte nun
weitere Aufschliisse beziiglich der Wirkung der modulierten Zytokinproduktion
liefern. Die Abbildung 24 legt die ermittelten Keimlasten an C. neoformans in
Lunge und Gehirn dar.
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Abbildung 24: Analyse der Organlast (Lunge und Gehirn) nach Infektion mit Cryptococcus
neoformans von C57BL/6-Wildtyp und IL-12p35-, IL-4Ra- und IL-12p35 x IL-4Ra-defizienten
Mausen. A Die Untersuchung erfolgte 14 Tage nach Infektion (dpi). B Die Analyse erfolgte 42 dpi.
A/B Dargestellt sind die Daten aus 2-3 unabhéngigen Experimenten mit je 6-7 Versuchstieren pro
Genotyp. Im Streudiagramm sind die Medianwerte dargestellt. Die gestrichelte Linie stellt das
Detektionsminimum dar. Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

In beiden IL-4Ro-defizienten Mauslinien kann 14 Tage nach der Infektion eine
gesteigerte Produktion, im Vergleich zu den anderen Gruppen, Thl7-assoziierter
Zytokine festgestellt werden (Abbildung 22). Zum friithen Zeitpunkt sind
unerwarteterweise signifikant mehr Pilze in der Lunge IL-4Ra-defizienter Tiere
nachweisbar.

Nach 42 Tagen weisen IL-12p35-defiziente Tiere wie erwartet die hochsten
Keimlasten in der Lunge auf. Beide IL-4Ro-defizienten Genotypen zeigen die
gleichen, signifikant reduzierten Mengen an Pilz in der Lunge. Im Gehirn der IL-
4Ra-defizienten Tiere finden sich ebenfalls reduzierte Mengen an C. neoformans.
Abschlielfend ladsst sich feststellen, dass die Steigerung der Thl7-assoziierten
Immunantwort zu einem frithen Zeitpunkt wahrscheinlich keine hemmenden
Effekte auf die Proliferation von C. neoformans ausiibt. Zu diesem Zeitpunkt sind
hochstwahrscheinlich andere Mechanismen fiir die Induktion einer effektiven
Immunantwort gegen C. neoformans relevant und werden diskutiert.
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Ein Uberlebensversuch sollte weitere Hinweise beziiglich der Resistenz der
verwendeten gentechnisch verdnderten Mausstimme gegeniiber der Pilzinfektion
geben.

Wie erwartet sind IL-4Ra”” Tiere vollstindig resistent gegeniiber C .neoformans,
wihrend 1IL-12p357° Miuse der Infektion fast zu 100% erliegen.
Interessanterweise ist der {iberwiegende Teil (75%) der IL-12p35” x IL-4Ro””
Tiere in der Lage die Infektion zu {iberleben (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Uberlebensdaten von IL—12p35'/ , IL-12p35'/ " x IL-4Ra””
und IL-4Ra”” Miusen. Uberlebenskurven der verschiedenen Knockout-
Maéuse nach Infektion mit C. neoformans. In der Tabelle sind die Gesamtzahl
der Versuchstiere, iiberlebende Tiere sowie die Uberlebenszeit (Median) der
verschiedenen Genotypen aufgefithrt. Die Ergebnisse stammen aus 2
unabhingigen Versuchen. Logrank-Test zum Vergleich der Uberlebensraten.
p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Trotz Abwesenheit des Thl-induzierenden IL-12 sind die IL-12p35'/ " x IL-4Ro”
Versuchstiere resistent. Diese Tiere (IL-12p35'/ "x IL-4Ro””) weisen aulerdem eine
reduzierte Th2-assoziierte Immunantwort auf, vergleichbar mit jener der IL-4Ro-
defizienten Tiere (Abbildung 23A & B). Hinsichtlich der fiir die Protektion
entscheidenden IFN-y-Produktion kann 42 dpi kein Unterschied zwischen der IL-
12p35 x IL-4Ro- und der IL-12p35-defizienten Linie festgestellt werden
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(Abbildung 22). Jedoch weisen die IL-12p35” x IL-4Ra”” Tiere eine gesteigerte IL-
22-Produktion durch Lungenleukozyten auf (Abbildung 22).

Die widerstandsfahigsten Tiere wurden nach zirka 180 Tagen analysiert um
mogliche Resistenzmechanismen aufzukldren. In den iiberlebenden IL-12p357 x
IL-4Ro”” Tieren kann eine signifikant niedrigere Anzahl an Pilzen in der Lunge
gemessen werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Analyse der Organlast (Lunge und Gehirn) nach Infektion mit Cryptococcus
neoformans von C57BL/6-IL-4Ra- und IL-12p35 x IL-4Ra-defizienten Maiusen. Die
Untersuchung erfolgte >180 Tage nach Infektion (dpi). Analysiert wurden iiberlebende
Versuchstiere aus 2 unabhédngigen Experimenten mit je 4-7 Versuchstieren pro Genotyp und
Experiment. Im Streudiagramm sind die Medianwerte dargestellt. Die gestrichelte Linie
reprasentiert das Detektionsminimum. Mann-Whitney U-Test. p-Wert: * p<0.05, ** p<0.01.

Im Gehirn der iiberwiegenden Anzahl von Tieren konnen keine Kryptokokken
nachgewiesen werden.

Nach Kryptokokkenantigen-spezifischer Restimulation der isolierten Lungen-
leukozyten kann tendenziell eine gesteigerte Menge sezernierter Th17-assoziierter
Zytokine nachgewiesen werden (Abbildung 27).



Ergebnisse | 75

2.51
8 . 2.0 o 7
= = 1.5 —
£ 61 E 1.0 —
24 v g 0.5 ) v
I - — & 0.03
T 2] v 2002{ * v
T3z 0.014y — —
0 — — 0.00—¢——
10 v 1.5 v
= 9 LI A = * IL4Ra " /
1 — Vv v IL- - x IL-4Ra"
5 & S1o . IL-12p35™ X IL-4Ra
S 2 * = nd nicht detektierbar
< N
5 02 S 0.5 v
- -
=011 o = *
0.0 ——+ — 0.0 - -
Medium hiCap67 Medium hiCap67

Abbildung 27: Uberstandsanalysen der Produktion von Thl- und Th1l7-assoziierten
Zytokinen nach Restimulation isolierter Lungenleukozyten >180 Tage nach Infektion mit
Cryptococcus neoformans von C57BL/6-IL-4Ra- und IL-12p35 x IL-4Ra-defizienten Mausen.
Die Uberstinde gereinigter Lungenleukozyten wurden nach 22-stiindiger Restimulation mittels
ELISA analysiert. Die Restimulation erfolgte mit dem hitzeinaktivierten C. neoformans Stamm
Cap67 und wurde zur Analyse der Antigen-spezifischen Zytokinproduktion zusammen mit der
Medium-Kontrolle aufgetragen. Exemplarisch fiir Th1 wurden IFN-v, fiir Th17 IL-17A, IL-17F und
IL-22 analysiert. Zur Untersuchung wurden die Lungenleukozyten von 4-7 iiberlebenden
Versuchstieren pro Analysetag vereinigt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler. nd:
nicht detektierbar.

Die IFN-y-Produktion der beiden Mausstamme ist vergleichbar. Es muss eine IL-
12p35-unabhéngige IFN-v-Produktion diskutiert werden.

Die Untersuchungen zeigen an beiden Analysetagen (14 und 42 dpi), dass eine
Steigerung der Th1l7-assoziierten Zytokinproduktion bei den resistenten IL-4Ra-
defizienten Tieren, im Vergleich zu Wildtypmausen und IL-12p35-defizienten
Tieren, vorliegt. Infolgedessen schien es aussichtsreich, diese Tiere im Vergleich
zur Wildtypgruppe an weiteren Zeitpunkten zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser
Analysen werden im néchsten Abschnitt abgebildet.
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3.2.3 Verlauf der Thl7-assoziierten Immunantwort in Mausen mit
verminderter Th2-Immunantwort

Der Einfluss der IL-4Ro-Ketten-Expression auf die Th2-vermittelte Entziindungs-
reaktion wahrend der Kryptokokkose wurde im BALB/c-Modell bereits ndher
untersucht [111]. Die gesteigerte Antigen-spezifische IL-17A-Produktion durch
Splenozyten am Tag 70 nach Infektion lieferte erste Hinweise auf eine IL-4/1L-13-
abhangige Hemmung der Th17-assoziierten Immunantwort [111].

Die Untersuchung des Verlaufes der Produktion von IL-17A, IL-17F und IL-22 in
der Lunge sollte nun weitere Aufschliisse beziiglich der Regulation der T-Helfer-
zellantworten liefern. Es erfolgte die Analyse intranasal infizierter Wildtyptiere im
Vergleich zu IL-4Ra-defizienten Mausen nach 7, 14, 21, 42 und 70 Tagen.

Die Analyse der Keimlasten von Wildtyp- und IL-4Ra-defizienten Tieren in der
Lunge zeigt einen ganz neuen Aspekt der Funktion der Th2-assoziierten Immun-
antwort in der Kryptokokkose. Resistente IL-4Ra-defiziente Tiere scheinen zu
Beginn der Infektion suszeptibler und weisen in der Lunge grofere Mengen an
Pilz auf als die Kontrollgruppe. Ab 21 Tagen nach der Infektion weisen jedoch die
Wildtyptiere hohere Keimlasten auf (Abbildung 28).

Die Restimulation der isolierten Lungenleukozyten zeigt, dass die Thl-assoziierte
IFN-y-Produktion der IL-4Ra-defizienten Tiere ausschliel3lich 42 Tage nach der
Infektion, verglichen mit der Kontrollgruppe, erhoht ist (Abbildung 29). 7 Tage
nach Infektion wurde in der Gruppe der IL-4Ra-defizienten Tiere weniger IFN-y
detektiert, als bei den Wildtypen. Die Cryptococcus-spezifische IL-22-Sezernierung
ist nach Deletion des IL-4Ra hingegen iiber den gesamten Zeitraum gesteigert. IL-
17A und IL-17F sind ab 21 Tage nach Infektion in den IL-4Ra-defizienten Tieren
erhoht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen auf einen moglichen
protektiven Effekt der Th17-assoziierten Zytokine bei der Kryptokokkose hin.
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Abbildung 28: Analyse der Organlast (Lunge und Gehirn) nach Infektion mit Cryptococcus
neoformans von C57BL/6-Wildtyp- und IL-4Ra-defizienten Méausen im zeitlichen Verlauf. Die
Untersuchungen erfolgten 7,14, 21, 42 und 70 Tage nach Infektion (dpi). Dargestellt sind Daten
aus verschiedenen Experimenten mit je 6-7 Versuchstieren pro Genotyp und Analysezeitpunkt. Die
gestrichelte Linie stellt das Detektionsminimum dar. Fiir statistische Analysen wurden jeweils die
Keimlasten (Kolonie-bildende Einheiten, KbE) der Wildtyptiere mit denen der IL-4Ra-defizienten
Maéusen eines Zeitpunktes verglichen. Im Streudiagramm sind Mediane dargestellt. T-Test. p-Wert:

* p<0.05, ** p<0.01.
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Abbildung 29: Uberstandsanalysen der Cryptococcus-spezifischen Produktion von Th1- und
Th17-assoziierten Zytokinen nach Restimulation isolierter Lungenleukozyten im zeitlichen
Verlauf nach Infektion mit Cryptococcus neoformans von C57BL/6-Wildtyp- und IL-4Ra-
defizienten Méusen. Die Analysen erfolgten 7, 14, 21, 42 und 70 Tage nach Infektion (dpi). Die
Uberstinde gereinigter Lungenleukozyten wurden nach 22-stiindiger Restimulation mittels ELISA
analysiert. Die Restimulation erfolgte mit dem hitzeinaktivierten C. neoformans Stamm Cap67.
Exemplarisch wurden fiir Thl IFN-y und fiir Th17 IL-17A, IL-17F und IL-22 analysiert. Zur
Untersuchung wurden die Lungenleukozyten von 6-7 Versuchstieren pro Analysetag vereinigt.
Dargestellt sind die Mittelwerte. nd: nicht detektierbar.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die folgende Abbildung fasst die verwendeten gentechnisch verdnderten Maus-

stimme, Zielstellungen, das Uberleben und die erzielten Ergebnisse bezogen auf

die Th17-assoziierte Immunantwort zusammen.
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Abbildung 30: Zusammenfassende Darstellung der erzielten Ergebnisse der Untersuchungen
zur Rolle der Th17-assoziierten Immunantwort bei der Kryptokokkose. Dargestellt sind alle
verwendeten Mauslinien, die Zielstellung, das Uberleben bis 112 Tage in % nach Infektion mit

Cryptococcus neoformans (C.n.), der Median der Uberlebenszeit (*) sowie die Resultate bezogen

auf die Th17-assoziierte Immunantwort.
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4 Diskussion

Die wachsende Bedeutung von Infektionen mit fungalen Erregern macht die
Erforschung immunologischer Therapiemoglichkeiten als ergédnzende Behand-
lungsmethoden, neben iiblichen Antimykotika, erforderlich. Steigende Patienten-
zahlen mit einer medizinisch induzierten Immunsuppression, z. Bsp. im Rahmen
einer Organtransplantation oder Chemotherapie, verstarken die Notwendigkeit
der Untersuchung zuséatzlicher Heilmethoden. Eine zunehmende Anzahl immun-
supprimierter Patienten ist zudem auf die HIV-Pandemie zuriickzufiihren [201].
Leider ist es bisher nicht gelungen, aktive Immunisierungen gegen Pilzinfektionen
bei Menschen zulassungsreif zu entwickeln. Aktuell ist keine Impfung gegen
fungale Erreger in einer fortgeschrittenen klinischen Studie [201]. Eine
detaillierte Analyse der Immunantwort gegen Pilze ist deshalb essentiell, um
mogliche immunmodulatorische Therapieansédtze zu entwickeln und wirksame
Antigene und Adjuvantien fiir eine Immunisierung zu finden.

In-vitro- und in-vivo-Studien zur Behandlung von Cryptococcus-Infektionen mittels
Immunmodulation konzentrieren sich vor allem auf zwei Ansétze: die Bedeutung
monoklonaler Antikérper sowie die Rolle von Zytokinen.

Neben der Applikation von rekombinanten Interleukinen zur Unterstiitzung der
Behandlung akuter Pilzinfektionen scheint die Gabe monoklonaler Antikorper,
gegen Kapsel- oder Zellwandbestandteile des Pilzes, eine Option zur Verbesserung
der Rekonvaleszenz. Praklinische in-vitro-Studien sowie Experimente in
Tiermodellen, konnen die protektiven Effekte von monoklonalen Antikorpern
nachweisen [202-208]. Erste Ergebnisse einer klinischen Studie in Phase 1 zeigen
jedoch leider nur eine moderate und voriibergehende Reduktion des Antigen-
Titers im Serum von HIV-Patienten mit Kryptokokkenmeningitis, nach Gabe des
monoklonalen Antikorpers 18B7 [209].

In den letzten Jahren standen vor allem die Zytokine der protektiven Th1l- und
nicht-protektiven Th2-Immunantwort im Fokus der Untersuchungen der
Kryptokokken-Infektion [10]. Praklinische Untersuchungen koénnen die
protektiven Effekte von IFN-y, IL-12 und IL-18 im Tiermodell zeigen [96, 101,
103, 210-212]. AulBerdem sind immunstimulatorische Effekte durch TNF-o und
IL-2 nachweisbar [213-216]. In klinischen Studien war es moglich, eine
Korrelation von TNF-o, IFN-y und IL-6 mit dem Uberleben beziehungsweise der
Bekdmpfung der Infektion in HIV-infizierten Patienten mit Kryptokokken-
meningitis festzustellen [217]. Die ersten Ergebnisse der Verwendung von
rekombinanten IFN-y weisen darauf hin, dass nach einer entsprechenden
Behandlung die Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit (Liquor cerebrospinalis) schneller
frei von Pilzen ist. Dabei wurde IFN-y als adjunktives Therapeutikum in HIV-
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infizierten Patienten mit Kryptokokkenmeningitis, in Phase 2 einer klinischen
Studie, verwendet [218]. Es muss bemerkt werden, dass die Behandlung mit IFN-
v mit Nebenwirkungen einhergeht. In einer klinischen Studie (Phase II/III)
wurden Patienten mit metastasierendem Melanom auf Nebenwirkungen nach IFN-
v-Behandlung untersucht. Es fiel auf, dass eine Behandlung mit dem starken
Immunmodulator in Grippe-dhnlichen Symptomen und Schadigungen der Leber
resultiert [219].

Die Ergebnisse einiger in-vivo-Versuche weisen auf eine mogliche protektive
Funktion von Thl7-assoziierten Zytokinen hin [126, 145-147, 197]. So kann
gezeigt werden, dass die Behandlung mit anti-IL-17A-Antikérpern, nach
intranasaler Infektion, in der Frithphase zu erhohten Pilzlasten in den Lungen
fiihrt [146]. In einer anderen Studie resultiert die Ausschaltung von IL-17A in
initial erhohten Organlasten. Auflerdem fiihrt die Defizienz des IL-17RA zu
Verinderungen im Uberleben der Kryptokokken-Infektion [126]. Die aktuellste
Arbeit beschreibt die Funktion von IL-17A bei der Abwehr von C. neoformans. Es
kann nachgewiesen werden, dass eine Abwesenheit von IL-17A in der
Beeintrachtigung der Beseitigung des Pilzes in der Spéatphase der Infektion
resultiert [147].

Der genaue Beitrag der Thl7-assoziierten Immunantwort sowie der einzelnen
Zytokine, wahrend der Kryptokokkose ist weiterhin unzureichend untersucht.
Gegenstand der vorliegenden Dissertation war es, durch detaillierte Analysen die
Effekte der Thl7-assoziierten Zytokine IL-17A und IL-22 im Verlauf der
chronischen Kryptokokken-Infektion aufzukldren. Fiir die Untersuchungen wurde
das etablierte intranasale Modell der bronchopulmonalen Mykose gewdahlt. Dabei
bildete eine Reihe von Untersuchungen in BALB/c-Mausen die Grundlage [107,
111, 220]. Die Untersuchungen erfolgten in C57BL/6-Médusen, da die
verwendeten gentechnisch verdnderten Maiuse auf diesem genetischen
Hintergrund verfiigbar waren.

Miiller und Mitarbeiter zeigen, dass BALB/c-Wildtyptiere bis 100 Tage nach
intranasaler Infektion, mit dem in dieser Studie verwendeten Stamm C.
neoformans 1841, zu 100% der Infektion erliegen [111]. Aullerdem ist publiziert,
dass BALB/c-Wildtyptiere mit zunehmender Infektion eine Th2-assoziierte
Immunantwort entwickelten. So kommt es 42 Tage nach Infektion zu einem
signifikanten Anstieg des Gesamt-IgE-Gehalts im Serum sowie der Menge an
eosinophilen Granulozyten in der Lunge [220].
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4.1 Etablierung und Charakterisierung des experimentellen
Modells der bronchopulmonalen Mykose in der C57BL/6-
Wildtypmaus

Uberlebensversuche von Dr. Daniel Piehler und Dr. Andreas Grahnert (nicht
veroffentlichte Daten) zeigen, dass 112 dpi 71% der C57BL/6-Wildtyptiere,
beziehungsweise >150 dpi noch 57% der Tiere nach intranasaler Infektion, mit
der in dieser Arbeit verwendeten Infektionsdosis von 500 Kolonie-bildenden
Einheiten, {iberleben. Im Vergleich zu diesen, resistenteren C57BL/6-Wildtyp-
mausen versterben 100% der BALB/c-Wildtyptiere bis 125 dpi [107, 111].

Im Vergleich zur BALB/c-Maus scheinen Tiere auf dem C57BL/6-Hintergrund
resistenter, obwohl diese eine frithere und ausgepragtere Th2-Antwort ausbilden.
So kann bereits 7 Tage nach Infektion eine Eosinophilie in der Lunge nach-
gewiesen werden, welche jedoch bis 42 Tage nach Infektion wieder abnimmt.
Dabei féllt der extrem hohe Anteil dieser Granulozyten, bezogen auf die Gesamt-
Leukozyten auf (bis 55%). Sowohl C57BL/6- als auch BALB/c-Méause finden
Anwendung in einer Vielzahl von Studien mit intrazelluldren Erregern, darunter:
Melioidose [221], Listeriose [222], Leishmaniose [223, 224], Yersiniose [225,
226] und Infektionen mit der Gattung Mycobacterium [227, 228]. Im
tiberwiegenden Teil der Infektionsmodelle sind Tiere mit C57BL/6-Hintergrund
resistenter [229]. In-vitro-Studien mit Makrophagen von C57BL/6- und BALB/c-
Tieren zeigen, dass deren Phagozyten unterschiedliche Reaktionen nach
Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) aufweisen [230-232]. Makrophagen
von C57BL/6-Méausen produzierten groldere Mengen an TNF-o und IL-12 [229].
Die vermehrte IL-12-Produktion resultiert in einer gesteigerten IFN-y-,
beziehungsweise verringerten IL-13-Sezernierung durch T-Helferzellen [229].
Diese Differenzen in der Immunantwort sind vermutlich ursédchlich fiir die
unterschiedliche Suszeptibilitdat der beiden Mausinzuchtstimme.

In einer Studie von Hardison und Mitarbeitern wird die Rolle von IL-17A in der
Frithphase der Infektion mit dem IFN-y-produzierenden C. neoformans Stamm
H99v postuliert [146]. Nach Infektion erfolgte die Behandlung mit anti-IL-17A-
Antikorpern. Sieben Tage nach Infektion kann ein signifikanter Anstieg der
Keimlast in der Lunge gezeigt werden. Bereits 14 Tage nach Infektion konnen
jedoch keine Unterschiede mehr festgestellt werden. Wie in der vorliegenden
Arbeit dargestellt, kann im intranasalen Modell die héchste Produktion an Th17-
assoziierten Zytokinen 14 Tage nach Infektion detektiert werden. Zu diesem
Zeitpunkt kann auch eine signifikante Reduktion, verglichen mit der Keimlast an
Tag 7 nach Infektion in der Lunge gemessen werden. Diese Ergebnisse konnten
ein Hinweis auf die frithe protektive Funktion der Th17-Immunantwort bei der
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Kryptokokkose sein. Fiir Schlussfolgerungen beziiglich der Beteiligung der
exprimierten Th17-assoziierten Zytokine bei der Hemmung des Pilzwachstums 14
Tage nach Infektion miissten jedoch weiterfiihrende Experimente durchgefiihrt
werden. Dafiir wiirde es notwendig sein, entsprechende Zytokine im Friihstadion
der Infektion lokal zu neutralisieren und entsprechende Analysen der Keimlasten
durchzufiihren.

Neben der Cryptococcus-spezifischen Sezernierung von IL-17A, IL-17F und IL-22
durch Lungenleukozyten kann der signifikante Anstieg des Anteils an Th17-Zellen
bezogen auf CD4" T-Zellen in der Lunge sowie der Influx von neutrophilen
Granulozyten in die Lunge gezeigt werden.

IL-17A induziert den Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF) und
CXCL1. Diese resultieren in der Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten [233-
235]. Uber die Rolle von neutrophilen Granulozyten in der murinen
Kryptokokkose ist wenig bekannt. Eine Studie untersuchte ihre Rolle nach
intratrachealer Infektion [236]. Dabei erfolgte die Depletion dieser mit einem
Ly6G-spezifischen monoklonalen Antikorper. Neutropenische Tiere sind
iberraschenderweise in der Lage die Infektion ldnger zu iiberleben, aber weisen
einen Tag nach Infektion hohere Keimlasten in der Lunge auf als die
Kontrollgruppe. Die Autoren postulieren eine regulatorische Funktion der
neutrophilen Granulozyten [236]. In einer anderen Studie erfolgte, in C.
neoformans (Stamm H99y)-immunisierten Maéausen, eine Depletion der
neutrophilen Granulozyten. Es kann keine Verdnderung der Pilzlast in der Lunge
festgestellt werden [188]. Es wird geschlussfolgert, dass in diesem Modell die
neutrophilen Granulozyten nicht zur Beseitigung der Infektion beitragen [188].

Ganz allgemein tragen diese Zellen des angeborenen Immunsystems zur Abwehr
von Pathogenen mittels oxidativer und nicht-oxidativer Mechanismen bei [237,
238]. In einer Vielzahl von Modellen resultierte die Depletion von neutrophilen
Granulozyten in einem suszeptiblen Phénotyp, darunter

e Bakterien (Francisella tularensis [239] Listeria monocytogenes [240, 241],
Legionella pneumophila [242] Mycobacterium bovis [243], Mycobacterium
tuberculosis [244, 245], Salmonella typhimurium [246], Yersinia
enterocolitica [246]),

e Pilze (Candida albicans [247]),
e Protozoen (Leishmania major [248], Toxoplasma gondii [249]) und
e Viren (Herpes simplex virus [250], Junin virus [251]).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass neutrophile Granulozyten wahrend
der Abwehr der Kryptokokkose eine eher untergeordnete Rolle spielen.
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Im spéteren Verlauf der Kryptokokkose ist ein Riickgang der Thl7-assoziierten
Zytokinproduktion zu verzeichnen. Dieser ist moglicherweise auf den Verlust der
jeweiligen Produzenten oder die Hemmung der Transkription/Translation der
Interleukine zuriickzufiihren. Es ist bekannt, dass die IL-4Rx-abhédngige Immun-
antwort die IL-17A-Produktion hemmt [107]. So kann in IL-13-defizienten Tieren
nach intranasaler Infektion mit C. neoformans eine signifikante Induktion von IL-
17A in Splenozyten, verglichen mit Wildtyptieren, nachgewiesen werden [107]. In
der vorliegenden Arbeit kann auch in C57BL/6-Wildtyptieren eine Zunahme der
Th2-assoziierten Immunantwort im Verlauf der Infektion gezeigt werden. Folglich
ist die Abnahme der Th17-assoziierten Immunantwort mit zunehmender Infektion
hochstwahrscheinlich auf die aufkommende Th2-Antwort zuriickzufithren. Die
Hemmung der Th17-Differenzierung durch IL-4 ist bekannt [252].

Zum Zeitpunkt der Dissemination von C. neoformans ist in den Lungen die grof3te
Anzahl an Th2-assoziierten eosinophilen Granulozyten zu verzeichnen. Dieser
Befund steht im Einklang mit der in der Literatur beschriebenen pathogenen
Wirkung der eosinophilen Granulozyten in der Kryptokokkose [107, 113].
Vergleichbar mit dem Anstieg der Th2-Immunantwort kann ein Anstieg an
Cryptococcus-spezifisch  produziertem IFN-y verzeichnet werden, welches
moglicherweise fiir das Uberleben eines Teils der Versuchstiere verantwortlich ist.
Um die Th17-assoziierte Inmunantwort wiahrend der Infektion mit C. neoformans
nédher zu untersuchen, sollten im Folgenden die IL-17A- und IL-22-produzierenden
Zellen der Lunge charakterisiert werden.

4.1.1 Analyse der zellularen Quellen von IL-17A und IL-22 in der
Lunge von C57BL/6-Wildtyptieren

Dafiir musste vorab analysiert werden, welche méglichen zelluldren Quellen
iiberhaupt in der Lunge von C57BL/6-Wildtyptieren vorhanden sind. Es erfolgte
die Phanotypisierung der Lungenleukozyten mit Hilfe verschiedener spezifischer
Oberflichenmolekiile 0 und 14 Tage nach der Infektion. Es sind eindeutig
neutrophile Granulozyten, NK-Zellen und verschiedene T-Zellsubpopulationen in
der Lunge naiver sowie infizierter Tiere, zu detektieren. Die innaten lymphoiden
Zellen Typ 3 (Innate lymphoid cells 3, ILC3), NK22 (auch ILC22, oder NCR™ ILC3)
und LTi-Zellen konnen nicht bzw. nur in extrem geringen Mengen nachgewiesen
werden. Eine Studie von Monticelli und Mitarbeitern [253] bestatigt dieses
Ergebnis. Die Autoren zeigen, dass in der Lunge naiver C57BL/6-Wildtyptiere und
Ragl-defizienten Mé&usen ausschlieBlich ILC2 (auch Nuozyten oder NHC)
vorhanden sind. Es sind weder konventionelle LTi-Zellen noch NK22 zu
detektieren [253].
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Fiir die weitere Charakterisierung der Zytokin-produzierenden Zellen wurde die
intrazellulare Farbung der entsprechenden Interleukine nach Permeabilisierung
der Zellen durchgefiihrt. Der Vorteil der auf der Durchflusszytometrie basierenden
Methode liegt vor allem in der Vielzahl analysierbarer Oberflachenmarker der
Zellen, die eine genauere Charakterisierung zulassen. Fiir die Detektion der
Zytokine war es notwendig, die Lungenleukozyten zu stimulieren und mit Hilfe
von Brefeldin A in der Zelle anzureichern. Als Stimuli wurden PMA und
Ionomycin gewdhlt, um so alle moglichen Produzenten zu aktivieren. Dabei
scheint die ex vivo-Manipulation der Zellen als Nachteil, da wiahrend der
Stimulation moglicherweise die Proliferation bestimmter Zellen beziehungsweise
das Sterben Anderer erfolgt. Folglich kann die in-vivo-Situation eventuell nicht
naturgetreu reflektiert werden. Um ein der in-vivo-Situation entsprechendes
Abbild der tatsdchlichen Verteilung der Th17-assoziierten Zytokin-Produzenten zu
erhalten, scheint zum einen die Verwendung einer Reportermaus, zum anderen
die Applikation von Brefeldin A direkt in die Maus mit anschlief3ender Farbung
der isolierten Zellen, ohne Stimulation, diskutabel.

Zur Einschatzung der Cryptococcus-induzierten Produktion der Zytokine erfolgte
der Vergleich naiver und infizierter Tiere (14 dpi). Es kann eindeutig gezeigt
werden, dass die Lungenleukozyten der infizierten Tiere mehr IL-17A-/ IL-22-
produzierende Zellen aufweisen. Damit kann ausgeschlossen werden, dass die
detektierte Zytokinproduktion ausschliel}lich auf eine unspezifische Stimulation
der Zellen zuriickzufiihren ist. Die Analyse der IL-17A- und IL-22-positiven Zellen
ergibt, dass 14 Tage nach Infektion vor allem T-Zellen, insbesondere T-
Helferzellen, die Hauptproduzenten der untersuchten Interleukine sind. Auch in
einem Modell der Antigen-induzierten Entziindungsreaktion ist beschrieben, dass
unter den Zellen des Immunsystems vor allem CD4" T-Zellen zur IL-22-
Produktion in der Lunge beitragen. Bei etwa einem Drittel der IL-22-
produzierenden Zellen kann dabei auch die Produktion von IL-17A nachgewiesen
werden [254]. Ebenso ist in einem Modell der Lungenentziindung, das durch
Kieselsdure-Partikel induziert wurde, gezeigt, dass yv& T-Zellen und CD4" T-
Zellen, nicht jedoch Makrophagen, neutrophile Granulozyten, NK-Zellen oder
CTLs, eine deutliche IL-17A-Expression aufweisen [255].

Die Ergebnisse der Charakterisierung der IL-17A-produzierenden Zellen bei der
Kryptokokkose widersprechen den Untersuchungen von Wozniak et al. [126, 188],
in denen beschrieben wird, dass neutrophile Granulozyten die Hauptquelle von IL-
17A sind. Dabei ist zu beachten, dass in diesen Studien mit einem IFN-y-
produzierenden C. neoformans Stamm (H99y) gearbeitet wurde. Die intranasale
Infektion der BALB/c-Wildtyptiere erfolgte mit 10.000 KbE. Die Untersuchung der
Zytokin-produzierenden Zellen wurde 7 Tage nach Infektion durchgefiihrt, wobei
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die Zellen direkt nach Isolation gefarbt worden sind. Die Autoren kénnen nicht
ausschliel3en, dass auch die Zielzellen von IL-17A erfasst werden und bestétigten
diese Vermutung sogar. So weisen sie in einem Mausstamm mit einer Defizienz in
der IL-17RA-Signalweiterleitung 47% weniger IL-17A-positive neutrophile
Granulozyten nach, als in entsprechenden Kontrollen. Sowohl IL-17A, als auch IL-
22 wirken vor allem auf Nicht-Immunzellen. Uberdies ist beschrieben, dass der IL-
22-Rezeptorkomplex auf Zellen nicht-hdmatopoetischer Herkunft beschrankt ist
[256].

Beziiglich der geringen Anzahl IL-22-positiver Zellen konnte eine Optimierung der
Nachweisbedingungen oder die Verwendung anderer Antikorperklone moglicher-
weise zur Verstarkung der Signale fithren. Aullerdem bleibt zu diskutieren, dass
zwei verschiedene Thl17-Subpopulationen beschrieben wurden [257]. Die
konventionellen Th17-Zellen (Th17(R)), bei denen die Differenzierung mittels IL-
6 und TGF-B erfolgt und Th17(23)-Zellen, welche durch Stimulation mit IL-6, IL-
23 und IL-1B entstehen. Th17(B)-Zellen exprimieren IL-17A, IL-17F und IL-10.
Th17(23)-Zellen exprimieren IL-17A, IL-17F, IL-22 und IFN-y. Moglicherweise
entstehen in der Lunge C. neoformans infizierter C57BL/6-Wildtypen vor allem
Th17(B)-Zellen, was die geringe Anzahl IL-22-positiver Zellen erkldren konnte.
Diese Vermutung wird durch die Analyse IFN-y-produzierender T-Zellen (Daten
nicht gezeigt) unterstiitzt, da nur eine geringe Anzahl doppelt-positiver (IFN-y +
IL-17A und IFN-y + IL-22) CD4" Zellen detektierbar ist.

4.2 Funktionsanalyse der Thl7-assoziierten Immunantwort
bei der Kryptokokkose

Neben der Analyse der Produzenten von IL-17A und IL-22 wahrend der
Kryptokokkose sollte auch deren moglicher Beitrag zu einer protektiven Immun-
antwort untersucht werden. Zunéachst sollte in Abwesenheit beider Zytokine deren
Einfluss auf den Infektionsverlauf analysiert werden. Die Hemmung der Th17-
Entwicklung durch IL-12 und IFN-y wurde bereits beschrieben [115, 196].
Folglich sollte der Knockout von IL-12 in einer Steigerung der Th17-assoziierten
Immunantwort resultieren. Zur Untersuchung der Funktion der Th17-assoziierten
Zytokine in der Kryptokokkose wurden IL-12p35-defiziente Mause mit IL-17A-
beziehungsweise IL.-22-defizienten Tieren gekreuzt.

4.2.1 Depletion von IL-17A und IL-22 in Versuchstieren mit
verminderter Thl-lmmunantwort

In Uberlebensversuchen, bei welchen IL-12p35-defiziente Tiere als Kontrolle

dienten, konnen keine Unterschiede nach Knockout von IL-17A und IL-22

festgestellt werden. Im Fall der IL-17A-defizienten Méuse konnte dieses Ergebnis
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darauf zuriickzufiithren sein, dass IL-17F das Fehlen von IL-17A kompensieren
kann, da sich beide Zytokine einen Rezeptorkomplex teilen und demzufolge
ahnliche, biologische Funktionen ausiiben [127, 258, 259]. Womoglich konnte die
Verwendung einer IL-17RA-defizienten Maus die protektive Funktion beider
Zytokine zeigen.

Uberdies haben auch IL-17A und IL-22 #hnliche Funktionen. So induzieren beide
Zytokine eine innate Immunantwort in Epithelzellen [187]. Folglich ist es
schwierig die Funktionen der einzelnen Interleukine auf Grund ihrer redundanten
Funktionen direkt, durch den Knockout der einzelnen Zytokine nachzuweisen. Der
Synergismus von IL-17A und IL-22 muss noch ndher untersucht werden. Es wird
jedoch diskutiert, dass dieser ein Resultat des Zusammenlaufens des STAT3 und
NF-xB Signalweges ist [187].

Die Rolle der Th17-assoziierten Zytokine bei fungalen Infektionen ist umstritten.
Es gibt jedoch Hinweise, dass sie sowohl in Tiermodellen, als auch im Menschen
eine entscheidende Funktion bei Schleimhautinfektionen aufweisen [71, 260].

Die Produktion von IL-22 in der Mukosa stellt moglicherweise unter limitierten
inflammatorischen Bedingungen einen primitiven Resistenzmechanismus gegen
Pilze dar [140]. So spielt IL-22 bei der Infektion mit Candida albicans eine Rolle
bei der frithen Abwehr, indem es das Pilzwachstum hemmt und zur
Epithelintegritit beitrdagt [173]. Zudem wird gezeigt, dass IL-22 essentiell fiir die
Regeneration des Lungenepithels nach einer Influenza-Infektion ist [267]. IL-22-
defiziente Méuse zeigen verstdrkte Lungenschiden, verglichen mit Wildtyptieren.
Eine andere Arbeit jedoch zeigt, dass IL-22 keine eindeutig protektive Funktion
bei Abwehr von Mycobacterium tuberculosis aufweist [261]. Bei Abwesenheit von
IL-22 kann kein Unterschied im Uberleben der Tiere, verglichen mit der Kontrolle,
gezeigt werden. So scheint die Funktion von IL-22 bei der Abwehr
unterschiedlicher Pathogene verschieden und abhéngig von einer Vielzahl von
Faktoren wie dem Erreger selbst, dem Infektionsweg und der Zytokin-Umgebung.

IL-17A tréagt bei der Infektion mit Aspergillus zur Gewebspathologie in der Lunge
bei [144]. In einem Modell der oropharyngealen Kandidose allerdings ist IL-17A
und die IL-17RA-vermittelte Signalweiterleitung entscheidend fiir die Resistenz
[172]. Demzufolge ist auch die Rolle von IL-17A bei der antifungalen Wirtsabwehr
nicht immer gleichartig.
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4.2.2 Thl7-assoziierte Immunantwort in Mausen mit verminderter
Th1l- und Th2-Immunantwort

Auf Grund der Ergebnisse des Knockouts der einzelnen Zytokine (IL-17A und IL-
22) wurde im Folgenden eine IL-12p35”" x IL-4Ra”” Mauslinie geziichtet. Es
wurde erwartet, dass die Reduktion der Thl- (IL-12p35”") und Th2-Immun-
antwort (IL-4Ra”") in einer Steigerung der Th17-assoziierten Zytokine resultiert.

Friihphase

14 Tage nach Infektion erfolgte die Untersuchungen der T-Helferzell-assoziierten
Immunantwort in der Lunge. Dazu wurden die isolierten Leukozyten mit einem
hitzeinaktiviertem C. neoformans-Stamm restimuliert. Sowohl IL-4Ra-, als auch IL-
4Ra x IL-12p35-defiziente Méduse weisen 14 Tage nach Infektion eine erhéhte IL-
17A-, 1IL-17F- und IL-22-Produktion auf. Die Keimlast in der Lunge der IL-4Ro-
defizienten Tiere ist jedoch 14 Tage nach Infektion hoher als die der Wildtyptiere.
Die Steigerung der Th17-assoziierten Zytokine in den IL-4Ro”” Tieren zu einem
frithen Zeitpunkt hat keinen Einfluss auf das lokale Pilzwachstum. Die Ergebnisse
der Untersuchungen zur Kontrolle von C. neoformans in der Frithphase der
pulmonalen Infektion werden in einer Publikation von Dr. Andreas Grahnert und
Tina Richter intensiv diskutiert [263]. Wildtyptiere sind in der Lage, die Infektion
zum frithen Zeitpunkt besser zu kontrollieren und weisen eine vermehrte
Makrophagen und DC-Rekrutierung in die Lunge auf. Die mRNA-Analysen von
Lungengewebe ergaben, dass IL-4Ra”” Tieren eine geringere Expression der
Chemokine CCL2 und CCL20 aufweisen, welche hochstwahrscheinlich urséachlich
ist flir genannte Unterschiede in der Rekrutierung der Phagozyten. Aullerdem
kann eine verringerte IFN-y Expression in der Lunge IL-4Ro-defizienter Tiere
nachgewiesen werden. Diese wird durch die Untersuchungen der Uberstinde nach
Restimulation isolierter Lungenleukozyten untermauert. Zellen von IL-4Ro” Tiere
weisen eine signifikant verringerte Produktion von NO auf.

Beziiglich der protektiven Thl-Immunantwort konnte mit Hilfe der IL-4Ro x IL-
12p35-defizienten Tiere gezeigt werden, dass 14 Tage nach Infektion eine IL-
12p35-unabhéngige IFN-y-Produktion erfolgt, welche moglicherweise auf IL-18
zurilickzufiihren sein konnte. Eine IL-12p35-unabhéngige IFN-y-Produktion konnte
bereits 2001 durch Miiller und Mitarbeiter in einem experimentellen Modell der
Trypanosoma crugzi-Infektion gezeigt werden [264]. Weiterfiihrende Analysen
werden die Rolle von IL-18 in der Kryptokokkose ndher beleuchten. Aufderdem
wird die Funktion des IL-12p35-unabhdngigen IFN-y weiter untersucht. Dazu
wird dieses neutralisiert und der Einfluss auf das Pilzwachstum analysiert.
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Spdtphase

Zu einem spiteren Zeitpunkt (42 dpi) kann bei beiden IL-4Ro” Mausstimmen
eine gesteigerte IL-22-Produktion detektiert werden. IL-17A und IL-17F sind nur
in den IL-4Ro” Tieren erhéht.

In Uberlebensversuchen kann die Resistenz der IL-4Ro-defizienten Miuse wie
erwartet bestdtigt werden, alle Tiere iiberleben die Infektion. Uberraschender-
weise sind auch die IL-4Ra x IL-12p35-defizienten Tiere resistent gegeniiber der
Infektion mit C. neoformans. So iiberlebten, trotz fehlendem IL-12p35, 75% der
Tiere die Infektion, wobei IL-12p35-defiziente Tiere zu fast 100% versterben.

Zur weiteren Aufkldrung der Resistenzmechanismen wurden die {iberlebenden
Tiere zirka 180 Tage nach Infektion analysiert. Interessanterweise kann zu diesem
spaten Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied bei der Pilzanzahl in der Lunge
detektiert werden. Nach Restimulation der Lungenleukozyten kann jedoch nur
eine tendenzielle Steigerung der Th17-assoziierten Zytokinproduktion in den IL-
4Ra x IL-12p35-defizienten Tieren, welche weniger Pilze aufweisen, gezeigt
werden. Hinsichtlich der IFN-y-Produktion kann kein Unterschied ausgemacht
werden. Demzufolge konnte eine Steigerung der Th17-assoziierten Zytokine, zu
einem spiteren Zeitpunkt der Infektion, einen Einfluss auf die Proliferation von
Cryptococcus haben. Womoglich induzieren diese Interleukine antimikrobielle
Peptide, welche in der Reduktion der Keimlast in der Lunge resultieren.

Ziel folgender Analysen wird nun sein, in IL-4Ra-defizienten Tieren mit Hilfe einer
Microarray-Analyse die Zielgene der protektiven Interleukine zu definieren und im
Anschluss diese mittels real-time RT-PCR, spiter auf Proteinebene, zu bestitigen.
Derartige Zielmolekiile konnten antimikrobielle Peptide sein. Die antifungale
Aktivitat verschiedener Saugetier-Cathelicidine gegeniiber C. neoformans konnte
bereits gezeigt werden [175]. Zudem ist die antimikrobielle Wirkung eines Prolin-
reichen Peptids (SP-B, aus dem Schwein) auf C. neoformans bekannt [176]. Wang
und Mitarbeiter beschreiben die antifungale Aktivitit des Maus-beta-Defensins-1
(mBD-1) gegeniiber C. neoformans [265].

4.2.3 Verlauf der Thl7-assoziierten Immunantwort in Versuchstieren
mit verminderter Th2-Immunantwort
Nach den Untersuchungen der verschiedenen gentechnisch verdnderten Maus-
stimme 14 und 42 Tage nach Infektion sollte der Verlauf der Th17-Immunantwort
der IL-4Ra”” Tiere nidher untersucht werden, da diese Tiere an beiden
Untersuchungstagen eine gesteigerte Thl7-assoziierte Zytokinproduktion
aufweisen. Interessanterweise kann in der Frithphase der Infektion (7 und 14 dpi)
in den IL-4Ro-defizienten Tieren eine hohere Keimlast in der Lunge verglichen mit
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Wildtyptieren detektiert werden [263]. Ab Tag 21 jedoch kann eine signifikante
Hemmung der Proliferation von Cryptococcus in der Lunge IL-4Ro-defizienter
Mause detektiert werden. Genau zu diesem Zeitpunkt ist eine Steigerung aller
detektierter Th17-assoziierter Zytokine nachweisbar. Eine erhohte Produktion von
IFN-y kann hingegen erst 42 Tage nach Infektion nachgewiesen werden. Diese
Analysen weisen auf eine protektive Rolle der Th17-assoziierten Immunantwort
hin. Diese scheint jedoch nicht mit der Rekrutierung der neutrophilen
Granulozyten assoziiert. Die Induktion der Th17-abhédngigen Resistenzmechanis-
men bleibt zu untersuchen.

4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen zur
Funktion Thl7-assoziierter Zytokine und Ausblick

Insgesamt sprechen die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse tendenziell
fiir eine protektive Funktion der Th17-assoziierten Zytokine IL-17A und IL-22.

Schlussfolgernd konnten Th17-assoziierte Interleukine also eine Option fiir die
Immunmodulation bei einer antifungalen Therapie der Cryptococcus-Infektion
darstellen. Dafiir sind jedoch weitere Analysen noétig. Der Fokus sollte dabei
insbesondere auf IL-22 liegen, da dieses Interleukin auf Grund seiner Wirkung in
der Lunge besonders interessant erscheint und schlielllich die Lunge als
Eintrittspforte der humanen Cryptococcus-Infektion beschrieben ist [266]. In
einem Modell der Antigen-induzierten Entziindungsreaktion kann gezeigt werden,
dass die Neutralisation von IL-22 die Antigen-induzierte IL-13-Produktion, die
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten und Becherzellhyperplasie in den
Atemwegen verstarkt [254]. Die intranasale Applikation von rekombinanten IL-22
wiederum vermindert den Influx von eosinophilen Granulozyten. Bei der
pulmonalen Infektion mit dem extrazelluliren gram-negativen Bakterium
Klebsiella pneumoniae verstdrkte IL-22 die Epithelzell-Proliferation und trans-
epitheliale Resistenz in der Lunge [165]. Eine aktuelle Studie der Funktion von IL-
22 wiahrend der Influenza-Infektion kann darlegen, dass IL-22 fiir die
Wiederherstellung der normalen Lungenfunktion notwendig ist [267].

Ganz konkret werden derzeit werden folgende Mausstdmme geziichtet:
IL-12p357 x IL-22R17", IL-22R1”" x IL-4Ro”” und IL-12p357 x IL-22R17" x IL-
4Ra”.

Ferner ist die Untersuchung IL-17RA”", IL-17A/ IL-22-transgener Mausstamme zur
besseren Einschidtzung der Zytokin-Funktionen bei der Kryptokokkose denkbar.

Wie bereits diskutiert, sind insbesondere die Zielgene von IL-22 von besonderem
Interesse fiir zukiinftige Untersuchungen. Die geplanten Microarray-Analysen und
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darauf aufbauende Untersuchungen auf Proteinebene im Rahmen von Toxizitats-
studien nach Applikation konnten Aufschluss iiber eine mogliche antimikrobielle
Aktivitat dieser Molekiile auf C. neoformans geben.
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5 Zusammenfassung

Cryptococcus neoformans, ein weltweit vorkommender fungaler Erreger, ist einer
der bedeutendsten Ausloser invasiver Mykosen mit hoher Mortalitidt und stellt vor
allem fiir immungeschwéchte Patienten eine grolde Gefahr dar. Trotz antifungaler
Therapien weisen insbesondere immunsupprimierte Patienten weiterhin eine hohe
Sterblichkeit auf. Zirka eine Million Félle einer Kryptokokkenmeningitis
resultieren in iiber 600.000 Todesfillen pro Jahr. Damit wird die Entwicklung
neuer Prophylaxe- und/oder Therapiestrategien erforderlich. Voraussetzung dafiir
ist die weiterfiihrende Analyse der Inmunantwort gegen C. neoformans.

Im experimentellen murinen Modell der Kryptokokkose ist der Schutz mit der
Typl-T-Helferzellantwort (Thl)-assoziiert. Die Th2-Antwort hingegen ist
nachteilig und begiinstigt sowohl die Vermehrung als auch die Verbreitung der
Pilze im Korper. In einer Reihe von Studien wird eine signifikante Rolle der Th17-
assoziierten Zytokine Interleukin (IL)-17A und IL-22 bei der Induktion anti-
mikrobieller Mechanismen diskutiert. Es gibt einige wenige Hinweise auf die
Beteiligung von IL-17A in der Abwehr einer Cryptococcus-Infektion. Die Funktion
von IL-22 bei der Kryptokokkose ist gdnzlich unbekannt. Fiir neue immun-
modulatorische Behandlungen oder Impfstrategien konnten daher, neben
protektiven Th1l-Zytokinen, moglicherweise auch Th17-assoziierte Zytokine einen
neuen Ansatz liefern und somit als neuartiges, ergdnzendes Therapeutikum

interessant werden.

Ziel der Arbeit war, die Funktion der Th17-assozierten Zytokine bei der Infektion
mit C. neoformans zu untersuchen. Dafiir erfolgte

1. die Etablierung des experimentellen Modells in der C57BL/6-Wildtypmaus
und die Untersuchung der Expression Th17-assoziierter Zytokine (IL-17A,
IL-17F und IL-22) im Verlauf der chronischen Infektion,

3. die Charakterisierung der zelluldren Quellen von IL-17A und IL-22 in der

murinen Lunge sowie

4. die Analyse der in-vivo-Funktion der Th17-assoziierten Immunantwort.
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Zusammenfassung der Ergebnisse:

I. Thl7-assoziierte Zytokine werden vor allem in der Friihphase der
Kryptokokkose exprimiert.

C57BL/6-Wildtypméause wurden intranasal mit C. neoformans infiziert. An
verschiedenen Zeitpunkten (0, 7, 14, 21, 42 und 70 dpi) nach der Infektion
wurden die Lungenleukozyten isoliert und auf die Produktion von Th17-
assoziierten Zytokinen untersucht. Dafiir erfolgte die Restimulation mit
Kryptokokken-Antigen. Die Uberstinde der Priméirkulturen wurden mittels
Engyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) analysiert.

14 Tage nach Infektion (dpi) erfolgt die maximale Expression von IL-17A,
IL-17F und IL-22.

II. T-Zellen, insbesondere T-Helferzellen sind die Hauptproduzenten von
IL-17A und IL-22 bei der Kryptokokkose.

Zum Zeitpunkt der starksten Th17-assoziierten Zytokinproduktion (14 dpi)
wurden isolierte Lungenleukozyten infizierter C57BL/6-Wildtypmause
polyklonal (PMA/Ionomycin, 6 h) stimuliert. Den Primarkulturen wurde
zur intrazelluliren Anreicherung von IL-17A bzw. IL-22 Brefeldin A
zugesetzt (4 h). Zur Untersuchung der Quellen der Th1l7-assoziierten
Zytokine erfolgte die Farbung der Zellen mit spezifischen Oberflachen-
markern. IL-17A und IL-22 wurden intrazellular gefarbt. Die Analyse
erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

Sowohl IL-17A- als auch IL-22-produzierende Zellen sind fast
ausschliellich CD3-positiv. Vor allem die T-Helferzellen, aber auch NKT-,
v6-T-Zellen und zytotoxische T-Zellen (CTL) exprimieren Thl7-assozierte
Zytokine.

IlI. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit verschiedenen immun-
defizienten Miusen deuten auf eine protektive Funktion der Th17-
assoziierten Zytokine hin.

Fiir die Analyse der in-vivo-Funktion der Th17-assoziierten Zytokine wurde

mit verschiedenen immundefizienten Mausinzuchtstimmen gearbeitet.

a) Funktionsanalyse mit Hilfe der IL-17A- bzw. IL-22-Defizienz.

Zuerst wurde versucht mit Hilfe der Depletion von IL-17A oder IL-22
Riickschliisse auf deren Rolle bei der Kryptokokkose zu ziehen.
Frithere Studien zeigten eine starkere Expression von IL-17A und IL-
23 in IL-12p35-defizienten Tieren. So schien es erfolgsver-

sprechender, die Th17-assoziierte Immunantwort in einem Modell
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mit gesteigerter Expression der entsprechenden Zytokine zu
untersuchen. Folglich wurden die Depletionen von IL-17A bzw. IL-22
nicht im Wildtypen vorgenommen. Es wurde ein Uberlebensversuch
nach Infektion mit C. neoformans von folgenden Mausstimmen
durchgefiihrt:

IL-12p357, IL-12p35” x IL-17A” und IL-12p35” x IL-227"

Die IL-17A- bzw. IL-22-defizienten Tiere verstarben nicht wie
erwartet friiher als die Kontrollgruppe. Auf weitere Analysen wurde
daher verzichtet. Mogliche redundante Funktionen der Thl7-
assoziierten Zytokine lassen keine Schlussfolgerung beziiglich der
Rolle von IL-17A und IL-22 bei der Kryptokokkose zu. Deshalb
wurde im Folgenden versucht die Th17-assoziierte Immunantwort

zu steigern.

b) Funktionsanalyse mit Hilfe immundefizienter Mausstimme mit
gesteigerter Th17-assoziierter Immunantwort.

Dafiir wurden Méuse mit verminderter Th1- und Th2-Immunantwort
(IL-12p35” x IL-4Ra”") geziichtet. Auf Grund der Regulation der T-
Zelldifferenzierung wurde erwartet, dass die Verminderung von Th1
und Th2 in einer Steigerung der Th17-assoziierten Immunantwort
resultiert. Ein Uberlebendversuch von:

C57BL/6-Wildtyptieren, I1L-12p35”", IL-4Ro” und IL-12p35” x IL-
4Ro” sollte erste Riickschliisse beziiglich der Funktion der Th17-
basierenden Immunantwort zulassen. An verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion (14 und 42 dpi) wurde die T-Helferzellantwort
untersucht.

Mausinzuchtstimme mit verminderter Thl-Immunantwort (IL-
12p357) erliegen der Infektion, die mit reduzierter Th2-
Immunantwort (IL-4Ro” ), hingegen {iiberleben. Interessanterweise
sind IL-12p35”7" x IL-4Ra”, trotz verminderter protektiver Thl-
Immunantwort, resistent gegen C. neoformans und weisen zu einem
frithen Zeitpunkt eine gesteigerte Th17-assoziierte Immunantwort
auf. In Tieren mit verminderter Th2-Immunantwort (IL-4Ra'/ ) kann
zu einem friihen und spiten Zeitpunkt eine deutlich gesteigerter
Produktion Th17-assoziierter Zytokine nachgewiesen werden.
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¢) Untersuchung des Infektionsverlaufes von Tieren mit
gesteigerter Th17-assoziierter Inmunantwort.
Es erfolgte die detaillierte Analyse des Infektionsverlaufes (0, 7, 14,
21, 42 und 70 dpi) von:
C57BL/6-Wildtyptieren und IL-4Ra”” Miusen.
Mause mit verminderter Th2-Immunantwort (IL—4Ra'/ ) haben im
Vergleich zu Wildtyptieren ab 21 dpi eine deutlich stirkere
Cryptococcus-spezifische Th1l7-assoziierte Zytokinproduktion und
weisen ab diesem Zeitpunkt weniger Pilze in der Lunge auf. Die
Induktion des Thl-assoziierten, protektiven IFN-y ist erst nach 42
Tagen nachzuweisen, so dass die Thl7-assoziierten Zytokine
zumindest in dieser Phase zur Kontrolle der Erreger und dem

Uberleben von IL-4Ra-defizienten Tieren beitragen koénnten.

Schlussfolgernd scheinen derzeit die Thl-assoziierten Zytokine fiir den Einsatz zur
Immunmodulation bei einer antifungalen Therapie der Cryptococcus-Infektion
erfolgversprechender als die Th17-assoziierten Interleukine. Weitere Analysen der
Funktion von IL-22, vor allem der entsprechenden antifungalen Zielmolekiile,
kéonnten jedoch in Zukunft alternative Behandlungsstrategien darstellen.
Entsprechende Untersuchungen dazu sind in Planung. Der Einsatz derartiger
Effektormolekiile von IL-22 (z. Bsp. antimikrobielle Peptide) wiirde
moglicherweise ohne bzw. mit weniger Nebenwirkungen, durch die Modulation
des Immunsystem, einhergehen und konnten damit Vorteile gegeniiber den Th1-
assoziierten Interleukinen bieten und somit die Behandlung invasiver Mykosen

optimieren.
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6 Abstract

The fungal pathogen Cryptococcus neoformans is ubiquitously distributed. It is one
of the most important fungi resulting in invasive mycosis. Despite antifungal
therapies immunocompromised individuals suffering from fungal infection exhibit
high mortality rates. Approximately one million cases of cryptococcal meningitis
result in more than 600.000 annual deaths. There is an urgent need to investigate
the immune response against C. neoformans to develop new prophylactic or
therapeutic approaches.

In the murine model protective immunity against C. neoformans is dependent on T
helper (Th) 1 cells, whereas Th2 cells are detrimental. Several studies presume a
significant role of Th17-associated production of interleukin (IL)-17A and IL-22 in
regulating antimicrobial immunity at the barrier surfaces. There is some evidence
for Th17 cells contributing to protection against fungi. IL-17A was shown to be
beneficial for cryptococcal clearance. However, the functional role of IL-22
remains unclear.

Th17-associated cytokines may provide an alternative approach for novel
immunomodulatory therapies or vaccination strategies compared to Thl-related
cytokines.

Aim of the study:

1. Establishment of an experimental model of bronchopulmonary infection
with C. neoformans using C57BL/6 wild-type mice and examination of
Th17-associated cytokine (IL-17A, IL-17F and IL-22) expression during
chronic infection.

2. Characterization of cellular sources of IL-17A and IL-22 in the murine lung.

3. Functional analysis of Th17-associated immune response using different
immunodeficient strains of inbred mice.
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Summary:

I. Thl7-associated cytokines are mainly expressed during the early phase
of cryptococcosis.

Isolated lung leukocytes of intranasal infected C57BL/6 wild-type mice (O,
7, 14, 21, 42 and 70 days post infetion) were restimulated using
cryptococcal antigen to analyze the production of Th17-type cytokines in
supernatants of primary cultures.

14 days after infection (dpi) peak values of IL-17A, IL-17F and IL-22 are
detectable.

II. During cryptococcosis IL-17A and IL-22 are preferentially produced by
T cells (especially T helper cells).

Analysis of cellular sources of Thl7-related cytokines was done by flow
cytometry. All potential producing cells were analyzed at the time point
with maximal cytokine expression (14 dpi).

IL-17A and IL-22 producing cells are almost all CD3-positive. These cells
are mainly T helper cells but also NKT cells, yv& T cells and cytotoxic T
lymphocytes (CTL) expressing Th17-associated cytokines.

III. The use of different immunodeficient mice points to a protective role
of Th17-associated cytokines during cryptococcosis.

Different immunodeficient strains of inbred mice were used to analyze the
in vivo function of Th17-type cytokines.

a) Functional analysis using IL-17A- or IL-22-deficient mice.

The knockout of IL-17A or IL-22 during cryptococcosis was applied
to draw conclusions regarding the function of these cytokines.
Previous investigations show a higher expression of IL-17A and IL-23
in IL-12p35-deficient mice. Thus, it was obvious to investigate the
Th17-related immune response in mice with increased expression of
these cytokines.

No differences in survival of the fungal infection are detectable in IL-
17A and IL-22 knockout animals with reduced Th1-related immune
response (IL-12p35‘/ ). Possible redundant functions of Thl7-
associated cytokines disallow conclusions regarding the role of IL-
17A and IL-22 during cryptococcosis.
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b) Functional analysis using different immunodeficient animals

with increased Th17-related immune response.

Animals with decreased Thl und Th2 immune response (IL-12p35'/ ’
x IL-4Ro”” mice) were investigated for Th17-type cytokines after C.
neoformans infection. Based on the mutual cross-regulation of Thl
and Th2 cells it was expected that a reduction of Th1 and Th2 leads
to an increase of the Thl7-associated immune response. The
decrease of both T helper cells (Thl and Th2) should reflect a
phenotype with distinct Thl7-related immunity. Survival
experiments using

C57BL/6 wild-type, IL-12p357", IL-4Ro™ and IL-12p35” x IL-4Ra’
were done.

Inbred mice with a reduced Thl-related immune response (IL-
12p357") are susceptible, whereas animals with reduced Th2-related
immune response (IL-4Ro””) are resistant. Interestingly, despite the
loss of the protective Th1-related immune response, IL-12p35” x IL-
4Ro”” mice are almost as resistant as IL-4Ra”". Only at an early time
point (14 dpi) an increased expression of Th17-related cytokines is
detectable after knockout of IL-12p35 and IL-4Ra. After reduction
of Th2-related immune response (IL-4Ro[/ ) an increase of Thl7-
associated cytokines is detectable (14 and 42 dpi). Based on these
findings, mice with the highest elevation of Th17-related immunity
(IL-4Ra”") were analyzed in more detail.

¢) Time course during infection using animals with increased Th17-

reated immune response.

The time course during infection (0, 7, 14, 21, 42 und 70 dpi) was
investigated using: C57BL/6 wild-type and IL-4Ra™"

Animals with reduced Th2-related immune response show an
increased Cryptococcus-specific Th17-associated cytokine expression
from 21 dpi onwards. As of this date less fungi are detectable in the
lung of IL-4Ro-deficient mice. An increase of protective Thl-
associated IFN-y is measured after 42 dpi. Hence Thl7-associated
cytokines may contribute to the control and survival of the pathogen
in IL-4Ra-deficient mice.

In conclusion, Thl-associated cytokines seem to be of greater benefit for

immunomodulation during antifungal therapy of cryptococcosis as compared to

Th17-related cytokines. Further analysis of the function of IL-22 (especially for
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antifungal target genes) could provide an alternative treatment strategy but
requires further investigations in future studies. Utilization of effector molecules
of IL-22 (e.g. antimicrobial peptides) may result in reduced side effects or be even
without any. This could represent an improvement over Thl-associated cytokines
and will optimize the treatment of invasive mycoses.
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