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1 

1 Einleitung 

1.1 Trypanosoma cruzi und das Immunsystem  

1.1.1 Trypanosoma cruzi- Erreger der Chagas-Krankheit 

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi ist ein einzelliges, flagelliertes Protozoon und Auslöser 

der Chagas-Krankheit, einer der bedeutendsten Tropenparasitosen Süd- und Mittelamerikas. 

In Lateinamerika sind 15 Millionen Menschen infiziert und weitere 28 Millionen gefährdet, 

sich zu infizieren. Im Jahr 2006 starben 12 500 Menschen an den Folgen der Infektion mit 

Trypanosoma (T.) cruzi (Hotez et al. 2007; WHO/TDR 2007). Der erste Bericht über den 

Flagellaten erschien 1909. Hierin beschrieb Carlos Chagas den Parasiten, seinen 

Entwicklungszyklus und das Krankheitsbild der später nach ihm benannten Chagas-Krankheit 

(Chagas 1909). Das Protozoon T. cruzi gehört zur Familie der Trypanosomatida und zur 

Ordnung der Kinetoplastida (Mehlhorn und Armstrong 2001; World Health Organization 

2002). Die Spezies T. cruzi ist sehr heterogen. Es existieren eine Vielzahl verschiedener 

Stämme, die sich zum Teil stark in ihrem regionalen Vorkommen, ihrem 

Hauptwirtsorganismus und ihrer Virulenz unterscheiden (Zingales et al. 1999; Buscaglia und 

Di Noia 2003; Rassi und Marin-Neto 2010).   

Der Entwicklungszyklus von T. cruzi 

Im Rahmen seiner Entwicklung durchläuft T. cruzi 2 Wirtsysteme: den Vektor und einen 

Säugetierwirt (Abb. 1). Als Vektor dient eine blutsaugende Raubwanze aus der Familie der 

Reduviidae, Subfamilie der Triatominae, die sowohl in der freien Wildnis als auch in 

urbanisierten Gegenden vorkommt. Die nachtaktive Wanze lebt bevorzugt in unverputzten, 

mit Stroh bedeckten Hütten der ärmeren Landbevölkerung, die gute Verstecke für den Tag 

bieten (Mehlhorn und Armstrong 2001; World Health Organization 2002). Während der 

Blutmahlzeit hinterlässt die Wanze Fäzes, der infektiöse metazyklische Trypomastigote 

T. cruzi enthält. Diese bewegliche Form der Parasiten dringt durch die Einstichstelle, über 

andere Hautläsionen oder direkt über die Schleimhaut in den Menschen- oder Säugetierwirt 

ein. Im Wirtsorganismus invadiert der Parasit Zellen, indem er von ihnen in parasitophore 

Vakuolen aufgenommen wird. Kurz nach der Aufnahme verlässt T. cruzi die Vakuole aktiv, 
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um sich im Zytoplasma der Zellen in abgerundeter, amastigoter Form zu replizieren. Sind 

genügend Amastigote vorhanden, wird der Untergang der Zelle induziert, wodurch die 

Parasiten frei werden, um benachbarte Zellen zu befallen oder über die Blutbahn in Form 

von Blut-Trypomastigoten in andere Organsysteme zu gelangen. Nimmt eine Wanze beim 

Blutsaugen Blut-Trypomastigote auf, wandeln sich diese in deren Verdauungstrakt zu 

Epimastigoten um. Diese vermehren sich im Enddarm der Wanze longitudinal. Einige der 

epimastigoten T. cruzi gelangen in das Rektum und werden in Form von metazyklischen 

Trypomastigoten bei der nächsten Defäkation ausgeschieden, um weitere Säugetierwirte zu 

infizieren (Tanowitz et al. 2000; Rassi und Marin-Neto 2010).  

Die Chagas-Krankheit 

Während die Chagas-Krankheit früher vor allem die Menschen der ärmeren 

Landbevölkerung betraf, ist sie heute durch die allgemeine Landflucht auch in den Städten 

Lateinamerikas und durch zahlreiche Migrationswellen sogar in Europa und Nordamerika zu 

finden. Durch diese Entwicklung gewinnen andere Übertragungswege wie die Übertragung 

durch infizierte Blutkonserven oder Spenderorgane immer mehr an Bedeutung (Schmunis 

1999). Des Weiteren ist auch eine kongenitale Übertragung von der Mutter auf das 

Neugeborene möglich (Machado et al. 2009).  

Der klinische Verlauf der Chagas-Krankheit erfolgt in 3 Phasen. Die akute Phase beginnt 1-2 

Wochen nach der Infektion und hält 4-8 Wochen an. Sie spiegelt eine durch den Parasiten 

ausgelöste Entzündungsreaktion wider, die sich an der Eintrittsstelle in Form einer 

Schwellung (Chagom) äußert. Breitet sich die Entzündungsreaktion systemisch aus, so treten 

weitere Symptome wie Fieber, Abgeschlagenheit, Hepatosplenomegalie, Lymphadenopathie 

oder generalisierte Ödeme hinzu. In vielen Fällen verläuft die akute Phase jedoch völlig 

asymptomatisch. Sie geht allerdings in jedem Fall mit einer sehr hohen Parasitämie einher, 

deren Detektion als diagnostisches Mittel genutzt wird. Selten treten schwere 

Komplikationen wie Meningoenzephalitis, Herzrhythmusstörungen oder Myokarditis auf, die 

schlimmstenfalls zum Tod führen (Tanowitz et al. 2000; World Health Organization 2002; 

Coura und Borges-Pereira 2010). 

In der intermediären Phase fällt die Parasitämie 4-8 Wochen nach Infektion mit dem Anstieg 

der Antikörper gegen T. cruzi ab. Die Parasiten verschwinden aus der Blutbahn, persistieren 
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jedoch ein Leben lang als intrazelluläre Form in den Organen des Wirtes. Da Patienten in 

dieser Phase keine Symptome zeigen, kann die Diagnose ausschließlich durch die Detektion 

spezifischer, gegen T. cruzi gerichteter Immunglobulin (Ig)G-Antikörper, erfolgen (Silveira da 

et al. 2001; World Health Organization 2002; Coura und Borges-Pereira 2010).  

Nur 20-40% der infizierten Personen entwickeln im Verlauf der Krankheit, häufig nach 10-30 

Jahren, Symptome und gehen somit in die chronisch symptomatische Phase der Chagas-

Krankheit über. Diese Phase ist geprägt durch die Destruktion autonomer Nervenganglien 

und Muskelzellen des Herzens und des Verdauungstraktes. Hieraus resultiert eine 

Muskelschwäche und eine Dilatation der betroffenen Organe. Es entstehen Megaviszera wie 

Megaösophagus oder Megakolon. Am Herzen äußert sich die Krankheit in Form einer 

dilatativen Kardiomyopathie oder durch Herzrhythmusstörungen. Aus diesen Pathologien 

heraus können schwerwiegende Komplikationen entstehen (Herzwandaneurysma, 

plötzlicher Herztod, Ösophagusruptur, Volvolus oder Ileus), die häufig die Notwendigkeit 

operativer Eingriffe mit sich bringen und in vielen Fällen nach einem langen Leidensweg zum 

Tod führen (Tanowitz et al. 2000; World Health Organization 2002; Coura und Borges-Pereira 

2010). 

Da sich die meisten Menschen schon im Kindesalter infizieren, weisen viele Patienten bereits 

im frühen Erwachsenenalter schwerwiegende Symptome auf. So sind in Endemiegebieten 

fast alle Fälle von Herzinsuffizienz vor dem 50. Lebensjahr auf eine Infektion mit T. cruzi 

zurückzuführen. Trotz der sinkenden Zahl an Neuerkrankungen von 700.000 (1990) auf 

41.200 (2006), die durch großflächige Vektoreradikationsprogramme sowie verschärfte 

Kontrollen von Blutkonserven erreicht werden konnte (WHO/TDR 2007), stellen die durch 

die Chagas-Krankheit entstehenden hohen medizinischen Kosten, verbunden mit einer sehr 

frühen Arbeitsunfähigkeit der Patienten, in den betroffenen Ländern auch weiterhin ein 

großes wirtschaftliches sowie gesundheitsökonomisches Problem dar (Moncayo 2004). 

Durch die Globalisierung gewinnt die Chagas-Krankheit seit einigen Jahren auch in Europa, 

den USA, Australien und Japan zunehmend an Bedeutung. Die meisten medizinischen 

Einrichtungen haben keine Erfahrungen im Umgang mit dieser Krankheit und in vielen 

Ländern wird die Chagas-Krankheit noch nicht beim Screening von Blutkonserven oder 

Organtransplantaten beachtet (Schmunis 2007). Momentan existiert noch keine Impfung 

gegen T. cruzi und die einzigen bisher in Lateinamerika zugelassenen Medikamente 



Einleitung 

 

4 

Benzonidazol und Nifurtimox zeigen nur in der akuten Phase befriedigende Ergebnisse, 

wobei der Therapieerfolg oft an mangelnder Compliance aufgrund komplizierter 

Darreichungsformen oder an zu starken Nebenwirkungen scheitert (Jannin und Villa 2007; 

Coura 2009; Rassi und Marin-Neto 2010). Der Mangel an adäquaten Medikamenten und 

Impfstoffen lässt sich dadurch erklären, dass noch keine abschließende Klarheit darüber 

besteht, welche Faktoren maßgeblich für die Entstehung und das Ausmaß der individuell 

stark variierenden Symptome verantwortlich sind. Es besteht noch keine Einigkeit darüber, 

ob der Gewebeschaden vornehmlich durch den Parasiten selbst oder durch eine 

überschießende Entzündungsreaktion hervorgerufen wird. Auch eine durch den Parasiten 

ausgelöste Bildung von Autoantikörpern wird als Ursache der Symptome diskutiert 

(Kierszenbaum 2005; Hyland und Engman 2006; Bonney und Engman 2008; Dutra und 

Gollob 2008).  

1.1.2 Das Immunsystem  

Das Immunsystem eines jeden Organismus bildet die Basis für eine solide Verteidigung 

gegen diverse körperfremde Pathogene wie Bakterien, Viren oder Parasiten. Diese 

Verteidigung wird durch ein Netzwerk aus Immunzellen und löslichen Komponenten 

garantiert, die indirekt durch Botenstoffe oder direkt durch Zellkontakte miteinander 

interagieren und dadurch in der Lage sind, den Großteil aller Eindringlinge schnell und 

effektiv zu eliminieren, noch bevor diese ihre pathogene Funktion entfalten können. 

Prinzipiell lässt sich die Immunantwort in Menschen und Säugetieren in eine frühe 

angeborene Immunantwort und eine etwas später einsetzende spezifische, erworbene 

(adaptive) Immunantwort unterteilen.  

Die angeborene Immunantwort  

Das angeborene Immunsystem ist darauf spezialisiert, Pathogene als körperfremd zu 

erkennen und diese sofort, jedoch relativ unspezifisch, zu bekämpfen. Gewebeständige 

Makrophagen sind als erste Zellen der angeborenen Immunantwort am Ort der Infektion. Sie 

erkennen den Eindringling als körperfremd und locken durch die Freisetzung von 

Botenstoffen weitere phagozytierende Zellen in das infizierte Gebiet. Zu den einwandernden 

Zellen gehören u.a. Neutrophile Granulozyten und im Blut flottierende Monozyten, die sich 

beim Verlassen der Blutbahn in Makrophagen oder Dendritische Zellen differenzieren. Diese 
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Zellen nehmen die Pathogene mittels Phagozytose auf und töten sie ab. In den Phagosomen 

erfolgt die Destruktion der Pathogene u.a. durch die Senkung des pH-Wertes oder durch die 

Fusion der Phagosomen mit Lysosomen, die pathogendestruierende Effektorenzyme 

enthalten (Tjelle et al. 2000; Ramachandra et al. 2009). Die enzymatische Bildung von 

reaktiven Stickstoff (NO)- oder Sauerstoffintermediaten befähigt diese Zellen dazu, sowohl 

intra-als auch extrazelluläre Keime abzutöten. Die Einzelteile der prozessierten Pathogene 

gelangen mit Hilfe von Haupt-Histokompatibilitäts-Komplexen (MHC) an die Oberfläche der 

phagozytierenden Zellen. Auf diese Weise können die aufgenommenen Pathogene den 

Zellen des erworbenen Immunsystems präsentiert werden (Tjelle et al. 2000; Ramachandra 

et al. 2009). Auf Grund der Eigenschaft, Antigene zu präsentieren, werden Zellen wie 

Makrophagen und Dendritische Zellen unter dem Begriff  der Antigen-Präsentierenden-

Zellen (APZ) zusammengefasst. Zu der angeborenen Immunantwort gehören auch 

Natürliche-Killer-Zellen (NKZ). Sie werden von den Botenstoffen der APZ angelockt und sind 

sehr effizient in der Entfernung viral-infizierter oder maligne entarteter Zellen. Des Weiteren 

können NKZ schnell eine große Zahl an Botenstoffen freisetzen und damit weitere 

Entzündungszellen rekrutieren und aktivieren (Vivier et al. 2011). Durch die früh einsetzende 

angeborene Immunantwort können eine Vielzahl von eingedrungenen potentiellen 

Krankheitserregern direkt und ohne weitere Hilfe eliminiert werden. Allerdings haben 

manche Pathogene Mechanismen entwickelt, mit deren Hilfe sie dem angeborenen 

Immunsystem entgehen können (Dermine und Desjardins 1999; Tjelle et al. 2000). In diesem 

Fall reicht die angeborene Immunantwort nicht aus. Der infizierte Organismus benötigt eine 

spezifischere, genau auf dieses Antigen abgestimmte, so genannte erworbene 

Immunantwort. Die Zellen der erworbenen Immunantwort werden sowohl durch Zytokine 

als auch durch APZ aktiviert. Hierbei wandern vor allem Dendritische Zellen aus dem 

Infektionsgebiet in lymphatische Gewebe, um dort ihr aufgenommenes Pathogen einer 

Vielzahl von Zellen des erworbenen Immunsystems zu präsentieren (Murphy et al. 2009a; 

Chaplin 2010).  

Die erworbene adaptive Immunantwort 

Zu den Zellen der erworbenen adaptiven Immunantwort gehören sowohl T- als auch B-

Zellen, wobei die von aktivierten reifen B-Zellen (Plasmazellen) gebildeten Antikörper die 

humorale Komponente der adaptiven Immunantwort bilden (Löffler et al. 1998c). T-Zellen 
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lassen sich wiederum anhand ihrer Oberflächenbestandteile, der Cluster of Differentiation 

(CD), in weitere Untergruppen einteilen. Zu den bedeutendsten T-Zellarten gehören CD4-

positive-(+) T-Zellen und CD8+-T-Zellen. Naive CD8+-T-Zellen erkennen hauptsächlich viral 

befallene oder entartete Zellen und eliminieren diese in Form von aktivierten CD8+-

zytotoxischen T-Zellen. Aus naiven CD4+-T-Zellen können sich mehrere aktivierte T-

Effektorzellen entwickeln, die unter dem Begriff T-Helfer-(Th)-Zellen zusammengefasst 

werden (Löffler et al. 1998c; Murphy et al. 2009b). Die Differenzierung zu reifen Th-Zellen 

erfolgt über mehrere Schritte: Zunächst flottieren naive CD4+-Zellen im Blut- und 

Lymphkreislauf und passieren dadurch täglich mehrere lymphatische Organe. Mit 

spezifischen T-Zell-Rezeptoren (TZR) suchen die T-Zellen APZ nach passenden Antigenen ab. 

Hat eine naive T-Zelle ein passendes Antigen gefunden, so wird sie durch Interaktion ihres 

TZR mit dem MHC-II-Komplex der APZ aktiviert. Diese Interaktion wird durch das CD4 

Molekül der T-Zelle stabilisiert (Murphy et al. 2009b). Kostimulatoren sichern das Überleben 

der sich differenzierenden Zellen und treiben deren Proliferation an. Zu den Kostimulatoren 

gehört u.a. das T-Zell-Oberflächenmolekül CD28 (Croft 1994; Murphy et al. 2009b). Die 

endgültige Differenzierung in die jeweilige T-Effektorzelle ist abhängig von der Anwesenheit 

spezifischer Zytokine.  

In Anwesenheit der proinflammatorischen Zytokine IL-12 und Interferon (IFN)γ 

differenzieren sich naive T-Zellen mit Hilfe des Transkriptionsfaktors T-bet (T box expressed 

in T-cells) in IFNγ-produzierende Th1-Effektorzellen. Th1-Zellen aktivieren über IFNγ 

Makrophagen und spielen vor allem in der Eliminierung intrazellulärer Pathogene, wie z.B. 

T. cruzi oder Mycobacterium tuberculosis (M. tb.) eine wichtige Rolle. Gleichzeitig kann eine 

Überreaktion dieser Zellen starke Entzündungsreaktionen hervorrufen und damit dem 

eigenen Organismus schaden (Wan und Flavell 2009).  

Dominiert das Zytokin IL-4, so erfolgt über die gesteigerte Expression des 

Transkriptionsfaktors GATA-3 die Differenzierung zu IL-4-, IL-5- und IL-13-produzierenden 

Th2-Zellen. Diese regen B-Zellen zur Produktion von Antikörpern an und aktivieren 

Mastzellen und eosinophile Granulozyten zur Bekämpfung von extrazellulären Parasiten. 

Eine überschießende Th2-Immunantwort kann jedoch auch starke allergische Reaktionen 

hervorrufen (Wan und Flavell 2009).  



Einleitung 

 

7 

Überwiegen die Zytokine Transforming Growth Factor (TGF)ß  und IL-6, so entstehen unter 

dem Einfluss von IL-23, über die Expression des Transkriptionsfaktors RoRγt (Retinoic acid 

receptor related Orphan Receptor γt), Th17-Zellen. Diese bilden u.a. IL-17A, ein Zytokin, das 

vor allem als Auslöser vieler Autoimmunerkrankungen bekannt ist, gleichzeitig jedoch auch 

zur Eliminierung extrazellulärer Pathogene beiträgt (Basso et al. 2009; McGeachy und Cua 

2008).  

Ein funktionierendes Immunsystem besteht jedoch nicht ausschließlich aus Pathogen-

bekämpfenden Bestandteilen. Einen mindestens genauso wichtigen Teil machen Mediatoren 

aus, die die Immunzellen hemmen und dadurch eine dem Organismus schadende 

Überreaktion dieser Zellen vereiteln. Zu diesen Mediatoren gehören u. a. Regulatorische T-

(Treg)-Zellen, die sich in Anwesenheit von TGFß und in Abwesenheit von IL-6 mit Hilfe des 

Transkriptionsfaktors Foxp3 (Forkhead box P3) aus naiven CD4+CD25+-T-Zellen 

differenzieren. Über die Produktion inhibierender Zytokine wie IL-10, TGFß und IL-35 sind 

diese Zellen in der Lage, alle anderen Th-Zellarten zu inhibieren. Hierdurch wird das immune 

Gleichgewicht aufrechterhalten und einer Autodestruktion entgegengewirkt (Ozdemir et al. 

2009; Wan und Flavell 2009; Kimura und Kishimoto 2010). Auch die einzelnen Th-Zellen 

haben regulierende Eigenschaften, indem sie sich gegenseitig in ihrer Aktivität einschränken 

(Chaplin 2010).  

1.1.3 Die Immunantwort in der Infektion mit T. cruzi 

Die Immunantwort gegen T. cruzi kann in verschiedenen Wirtsorganismen sehr 

unterschiedlich ablaufen. Je nach genetischem Hintergrund von Wirt und Parasit wirkt sich 

die jeweils ausgelöste Immunreaktion positiv oder negativ auf die Resistenzfähigkeit des 

Wirtes aus. Viele Wirtsorganismen wie Menschen oder Mäuse sind selbst mit einer starken 

Immunantwort nicht in der Lage, den Parasiten T. cruzi vollständig zu eliminieren. Eine 

bestehende Parasitämie führt in diesen Organismen jedoch nicht zwangsläufig zum 

Krankheitsausbruch. Im Folgenden wird der Begriff Resistenz in der akuten Phase der 

Infektion daher sowohl über eine niedrige Parasitämie als auch über das Überleben des 

Wirtes definiert. Der Vergleich resistenter und suszeptibler Infektionsmodelle in Mäusen 

führte zu einem besseren Verständnis über die Rolle verschiedener Zellen und Signalstoffe in 

der Verteidigung gegen T. cruzi (Hoft et al. 1993; Revelli et al. 1999; Guiñazú et al. 2004). 
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Hierbei konnte der Th1-Immunantwort die bedeutendste Funktion in der 

Resistenzentwicklung gegen T. cruzi zugesprochen werden. Bei einer suffizienten Th1-

Antwort erkennen APZ den Parasiten sofort nach dessen Penetration in den Wirt und 

nehmen ihn auf. T. cruzi wird von einer Vielzahl von Rezeptoren, u.a. Toll-Like-Rezeptoren 

(TLR), erkannt (Tarleton 2007; Kayama und Takeda 2010). Die Aktivierung dieser Rezeptoren 

führt in APZ zu einer gesteigerten Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-12, 

Tumornekrosefaktor (TNF) und IFNγ (Frosch et al. 1996; Campos und Gazzinelli 2004). IFNγ 

induziert eine klassische Makrophagenaktivierung und steigert in Makrophagen die 

Expression der induzierbaren Stickstoffsynthase 2 (NOS2) (Silva et al. 1995; Hölscher et al. 

1998). NOS2 ist ein Enzym, das für die Bildung reaktiver Stickstoffintermediate (RNI) durch 

die Spaltung von L-Arginin in L-Hydroxyarginin und NO unerlässlich ist. Die hieraus 

entstehenden RNI sind essentiell für eine effektive Eliminierung von T. cruzi (Muñoz-

Fernández et al. 1992; Vespa et al. 1994; Hölscher et al. 1998). Zusätzlich steigert IFNγ in 

Makrophagen die Expression von LRG47, einer IFNγ induzierbaren GTPase (Sorace et al. 

1995). Auch LRG47 spielt in der Verteidigung gegen T. cruzi eine wichtige Rolle (Santiago et 

al. 2005). Hierbei wird vermutet, dass LRG47 eine frühe Fusion von Lysosomen mit den 

parasitophoren Vakuolen unterstützt und damit bereits in den Vakuolen zu einer 

vermehrten Destruktion der Parasiten beiträgt (MacMicking et al. 2003; Martens et al. 

2004). Diese Art der Aktivierung von Makrophagen durch IFNγ nennt man Klassische 

Makrophagenaktivierung. Um die Aktivität der Makrophagen aufrecht zu erhalten ist eine 

hohe Konzentration von IFNγ vonnöten. In der frühen Phase der Infektion wird IFNγ 

hauptsächlich durch NKZ bereitgestellt (Une et al. 2000; Lieke et al. 2004; Sardinha et al. 

2006), die ihrerseits durch die bereits vorhandenen hohen Spiegel von IL-12 und TNF 

aktiviert werden (Ostensen et al. 1987; Gately et al. 1994; Une et al. 2003). Im weiteren 

Verlauf der Infektion favorisieren die hohe Konzentration von IL-12, TNF und IFNγ die 

Differenzierung naiver CD4+-T-Zellen zu Th1-Zellen (Wolf et al. 1991; Germann et al. 1993; 

Planelles et al. 2002; Graefe et al. 2003; Monteiro et al. 2006). Diese übernehmen nun die 

pathogenspezifische Produktion von IFNγ. Durch den gleitenden Übergang der angeborenen 

in die erworbene Immunantwort wird über den gesamten Infektionsverlauf ein konstanter 

IFNγ-Spiegel gewährleistet, der hoch genug ist, um den aktivierten Zustand der 

Makrophagen zu erhalten und T. cruzi einzudämmen (Rodrigues et al. 2000; Sardinha et al. 



2006) (Abb. 1). Zur erfolgreichen Bekämpfung von 

aufrechterhaltender Spiegel von IFNγ und RNI unabdingbar. An

Spiegel von IFNγ, TNF und RNI zu starken, gewebedest

die dem Organismus mehr schaden als nutzen (Hölscher et al. 2000

Bombeiro et al. 2010). Gerade in Infektionsmodellen mit stark pathogenen Keimen wie 

T. cruzi ist daher ein adäquater Regulationsmechanismus vonnöten, der die Entwicklung von 

Resistenzen zulässt und gleichzeitig der Entstehung von Immunpathologien entgegenwirkt.
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Ob und in welcher Form weitere Th-Zellarten an der Immunantwort gegen T. cruzi beteiligt 

sind, war zu Beginn dieser Arbeit kaum überprüft worden. Es war lediglich erwiesen, dass 

eine starke Th2 Antwort über eine IL-4 und IL-10 gesteuerte Inhibierung der IFNγ- und RNI-

Produktion zu einer gesteigerten Anfälligkeit gegenüber der Infektion mit T. cruzi beiträgt 

(Barbosa et al. 1996; Laucella et al. 1996). Über die Bedeutung einer Th17- oder Treg- 

Immunantwort während der Infektion mit T. cruzi war zu diesem Zeitpunkt noch nichts 

bekannt.  

In Modellen mit suszeptiblen BALB/c Mäusen zeigte sich, dass T. cruzi in der Abwesenheit 

von IFNγ selbst dazu in der Lage ist, die RNI-Produktion durch Makrophagen zu unterbinden. 

In diesem Fall bewirken spezifische T. cruzi-Antigene (z.B. Cruzipain) in Makrophagen eine 

gesteigerte Produktion des Enzyms Arginase-1 (Arg-1) (Giordanengo et al. 2002; Stempin et 

al. 2002). Dieses Enzym verwendet ebenso wie NOS2 L-Arginin als Substrat. Durch die 

gesteigerte Aktivität der Arg-1 entsteht ein Mangel an L-Arginin. Über diesen Mangel wird 

NOS2 kompetitiv gehemmt (Stempin et al. 2008). Diese Art der Aktivierung von 

Makrophagen über eine gesteigerte Expression der Arg-1 wird Alternative 

Makrophagenaktivierung genannt. Alternativ aktivierte Makrophagen favorisieren eine Th2-

Antwort (Giordanengo et al. 2002; Zhang et al. 2010). Das hierdurch vermehrt gebildete 

Zytokin IL-4 aktiviert wiederum Makrophagen alternativ. Durch diesen Prozess wird eine 

starke Th2-Antwort hervorgerufen, die die resistenzfördernde Th1-Antwort inhibiert. Die 

verminderte Produktion von RNI bedingt hierbei die gesteigerte Anfälligkeit gegenüber 

T. cruzi (Giordanengo et al. 2002; Zhang et al. 2010). 

1.2 Das Zytokin IL-17A 

1.2.1 Struktur und Funktionsweise von IL-17A 

Das Zytokin IL-17A, früher bekannt als CTLA8 oder IL-17, war das erste entdeckte Zytokin der 

IL-17-Familie (Rouvier et al. 1993), die mittlerweile schon 6 Mitglieder zählt (IL17-A-F). Trotz 

der strukturellen Ähnlichkeiten unterscheiden sich die homodimeren Zytokine der IL-17-

Familie z.T. deutlich in ihrem funktionellen Wirkspektrum (Kawaguchi et al. 2004; Kolls und 

Lindén 2004; Wang und Liu 2008). IL-17A zählt zu den bekanntesten Zytokinen dieser 

Familie. Das Gen dieses Zytokins stimmt zu über 50% mit einem Gen des Herpesvirus Saimiri 
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überein, weshalb ein viraler Ursprung von IL-17A vermutet wird (Rouvier et al. 1993; Yao et 

al. 1996). Strukturell und funktionell weist das mit Disulfidbrücken verbundene Homodimer 

IL-17A große Ähnlichkeiten zu IL-17F auf (Fossiez et al. 1996; Gerhardt et al. 2009). Daher 

wird vermutet, dass auch IL-17A, ähnlich wie IL-17F, eine Cystin-Knotenstruktur besitzt 

(Hymowitz et al. 2001). Zusätzlich können die Zytokine IL-17A und IL-17F eine heterodimere 

Verbindung eingehen, über deren Funktion bisher noch wenig bekannt ist (Chang und Dong 

2007; Wright et al. 2007).  

IL-17A wird sowohl von CD4+-Th17-Zellen (Ferretti et al. 2003; Harrington et al. 2005; Dong 

2008) als auch von Zellen des angeborenen Immunsystems wie NKZ, Neutrophilen 

Granulozyten und γδT-Zellen gebildet (Ferretti et al. 2003; Rachitskaya et al. 2008; Sutton et 

al. 2009). Die IL-17A-Produktion dieser Zellen wird hierbei durch die Zytokine TGFß, IL-6, IL-1 

und IL-23 induziert bzw. aufrechterhalten (Bettelli et al. 2006; McGeachy und Cua 2008; 

Sutton et al. 2009; Passos et al. 2010). Das sezernierte IL-17A führt seine Funktion über 

einen IL-17-Rezeptor-(IL-17R)-Komplex aus, der sich aus den Rezeptoren IL-17RA und IL-17RC 

zusammensetzt (Toy et al. 2006). Diese Typ1-Transmembranrezeptoren gehören der Familie 

der IL-17R an und sind auf einer Vielzahl von Gewebe- und Immunzellen exprimiert (Gaffen 

2009a; Ho und Gaffen 2010). Die Bindung von IL-17A an den IL-17R-Komplex steigert in 

diesen Zellen die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF sowie 

die Produktion von einigen Chemokinen, die zur Rekrutierung und Aktivierung von 

Neutrophilen Granulozyten beitragen (Kawaguchi et al. 2004; Kolls und Lindén 2004; Lindén 

et al. 2005; Wang und Liu 2008).  

1.2.2 Die Rolle von IL-17A in Autoimmun- und Infektionskrankheiten 

Auf Grund seiner stark entzündungsfördernden Wirkung begünstigt IL-17A in vielen 

Geweben die Ausbildung autoaggressiver Prozesse. Hierbei ist IL-17A maßgeblich an der 

Entstehung von Autoimmunkrankheiten wie der Kollagen-Induzierten-Arthritis (CIA) oder der 

Experimentellen-Autoimmunen-Enzephalomyelitis (EAE), einem murinen Modell der 

Multiplen Sklerose, beteiligt. In diesen Krankheitsbildern zählt die Gabe von anti (α)-IL-17A-

Antikörpern als erfolgsversprechender Therapieansatz (Gaffen 2009b; Mesquita Jr et al. 

2009; Li et al. 2010). 
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IL-17A wirkt allerdings nicht nur destruierend. Vor allem in Infektionen mit extrazellulären 

Erregern erwies sich IL-17A als äußerst protektiv. So entwickelten IL-17RA-defiziente(-/-) 

Mäuse eine gesteigerte Suszeptibilität in der Infektion mit Klebsiella pneumoniae (K. 

pneumoniae) oder Candida albicans (C. albicans) (Huang et al. 2004; Happel et al. 2005). 

Ähnliche Ergebnisse wurden durch die Neutralisation von IL-17A in murinen 

Infektionsmodellen mit Pneumocystis Carinii und Bordetella pertussis erreicht (Higgins et al. 

2006; Rudner et al. 2007). In der Infektion mit K. pneumoniae und C. albicans wirkte die 

künstliche Erhöhung von IL-17A außerordentlich resistenzfördernd (Ye et al. 2001a; Huang et 

al. 2004). Auch im menschlichen Organismus ist IL-17A für die Verteidigung gegen C. albicans 

und gram-positiven Bakterien unabdingbar (Ma et al. 2008; Milner et al. 2008).  

Zu der Rolle von IL-17A in der Infektion mit intrazellulären Keimen lässt die aktuelle 

Studienlage noch keine eindeutige Aussage zu. Intrazelluläre Bakterien wie M. tb., 

Salmonella enterica oder Chlamydia trachomatis steigern zwar die Expression von IL-17A  

(Infante-Duarte et al. 2000; Schulz et al. 2008; Veerdonk van de et al. 2010; Jha et al. 2011), 

es ist jedoch noch nicht ausreichend geklärt, ob und wie die gesteigerte IL-17A 

Konzentration zum Schutz des Organismus beiträgt. In Infektionsmodellen mit Chlamydien 

konnte in suszeptiblen Mausstämmen eine gesteigerte IL-17A-Produktion festgestellt 

werden (Zhou et al. 2009). Andererseits führte die Neutralisierung von IL-17A in der 

Infektion mit Chlamydia muridarum zu einer verminderten Resistenzentwicklung (Zhang et 

al. 2009). Ähnlich diskrepante Ergebnisse fanden sich auch in der Infektion mit 

Mykobakterien. Hier führte die verminderte Produktion von IL-17A in IL-23p19-/- Mäusen zu 

keiner Veränderung der Bakterienlast (Chackerian et al. 2006; Khader et al. 2007), 

wohingegen diese in IL-17A-/- Mäusen erst in der chronischen Phase der Infektion gesteigert 

ist (C. Hölscher, persönliche Mitteilung). Die verminderte Eliminierung der Mykobakterien in 

diesen Mäusen wurde mit einer geringeren,  insuffizienten Granulombildung in Verbindung 

gebracht (Umemura et al. 2007; Okamoto Yoshida et al. 2010). Allerdings bewirkte gerade 

die gesteigerte Granulombildung durch IL-17A in mit M. tb.-infizierten, mehrmals mit BCG 

(Bacille Calmette-Guérin) geimpften Mäusen, eine schwere Gewebedestruktion der Lunge. 

Dieser Lungenschaden ließ sich durch die Neutralisierung von IL-17A fast vollständig 

revidieren (Cruz et al. 2010). Auch in Infektionen mit intrazellulären Protozoen konnten 

solche, IL-17A-vermittelte, destruktive Entzündungsreaktionen beobachtet werden. So 
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führten in der Infektion mit Toxoplasma gondii (T. gondii) sowohl die Deletion des IL-17RA 

als auch die Neutralisierung von IL-17A zu einer geringeren Gewebsdestruktion bei 

verminderter Granulozytenrekrutierung (Guiton et al. 2010). Gleichzeitig trug eine 

gesteigerte IL-17A-Konzentration in IL-27Rα-/- Mäusen nach der Infektion mit T. gondii oder 

Leishmania (L.) major zur Entstehung von fulminanten Entzündungsreaktionen bei 

(Stumhofer et al. 2006; Anderson et al. 2009). Der Einfluss von IL-17A in der Verteidigung 

gegen intrazelluläre Protozoen wird noch kontrovers diskutiert. IL-17A-/- Mäuse  waren zwar 

suszeptibel gegenüber einer leichten Infektion mit T. gondii, in einer schweren Infektion mit 

dem selben Parasiten ging die Deletion des IL-17RA allerdings mit einem resistenten 

Phänotyp einher (Kelly et al. 2005; Guiton et al. 2010). In der Infektion mit L. major konnte 

die Anfälligkeit von suszeptiblen BALB/c Mäusen auf die gesteigerte Produktion von IL-17A 

zurückgeführt werden (Lopez Kostka et al. 2009). Im Gegensatz hierzu wurde beim 

Menschen eine erhöhte IL-17A-Produktion mit einer verstärkten Resistenz gegen L. donovani 

in Verbindung gebracht (Pitta et al. 2009). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit existierten 

noch keine Erkenntnisse über die Rolle von IL-17A in der Infektion mit T. cruzi.  

1.2.3 IL-17A und die Zytokine der IL-12-Familie 

Die Regulation der IL-17A-Produktion erfolgt zum Großteil durch die Zytokine der IL-12-

Familie. Die Zytokine dieser Familie zeichnen sich durch ihre heterodimere Struktur aus. 

Hierbei verbindet sich jeweils ein Molekül aus der Familie der Hemopoietin-Rezeptoren (p40 

oder EBI-3) mit einem, dem Zytokin IL-6 ähnelnden, Molekül (p35, p19 oder p28) (Hölscher 

2004; Collison und Vignali 2008; Gee et al. 2009). Das bekannteste Zytokin der IL-12-Familie 

ist IL-12 selbst. Dieses proinflammatorische Zytokin setzt sich aus den Untereinheiten p40 

und p35 zusammen. IL-12 induziert in CD4+-Th1-Zellen und NK-Zellen die Produktion von 

IFNγ (Kobayashi et al. 1989; Chan et al. 1991; Wolf et al. 1991). Auf Grund der 

immunpathologischen Funktion der IL-12-Untereinheit p40 wurde IL-12 lange Zeit für die 

Entstehung von Autoimmunkrankheiten verantwortlich gemacht. Später konnte diese 

gewebsdestruierende Wirkung der p40-Untereinheit allerdings auf das damals neu 

entdeckte Zytokin IL-23 zurückgeführt werden (Langrish et al. 2004; Hölscher 2005). Dieses 

Zytokin nutzt genau wie IL-12 das Molekül p40 als Untereinheit, allerdings in Verbindung mit 

dem Molekül p19 (Oppmann et al. 2000; Langrish et al. 2004). Anders als IL-12 hat IL-23 eine 

stark fördernde Wirkung auf die IL-17A-Produktion (Frucht 2002; Parham et al. 2002). Das 
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Zytokin IL-27 setzt sich aus der Untereinheit EBI-3 und dem Molekül p28 zusammen (Pflanz 

et al. 2002). Es hemmt die Produktion von IL-17A durch Th17- und andere Immunzellen und 

wirkt damit der Entstehung von Autoimmunkrankheiten und Immunpathologien entgegen. 

Auch das neuste Zytokin der IL-12-Familie, IL-35, hemmt die IL-17A-Produktion durch Th17-

Zellen. Genau wie IL-27 nutzt IL-35 das Molekül EBI-3 als Untereinheit. Hierbei geht EBI-3 

allerdings eine Bindung mit der IL-12-Untereinheit p35 ein (Devergne et al. 1997). 

Abgesehen von der inhibierenden Wirkung auf die IL-17A-Produktion erfüllen die Zytokine 

IL-27 und IL-35 und deren gemeinsame Untereinheit EBI-3 in der Immunantwort jedoch noch 

eine Vielzahl anderer Funktionen. 

1.3 Die Regulation einer inflammatorischen Immunantwort durch die EBI-3 
tragenden Zytokine IL-27 und IL35 

1.3.1 Das Zytokin IL-27  

IL-27 wird vor allem durch APZ der angeborenen Immunantwort produziert. Die Expression 

der Untereinheiten EBI-3 und p28 wird durch die Bindung pathogener Keime an Rezeptoren 

der APZ (z.B. TLR2, 4 oder 9) über die Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren 

angeregt (Wirtz et al. 2005; Liu et al. 2007; Molle et al. 2007; Jankowski et al. 2010). Das 

sezernierte IL-27 erzielt seine Effekte über den IL-27R, der sich aus 2 Komponenten 

zusammensetzt: IL-27Rα, eine Rezeptoruntereinheit, die den Klasse-I-Zytokinrezeptoren 

angehört, und Glykoprotein (gp)-130, eine verbreitete Rezeptorkette, die in monomerer 

Form auch anderen Zytokinen, wie beispielsweise IL-6, als Rezeptor dient (Kishimoto et al. 

1995; Sprecher et al. 1998; Chen et al. 2000; Pflanz et al. 2004). Der IL-27R wird in großer 

Zahl auf Monozyten, Makrophagen und CD4+-T-Zellen exprimiert. Hierbei bewirkt die 

Interaktion von IL-27 mit dem Rezeptor die Phosphorylierung unterschiedlicher STAT (Signal 

Transducer and Activator of Transcription)-Moleküle. Diese leiten in den aktivierten Zellen 

die entsprechenden IL-27-typischen Effektorfunktionen ein (Pflanz et al. 2004; Villarino und 

Hunter 2004; Carl und Bai 2008).   

Bereits vor der Entdeckung von IL-27 beschrieben Chen et al. einen stimulierenden Effekt 

der IL-27R-Untereinheit IL-27Rα auf die adaptive Th1-Immunantwort (Chen et al. 2000). 

Später konnte dieser stimulierende Effekt dann auf das damals neu entdeckte Zytokin IL-27 

zurückgeführt werden (Pflanz et al. 2002). So entstand in der Infektion mit L. major sowohl 
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durch die Deletion der IL-27R-Untereinheit IL-27Rα als auch durch die Deletion der IL-27-

Untereinheit EBI-3 in sonst resistenten C57Bl/6 Mäusen ein suszeptibler Phänotyp. Dieser 

beruhte auf einer verminderten Th1-Aktivität in der Anfangsphase der Infektion bei 

gesteigerter IL-4-Produktion (Artis et al. 2004a; Zahn et al. 2005). Gleichzeitig entwickelten 

suszeptible, mit L. major-infizierte BALB/c Mäuse nach der Therapie mit rekombinantem 

IL-27 eine kräftige Th1-Immunantwort bei verminderter IL-4-Produktion, wodurch die 

Parasiten vollständig eliminiert wurden (Yoshimoto et al. 2007). In weiteren Studien stellte 

sich heraus, dass IL-27 in naiven CD4+-T-Zellen die Expression einer der beiden IL-12-

Rezeptoruntereinheiten (IL-12Rß2) steigert und damit diese Zellen für IL-12 sensibilisiert. 

Hierdurch fördert IL-27 die frühe Einleitung einer potenten Th1-Immunantwort (Abb. 2a); 

(Lucas et al. 2003; Takeda et al. 2003; Owaki et al. 2005).  

Wie bereits in den Studien mit L. major beschrieben, hemmt IL-27 zusätzlich die Produktion 

von IL-4 (Zahn et al. 2005; Yoshimoto et al. 2007). Dieser Th2-inhibierende Effekt von IL-27 

war auch in der Infektion mit dem Nematoden Trichuris muris zu beobachten, in der 

infizierte IL-27Rα-/- Mäuse verstärkt IL-4 und IL-5 produzierten und den Parasiten dadurch 

erfolgreich eliminierten. Hierbei wurde die Aktivität von Th2-Zellen direkt durch IL-27 

gedrosselt (Artis et al. 2004b; Bancroft et al. 2004). In einem murinen Modell des Asthma 

bronchiale führte die gesteigerte Th2-Antwort in IL-27Rα-/- Mäusen nach der Irritation mit 

Ovalbumin (OVA) zu einem hochgradig hyperreagiblen Bronchialsystem. In vitro  konnte die 

hemmende Wirkung von IL-27 auf eine STAT1- und STAT3-vermittelte Blockade der GATA-3-

Expression in CD4+-T-Zellen zurückgeführt werden (Abb. 2c); (Zheng und Flavell 1997; Lucas 

et al. 2003; Yoshimoto et al. 2007).  

IL-27 behindert jedoch nicht nur die Aktivität von Th2-Zellen, es inhibiert auch die 

Produktion von IL-17A durch Th17- und andere Immunzellen. In der Infektion mit T. gondii 

und L. major ging die Deletion der IL-27-Rezeptoruntereinheit IL-27Rα mit einer gesteigerten 

IL-17A-Produktion einher, die eine fulminante Entzündungsreaktion auslöste (Stumhofer et 

al. 2006; Anderson et al. 2009). Auch in Autoimmunkrankheiten wie der EAE war die IL-17A-

Produktion sowohl in IL-27Rα-/-- als auch in IL-27p28-/- Mäusen stark erhöht, wodurch diese 

Mäuse unter einer ausgeprägten Gewebedestruktion litten (Batten et al. 2006; Diveu et al. 

2009). Zusätzlich konnte die Autoimmunpathologie der EAE durch die Gabe von 

rekombinantem IL-27 über eine verminderte IL-17A-Produktion erfolgreich therapiert 



werden (Fitzgerald et al. 2007). 

teilweise auf eine STAT1-vermittelte Reduktion der Expression von RORγt und 

CD4+-T-Zellen zurückgeführt werden

Khan et al. 2010). 
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gesteigerte Entzündungsreaktion eine schwere Gewebedestruktion der Leber (Hamano et al. 

2003).  

IL-27 wirkt demnach vor allem inhibierend auf alle Th-Zellarten. Hierdurch werden stark 

schädigende Entzündungsreaktionen in vielen Fällen verhindert. Andererseits kann IL-27 

durch diese regulierende Eigenschaft auch die Verteidigung gegen Pathogene schwächen. 

Nur in seltenen Fällen fördert IL-27 die Verteidigung gegen Pathogene. Dieser Effekt beruht 

vornehmlich auf einer frühen Einleitung der Th1-Immunantwort. 

1.3.2 Das Zytokin IL-35  

IL-35 ist das neuste Zytokin der IL-12-Familie. Genau wie IL-27 besteht auch IL-35 aus der 

Untereinheit EBI-3, die in diesem Fall allerdings eine Bindung mit der IL-12-Untereinheit p35 

eingeht (Devergne et al. 1997). Obwohl die Existenz dieser heterodimeren Verbindung schon 

lange bekannt war, konnte dem Zytokin IL-35 erst 2007 eine immunregulatorische Funktion 

zugesprochen werden (Collison et al. 2007; Niedbala et al. 2007). Mittlerweile weiss man 

jedoch, dass die Produktion von IL-35, im Gegensatz zu den restlichen Zytokinen der IL-12-

Familie, vorzugsweise durch Treg-Zellen erfolgt (Collison et al. 2007). Hierbei erfüllt IL-35 

wichtige Effektor-Funktionen dieser Zellen (Collison et al. 2009). In vitro  supprimierte IL-35 

sowohl die Proliferation von Effektor-T-Zellen als auch deren Produktion von IL-17A, IFNγ 

und IL-4 (Collison et al. 2007; Niedbala et al. 2007; Kochetkova et al. 2010). In vivo konnte in 

Modellen von Autoimmunkrankheiten eine immunregulatorische Wirkung von IL-35 

nachgewiesen werden. So waren sowohl IL-12/35p35-/- Mäuse als auch EBI-3-/- Mäuse stark 

suszeptibel gegenüber der induzierten experimentellen Kolitis (Collison et al. 2007). 

Gleichzeitig sistierte in Mäusen mit Kollagen-induzierter chronischer Arthritis die 

Gelenkdestruktion nach der Gabe von rekombinantem IL-35. Dieses Phänomen ging einher 

mit einer verminderter IL-17A-Produktion (Niedbala et al. 2007; Kochetkova et al. 2010). Die 

bisherigen Studienergebnisse lassen einen immunsupprimierenden Effekt von IL-35 vor 

allem auf Th17-Zellen, eventuell jedoch auch auf Th1- und Th2-Zellen, vermuten. Allerdings 

sind für eine abschließende Aussage über die Funktion von IL-35 noch weitere Studien 

vonnöten. Mehr Aufschluss über die Wirkungsweise von IL-35 könnte auch die Entdeckung 

des bisher noch unbekannten IL-35 Rezeptors bringen.  



Einleitung 

 

18 

1.3.3 Die IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 

Die Besonderheit aller Zytokine der IL-12-Familie besteht in ihrer heterodimeren Struktur. 

Dabei fungiert nicht nur ein und dasselbe Molekül als Untereinheit verschiedener Zytokine, 

manche Untereinheiten sind sogar in der Lage, als homodimere Verbindungen eine 

eigenständige Funktion auszuführen (Heinzel et al. 1997; Hölscher 2004; Brahmachari und 

Pahan 2009). Aufgrund dieser Tatsache sollten die einzelnen Untereinheiten der IL-12-

Familie nicht nur als Funktionsträger spezifischer Zytokine, sondern auch als eigenständige 

Mediatoren der Immunantwort betrachtet werden. 

EBI-3 ist ein 34 kDa großes Protein, das strukturelle Ähnlichkeiten mit der Klasse-I-

Zytokinfamilie aufweist (Devergne et al. 1996) und sowohl IL-27 als auch IL-35 als 

Untereinheit dient (Devergne et al. 1997; Pflanz et al. 2002). Auch eine homodimere EBI-3-

Verbindung wäre vorstellbar, allerdings ist über die Existenz einer solchen Verbindung bisher 

noch nichts bekannt (Hölscher 2004).  Wie bereits erwähnt, spielt die Untereinheit EBI-3 

genau wie IL-27 eine wichtige Rolle in der Initiierung der Th1-Antwort (Abb. 3a). Dieser 

Effekt konnte für EBI-3 nicht nur in der Infektion mit L. major gezeigt werden (Zahn et al. 

2005). Auch in einem Modell der T-Zell-vermittelten Hepatitis führte die Deletion von EBI-3 

zu einer verminderten Expression von IFNγ und STAT1 (Siebler et al. 2008).  

Genau wie IL-27 hemmt auch EBI-3 die Produktion von IL-17A. In vitro führte die Deletion 

von EBI-3 in CD4+-Zellen zu einer gesteigerten Expression von IL-17A, IL-22 und RORγt (Yang 

et al. 2008). In vivo verschlechterte die vermehrte IL-17A-Produktion in EBI-3-/- Mäusen eine 

Rinderserumalbumin (BSA)-induzierte Hypersensibilitätsreaktion (Tong et al. 2010). Auch in 

mit Listeria monozytogenes-infizierten EBI-3-/- Mäusen war eine gesteigerte IL-17A-

Produktion zu beobachten, die mit einer verstärkten Resistenz einherging (Abb. 3d) (Yang et 

al. 2008). Nachdem EBI-3 in den vorherigen Beispielen dieselbe Funktion wie IL-27 ausübte, 

bewirkte EBI-3 in Th2-vermittelten, immunpathologischen Krankheitsbildern genau das 

Gegenteil von IL-27. In dem OVA-induzierten, murinen Modell des Asthma bronchiale trug 

IL-27 über eine Hemmung der Th2-Aktivität maßgeblich zu einer Verbesserung der 

Symptomatik bei (Yoshimoto et al. 2007; Fujita et al. 2009). Zusätzlich rief die Deletion von 

IL-27Rα im selben Modell eine IL-4-bedingte fulminante Überempfindlichkeit des 

Bronchialsystems, im Sinne eines Asthmaanfalles, hervor (Miyazaki et al. 2005). Im 

Gegensatz hierzu erwiesen sich EBI-3-/- Mäuse als äußerst resistent gegenüber einer 
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1.4 Fragestellung 

Das Zytokin IL-17A ist aufgrund seiner proinflammatorischen Eigenschaften ein starker 

Induktor von Autoimmunkrankheiten. Gleichzeitig ist IL-17A auch ein wichtiger Bestandteil 

der protektiven Immunantwort gegen extrazelluläre Keime. Über die Funktion dieses 

proinflammatorischen Zytokins in der Infektion mit intrazellulären Erregern wird dagegen 

noch kontrovers diskutiert. Auch die wenigen Studien, die den Einfluss von IL-17A in der 

Infektion mit intrazellulären Protozoen untersuchten, lieferten widersprüchliche Ergebnisse. 

Da zu Beginn dieser Arbeit noch keine Studien zu der Funktion von IL-17A in der Infektion 

mit T. cruzi vorlagen, ergab sich folgende Fragestellung:  

 

• Welche Bedeutung hat IL-17A für den Infektionsverlauf und die Pathologie in 

T. cruzi-infizierten Mäusen?  

• Auf welche Weise beeinflusst IL-17A die protektive Immunantwort gegen T. cruzi? 

 

Gleichzeitig wurde in mehreren vorangehenden Arbeiten erwiesen, dass die Produktion von 

IL-17A maßgeblich durch die Zytokine IL-27 und IL-35 gehemmt wird. Diese Zytokine spielen 

auch in der Regulation von Mediatoren der Th1- und Th2-Immunantwort eine wichtige Rolle. 

Hierbei ist bemerkenswert, dass sich die Funktionsweise der gemeinsamen IL-27/IL-35-

Untereinheit EBI-3 zum Teil von der Funktion der beiden Zytokine unterscheidet. Bisher 

haben sich nur wenige Studien mit der Rolle der Untereinheit EBI-3 in Infektionskrankheiten 

befasst. Darunter existieren noch keine Daten zur Infektion mit T. cruzi. Aus dieser 

Studienlage ergaben sich für die vorliegende Arbeit folgende Fragen:  

 

• Auf welche Weise wirkt sich die Untereinheit EBI-3 auf die IL-17A-Produktion in der 

Infektion mit T. cruzi aus? 

• Hat die Untereinheit EBI-3 einen Einfluss auf den Infektionsverlauf und die Pathologie 

in T. cruzi-infizierten Mäusen? 

• Welchen Einfluss hat die Untereinheit EBI-3 auf die Th1- und Th2-Immunantwort in 

der Infektion mit T. cruzi? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Autotechnicon (Hypercenter XP; SHADON, Pittsburgh, USA) 

Biophotometer (EPPENDORF, Wesseling-Berzdorf) 

Brutschränke (HERAEUS, Hanau) 

Digitalkamera (Digital Sight DS-L1; NIKON, Düsseldorf) 

Durchflusszytometer (FACS Calibur®; BD BIOSCIENCES, Heidelberg) 

ELISA-Lesegerät (Magellan, TECAN, Crailsheim) 

Heizblock (EPPENDORF) 

Heizplatte (MEDAX, Kiel) 

Homogenisator (PotterS; B.BRAUN, Melsungen) 

Mikroskop (ZEISS, Oberkochen) 

Mikroskop in Hamburg (Wilore) 

Paraffingießstation (Leica EG1140C; LEICA, Nussloch) 

Reflotron® Plus (ROCHE) 

Rotationsmikrotom (Leica RM 2155; LEICA) 

Schnellkochtopf (FISSLER, Idar-Oberstein) 

ThermoCycler (LightCycler; ROCHE)  

Wasserbad (GFL1052, GFL, Burgwedel) 

Zentrifuge in Hamburg (Modell 5415C Eppendorf) 

Zentrifugen (Rotanta460R, MIKRO22R, MIKRO200R; HETTICH ZENTRIFUGEN) 

2.1.2 Software 

„CellQuest™Pro“ (Version 5.1.1, MacApp®R15.1©; BD) 

„Magellan“  (ELISA Software;TECAN) 

„LightCycler“ Software (Version 3.5; ROCHE) 

„FCAP Array™v1.01“ (BD) 

„Graph Pad Prism 4.0“ (GRAPH PAD, San Diego, CA, USA) 
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2.1.3 Labormaterialien 

Deckgläschen (24x60 mm; MENZEL Gläser) 

FACS-Röhrchen (5 ml; BD) 

Glaskapillaren (LightCycler; ROCHE) 

Histogrid  (SIMPORT, Bernard-Pilon, Kanada) 

Kanülen und Spritzen (BD BIOSCIENCES) 

Mikrotiterplatte (24 Vertiefungen, Flachboden; NUNC) 

Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, Flachboden, MaxiSorp™, NUNC) 

Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, Rundboden, NUNC) 

Neubauer Zählkammer (BRAND, Wertheim) 

Objektträger (MENZEL Gläser) 

Objektträger (SuperFrost Plus; LANGENBRINK, Emmendingen) 

Petrischalen (SARSTEDT) 

Pipetten (EPPENDORF) 

Pistillen (RETTBERG, Göttingen) 

Plastiksieb (Cell strainer 100 µm Maschenweite; BD) 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml, EPPENDORF)  

Reaktionsgefäße (15ml, 50ml; SARSTEDT) 

Reflotron GOT (AST) Indikationsstreifen (ROCHE) 

Reflotron GPT (ALT) Indikationsstreifen (ROCHE) 

Serumseparationsröhrchen (BD BIOSCIENCES) 

2.1.4 Reagenzien 

10x PBS (phosphate buffered saline; PAA) 

2-Propanol (Isopropanol; SIGMA) 

Aceton (2-Propanon; MERCK, Darmstadt) 

Aluminiumsulfat hydrat (Al2(SO4)3·xH2O; SIGMA) 

Ammoniumchlorid (MERCK) 

Aqua destilla (Aqua dest.; zweifach deionisiertes Wasser; Deionisierungsanlage, 

 Forschungszentrum Borstel)  

Assay Diluent (BD) 
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BCP (1-Brom-3-Chlorpropan; SIGMA, Deisenhofen) 

Blocking Kit (VECTOR) 

Inhalt: Avidin D Blocking Reagent, Biotin Blocking Reagent  

BSA (Rinderserumalbumin; SIGMA) 

Cytofix/CytopermTM (BD) 

DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat; AMBION, Huntingdon, England) 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Media; PAA) 

dNTP (Desoxynucleosidtriphosphat; PEQLAB) 

DTT (DL-Dithiothreitol; FERMENTAS) 

EDTA (Ethylendiamin-N,N,N`,N`-tetraessigsäure; ICN BIOMEDICALS, Eschwege) 

Eisessig (MERCK) 

Entellan (MERCK) 

Eosin Y diNatrium-Salz (SIGMA) 

Ethanol (für Molekularbiologie) (MERCK) 

Ethanol (MERCK) 

Ethylenglycol (SIGMA) 

FCS (Fötales Kälberserum; BIOCHROM, Berlin) 

Formalin (37%) (MERCK) 

GolgiPlugTM (BD) 

Hämatoxylin (SIGMA) 

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution; PAA) 

Heparin (RATIOPHARM, Ulm) 

IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium; PAA) 

Iohexol (NycoPrep Universal; PROGEN) 

Kaisers Glycerin-Gelatine (MERCK) 

Kaliumchlorid (INVITROGEN) 

Kaliumhydrogenphosphat (MERCK) 

L-Glutamin (BIOCHROM) 

M.O.M. Immunodetection Kit (VECTOR) 

Inhalt: M.O.M. Protein Concentrate, Mouse-Ig Blocking Reagent, M.O.M. 

Biotinylayted Anti Mouse-IgG Reagent, Vectastain ABC Reagent A und Reagent B 
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Magnesiumchlorid (INVITROGEN) 

Mausserum (PAA) 

Mouse/Rat Soluble Protein Master Buffer Kit (BDTMCBA; BD) 

Inhalt: Assay Diluent; Capture Bead Diluent; Detection Reagent Diluent;  

Waschpuffer; Setup beads 

Natriumazid (MERCK) 

Natriumcarbonat (MERCK) 

Natriumchlorid (MERCK) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) (MERCK) 

Natriumhydrogencarbonat (MERCK) 

Natriumhydrogenphosphat (MERCK) 

Natriumiodat (SIGMA) 

Oligo-dT-Nukleotide (12-18 mer, 25U; AMERSHAM BIOSCIENCES) 

Paraffin (Paraplast Plus; SHERWOOD MEDICAL, St. Louis, USA) 

Paraformaldehyd (PFA; MERCK) 

PCR-Puffer (10x; für quantitative LightCycler-PCR; INVITROGEN) 

Penicillin/Streptomycin (BIOCHROM) 

Perm/WashTM-Puffer (BD) 

Phenol/Chloroform (ROTH) 

Rattenserum (PAA) 

RevertAidTM M-MuLV Reverse Transkriptase (FERMENTAS, Burlington, Kanada) 

RiboLockTM Ribonuclease-Inhibitor (2500 U; FERMENTAS) 

Rotihistol (ROTH, Karlsruhe) 

Schwefelsäure, 95-97% (MERCK) 

Streptavidin Meerrettichperoxidase (R&D) 

Streptavidin PE (BD) 

Substrate Reagent Set (BD) 

Sucrose (Saccharose) (SIGMA) 

SYBR®-Green-I (INVITROGEN) 

Taq DNA Polymerase (INVITROGEN) 
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TM3,3‘-Diaminobenzidin Tabletten Set (SIGMA) 

TMB (3,3‘,5,5‘-Tetramethylbezidin; FLUKA, Buchs, Schweiz) 

TriFast (PEQLAB; Erlangen) 

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris; SERVA) 

Trypanblau (SIGMA) 

Tween-20 (SIGMA) 

Wasser (steril, pyogenfrei) (B.BRAUN) 

Wasserstoffperoxid (35%; MERCK) 

Xylol (MERCK) 

Zitronensäuremonohydrat (Zitrat; MERCK) 

2.1.5 Medien 

DMEM Medium: DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin 

IMDM Medium complete: IMDM , 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin 

2.1.6 Puffer und Lösungen 

Erythrozyten Lysierungs Puffer (RCLB):, NH4Cl (156 mM), Na2CO3 (12 mM), EDTA (0,13 mM); 

pH 7,3 

Erythrozyten Lysierungspuffer zur Bestimmung der Parasitämie: Tris (0,17 M) in NH4Cl (0,16 

M) 1:10 + Heparin (25 U/ml) 

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlösung): KCL (2,7 mM), KH2PO4 (1,5 mM), NaCl (137 mM), 

NaH2PO4 (9 mM); pH=7,4 

2.1.6.1 Puffer und Lösungen für Histologie und Immunhistologie 

1% Eosin: 10 g/l Eosin Y diNatrium-Salz in Leitungswasser, vor Gebrauch filtriert und mit 2 bis 

3 Tropfen Eisessig angesäuert 

Formalin: Formalin (4%) in PBS 

Hämatoxylin nach Gill: Hämatoxylin (6 g/l), NaIO3 (0,6 g/l), Al2(SO4)3·xH2O (52,8 g/l), 

Ethylenglykol (25%),Eisessig (6%) in Leitungswasser 

M.O.M.Diluent: 0,08% M.O.M. Proteinkonzentrat in TBS 
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TBS (Tris gepufferte Salzlösung): NaCl (150 mM), Tris (10 mM); pH= 7,4 

Zitratpuffer: Zitronensäure Monohydrat (10 mM) in Aqua dest. 

2.1.6.2 Molekularbiologische Lösungen 

LightCycler-Mastermix: 10xPuffer (10%), dNTP’s (5 mM), MgCl2 (3,5 mM), BSA (0,6 mg/ml), 

SYBR®-Green-I (2%), Primer sense (0,25 µM), Primer antisense (0,25 µM), Taq DNA 

Polymerase (50 U/ml),  Aqua B. Braun 

10x Puffer: Tris-HCL (200 mM) (pH 8,4), KCl (500 mM) 

5x Reaktionspuffer: Tris-HCl (250 mM) (pH 8.3 bei 25°C), KCl (250 mM), MgCl2 (20 mM), DTT 

(50 mM) 

Reverse Transkriptions Mix: dNTP’s (20 mM), RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase (20 

U/µl), RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor(4 U/µl), 5xReaktionspuffer (40%) in Aqua B. Braun 

2.1.6.3 Puffer und Lösungen für Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): 

Abstopplösung: H2SO4 (1 M) 

Beschichtungspuffer: NaHCO3 (8,4 g/l), Na2CO3 (3,56 g/l) in Aqua dest.; pH=9,5  

Blockierlösung (DuoSet): BSA (10 g/l), Saccharose (50 g/l), NaN3 (0,5 g/l) in Aqua dest. 

Substratpuffer: 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (204 µg/ml), Aceton(0,5%), Ethanol (0,5%), H2O2 

(0,03%) in Zitronensäure (33 mM); pH= 4,1 

Verdünnungspuffer (Duoset): BSA (10 g/l) in PBS  

Verdünnungspuffer (PAIRS): BSA (1 g/l), Tween-20 (0,05%), Tris (2,4 g/l), NaCl (8,8 g/l); 

(pH7,3) in Aqua dest 

Waschpuffer: Tween-20 (0,05%) in PBS 

2.1.6.4 Puffer und Lösungen für durchflusszytometrische Analysen: 

FACS Puffer: FCS (3%),NaN3(0,1%), in PBS 

Fc-Blockierlösung: αCD16/CD32 (25 µg/ml), Mausserum (2,5%), Rattenserum (2,5%) in FACS-

Puffer 

Waschpuffer: Perm/WashTM 1:10 in Aqua dest.  
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2.1.7 Zytokine und Antikörper  

2.1.7.1 Immunhistologische Antikörper 

Zur immunhistologischen Detektion der NOS2 wurden αNOS2 und αZiege in TBS, 

supplementiert mit 10% FCS, verdünnt. Als Verdünnungspuffer für αZiege diente TBS, 

supplementiert mit 10% FCS und 10% Mausserum. Zur Immunhistologischen Detektion der 

Arg-1 wurde αArg-1 in M.O.M. Diluent verdünnt.   

Tabelle 1 Immunhistologische Antikörper 

Antikörper Isotyp Klon Markierung Verdünnung  Verwendung/ Hersteller 

NOS2 Kaninchen-IgG Polyklonal - 1:800 PrimärAK UPSTATE 

Kaninchen Ziege-IgG Polyklonal Peroxidase 1:30 1. SekundärAK DIANOVA 

Ziege Kaninchen-IgG Polyklonal Peroxidase 1:50 2. SekundärAK DIANOVA 

Arg-1 Maus-IgG1 19 - 1:250 Primärantikörper BD 

2.1.7.2 Zellstimulation 

Tabelle 2 Antikörper zur Zellstimulation 

Antikörper Isotyp Klon Markierung Konzentration 

CD3e Ar Ham-IgG1, κ 145-2C11 NA/LE 5 µg/mg 

CD28 Syr Ham-IgG2, λ1 37.51 NA/LE 5 µg/mg 

2.1.7.3 Standard für ELISA und Cytometric Bead Array (CBA) (IL12/23p40) 

Tabelle 3 Standard für ELISA und CBA 

Standard Marke Konzentration 

IFNγ (AN18) 
OptEIA; BD BIOSCIENCE 

10 ng/ml 

IL-4 PAIRS; BD BIOSCIENCE 250 ng/ml 

IL-12/23p40 BD BIOSCIENCE 10 ng/ml 

IL-17A DuoSet; R&D SYSTEMS 10 ng/ml 

2.1.7.4 Antikörper für ELISA und CBA (IL12/23p40) 

Die verwendeten Antikörper wurden mit dem entsprechenden ELISA Verdünnungspuffer in 

der angegebenen Konzentration angesetzt.  
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Tabelle 4: Antikörper für ELISA und CBA 

Antikörper Isotyp Klon Markierung Verd. Verwendung/ Firma 

IFNγ Ratte-IgG1 AN-18 - 1:250 Primär-AK (OptEIA; BD) 

IFNγ Ratte-IgG1 AN-18 biotyniliert 1:250 Sekundär-AK (OptEIA; BD) 

IL-4 Ratte-IgG1 11B11 - 1:1000 Primär-AK (PAIRS; BD) 

IL-4 Ratte-IgG1 BVD6-24G2 biotyniliert 1:1000 Sekundär-AK (PAIRS; BD) 

IL-12/23p40 Ratte-IgG2a C17.8 biotyniliert 1:250 CBA Sekundär-AK (OptEIA; BD) 

IL-17A Maus-IL-17A Kit - 1:180 Primär-AK (DuoSet; R&D SYSTEMS) 

IL-17A Maus-IL-17A Kit biotyniliert 1:180 Sekundär-AK (DuoSet; R&D SYSTEMS) 

2.1.7.5 Antikörper für durchflusszytometrische Analysen 

Alle Antikörper gegen Zellwandbestandteile (CD-Antikörper) wurden zu der entsprechenden 

Konzentration mit FACS-Puffer verdünnt. Für die intrazelluläre Färbung der Zytokine wurden 

die jeweiligen Zytokinantikörper mit Perm/WashTM verdünnt. Alle Antikörper stammten von 

BD BIOSCIENCE. 

Tabelle 5: Antikörper für durchflusszytometrische Analysen 

Antikörper Isotyp Klon Markierung Konzentration 

CD4 Ratte-IgG2a, κ RM 4-5 FITC 0,625 µg/mg 

CD16/CD32 Rat-IgG2b, κ 2.4G2 Purified 25 µg/mg 

CD44 Ratte-IgG2b, κ IM7 APC 1,57 µg/mg 

IFNγ Rat-IgG1, κ XMG1.2 PE 1:100 

IL-4  Rat-IgG2B BVD4-1D11 PE 1:100 

IL-17A Rat-IgG1, κ TC11-18H10 PE 1:100 

2.1.7.6 CBA Flex Sets 

Maus IFNγ Flex-Set (BDTM CBA; BD BIOSCIENCES) 

Inhalt:  Maus IFNγ Standard 

Maus IFNγ PE Detektions Reagenz 

Maus IFNγ Capture Bead A4  

Maus TNF Flex-Set (BDTMCBA; BD BIOSCIENCES) 
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Inhalt:  Maus TNF Standard 

Maus TNF PE Detektions Reagenz 

Maus IFNγ Capture Bead C8 

2.1.8 Primer für molekularbiologische Untersuchungen 

Alle Primer stammten von der Firma EUROGENTEC S.A. 

Tabelle 6: Primer für molekularbiologische Untersuchungen 

 

Gen 

 

Primerpaar 

Anlagerungs- 

Temperatur 

[°C] 

Elongations- 

Zeit 

[s] 

Anzahl 

der 

Zyklen 

arg-1 sense: 5`-CAGAAGAATGGAAGAGTCAG-3‘ 63 15 35 

antisense: 5`-CAG-ATA-TGC-AGG-GAG-TCA-CC-3‘ 

fizz1 sense: 5`-TCC-CAG-TGA-ATA-CTG-ATG-AGA-3‘  63 15 28 

antisense: 5`-CCA-CTC-TGG-ATC-TCC-CAA-GA-3‘ 

hprt sense: 5’-GCA-GTA-CAG-CCC-CAA-AAT-GG-3’ 60 20 35 

antisense: 5’-AAC-AAA-GTC-TGG-CCT-GTA-TCC-AA-3’ 

lrg47 sense: 5’-TCC-GCT-GAT-GTT-GGG-ACT-GTG-G-3’ 58 20 35 

antisense: 5’-CCA-GGC-AGG-TCC-CAG-AAG-ATC-AC-3’ 

nos2 sense: 5’-AGC-TCC-TCC-CAG-GAC-CAC-AC-3’ 60 15 35 

antisense: 5’-ACG-CTG-AGT-ACC-TCA-TTG-GC-3’ 

ym1 sense: 5‘-GGG-CAT-ACC-TTT-ATC-CTG-AG-3‘ 63 15 29 

antisense: 5‘-CAA-CTG-AAG-TCA-TCC-ATG-TC-3‘ 

2.1.9 Labortiere  

EBI-3-/- Mäuse (Nieuwenhuis et al. 2002) und C57Bl/6 Mäuse wurden im Forschungszentrum 

Borstel (FZB) unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gezüchtet und gehalten. IL-17A-/- 

Mäuse wurden aus dem Max-Planck-Institut für evolutionäre Anthropologie Leipzig bezogen 

(Nakae et al. 2002). Der genetische Hintergrund beider Stämme ist der Mausstamm C57Bl/6. 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mäuse wurden in speziellen Käfigen mit Filterdeckel in das 

Bernhard-Nocht-Institut für Tropenmedizin (BNI) Hamburg transportiert und dort in einem 

Biologischen Sicherheitslabor (BSL)-2-Bereich infiziert und in einzelbelüfteten Käfigen mit 

Filterdeckel gehalten. Die Tiere waren zu keinem Zeitpunkt viral oder bakteriell erkrankt. Die 

Tierversuchsvorhaben zu den verschiedenen Experimenten wurden vom Ministerium für 
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Landwirtschaft, Umwelt und ländliche Räume des Landes Hamburg unter der 

Genehmigungsnummer G 21307/591-00.33 genehmigt.  

2.1.10 Parasitenstamm 

Der T. cruzi Stamm „Tulahuen“ wurde freundlicherweise von Herrn PD Dr. Thomas Jakobs,  

BNI Hamburg, zur Verfügung gestellt. Dort wird der „Tulahuen“ Stamm in  C57Bl/6-

Mausstämmen gehalten. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Infektion der Tiere 

Die Infektion der Tiere erfolgte intra-peritoneal (i.p.) mit 1 x104 T. cruzi Blut-

Trypomastigoten. Die Infektion wurde freundlicherweise von Frau Christiane Steeg, 

Arbeitskreis PD Dr. Thomas Jakobs, Immunologie, BNI Hamburg, durchgeführt.  

2.2.2 Bestimmung der Parasitämie 

Die Konzentration der Parasiten im Blut wurde an verschiedenen Tagen im BNI Hamburg 

bestimmt. Hierfür wurde den Mäusen 3 µl Schwanzblut entnommen und in 27 µl 

Erythrozytenlysierungspuffer gegeben. Sobald das Blut vollständig lysiert war (ca. 3 Minuten 

(min)), wurde die Parasitenzahl mit der Neubauer Zählkammer (0,02 mm Tief, 0,0025 mm2) 

mikroskopisch bei 20-facher Vergrößerung bestimmt.  

2.2.3 Bestimmung des Überlebens 

Jeweils 5 Mäuse wurden zur Bestimmung des Überlebens mit T. cruzi infiziert und täglich 

beobachtet und gewogen. Moribunde Mäuse wurden mittels Genickbruch euthanasiert und 

der darauffolgende Tag als Todestag angegeben.   

2.2.4 Organentnahmen 

Die Organentnahme erfolgte im BNI Hamburg. Zu weiteren immunologischen, 

histopathologischen oder molekularbiologischen Untersuchungen wurden die 

entnommenen Organe und das Serum an das FZB transportiert. Der Transport erfolgte, 

abhängig vom anschließenden Vorhaben entweder auf Eis, in 4% Formalin oder in flüssigem 

NO in jeweils hierfür geeigneten Sicherheitstransportbehältern.  
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Zur Entnahme wurden je 3-5 T. cruzi-infizierte Mäuse einzeln in einem extra Käfig mit CO2 

euthanasiert. Die Bauchdecke wurde eröffnet. Zur Gewinnung von Serum wurde mit einer 

25-G-Kanüle Blut aus der Vena (V.) cava inferior entnommen, in ein 

Serumseparationsröhrchen gegeben und bei 6000 xg für 10 Minuten (min) zentrifugiert. Das 

gewonnene Serum wurde in flüssigem NO transportiert und im FZB bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -80°C gelagert. Für immunologische Untersuchungen wurde mit Pinzette 

und Schere vorsichtig die Milz gelöst und in 5 ml HBSS (mit 10% FCS) überführt. Die Leber 

wurde vor der Entnahme über die V. cava inferior mit 5 ml PBS durchspült, ein Leberlappen 

wurde mit Pinzette und Schere entnommen und in 10 ml PBS aufbewahrt. Leber und Milz 

wurden bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Zur molekularbiologischen und 

histologischen Untersuchung wurden Milz und Leber entnommen und mit Pinzette und 

Schere in 2 Hälften geteilt. Eine Hälfte des jeweiligen Organs wurde zur histologischen 

Untersuchung in ein Histogrid gegeben und in ein lichtundurchlässiges Gefäß mit 4% 

Formalin überführt. Die andere Hälfte des jeweiligen Organs wurde gewogen, in flüssigem 

NO schockgefroren und im FZB bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.   

2.2.5 Histopathologische und immunhistopathologische Untersuchungen 

2.2.5.1 Paraffineinbettung 

Nach 24-stündiger Fixation in 4% Formalin wurden die Organe in einem Autotechnicon in 

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Die entwässerten, paraffinierten Organe 

wurden nun in einer Paraffingießstation bei 65°C in flüssigem Paraffin eingebettet. Die 

abgekühlten Paraffinblöcke wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C aufbewahrt. 

2.2.5.2 Anfertigung von Paraffinschnitten 

Aus den gekühlten Paraffinblöcken wurden mit einem Rotationsmikrotom 2 µm dicke 

Schnitte angefertigt, die in kaltem Wasser schwimmend mit der Pinzette entfaltet und im 

39°C warmen Wasserbad geglättet wurden. Diese geglätteten Schnitte wurden auf einen 

Objektträger (SuperFrost) gebracht, für mindestens 4 h auf einer Heizplatte bei 37°C 

getrocknet und bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
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2.2.5.3 Färbung der Paraffinschnitte mit Hämatoxylin-Eosin 

Zum Anfärben der Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin zur histopathologischen Darstellung der 

Lebern mussten die Schnitte dreimal für 5 min in Rotihistol entparaffiniert und für 1 min in 

einem Rohistol-Ethanol-Intermedium (1:2) geschwenkt werden. Im Anschluss erfolgte eine 

zweimalige Inkubation in Ethanol für jeweils 5 min. Die Bewässerung der Schnitte erfolgte 

durch Dippen in Ethanol-Wasser-Lösungen mit absteigender Ethanolkonzentration (100%, 

96%, 80%, 40%) und anschließender Inkubation in destilliertem Wasser (Aqua dest.) für 5 

min. Die gewässerten Schnitte konnten nun für 20 min mit Hämatoxylin nach Gill gefärbt 

werden. Überschüssige Färbelösung wurde dann durch 3-minütiges Einweichen in Aqua 

dest. und 10-minütiges Spülen unter fließendem Leitungswasser entfernt. Hierdurch nahm 

das Chromatin in den Zellkernen des Gewebes eine bläuliche Farbe an. Zur Gegenfärbung 

wurden die Schnitte für 3 min mit 1% Eosin angesäuert, welches durch kurzes Eintauchen in 

Aqua dest. abgespült wurde. Hierdurch wurden Zytoplasma und Intrazellulärsubstanzen rosa 

gefärbt. Es folgte die Entwässerung der Schnitte durch eine aufsteigende Ethanolreihe. Nach 

3 mal 5-minütigem Einwirken von Rotihistol wurden die Schnitte mit Entellan und einem 

Deckgläschen eingedeckelt und für 24 h bei Raumtemperatur getrocknet. Die gefärbten 

Schnitte wurden unter dem Mikroskop betrachtet und repräsentative Abschnitte mit der 

Digitalkamera aufgenommen. 

2.2.5.4 Immunhistochemische Arg-1-Färbung 

Zur Abschätzung der Aktivität alternativ aktivierter Makrophagen wurde die Arg-1 in den 

Lebern von T. cruzi-infizierten Mäusen immunhistochemisch dargestellt. Hierfür wurden die 

angefertigten Schnitte mit Xylol für 10 min entparaffiniert und in Aceton in absteigender 

Konzentration rehydriert (100%, 70%, 40%, je 10 min). Es folgte ein Waschschritt mit 

Leitungswasser und 3 Spülgänge mit TBS. Im Anschluss wurden die Schnitte bei 

Raumtemperatur für 5 min in 1% SDS (in TBS) inkubiert um das Arg1-Antigen freizulegen. 

Nach dreimaligem Spülen mit TBS erfolgte die Blockierung der Peroxidase und Entfärbung 

von Erythrozyten durch 20-minütige Inkubation mit 1% H2O2 (in TBS) unter Lichtausschluss. 

Es folgte ein weiterer Waschgang (3x in TBS).  

Für alle weiteren Schritte wurden die Schnitte nach dem Aufbringen der verschiedenen 

Substanzen jeweils mit einem Deckglas abgedeckt und bei Raumtemperatur in einer 
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feuchten Kammer Inkubiert. Das im Schnitt vorhandene Avidin und Biotin wurde geblockt, 

indem erst 200 µl Avidin Blocking Reagent und dann 200 µl Biotin Blocking Reagent 

(Zubereitung wie im Blocking Kit angegeben) auf die Schnitte aufgebracht und jeweils für 15 

min inkubiert wurde. Nach der Inkubation erfolgte jeweils ein Waschschritt (3x mit TBS). Um 

überschüssige Immunglobuline zu blockieren, wurden nun 200 µl M.O.M.-Mouse-Ig-

Blocking-Reagent (Zubereitung wie im Blocking-Kit angegeben) auf die Schnitte aufgebracht 

und 1h inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit TBS wurden nun 200µl M.O.M.-Diluent auf 

dem Objektträger aufgebracht, welches ohne Deckglas für 5 min bei RT in der feuchten 

Kammer inkubiert wurde. Die überschüssige Diluent wurde abgeschüttet. Die Detektion der 

Arg-1 erfolgte mit αMaus-Arg-1-IgG (Kapitel 2.1.7.1), das in einem Volumen von 200 µl 

einzeln auf den Objektträger pipettiert und für 45 min inkubiert wurde. Nach der Inkubation 

wurde überschüssiger Antikörper durch dreimaliges Spülen mit TBS entfernt. Es folgte die 

Detektion der Arg-1-Antikörper mit biotinylierten αMaus-IgG-Sekundärantikörpern 

(Zubereitung wie im Blocking-Kit angegeben). Die überschüssigen Antikörper wurden nach 

einer Inkubation von 10 min durch 3-maliges Spülen mit TBS abgespült. Im Anschluss wurden 

200 µl Vectastatin-ABC-Reagenz (Zubereitung wie im Blocking Kit angegeben) aufgetragen 

und für 5 min inkubiert. Dieser Schritt diente ebenso wie das sich anschließende Auftragen 

von 200 µl Farbsubstrat (TM3,3’-Diaminobenzidin-Tabletten-Set) zur Darstellung der Arg-1- 

detektierenden Antikörper. Das Farbsubstrat wurde für 5-10 min unter Lichtausschluss 

inkubiert, die Farbreaktion wurde mikroskopisch untersucht und bei einem ausreichenden 

Farbumschlag durch einmaliges Waschen in TBS gestoppt. Anschließend erfolgte zur 

Darstellung des umgebenden Gewebes eine 10-minütige Gegenfärbung mit Hämatoxylin 

nach Gill. Die überschüssige Farblösung wurde unter fließendem Leitungswasser (10 min) 

entfernt. Zuletzt wurden die Schnitte mit 70 µl Kaisers-Glyceringelatine eingedeckelt. Die 

gefärbten Schnitte wurden unter dem Mikroskop betrachtet und repräsentative Abschnitte 

mittels Digitalkamera aufgenommen.  

2.2.5.5 Immunhistochemische Färbung der NOS2 

Die immunhistochemische Darstellung der NOS2 diente zur Abschätzung der Aktivität von 

Makrophagen in der Leber T. cruzi-infizierter Mäuse. Hierfür wurden die angefertigten 

Schnitte mit Xylol für 10 min entparaffiniert und in Aceton in absteigender Konzentration 

rehydriert (100%, 70%, 40%, je 10 min). Es folgte ein Waschschritt mit Leitungswasser und 3 
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Spülgänge mit TBS. Um das Gewebe für die Antikörper zu permeabilisieren, wurden die 

Schnitte für 2 min in Zitratpuffer im Schnellkochtopf gekocht. Nach 3-maligem Spülen mit 

TBS erfolgte die Blockierung der Peroxidase und Entfärbung von Erythrozyten durch 20-

minütige Inkubation mit 1% H2O2 (in TBS) unter Lichtausschluss. Nach 3-maligem Waschen in 

TBS folgte die Detektion der NOS2 mit polyklonalen Antikörpern (Tabelle 1), die in einem 

Volumen von 200 µl einzeln auf den Objektträger pipettiert und für 45 min in der feuchten 

Kammer im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach jeder Inkubation wurde 

überschüssiger Antikörper durch 3-maliges Spülen mit  TBS entfernt. Als Primärantikörper 

diente an NOS2 bindendes αMaus-NOS2-IgG und als Sekundärantikörper an Peroxidase 

gekoppeltes αKaninchen-IgG. Als zweiter Sekundärantikörper diente zur Signalverstärkung 

an Peroxidase gekoppeltes αZiege-IgG. Zur Darstellung der NOS2-detektierenden Antikörper 

wurden nun 200 µl Farbsubstrat (TM3,3’-Diaminobenzidin Tabletten Set) hinzugegeben und 

dieses für 5-10 min unter Lichtausschluss inkubiert. Die Farbreaktion wurde mikroskopisch 

untersucht und bei einem ausreichenden Farbumschlag durch einmaliges Waschen in TBS 

gestoppt. Anschließend erfolgte zur Darstellung des umgebenden Gewebes eine 3-minütige 

Gegenfärbung mit Hämatoxylin nach Gill. Die Farblösung wurde unter fließendem 

Leitungswasser (10 min) entfernt. Zuletzt wurden die Schnitte mit 70 µl Kaisers-

Glyceringelatine eingedeckelt. Die gefärbten Schnitte wurden unter dem Mikroskop 

betrachtet und repräsentative Abschnitte mittels Digitalkamera aufgenommen.  

2.2.6 Molekularbiologische Untersuchungen 

2.2.6.1 Isolation von messenger-Ribonukleinsäure (mRNA) aus der Milz 

Die bei -80°C gelagerten, schockgefrorenen Milzen (Kapitel 2.2.4) wurden in TriFast (1 ml pro 

0,1 mg Organgewicht) angetaut und mit gekühlten Pistillen in einem Homogenisator 

homogenisiert. Die Homogenate wurden 5 min bei Raumtemperatur zur Dissoziation der 

Nukleotidkomplexe gehalten und dann bei -80°C aufbewahrt oder zur sofortigen 

Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.  

Zur Isolation von mRNA wurde 1 ml des Gewebehomogenates mit 100 µl 1-Bromo-3-

chlorpropan versetzt, durch kräftiges Schütteln emulgiert und für 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Zentrifugation für 15 min bei 10400 

rpm und 4°C. Das Homogenat war nun in 3 Phasen getrennt: eine untere Phenol-Phase, eine 
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Desoxyribonukleinsäure (DNA) und Proteine enthaltende Interphase und eine obere, 

wässrige Phase mit isolierter mRNA, die in ein neues Röhrchen (RNAse frei) überführt wurde. 

Da die Homogenate sehr proteinhaltig waren, wurde dieser Schritt so oft wiederholt, bis der 

Interphasering ganz verschwunden war. Allerdings diente nun Phenol/Chloroform als 

Trennmittel, das 1:1 mit den mit Aqua dest. auf 600 µl aufgefüllten wässrigen mRNA- 

Überstand verdünnt wurde. Zuletzt wurde die gewonnene reine mRNA-Phase mit eiskaltem 

Isopropanol für 15 min bei 4°C präzipitiert. Die ausgefällte mRNA wurde durch 15-minütige 

Zentrifugation (10400 rpm, 4°C) in Form eines Pellets gewonnen. Dieses wurde 2-mal mit 

eiskaltem Ethanol (75%) gewaschen und jeweils für 10 min (10400 rpm, 4°C) zentrifugiert. 

Das gewaschene mRNA-Pellet wurde luftgetrocknet und anschließend durch kurzes Erhitzen 

im Heizblock auf 55-60°C in 100 µl DEPC gelöst. Die Konzentration und Reinheit der mRNA 

wurde durch photometrische Messung der Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt.  

2.2.6.2 Reverse Transkription 

Die isolierte mRNA wurde zur einfacheren Analyse und Handhabung in cDNA um-

geschrieben. Hierfür wurden 8 µl in DEPC gelöste mRNA (nicht mehr als 8 µg totale mRNA) 

mit 2 µl  Oligo-dT-Nucleotiden für 10 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 10 µl Reverse-

Transkriptionsmix und Inkubation bei 37°C für 90 min wurde die Reaktion durch 2-minütiges 

Kochen der Proben bei 95°C gestoppt. Die so gewonnene cDNA wurde mit Aqua B.Braun auf 

ein Volumen von 200 µl verdünnt und bei -80°C aufbewahrt oder für den weiteren 

Verbrauch bei 4°C gelagert.  

2.2.6.3 Bestimmung spezifischer Genexpressionen mittels LightCycler- real time reverse 

transcription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) 

Die gesuchte Gensequenz wurde mit Hilfe der im Mastermix enthaltenen spezifischen Primer 

(Tabelle 6) detektiert und durch die ebenfalls enthaltene Taq-Polymerase in Anwesenheit 

von ausreichend Dinukelotidtriphosphat amplifiziert. Die Amplifikation konnte mit Hilfe 

eines fluoreszierenden Farbstoffes (SYBR®-Green), der sich in die amplifizierte Doppelstrang- 

DNA integrierte, dargestellt werden. Hierfür wurden 9 µl des unmittelbar vorher 

zusammengesetzten Mastermixes in gekühlte, spezielle Glaskapillaren vorgelegt und je 1 µl 

cDNA oder Standard (eine der zu messenden Proben 1:2, 1:8, 1:32 und 1:128 verdünnt in 

Aqua B. Braum) hinzugegeben. Die Genexpression wurde nach kurzem Anzentrifugieren mit 
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Hilfe eines Thermo Cyclers bestimmt. Zur Kontrolle der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 

wurde am Schluss jeder Messung eine Schmelzkurve der entstandenen Produkte erstellt. Die 

Quantifizierung der zu analysierenden Proben erfolgte mit Hilfe der LightCycler-Software 

(Version 3.5). Den Standardverdünnungen wurden entsprechend der Verdünnungsreihe 

Expressionswerte zwischen 100 (unverdünnt) und 0,781 (1:128) zugeordnet. Aus den 

jeweiligen, nach Amplifikation der genspezifischen cDNA (mit Hilfe der Software) 

ermittelten, Schnittpunkten des logarithmischen Bereiches der Amplifikationskurve jeder 

einzelnen Standardverdünnung mit der vorher festgelegten Basislinie sowie den per 

Definition festgelegten Expressionswerten, wurde über lineare Regression eine 

Standardgerade ermittelt. Die Expressionswerte der zu analysierenden Proben wurden 

mittels der Standardgeraden relativ zu den Expressionswerten der Standardverdünnungen 

bestimmt. Zur Normalisierung dieser Werte wurden diese zu einem „house-keeping-gene“ 

(Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl Transferase (hprt)) ins Verhältnis gesetzt und als 

relative Genexpression [1/hprt] angegeben. Zur Verdeutlichung wurden die somit 

ermittelten Werte von Tag 7 und Tag 14 in Bezug zu den Werten von Tag 0 gesetzt und als 

relative Induktion angegeben.   

2.2.7 Herstellung von Einzellsuspensionen aus Geweben 

Die auf Eis gelagerten Organe wurden direkt in den BSL-3-Bereich des FZB überführt. Dort 

erfolgten alle weiteren Schritte. 

2.2.7.1 Herstellung von Einzellsuspensionen aus der Milz 

Die Milz wurde zur Herstellung von Einzellsuspensionen mit dem Stempel einer 5ml-Spritze 

durch ein Plastiksieb in eine Petrischale gedrückt. Das Sieb wurde mit ca. 10 ml DMEM- oder 

IMDM-Medium nachgespült und die so gewonnene Zellsuspension wurde für 10 min bei 

320xg und 4°C zentrifugiert. Zur Lyse der Erythrozyten wurde das so erhaltene Pellet in 5 ml 

kaltem RCLB-Puffer resuspendiert und auf Eis inkubiert. Nach maximal 3 min wurde zum 

Stoppen der Lyse 10 ml DMEM- oder IMDM-Medium hinzugegeben. Das nach 10-minütiger 

Zentrifugation (320xg, 4°C) erhaltene Pellet wurde je nach nachfolgender Untersuchung in 2 

ml IMDM-Medium oder 2 ml FACS-Puffer resuspendiert und auf Eis gelagert.    
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2.2.7.2 Gewinnung von Mononukleären Zellen aus der Leber 

Zur Gewinnung von Mononukleären Zellen (MNZ) wurde die Leber mit dem Stempel einer 5 

ml Spritze durch das Plastiksieb in eine Petrischale gedrückt. Sieb und Stempel wurden mit 

weiteren 10 ml PBS gespült. Die so erhaltene Zellsuspension wurde für 10 min bei 370xg 

zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml reines HBSS  aufgenommen. Die Trennung 

der einzelnen Zellschichten erfolgte mit 5,5 ml einer 2:1 mit Aqua-dest. verdünnten Iohexol-

Lösung, welche der Zellsuspension zugeführt wurde. Diese Lösung wurde nun vorsichtig 

unter 2 ml reines HBSS gespritzt und 20 min bei 4°C und 670xg zentrifugiert. Die Schicht der 

MNZ wurde nach Absaugen des Mediums in ein frisches Röhrchen überführt und zum 

Waschen in Medium suspendiert und zentrifugiert (320xg, 4°C, 10 min). War die 

Leberperfusion nicht erfolgreich und das Pellet noch erythrozytenreich, erfolgte eine Lyse 

der Erythrozyten mit RCLB-Puffer. Nach Resuspension des Pellet in 2 ml IMDM wurde die 

gewonnene Zellsuspension auf Eis gelagert.    

2.2.7.3 Zählen der Zellen 

Die Zellzahl der jeweiligen Zellsuspension wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Hierfür wurden 10 µl der Zellsuspension 1:10 oder seriell 1:100 mit Trypanblau verdünnt und 

auf die Neubauerkammer gegeben. Gezählt wurden die lebenden, nicht angefärbten Zellen. 

2.2.8 Immunologische Untersuchungen 

2.2.8.1 Stimulation der Zellsuspensionen zur Aktivitätsbestimmung  

Zur Aktivierung der gewonnenen Leber-MNZ und Milzzellen wurden diese mit αCD3/CD28 

stimuliert. Hierfür wurden am Vortag die zur Stimulation mit αCD3/CD28 vorgesehenen 

Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (24 Vertiefungen, Flachboden) mit 300 µl αCD3/CD28 in  

in PBS (5 µg/ml) gefüllt und bei 4°C über Nacht inkubiert. Als Kontrolle wurde reines PBS 

verwendet. Am Folgetag wurde die Lösung abgesaugt. In jede Vertiefung wurden 1x106 

Zellen in 500 µl IMDM-Medium ausgesät. Es erfolgte eine 24-stündige Inkubation bei 37°C 

und 2% CO2. Nach 24 H wurden die Überstände abgenommen und bis zur Analyse bei -20°C 

gelagert.   
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2.2.8.2 Bestimmung der Zytokinkonzentration in Zellkulturüberständen mittels ELISA 

Zur Detektion der Aktivität von Milzzellen und Leber MNZ wurde in deren Überständen die 

Menge an freigesetzten Zytokinen nach Stimulation mit αCD3/CD28 bestimmt. Die 

Quantifizierung der gebildeten Zytokine erfolgte mit unterschiedlichen ELISA-Systemen, die 

alle auf dem Sandwich-Prinzip beruhen. Die hierbei am Boden einer Mikrotiterplatte 

haftenden Primärantikörper binden die Zytokinmoleküle, die dann durch einen zweiten, an 

ein Enzymgekoppelten Antikörper detektiert werden. Die Zytokinkonzentration wird nun 

indirekt durch die enzymatische Umsetzung eines Substrates bestimmt. Die Absorption der 

Proben wurde bei 450 nm und einem Referenzwert von 630 nm mit Hilfe des ELISA-

Lesegerätes bestimmt. Die quantitative Auswertung erfolgte mit der zugehörigen Software 

unter Einbeziehung der mitgemessenen Standardreihe. Die jeweilige Vorgehensweise je 

nach ELISA System erfolgte wie von den Herstellern angegeben: 

DuoSet-ELISA (R&D Systems): Zur Beschichtung der 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatte 

wurde in jede Vertiefung 50 µl des Primärantikörpers zu angegebener Konzentration (Tabelle 

4) in PBS verdünnt  gegeben und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurde überschüssiger Antikörper durch 3-maliges Waschen mit ELISA-Waschpuffer entfernt 

und die überschüssige Waschflüssigkeit auf Papierhandtüchern ausgeklopft, bis die 

Plattenböden trocken waren. Nun erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 

durch Zugabe von 250 µl Blockierlösung und einstündiger abgedeckter Inkubation bei 

Raumtemperatur. Nach 3-maligem Waschen wurde je 50 µl Überstand (Kapitel 2.2.8.1) in die 

Vertiefungen überführt. Als Standard diente eine Verdünnungsreihe (1:3) rekombinanten 

Proteins (Tabelle 3) in DuoSet-Verdünnungspuffer. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur 

und 4-maligem Waschen wurde biotinylierter Sekundärantikörper (Tabelle 4) in einem 

Gesamtvolumen von 50 µl (verdünnt in DuoSet-Verdünnungspuffer) aufgetragen und für 

weitere 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein 5-maliger Waschgang und das 

Auftragen von 50 µl Streptavidin-Meerrettichperoxidase (1:200 in DuoSet-

Verdünnungspuffer). Diese wurde nach 30-45 min Inkubation bei Raumtemperatur durch 6-

maliges Waschen entfernt. Nach Zugabe von 50 µl Substratpuffer und Inkubation unter 

Lichtabschluss bei Raumtemperatur für ca. 5 min wurde die Farbreaktion optisch 

begutachtet und gegebenenfalls durch Zugabe von 100µl 1M H2SO4 abgestoppt.  
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OPTEIA-ELISA (BD BIOSCIENCE): Zum Großteil verlief das Verfahren für OPTEIA-ELISA analog 

zu dem für DuoSetELISA. Nachfolgend werden nur die Änderungen beschrieben. Der 

Primärantikörper wurde in ELISA-Beschichtungspuffer verdünnt und über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Die Inkubation des Sekundärantikörpers und der Streptavidin-

Meerrettichperoxidase (1:250 in Assay-Diluyent) erfolgte jeweils für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur. Assay-Diluent diente als Blockierlösung und als OPTEIA-

Verdünnungspuffer. Als Substratlösung wurde ein Gemisch (1:1) aus den im Substrate- 

Reagent-Set enthaltenen Lösungen verwendet. 

Pairs ELISA (BD BIOSCIENCE): Der Primärantikörper (verdünnt in ELISA-Beschichtungspuffer) 

wurde über Nacht bei 4°C oder für 4 h bei 37°C inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen 

wurden für 2 h bei Raumtemperatur blokiert und nach dem Auftragen von Proben und 

Standard folgte eine Inkubation über Nacht bei 4°C. Der Sekundärantikörper (verdünnt in 

Pairs-Verdünnungspuffer) wurde für 2 h bei 37°C und die Streptavidin-

Meerrettichperoxidase (1:1000 in Pairs-Verdünnungspuffer) für 1 h bei Raumtemperatur 

aufgetragen. Als Substratlösung wurde ein Gemisch (1:1) aus den im Substrate-Reagent-Set 

enthaltenen Lösungen verwendet. 

2.2.8.3 Intrazelluläre Detektion von Zytokinen mittels Durchflusszytometrie 

Zur polyklonalen Stimulation der Einzellsuspension (Kapitel 2.2.7) wurden am Vortag 300 µl 

αCD3/CD28 in einer Konzentration von 5 µg/ml in PBS auf einer Mikrotiterplatten (24 

Vertiefungen, Flachboden) auspipettiert und bei 4°C über Nacht inkubiert. Als Kontrolle 

wurde PBS verwendet. Nach Absaugen der Lösung wurden 2x106 Zellen in 1 ml IMDM-

Medium pro Vertiefung ausgesät und 1 µl GolgiPlugTM hinzugegeben. Nach einer Inkubation 

von 4 h bei 37°C und 5% CO2 wurden die Zellen geerntet, in ein FACS Röhrchen überführt 

und nach Zugabe von 1 ml Fluorescence activated cell sorting (FACS)-Puffer für 8 min bei 

320xg und 4°C zentrifugiert. Bei allen folgenden Waschvorgängen wurde ebenso verfahren. 

Das Pellet wurde in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen und nochmals gewaschen. Zur 

Bestimmung der nicht antigenspezifisch aktivierten CD4+-Zellen wurde das Pellet in 50 µl Fc-

Blockierlösung suspendiert und für 30 min bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Die 

Blocklösung wurde abgewaschen und  die oberflächliche Markierung der Zellen erfolgte 

durch Zugabe von je 50 µl αCD4- und αCD44-Antikörperlösung und 30-minütiger Inkubation 

(4°C, dunkel). Im Anschluss an einen weiteren Waschvorgang wurde die Zellmembran durch 
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Zugabe von 250 µl Cytofix/CytopermTM-Puffer und Inkubation für 20 min bei 4°C 

permeabilisiert. Überschüssiges Reagenz wurde durch 2-maliges Waschen entfernt. Diese 

und alle weiteren Waschvorgänge erfolgten mit Perm/WashTM-Puffer an Stelle des vorher 

verwendeten FACS-Puffers. Zur intrazellulären Färbung der Zytokine wurden die Zellen mit 

100 µl der jeweiligen Zytokin-Antikörperlösung (Tabelle 5) versetzt und für 30 min bei 4°C im 

Dunkeln inkubiert. Nach einem letzten Waschgang wurden die Zellen in 300 µl PFA (1%) 

aufgenommen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Messung wurde an einem mit einem 

488 nm Argon-Laser und einem 635 nm roten Dioden-Laser ausgerüsteten 

Durchflusszytometer durchgeführt. Die endgültige Auswertung erfolgte mit Hilfe des 

Programmes CellQuest™Pro. 

2.2.8.4 Bestimmung von Zytokinkonzentrationen im Serum mittels Cytometric Bead Array  

Die  Bestimmung der Konzentration von IFNγ, TNF und IL-12/23p40 im Serum T. cruzi-

infizierter Mäuse erfolgte mit Hilfe eines CBA-Systems. Dieses basiert auf synthetisch 

hergestellten kugelförmigen Teilchen, so genannten Beads, die Antikörper gegen das zu 

bestimmende Zytokin tragen. Die Zytokin-bindenden Beads werden mit fluoreszierenden 

Antikörpern markiert und ihre Konzentration wird durchflusszytometrisch bestimmt.  

Zur Bestimmung der IFNγ- und TNF- Konzentration im Serum wurden das Mouse/Rat-

Soluble-Protein-Master-Buffer-Kit und die CBA-Flex-Sets für IFNγ und TNF von BD 

BIOSCIENCE verwendet (Kapitel 2.1.7.6). Verfahren wurde wie vom Hersteller empfohlen. 50 

µl des aufgetauten Serums oder Standards wurden in einer 96-Well-Rundboden-

Mikrotiterplatte mit 50 µl Bead-Mischung (je 1 µl Bead-Lösung der verwendeten Flex-Sets 

verdünnt in Capture-Bead-Diluent) vermischt und für 1 h im Dunkeln bei  Raumtemperatur 

inkubiert. Als Standard diente die mitgelieferte Standardlösung seriell 1:2 in Assay-Diluent 

verdünnt. Danach folgte zur Entfernung überschüssiger Serumbestandteile eine 5-minütige 

Zentrifugation bei 4°C und 270xg, der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 

200 µl Waschpuffer resuspendiert. Dieser Waschvorgang erfolgte 2 mal. Zur Detektion der 

Beads wurden nun 50 µl Detektions-Reagenz (enthält je 1 µl PE-Detection-Reagent pro 

verwendetem Flex-Set verdünnt in PE-Detection-Reagent-Diluent) hinzugefügt. Nach 

einstündiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss wurde nicht gebundenes 

Detektions-Reagenz durch 2-maliges Waschen, wie bereits geschildert, entfernt. Die 
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gewaschenen Beads wurden in 300 µl Waschpuffer aufgenommen und mittels 

Durchflusszytometer analysiert. Die erhaltenen Daten wurden mit einer speziell 

entwickelten Software (FCAP-Array™) ausgewertet. 

Da zur Bestimmung von IL-12/23p40 kein Flex-Set zur Verfügung stand, wurden hierfür im 

Labor hergestellte Maus-IL-12/23p40-Beads verwendet. Die Vorgehensweise entsprach der 

bereits für IFNγ und TNF beschriebenen. Allerdings diente als Standard 10.000 pg/ml 

rekombinantes Maus-IL-12/23p40 (Tabelle 3) in einer 1:2 Verdünnungsreihe mit Assay-

Diluent. An Stelle des Detektion-Reagens wurde ein Biotin-Streptavidin-PE-Mix (je 0,2 µl 

biotinylierter IL-12/23p40-Antikörper (Tabelle 4) und je 0,33 µl Streptavidin-PE in Assay-

Diluent) verwendet, der 1 h vor der Färbung angesetzt und für diese Zeit bei 4°C  unter 

Lichtausschluss inkubiert wurde.  

2.2.9 Bestimmung der Transaminasenkonzentration im Serum 

Zur Abschätzung des Leberschadens T. cruzi-infizierter Mäuse wurden die Transaminasen 

GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase) und GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase) mit 

Hilfe des Reflotrons® bestimmt.  

A  

B  

 

 

Abb. 4 Reaktionsformeln der GOT- und GPT-Teststreifen. Reaktionsformeln für die Konzentrationsermittlung 

von GOT (A) und GPT (B) im Serum mittels Teststreifen von Reflotron®. Die Formeln stammen aus der 

Gebrauchsanweisung der jeweiligen Teststreifen. 

 

Hierfür wurden 30 µl Serum auf einen eigens für dieses Gerät hergestellten Indikatorstreifen 

gegeben. Dieser Streifen wurde im Reflotron® ausgewertet, wobei in beiden Fällen die 

enzymatische Pyruvatbildung (durch GPT oder GOT) nach vorheriger Eliminierung 

endogenen Pyruvats, durch einen Farbumschlag des Indikators ermittelt wird. Abb. 4 zeigt 

die jeweiligen im Reflotron® ablaufenden Reaktionswege. 
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2.2.10 Statistik 

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der in der vorliegenden Arbeit angegebenen 

Daten wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 4.0 berechnet. Auch die statistische 

Auswertung erfolgte mit diesem Programm, wobei die Ermittlung der Signifikanz über den 

Student’s t-Test (two tailed, Konfidenz-Intervall 95%) und die statistische Analyse der 

Überlebensrate über den Log-Rank-Test erfolgte. Signifikante Unterschiede sind mit 

Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * (entspricht p<0.05); ** (entspricht p<0.01); *** 

(entspricht p<0.001). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Bedeutung von IL-17A in der Infektion mit T. cruzi 

Kurz nach Beginn dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle von IL-17A in der Infektion mit 

T. cruzi untersucht. Hierbei führte die Deletion eines Kininrezeptors (B2R) zu einer 

gesteigerten IL-17A-Produktion, die mit einer vermehrten Anfälligkeit gegen T. cruzi 

einherging (Monteiro et al. 2007). Um Näheres über die direkte Funktion von IL-17A in der 

Infektion mit T. cruzi zu erfahren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit IL-17A-/- 

Mäuse i.p. mit T. cruzi infiziert und der Infektionsverlauf mit dem in Wildtypmäusen 

verglichen.  

3.1.1 Die Auswirkung der Deletion von IL-17A auf Infektionsverlauf und Pathologie 

3.1.1.1 IL-17A-/- Mäuse sind suszeptibel gegenüber der Infektion mit T. cruzi   

Zur Bestimmung des Infektionsverlaufes von T. cruzi in C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäusen erfolgte 

die Ermittlung der Parasitämie aus 3µl Schwanzblut 7 und 14 Tage nach der i.p. Infektion mit 

104 T. cruzi Blut-Trypomastigoten.  

A B 

  

Abb. 5 Parasitämie und Überlebensrate in T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und IL-17A
-/- 

Mäusen. C57Bl/6 (●) und 

IL-17A
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. (A) Die Parasitämie wurde an Tag 

7 und Tag 14 aus 3μl Schwanzblut mikroskopisch bei 20-facher Vergrößerung mittels Neubauer Zählkammer 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 10 Mäusen pro Genotyp aus einem 

durchgeführten Experiment. (B) Die Sterblichkeit der Mäuse wurde täglich bestimmt. Dargestellt ist die 

Überlebensrate von 10 Mäusen pro Genotyp aus einem durchgeführten Experiment. (Statistik: **: p< 0,01; Log 

Rank Test) 

In beiden Mausstämmen konnten erst 14 Tage nach Infektion mikroskopisch Parasiten im 

Blut festgestellt werden. Hierbei fiel die Parasitämie in Wildtypmäusen deutlich, wenn auch 
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nicht signifikant geringer aus als in IL-17A-/- Mäusen (Abb. 5A). Das Unvermögen der IL-17A-/- 

Mäuse, die Parasiten adäquat einzudämmen, wirkte sich auch signifikant auf das Überleben 

dieser Mäuse aus (Abb. 5B). So überlebten 90% der C57Bl/6 Mäuse den 28. Tag der 

Infektion. Zum selben Zeitpunkt waren nur noch 25% der IL-17A-/- Mäuse am Leben.  

3.1.1.2 Verringerte Leberpathologie in T. cruzi-infizierten IL-17A-/- Mäusen   

Im murinen Infektionsmodell mit T. cruzi geht die akute Phase der Infektion für gewöhnlich 

mit einer gesteigerten Leberzelldestruktion einher (Palhares et al. 1988; Carrera-Silva et al. 

2008). Ein Leberschaden kann über die Leberenzyme GOT und GPT abgeschätzt werden, die 

bei einer Schädigung von Leberzellen in das Blut gelangen und die Serumkonzentration 

dieser Transaminasen korreliert positiv mit dem Ausmaß der Leberzelldestruktion. Um zu 

ermitteln, inwiefern sich die Deletion von IL-17A auf die Leberpathologie in T. cruzi-

infizierten Mäusen auswirkt, wurden C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäuse mit 104 Blut-

Trypomastigoten i.p. infiziert. Sieben und 14 Tage nach der Infektion erfolgte die 

Bestimmung der Transaminasenkonzentration im Serum der Mäuse.  

A B 

  

Abb. 6 Abschätzung des Leberschadens anhand der Transaminasenkonzentration im Serum von C57Bl/6 und 
IL-17A

-/-
 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 (●) und IL-17A

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-

Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Vor Infektion und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde aus 

der V. cava inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und mit Hilfe des Reflotron  die Konzentration von GOT 

(A) und GPT (B) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 bis 5 Mäusen pro 

Genotyp aus einem durchgeführtem Experiment.  

 

In C57Bl/6 Mäusen stiegen die Leberenzyme erst 14 Tage nach der Infektion beträchtlich an. 

Hierbei war in C57Bl/6 Mäusen die Konzentration von GOT auf das 30-fache (Abb. 6A) und 

die Konzentration von GPT auf das 10-fache (Abb. 6B) der Enzymkonzentrationen nicht-

infizierter Mäuse gestiegen. Im Gegensatz hierzu begann der Transaminasenanstieg in 
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IL-17A-/- Mäusen bereits 7 Tage nach Infektion. Er verlief jedoch weniger steil, so

GOT- und GPT-Konzentration an Tag 14 in C57Bl/6

ausfiel als in IL-17A-/- Mäusen. Trotz fehlender Signifikanz weisen diese Ergebnisse zumindest 

an Tag 14 auf eine geringere Leberpathologie in 

bestätigte sich in der histologischen Untersuchung der Lebern von 

Mäusen. Hierbei erfolgte 14 Tage nach der Infektion mit 

wurden Gewebeschnitte hergest

Abb. 7 Histologische Darstellung des Leberschadens
T. cruzi. C57Bl/6 und IL-17A

-/-
 Mäuse wurden mit 1x10

Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit 

Hämatoxylin und Eosin gefärbt (Originalvergrößerung: 40

Aufnahmen aus einem Experiment mit 

 

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Schnitte konnten in C57Bl/6

Entzündungszellinfiltrate und mittel

Leberentzündung mit deutlicher Leberzelldestruktion beobachtet werden. Dieselben 

entzündlichen Veränderungen traten auch in 

Zahl und geringerem Ausmaß (Abb. 7). Zusammengenomme

Anzeichen einer verminderten Leberpathologie in 

gewertet werden. 

3.1.2 Die Auswirkung der Deletion von 

Bisher zeigten T. cruzi-infizierte

Leberpathologie in der frühen Phase der Infektion. Um zu erfahren, welche 

immunologischen Faktoren zu diesem Phänotyp beitragen, wurden im Folgenden die 

Tage nach Infektion. Er verlief jedoch weniger steil, so

Konzentration an Tag 14 in C57Bl/6 Mäusen im Mittel 5 bzw. 2,5 mal stärker 

sen. Trotz fehlender Signifikanz weisen diese Ergebnisse zumindest 

14 auf eine geringere Leberpathologie in IL-17A-/- Mäusen hin. Diese Annahme 

bestätigte sich in der histologischen Untersuchung der Lebern von C57Bl/6 

Tage nach der Infektion mit T. cruzi die Entnahme der Lebern. 

wurden Gewebeschnitte hergestellt und diese mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt. 

 

Histologische Darstellung des Leberschadens von C57Bl/6 und IL-17A
-/-

 Mäuse
se wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert und nach 14 

Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit 

Hämatoxylin und Eosin gefärbt (Originalvergrößerung: 40-fach). N: Nekrose. Dargestellt sind repräsentative 

Aufnahmen aus einem Experiment mit 5 Mäusen pro Genotyp. 

Betrachtung der Schnitte konnten in C57Bl/6 

Entzündungszellinfiltrate und mittel- bis großflächige Nekrosen als Zeichen einer 

Leberentzündung mit deutlicher Leberzelldestruktion beobachtet werden. Dieselben 

entzündlichen Veränderungen traten auch in IL-17A-/- Mäusen auf, allerdings in geringerer 

Zahl und geringerem Ausmaß (Abb. 7). Zusammengenommen können diese Ergebnisse als 

Anzeichen einer verminderten Leberpathologie in T. cruzi-infizierten 

3.1.2 Die Auswirkung der Deletion von IL-17A auf die Immunantwort

infizierte IL-17A-/- Mäuse einen suszeptiblen Phänotyp mit verringerter 

Leberpathologie in der frühen Phase der Infektion. Um zu erfahren, welche 

Faktoren zu diesem Phänotyp beitragen, wurden im Folgenden die 
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Parameter der Immunantwort untersucht, die an der Verteidigung gegen T. cruzi maßgeblich 

beteiligt sind.  

3.1.2.1 Die proinflammatorische Zytokinantwort in T. cruzi-infizierten IL-17A-/- Mäusen   

Proinflammatorische Entzündungsmediatoren wie TNF oder IL-12 sind Voraussetzung für 

eine effiziente Immunantwort gegen T. cruzi (Aliberti et al. 1996; Hunter et al. 1996; Lima et 

al. 1997). In zu hoher Konzentration können sie jedoch auch autoaggressiv wirken (Hölscher 

et al. 2000; Paiva et al. 2003). Um bessere Erkenntnisse über die Auswirkung der Deletion 

von IL-17A auf die proinflammatorische Immunantwort gegen T. cruzi zu gewinnen, wurden 

C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäuse i.p. mit 104 T. cruzi Blut-Trypomastigoten infiziert. Sieben und 

14 Tage nach Infektion wurde die systemische Konzentration von TNF und IL-12/23p40 im 

Serum dieser Mäuse mittels CBA bestimmt.  

A B 

  

Abb. 8 TNF und IL-12/23p40-Konzentration im Serum von mit T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und IL-17A
-/-

 
Mäusen. C57Bl/6 (●) und IL-17A

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T .cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Zu 

den angegebenen Zeitpunkten wurde aus der  V. cava inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und die 

Konzentration von TNF (A) und IL-12/23p40 (B) im Serum mittels CBA bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 bis 5 Mäusen pro Genotyp. Das Experiment wurde einmal 

durchgeführt. (Signifikanz: *: p<0,05; Student‘s t-Test) 

 

Als Antwort auf die Infektion mit T. cruzi stieg die Konzentration von TNF in beiden 

Mausstämmen kontinuierlich an und lag 14 Tage nach Infektion bereits doppelt so hoch wie 

an Tag 7. Hierbei bestand zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen C57Bl/6 und         

IL-17A-/- Mäusen (Abb. 8A).  

Auch die IL-12/23p40-Konzentration stieg im Verlauf der Infektion in beiden Mausstämmen 

kontinuierlich an. In C57Bl/6 Mäusen fiel der Gehalt von IL-12/23p40 im Serum jedoch zu 

allen Zeitpunkten geringer aus als in IL-17A-/- Mäusen. Der größte Unterschied bestand 7 
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Tage nach der Infektion. Hier überstieg die IL-12/23p40-Konzentration in IL-17A-/- Mäusen 

die der C57Bl/6-Kontrollen um fast das Doppelte (Abb. 8B).  

3.1.2.2 Unveränderte IFNγ-Produktion in T. cruzi-infizierten IL-17A-/- Mäusen 

Die IFNγ-vermittelte Th1-Immunantwort trägt in der Infektion mit T. cruzi entscheidend zur 

Parasitenelimination und Resistenzentwicklung bei (McCabe et al. 1991; Torrico et al. 1991; 

Hölscher et al. 1998; Hoft und Eickhoff 2005). Zur Untersuchung des Einflusses der         

IL-17A Deletion auf die Produktion von IFNγ wurden C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäuse i.p. mit 104 

T. cruzi-Blut-Trypomastigoten infiziert. Zunächst erfolgte 7 und 14 Tage nach Infektion die 

Bestimmung der systemischen IFNγ-Konzentration aus dem Serum dieser Mäuse mittels 

CBA.  

 

 

Abb. 9 IFNγ  Konzentration im Serum von mit 
T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und IL-17A

-/-
 Mäusen. 

C57Bl/6 (●) und IL-17A
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 10
4
   

T.cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten wurde aus der  V. cava 

inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und die 

Konzentration von IFNγ im Serum mittels CBA 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen von 3 bis 5 Mäusen pro 

Genotyp. Das Experiment wurde einmal 

durchgeführt.   

 

Als Zeichen einer funktionierenden Aktivierung IFNγ-produzierender Zellen in der 

systemischen Immunreaktion gegen T. cruzi, war in beiden Stämmen ein deutlicher Anstieg 

der IFNγ-Konzentration sowohl an Tag 7 als auch an Tag 14 nach Infektion festzustellen. Ein 

Unterschied zwischen C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäusen konnte jedoch nicht beobachtet werden 

(Abb.9).  

Im Anschluss folgte die Bestimmung der Frequenz IFNγ-produzierender Th1-Zellen in der 

Milz und Leber von T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäusen. Hierfür wurden 14 Tage 

nach Infektion die Organe entnommen, Zellsuspensionen hergestellt und diese für 4 h mit 

αCD3/CD28 stimuliert. Die Frequenz der mit intra- und extrazellulären Antikörpern gefärbten 

CD4+CD44+, IFNγ-enthaltenden T-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie dargestellt.  
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Abb. 10 Frequenz IFNγ-produzierender CD4
und IL-17A

-/-
 Mäusen. C57Bl/6 und 

Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der

der Milz (A) und Leber (B), nach 4

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 

Genotyp in % aller CD4
+
CD44

+
-Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt.

 

Bereits ohne Stimulation konnte in beiden Organen sowohl in C57Bl/6 als auch in 

Mäusen eine große Zahl an IFN

Stimulation mit αCD3/CD28 steigerte sich d

Zellen in beiden Organen noch einmal um das 

der C57Bl/6 Mäuse den Werten von 

produzierenden Zellen noch nicht zwangsläufig etwas über d

aussagt, wurde zusätzlich die Aktivität IFN

bestimmt. Hierfür wurden 7 und 14 Tage nach Infektion Milzen aus 

Mäusen entnommen. Die gewonnenen Einzellsuspensionen wurden für 24 

oder αCD3/CD28 stimuliert. Der Gehalt an IFNγ in den abgenommenen 

entsprach der Menge an IFNγ, das in dieser Zeit durch Th

Zeitpunkten wurde die IFNγ

Stimulation mit αCD3/CD28 stark angeregt. Ein Unterschied zwischen 

Mäusen war auch hier zu keinem Zeitpunkt feststellbar (Abb. 11). 
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-Th-Zellen in Milz und Leber von T. cruzi

und IL-17A
-/-

 Mäuse wurden mit 10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. 

Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der Frequenz an intrazellulär IFNγ-produzierenden CD4

, nach 4-stündiger Stimulierung mit Medium bzw. α

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 

Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 

Bereits ohne Stimulation konnte in beiden Organen sowohl in C57Bl/6 als auch in 

sen eine große Zahl an IFNγ-produzierenden T-Zellen gefunden werden. Durch die 

Stimulation mit αCD3/CD28 steigerte sich die Frequenz der CD4+CD44+, IFNγ

Zellen in beiden Organen noch einmal um das Doppelte. Auch hier entsprachen die Werte 

se den Werten von IL-17A-/- Mäusen (Abb. 10). Da die 

Zellen noch nicht zwangsläufig etwas über die Aktivität 

aussagt, wurde zusätzlich die Aktivität IFNγ-produzierender Milzzellen mittels ELISA 

Hierfür wurden 7 und 14 Tage nach Infektion Milzen aus C57Bl/6

sen entnommen. Die gewonnenen Einzellsuspensionen wurden für 24 

oder αCD3/CD28 stimuliert. Der Gehalt an IFNγ in den abgenommenen 

entsprach der Menge an IFNγ, das in dieser Zeit durch Th-Zellen produziert wurde. Zu beiden 

Zeitpunkten wurde die IFNγ-Produktion der Th-Zellen beider Mausstämme durch 

Stimulation mit αCD3/CD28 stark angeregt. Ein Unterschied zwischen C57Bl/6

sen war auch hier zu keinem Zeitpunkt feststellbar (Abb. 11).  
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Abb. 11 IFNγ Sekretion in der Milz von C57Bl/6 und IL-17A
-/-

 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 (●) 

und IL-17A
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 1x10
4
 T .cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die IFNγ-Sekretion durch 

Milzzellen wurde mittels ELISA bestimmt. Hierfür wurden 7 (A) und 14 (B) Tage nach der Infektion Milzen 

entnommen, Zellen isoliert und für 24 h mit αCD3/CD28 stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen von jeweils 3 Mäusen je Genotyp.  
 

Die Deletion von IL-17A hat demnach in der Infektion mit T. cruzi keinen Einfluss auf die 

systemische oder lokale Produktion von IFNγ. 

3.1.2.2 Die IFNγ-abhängige Makrophageneffektorfunktionen in T. cruzi-infizierten IL-17A-/- 
Mäusen 

Wie bereits beschrieben, führen über IFNγ klassisch aktivierte Makrophagen wichtige 

Effektorfunktionen in der Verteidigung gegen T. cruzi aus. Hierbei tragen vor allem die IFNγ-

gesteuerten Enzyme LRG47 und NOS2 zur Eliminierung des Parasiten bei (Vespa et al. 1994; 

Hölscher et al. 1998; Santiago et al. 2005). Zur Überprüfung der klassischen 

Makrophagenfunktionen wurde in T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und IL-17A-/- Mäusen die 

mRNA-Expression von NOS2 und LRG47 ermittelt. Hierfür erfolgte 7 und 14 Tage nach der 

i.p. Infektion mit 104 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten die Entnahme der Milzen. Diese wurden 

schockgefroren. Später folgte die Isolierung von mRNA aus den gefrorenen Organen und die 

Bestimmung der jeweiligen Genexpression mittels real time RT-PCR. Die Expression von 

lrg47 lag in C57Bl/6 Mäusen 7 Tage nach Infektion signifikant über den Werten nicht-

infizierter Kontrollen. An Tag 14 nach Infektion war die Menge an exprimiertem lrg47 bereits 

wieder annähernd auf das Ausgangsniveau gesunken. Im Gegensatz hierzu wurde in IL-17A-/- 

Mäusen kaum lrg47 exprimiert. Hierdurch lag die Expression von lrg47 in C57Bl/6 Mäusen 7 

Tage nach Infektion signifikant über der lrg47-Expression in IL-17A-/- Mäusen (Abb. 12A). 
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A B 

Abb. 12 Produktion von lrg47 und nos2 in der Milz von  C57Bl/6 und IL-17A
-/-

 Mäusen nach Infektion mit 
T. cruzi. C57Bl/6 (●) und IL-17A

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die 

Genexpression von lrg47 (A) und nos2 (B) wurde zu den angegebenen Zeitpunkten in der Milz mittels 

quantitativer real time RT-PCR auf die Expression von hprt normalisiert und auf die Expression nicht-infizierter 

Mäuse bezogen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Mäusen aus einem 

durchgeführten Experiment. (Signifikanz: *: p< 0,05; Student’s t-Test)
 

 

Die Expression von nos2 setzte erst eine Woche später ein. So war erst 14 Tage nach 

Infektion eine deutliche Steigerung der nos2-Expression zu erkennen. Auch hier fiel die nos2-

Expression in C57Bl/6 Mäusen signifikant höher aus als in IL-17A-/- Mäusen (Abb. 12B).  

Trotz einer unveränderten IFNγ-Produktion kam es in IL-17A-/- Mäusen zu einer 

verminderten Expression der Gene für die Makrophagen Effektorenzyme LRG47 und NOS2. 

Diese Ergebnisse lassen eine IFNγ-unabhängige Induktion dieser Enzyme durch IL-17A 

vermuten, welche für die erhöhten Suszeptibilität der IL-17-/- Mäuse gegenüber einer T. 

cruzi-Infektion verantwortlich sein könnte. 

3.2 Die Bedeutung der IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 in der Infektion mit 
T. cruzi  

Die EBI-3-haltigen Zytokine IL-27 und IL-35 haben einen stark regulierenden Einfluss auf die 

Entwicklung von IL-17A-produzierenden Th17-Zellen (Stumhofer et al. 2006; Fitzgerald et al. 

2007; Diveu et al. 2009). Um herauszufinden, zu welchem Phänotyp die Deletion von EBI-3 in 

der Infektion mit T. cruzi führt und auf welche Weise die Immunantwort gegen diesen 

Parasiten durch die Abwesenheit von EBI-3 beeinflusst wird, erfolgte eine Untersuchung des 

Infektionsverlaufes in EBI-3-/- Mäusen. 
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3.2.1 Die Auswirkung der Deletion von 

Die hemmende Wirkung von 

Infektions- und Autoimmunkrankheiten belegt

überprüfen, ob sich dieser Effekt auch in der Infektion mit 

Ermittlung der IL-17A-Produktion in 

Zunächst wurde die Frequenz

Lebern dieser Mäuse ermittelt. Hierfür erfolgte 

EBI-3-/- Mäusen die Organentnahme und die Herstellung von Einzellsuspensionen, die für 

mit αCD3/CD28 stimuliert wurden. Nach der F

extrazellulären Antikörpern wurde d

Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. 

A  

Abb. 13 Frequenz IL-17A-produzierender CD4
C57Bl/6 und EBI-3

-/-
 Mäusen. C57Bl/6

infiziert. Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der Frequenz intrazellulä

Zellen in der Milz (A) und Leber (B), nach 4

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 

Genotyp in % aller CD4
+
CD44

+
Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt.

p<0,01; Student‘s t-Test) 
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3.2.1 Die Auswirkung der Deletion von EBI-3 auf die IL-17A-Produktion

Die hemmende Wirkung von EBI-3 auf die IL-17A-Produktion wurde bereits 

Autoimmunkrankheiten belegt (Yang et al. 2008; Tong et al. 2010)

überprüfen, ob sich dieser Effekt auch in der Infektion mit T. cruzi bewahrheitet, erfolgte die 

ktion in   T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und EBI-3

die Frequenz IL-17A-produzierenden CD4+CD44+-T-Zellen in den Milzen und 

Lebern dieser Mäuse ermittelt. Hierfür erfolgte 7 Tage nach Infektion in 

sen die Organentnahme und die Herstellung von Einzellsuspensionen, die für 

mit αCD3/CD28 stimuliert wurden. Nach der Färbung der Zellen mit intra

extrazellulären Antikörpern wurde die Frequenz an CD4+CD44+-, IL-17A-

sszytometrisch bestimmt.  

B  

 

produzierender CD4
+
CD44

+
-Th-Zellen in Milz und Leber von 

C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäuse wurden mit 10
4
 T. cruzi-Blut

infiziert. Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der Frequenz intrazellulär IL-17A-produzierende

Zellen in der Milz (A) und Leber (B), nach 4-stündiger Stimulierung mit Medium bzw. 

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 

Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt. (Signifikanz: *: p<0,05, **: 

In beiden Mausstämmen konnte die Frequenz der IL-17A-produzierenden Th

CD3/CD28 sowohl in der Leber als auch in der Milz gesteigert werden. 
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ktion 

wurde bereits für manche 

(Yang et al. 2008; Tong et al. 2010). Um zu 

bewahrheitet, erfolgte die 

3-/- Mäusen.  

Zellen in den Milzen und 

Tage nach Infektion in C57Bl/6 und        

sen die Organentnahme und die Herstellung von Einzellsuspensionen, die für 4 h 

ärbung der Zellen mit intra- und 

-produzierenden T-

 

Zellen in Milz und Leber von T. cruzi-infizierten 
Blut-Trypomastigoten i.p. 

produzierender CD4
+
CD44

+
-Th-

stündiger Stimulierung mit Medium bzw. αCD3/CD28, mittels 

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 3 Mäusen je 

(Signifikanz: *: p<0,05, **: 

produzierenden Th-Zellen durch 

als auch in der Milz gesteigert werden. 
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Allerdings fiel in C57Bl/6 Mäusen die Frequenz IL-17A-produzierender Th-Zellen nach 

Stimulation im Vergleich zu EBI-3-/- Mäusen wesentlich geringer aus (Abb. 13). So stieg die 

Frequenz der IL-17A-produzierenden Zellen in EBI-3-/- Mäusen nach Stimulation signifikant in 

der Milz auf das Dreifache und in der Leber auf das Vierfache der jeweiligen C57Bl/6 

Kontrollmäusen an. 

Im Anschluss wurde die Aktivität der IL-17A-produzierenden Milzzellen in C57Bl/6 und     

EBI-3-/- Mäusen überprüft. Sieben und 14 Tage nach Infektion mit T. cruzi wurden die hierfür 

isolierten Milzzellen 24 h mit Medium oder αCD3/CD28 inkubiert. Die Messung der IL-17A- 

Konzentration in den Überständen erfolgte mittels ELISA. 

A B 

  

Abb. 14 IL-17A-Sekretion in der Milz  von  C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach Infektion mit T .cruzi. C57Bl/6 

(●) und EBI-3
-/- 

(○) Mäuse wurde mit 1x10
4
 T.cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die IL-17A-Sekretion 

durch Milzzellen wurde nach Restimulation mit αCD3/CD28 mittels ELISA bestimmt. Hierfür wurde 7 (A) und  

14 (B) Tage nach der Infektion die Milz entnommen, Milzzellen isoliert und 24 h stimuliert. Dargestellt sind die 

Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 3 Mäusen je Genotyp. (Signifikanz: *: p<0,05, **: p<0,01; 

Student‘s t-Test) 

 

C57Bl/6 Th17-Zellen ließen sich genau wie EBI-3-/- Th17-Zellen sowohl 7 als auch 14 Tage 

nach Infektion durch αCD3/CD28 zu einer Produktion von IL-17A anregen. Im Vergleich zu 

C57Bl/6 Th17-Zellen war die Produktion von IL-17A durch EBI-3-/- Th17-Zellen zu beiden 

Zeitpunkten signifikant erhöht (Abb. 14). Wie bereits in anderen Infektionskrankheiten 

beschrieben, führt die Deletion von EBI-3 also auch in der Infektion mit T. cruzi zu einer 

gesteigerten IL-17A-Produktion durch stimulierte Th17-Zellen.  
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3.2.2 Die Auswirkung der Deletion von EBI-3 auf Infektionsverlauf und Pathologie  

Nachdem die Deletion von EBI-3 also auch in der Infektion mit T. cruzi zu einer gesteigerten 

IL-17A-Produktion führte, wurde nun überprüft, in welcher Weise sich diese Deletion auf den 

Infektionsverlauf und die Pathologie in der Infektion mit T. cruzi auswirkt.  

3.2.2.1 EBI-3-/- Mäuse sind suszeptibel gegenüber der Infektion mit T. cruzi   

Zur Bestimmung der Parasitämie wurden C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäuse mit 104 T. cruzi-Blut-

Trypomastigoten infiziert und deren Parasitämie 7 und 14 Tage nach Infektion mikroskopisch 

in der Neubauer Zählkammer bei 20-facher Vergrößerung bestimmt.  

A  B  

  

Abb. 15 Parasitämie in T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und EBI-3
-/- 

Mäusen. C57Bl/6 (●) und EBI-3
-/-

 (○) Mäuse 

wurden mit 10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. (A) Die Parasitämie wurde an Tag 7 und Tag 14 aus 

3μl Schwanzblut mikroskopisch bei 20-facher Vergrößerung mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 10 Mäusen pro Genotyp aus einem 

durchgeführten Experiment. (B) Die Sterblichkeit der Mäuse wurde täglich bestimmt. Dargestellt ist die 

Überlebensrate von 5 Mäusen pro Genotyp aus einem durchgeführten Experiment. (Statistik: *: p< 0,05; 

Student’s t-Test) 

 

In C57Bl/6 Mäusen war erst 14 Tage nach Infektion ein Anstieg der Parasitämie zu erkennen. 

Im Gegensatz hierzu waren im Blut der EBI-3-/- Mäuse bereits 7 Tage nach Infektion einige 

Parasiten detektierbar. Im Verlauf stieg die Parasitämie in EBI-3-/- Mäusen rasch an, so dass 

sie 14 Tage nach Infektion bereits das ca. 5-fache der C57Bl/6 Kontrollen erreichte (Abb. 

15A). Die signifikant gesteigerte Parasitämie in EBI-3-/- Mäusen spiegelte sich auch in der 

Überlebensrate dieser Mäuse wider. Während alle C57Bl/6 Mäuse den 28. Tag nach 

Infektion mit T. cruzi überlebten, waren an diesem Tag nur noch 60% der T. cruzi-infizierten 

EBI-3-/- Mäuse am Leben (Abb. 15B). Auch wenn dieser Unterschied zwischen C57Bl/6 und 

7 14
0
1
2
3
4
5
6
7

*

Zeit nach Infektion [d]

P
ar

as
itä

m
ie

 [1
05 / m

l]

0 7 14 21 28
0

25

50

75

100

125

Zeit nach Infektion [d]

Ü
be

rle
be

n 
[%

]



Ergebnisse 

 

54 

EBI-3-/- Mäusen keine Signifikanz erreichte, spricht dieses Ergebnis in Kombination mit der 

Parasitämie trotzdem für eine vermehrte Suszeptibilität von EBI3-/- Mäusen in der Infektion 

mit T. cruzi.  

3.2.2.2 Gesteigerte Leberpathologie in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen 

Das Ausmaß des Leberzellschadens wurde mit Hilfe der Serumkonzentration von GOT und 

GPT in C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 7 und 14 Tage nach der Infektion mit T. cruzi bestimmt. 

In C57Bl/6 Mäusen führte die Infektion mit T. cruzi erst nach 14 Tagen zu einem deutlichen 

Anstieg beider Transaminasen (Abb. 16). Im Gegensatz hierzu konnte in EBI-3-/- Mäusen 

bereits 7 Tage nach Infektion eine erhöhte Transaminasenkonzentration festgestellt werden, 

die im Verlauf noch weiter anstieg. So fiel die Transaminasenkonzentration in C57Bl/6 

Mäusen zumindest an Tag 7 etwas niedriger aus als in EBI-3-/- Mäusen. Da der Unterschied 

zwischen beiden Mausstämmen jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant ausfiel, erfolgte 

zusätzlich die histologische Einschätzung der Leberpathologie. C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 

wurden hierfür 14 Tage nach der Infektion mit T. cruzi die Lebern entnommen, 

Paraffinschnitte angefertigt und diese mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt. Der Grad des 

Leberschadens wurde mikroskopisch über die Anzahl und Größe von Zellinfiltraten und 

Nekrosen abgeschätzt.  

A B 

  

Abb. 16 Abschätzung des Leberschadens anhand der Transaminasenkonzentration im Serum von C57Bl/6 
und EBI-3

-/-
 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 (●) und EBI-3

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi- 

Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Vor Infektion und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde aus 

der V. cava inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und mit Hilfe des Reflotron die Konzentration von GOT 

(A) und GPT (B) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 4 bis 5 Mäusen pro 

Genotyp aus einem durchgeführten Experiment. 
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In beiden Mausstämmen waren vereinzelte

beginnenden Entzündung zu erkennen (Abb. 17A). Im Vergleich mit C57Bl/6

diese Ansammlungen eingewanderter Entzündungszellen in 

und vielzähliger aus (Abb. 17B). Außerdem konnten in einigen Lebern

auch Nekrosen als Zeichen einer Leberzelldestruktion gefunden werden.

Abb. 17 Histologische Darstellung des Leberschadens 
T. cruzi. C57Bl/6 und EBI-3

-/-
 Mäuse wurden mit 1x10

Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit 

Hämatoxylin und Eosin gefärbt (Originalvergrößerung: 10

Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus einem Experimenten mit 

 

Das histologische Ergebnis spricht demnach für eine gesteigerte Leberpathologie in 

Mäusen, auch wenn sich diese nicht eindeutig in der S

widerspiegelt.  

3.2.3 Die Auswirkung der Deletion von 

Überaschenderweise konnte für die Untereinheit 

eines hemmenden Einflusses 

werden. Im Folgenden wurde 

resistenzfördernden Parameter in der Infektion mit 

3.2.3.1 Unveränderte proinflammatorische Zytokinantwort in 
Mäusen  

Die Bestimmung der Konzentration von TNF und 

C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäuse erfolgte 

Tag der Infektion in beiden Genotypen noch kein TNF detektierbar war, betrug die TNF

Mausstämmen waren vereinzelte kleine Zellinfiltrate als Zeichen einer 

beginnenden Entzündung zu erkennen (Abb. 17A). Im Vergleich mit C57Bl/6

diese Ansammlungen eingewanderter Entzündungszellen in EBI-3-/- Mäu

und vielzähliger aus (Abb. 17B). Außerdem konnten in einigen Lebern von 

auch Nekrosen als Zeichen einer Leberzelldestruktion gefunden werden. 

 

Histologische Darstellung des Leberschadens von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäuse
se wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert und nach 14 

Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit 

Hämatoxylin und Eosin gefärbt (Originalvergrößerung: 10-fach). N: Nekrose, Pfeile: Zellinfiltrationen. 

rgestellt sind repräsentative Aufnahmen aus einem Experimenten mit 4 bis 5 Mäusen pro Genotyp.

Das histologische Ergebnis spricht demnach für eine gesteigerte Leberpathologie in 

sen, auch wenn sich diese nicht eindeutig in der Serumkonzentration der Leberenzyme 

3.2.3 Die Auswirkung der Deletion von EBI-3 auf die Th1-Immunantwort

konnte für die Untereinheit EBI-3 in der Infektion mit 

 auf die IL-17A-Produktion eine protektive Wirkung festgestellt 

werden. Im Folgenden wurde daher der Einfluss der EBI-3 Deletion auf die 

ördernden Parameter in der Infektion mit T. cruzi untersucht. 

3.2.3.1 Unveränderte proinflammatorische Zytokinantwort in T. cruzi

Die Bestimmung der Konzentration von TNF und IL-12/23p40 im Serum 

se erfolgte 7 und 14 Tage nach Infektion mittels CBA. 

Tag der Infektion in beiden Genotypen noch kein TNF detektierbar war, betrug die TNF
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als Zeichen einer 

beginnenden Entzündung zu erkennen (Abb. 17A). Im Vergleich mit C57Bl/6 Mäusen fielen 

Mäusen jedoch größer 

von EBI-3-/- Mäusen 

 

sen nach Infektion mit 
Trypomastigoten i.p. infiziert und nach 14 

Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit 

fach). N: Nekrose, Pfeile: Zellinfiltrationen. 

Mäusen pro Genotyp.  

Das histologische Ergebnis spricht demnach für eine gesteigerte Leberpathologie in EBI-3-/- 

onzentration der Leberenzyme 

Immunantwort  

in der Infektion mit T. cruzi trotz 

protektive Wirkung festgestellt 

Deletion auf die 

cruzi-infizierten EBI-3-/- 

12/23p40 im Serum T. cruzi infizierter 

Tage nach Infektion mittels CBA. Nachdem am 

Tag der Infektion in beiden Genotypen noch kein TNF detektierbar war, betrug die TNF- 



Ergebnisse 

 

56 

Konzentration 7 Tage nach Infektion bereits 50 pg/ml und stieg im weiteren Verlauf bis 14 

Tage nach Infektion noch auf das Dreifache an. Dieser Verlauf traf für beide Mausstämme in 

gleichem Maße zu (Abb. 18A). 

A B 

 

  

 

Abb. 18 TNF- und IL-12/23p40-Konzentration im Serum von mit T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 
Mäusen. C57Bl/6 (●) und EBI-3

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Zu 

den angegebenen Zeitpunkten wurde aus der V. cava inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und die 

Konzentration von TNF (A) und IL-12/23p40 (B) im Serum mittels CBA bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 3 Mäusen pro Genotyp. Das Experiment wurde 

einmal durchgeführt. 

 

Im Einklang hiermit konnte auch in der IL-12/23p40-Konzentration zu keinem Zeitpunkt ein 

signifikanter Unterschied zwischen C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen festgestellt werden (Abb. 

18B).   

3.2.3.2 Gesteigerte IFNγ-Produktion in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen  

In vorausgehenden Studien bewirkte die Deletion der IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 eine 

verminderte Th1-vermittelte Immunantwort, sowohl in der Infektion mit L. major als auch im 

murinen Modell der Autoimmunhepatitis (Zahn et al. 2005; Siebler et al. 2008).  

Um der Frage nachzugehen, ob dieser Effekt auch auf die Infektion mit T. cruzi zutrifft, 

wurde im Folgenden die systemische und lokale IFNγ-Produktion von EBI-3-/- Mäusen 

ermittelt. Im Serum der C57Bl/6 Mäuse stieg die Konzentration von IFNγ, dem Verlauf der 

Parasitämie folgend, langsam auf 340 pg/ml an Tag 7, auf das Doppelte an Tag 14 an. 

Demgegenüber war in EBI-3-/- Mäusen die Konzentration von IFNγ an Tag 7 um das 10-fache, 

und an Tag 14 um das 3-fache der C57Bl/6 Werte gesteigert (Abb. 19).   
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Die Frequenz von IFNγ-produzierenden CD4

infizierter C56Bl/6 und EBI-3-

Zweck wurden den Mäusen 

gewonnenen Einzellsuspensionen wurden für 4 

und extrazellulären Antikörpern gefärbt. 

A 

Abb. 20 Frequenz IFNγ-produzierender CD4
und EBI-3

-/-
 Mäusen. C57Bl/6 und 

Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der Frequenz an intrazellulär IFN

der Milz (A) und Leber (B), nach 4

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen  von 

Genotyp in % aller CD4
+
CD44

+
Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 

Student‘s t-Test) 
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Abb. 19 IFNγ-Konzentration im Serum von mit 
T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und 
C57Bl/6 (●) und EBI-3

-/- 
(○) Mäu

T. cruzi Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten wurde aus der V. cava 

inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und die 

Konzentration von IFNγ im Serum mittels

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen von 5 Mäuse

Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 

(Signifikanz: **: p<0,01; Student‘s t

 

produzierenden CD4+CD44+-T-Zellen in Milzen und Lebern 

-/- Mäuse wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Zu diesem 

Zweck wurden den Mäusen 14 Tage nach Infektion die Organe entnommen. Die 

gewonnenen Einzellsuspensionen wurden für 4 h mit αCD3/CD28 stimuliert und mit intra

extrazellulären Antikörpern gefärbt.  
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Konzentration im Serum von mit 
und EBI-3

-/-
 Mäusen. 

Mäuse  wurden mit 1x10
4
 

Trypomastigoten i.p. infiziert. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten wurde aus der V. cava 

inferior Blut entnommen, Serum gewonnen und die 

Konzentration von IFNγ im Serum mittels CBA 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Mäusen pro Genotyp. 

Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 

(Signifikanz: **: p<0,01; Student‘s t-Test) 

Zellen in Milzen und Lebern T. cruzi-

se wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Zu diesem 

Tage nach Infektion die Organe entnommen. Die 

mit αCD3/CD28 stimuliert und mit intra- 

 

cruzi-infizierten C57Bl/6 
Trypomastigoten i.p. infiziert. 

produzierenden CD4
+
CD44

+
-Th-Zellen in 
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Durch die Stimulation der T-Zellen kam es in beiden Mausstämmen sowohl in der Milz als 

auch in der Leber zu einem Anstieg der Frequenz von IFNγ-produzierenden CD4+CD44+-T-

Zellen. Allerdings betrug die Frequenz IFNγ-produzierender Th-Zellen in C57Bl/6 Mäusen 

nach Stimulation in beiden Organen nur die Hälfte der Frequenz von IFNγ-produzierenden 

Th-Zellen aus EBI-3-/- Mäusen (Abb. 20).  

Im Anschluss folgte die Überprüfung der Aktivität IFNγ-produzierender Milzzellen. Hierfür 

wurden aus den Milzen von C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 7 und 14 Tage nach Infektion mit 

T. cruzi Zellsuspensionen gewonnen und diese für 24 h mit Medium oder αCD3/CD28 

inkubiert. Die Detektion von IFNγ in den Überständen erfolgte mittels ELISA. 

A B 

  

Abb. 21 IFNγ-Sekretion in der Milz von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 (●) 

und EBI-3
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 1x10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die IFNγ-Sekretion durch 

Milzzellen wurde nach Restimulation mit den angegebenen Substanzen mittels ELISA bestimmt. Hierfür 

wurden 7 (A) und 14 (B) Tage nach der Infektion Organe entnommen, Zellen isoliert und 24 h stimuliert. 

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 3 Mäusen je Genotyp. (Signifikanz: *: 

p<0,05; Student‘s t-Test) 

 

Sowohl 7 als auch 14 Tage nach Infektion ließ sich die Aktivität IFNγ-produzierender 

Milzzellen durch den Kontakt mit αCD3/CD28 in beiden Genotypen deutlich steigern. Im 

Vergleich beider Mausstämme lag am 7. Tag nach Infektion die Produktion von IFNγ durch 

αCD3/CD28-stimulierte Th-Zellen in EBI-3-/- Mäusen signifikant über der IFNγ-Produktion der 

Wildtypkontrollen (Abb. 21A). Dieser Unterschied zwischen C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen war 

14 Tage nach Infektion nicht mehr zu beobachten (Abb. 21B). 
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3.2.3.3 Gesteigerte IFNγ-abhängige Makrophageneffektorfunktion in T. cruzi-infizierten 
EBI-3-/- Mäusen 

Bisher führte die Deletion von EBI-3 in der Infektion mit T. cruzi trotz einer verstärkten 

Produktion der für die Resistenzentwicklung bekannten Zytokine IFNγ und IL-17A zu einer 

gesteigerten Suszeptibilität. Um eine mangelhafte Makrophageneffektorfunktion als Ursache 

dieses Phänotyps zu untersuchen, wurden C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäuse mit 104 T. cruzi-Blut-

Trypomastigoten infiziert und die Expression von lrg47 und nos2 in deren Milzen bestimmt.  

A B 

Abb. 22 Produktion von lrg47 und nos2 in der Milz von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach Infektion mit 
T. cruzi. 
C57Bl/6 (●) und EBI-3

-/-
 (○) Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die 

Genexpression von lrg47 (A) und nos2 (B) wurde zu den angegebenen Zeitpunkten in der Milz mittels 

quantitativer real time RT-PCR ermittelt, auf die Expression von hprt normalisiert und auf die Expression nicht-

infizierter Mäuse bezogen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Mäusen aus 

einem durchgeführten Experiment. (Signifikanz: **: p<0,01; Student‘s t-Test) 

 

Hierfür wurden 7 und 14 Tage nach Infektion die Milzen entnommen und mRNA isoliert. Die 

Expression von lrg47 und nos2 wurde mittels real time RT-PCR bestimmt. In C57Bl/6 Mäusen 

stieg die lrg47-Expression zu Beginn der Infektion bis zum 7. Tag an um dann im weiteren 

Verlauf bis Tag 14 nach Infektion wieder abzunehmen. Ein ähnlicher Verlauf konnte auch in 

EBI-3-/- Mäusen festgestellt werden. Allerdings fiel die lrg47-Expression hier im Vergleich zu 

den Wildtypmäusen sichtbar, jedoch nicht signifikant geringer aus (Abb. 22A).  

Die leicht verminderte lrg47-Expression allein konnte den suszeptiblen Phänotyp der EBI-3-/- 

Mäuse jedoch nicht ausreichend erklären. Daher wurde nun die hauptsächlich IFNγ- 

vermittelte Expression der zur Abtötung der Parasiten notwendigen nos2 untersucht. In 

C57Bl/6 Mäusen kam es zu keiner wesentlichen Veränderung der nos2-Expression im Verlauf 
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der Infektion mit T. cruzi. Im Gegensatz hierzu führte die Infektion in 

Tag zu einer signifikant gesteigerten 

Kontrollgruppe (Abb. 22B).  

Ähnliche Ergebnisse bot auch die immunhistochemische Detektion der NOS2 in Lebern von 

T. cruzi-infizierten C57Bl/6 und 

Lebern entnommen, Paraffinschnitte hergestellt und diese mit αNOS2

Die Dichte der NOS2-enthaltenden Zellen in der Leber wurde durch das Betrachten der 

Schnitte unter dem Mikroskop beurteilt. 

A 

Abb. 23 Histologische Darstellung NOS2
Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 und 

und nach 14 Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

mit αNOS2-Antikörpern inkubiert und mit Hämalaun nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 10

Die NO-Syntase zeigt sich braun

repräsentative Aufnahmen aus einem Experimenten mit jeweils 

 

Sowohl in C57Bl/6 als auch in 

produzierender Zellen erkennen. Im Vergleich zu d

EBI-3-/- Mäusen jedoch wesentlich häufiger und großflä

Diese Ergebnisse belegen eine entsprechend

Makrophageneffektorfunktion in 

3.2.4 Die Auswirkung der Deletion von 

Die Deletion der Untereinheit 

Phänotyp, obwohl EBI-3-/- Mäu

Im Gegensatz hierzu führte die Infektion in EBI-

Tag zu einer signifikant gesteigerten nos2-Expression auf das Dreifache der 

hnliche Ergebnisse bot auch die immunhistochemische Detektion der NOS2 in Lebern von 

und EBI-3-/- Mäusen. Vierzehn Tage nach Infektion wurden die 

Lebern entnommen, Paraffinschnitte hergestellt und diese mit αNOS2-Antikö

enthaltenden Zellen in der Leber wurde durch das Betrachten der 

Schnitte unter dem Mikroskop beurteilt.  

B 

 

Histologische Darstellung NOS2-enthaltender Zellen in Lebern von C57Bl/6 und 
und EBI-3

-/-
 Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert 

und nach 14 Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

rpern inkubiert und mit Hämalaun nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 10

Syntase zeigt sich braun-schwarz angefärbt. Pfeile: angefärbte NO-Synthase. Dargestellt sind 

repräsentative Aufnahmen aus einem Experimenten mit jeweils 4 bis 5 Mäusen. 

als auch in EBI-3-/- Mäusen konnte man deutliche Ansammlungen NOS2

produzierender Zellen erkennen. Im Vergleich zu den C57Bl/6 Kontrollmäus

sen jedoch wesentlich häufiger und großflächiger auf (Abb. 23). 

belegen eine entsprechend der erhöhten IFNγ-Produ

Makrophageneffektorfunktion in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen.  

3.2.4 Die Auswirkung der Deletion von EBI-3 auf die Th2-Immunantwort

ie Deletion der Untereinheit EBI-3 in der Infektion mit T. cruzi führte zu einem suszeptiblen 

Mäuse sowohl eine adäquate Th1-Immunantwort mit effektiver 
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-3-/- Mäusen am 14. 

Expression auf das Dreifache der C57Bl/6 

hnliche Ergebnisse bot auch die immunhistochemische Detektion der NOS2 in Lebern von 

Tage nach Infektion wurden die 

Antikörpern gefärbt. 

enthaltenden Zellen in der Leber wurde durch das Betrachten der 

 

enthaltender Zellen in Lebern von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach 
Trypomastigoten i.p. infiziert 

und nach 14 Tagen die Lebern präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

rpern inkubiert und mit Hämalaun nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 10-fach). 

Synthase. Dargestellt sind 

sen konnte man deutliche Ansammlungen NOS2-

mäusen traten diese in   

chiger auf (Abb. 23).  

Produktion gesteigerte 

Immunantwort  

zu einem suszeptiblen 

Immunantwort mit effektiver 



IFNγ-induzierter Makrophagenaktivierung als auch eine gesteigerte Produktion von 

immunoprotektiv wirkendem 

Ursache für die gesteigerte Sus

die Th2-Immunantwort untersucht

einem suszeptiblen Phänotyp in Verbindung gebracht werden konnte (Barbosa et al. 1996; 

Laucella et al. 1996).  

3.2.4.1 Gesteigerte IL-4-Produ

Wie bereits beschrieben, wirkt sich die 

sowohl hemmend als auch aktivierend auf die 

Immunzellen aus (Omata et al. 2001

al. 2007).  

A 

Abb. 24 Frequenz IL4-produzierender CD4
und EBI-3

-/-
 Mäusen. C57Bl/6 und 

Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der Frequenz an intrazellulär IL4

der Milz (A) und Leber (B), nach 4

Durchflusszytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 

Genotyp in % aller CD4
+
CD44

+
-Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt.
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induzierter Makrophagenaktivierung als auch eine gesteigerte Produktion von 

immunoprotektiv wirkendem IL-17A (Kapitel 3.1) aufwiesen. Zur weiteren Abklärung der 

Ursache für die gesteigerte Suszeptibilität in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäu

Immunantwort untersucht, die in der Infektion mit T. cruzi bereits einige Male mit 

notyp in Verbindung gebracht werden konnte (Barbosa et al. 1996; 

Produktion in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen 

ben, wirkt sich die IL27/35-Untereinheit EBI-3 je nach Krankheitsbild 

sowohl hemmend als auch aktivierend auf die IL-4-Produktion durch 

(Omata et al. 2001; Nieuwenhuis et al. 2002; Zahn et al. 2005; Hausding et 
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 Mäuse wurden mit 10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. 
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der Milz (A) und Leber (B), nach 4-stündiger Stimulierung mit Medium bzw. 

szytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 

Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 
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induzierter Makrophagenaktivierung als auch eine gesteigerte Produktion von 

17A (Kapitel 3.1) aufwiesen. Zur weiteren Abklärung der 

Mäusen wurde nun 

bereits einige Male mit 

notyp in Verbindung gebracht werden konnte (Barbosa et al. 1996; 

 

je nach Krankheitsbild 

ktion durch Th2- und andere 

Nieuwenhuis et al. 2002; Zahn et al. 2005; Hausding et 
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stündiger Stimulierung mit Medium bzw. αCD3/CD28, mittels 

szytometrie. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 Mäusen je 

Untereinheit EBI-3 in der 

C57Bl/6 und EBI-3-/- 



Ergebnisse 

 

62 

Mäusen nach der Infektion mit T. cruzi ermittelt. Die Bestimmung der Frequenz von IL-4-

produzierenden CD4+CD44+-Th-Zellen in Milzen und Lebern von C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 

erfolgte 14 Tage nach der Infektion mit T. cruzi mittels Durchflusszytometrie. Zuvor wurden 

die Milzzellsuspensionen für 4 h mit Medium oder αCD3/CD28 inkubiert und mit intra- und 

extrazellulären Antikörpern gefärbt.  

In vorangehenden Studien induzierte die Infektion mit T. cruzi in C57Bl/6 Mäusen 

gewöhnlich eine typische Th1-vermittelte Immunantwort mit gesteigerter IFNγ und kaum 

feststellbarer IL-4-Produktion (Hoft et al. 1993). Im Einklang mit diesen Studien konnte in 

C57Bl/6 Mäusen 14 Tage nach der Infektion mit T. cruzi in Milz und Leber nur eine sehr 

geringe Frequenz von IL-4-produzierenden CD4+CD44+-Th-Zellen detektiert werden. Diese 

Frequenz wurde auch durch die Stimulation mit αCD3/CD28 kaum gesteigert. Auch in EBI3-/- 

Mäusen fiel die Frequenz der IL-4-produzierenden CD4+CD44+-Th-Zellen in beiden Organen 

relativ gering aus. Allerdings lag sie, wenn auch nicht signifikant unterschiedlich, deutlich 

über der Frequenz in C57Bl/6 Mäusen (Abb. 24).  

Zur Bestimmung der IL-4-Produktion durch Th2-Zellen wurden 7 und 14 Tage nach der 

Infektion mit T. cruzi Einzellsuspensionen aus den Milzen von C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 

hergestellt und für 24 h mit αCD3/CD28 stimuliert. Die Detektion von IL-4 in den 

Zellüberständen erfolgte mittels ELISA.  

A B 

  

Abb. 25 IL-4-Sekretion in der Milz von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 (●) 

und EBI-3
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 1x10
4
 T .cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die IL-4-Sekretion durch 

Milzzellen wurde nach Restimulation mit den angegebenen Substanzen mittels ELISA bestimmt. Hierfür 

wurden 7 (A) und 14 (B) Tage nach Infektion Milzen entnommen, Zellen isoliert und 24 h stimuliert. Dargestellt 

sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 3 Mäusen je Genotyp. (Signifikanz: **: p<0,01, 

***: p<0,001; Student‘s t-Test) 
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Hierbei wurden die Milzzellen beider Mausstämme durch die Stimulation mit αCD3/CD28 

sowohl an Tag 7 als auch an Tag 14 zur IL-4-Produktion angeregt. Im Vergleich zu den Milzen 

von C57Bl/6 Mäusen war die IL-4-Produktion durch Th2-Zellen in EBI-3-/- Milzen jedoch 

signifikant auf das Vierfache an Tag 7 und etwas weniger als das Doppelte an Tag 14 

gesteigert (Abb. 25). 

Dementsprechend führte die Deletion der EBI-3-Untereinheit trotz einer unveränderten 

Frequenz von IL-4-produzierenden Th-Zellen in der Infektion mit T. cruzi zu einer 

gesteigerten IL-4-Produktion.  

3.2.4.2 T. cruzi induziert eine alternative Makrophagenaktivierung in EBI-3-/- Mäusen 

Wie bereits erwähnt wird eine gesteigerte IL-4-Produktion häufig mit einer vermehrten 

Suszeptibilität in der Infektion mit T. cruzi in Verbindung gebracht (Giordanengo et al. 2002;  

Zhang et al. 2010). Die IL-4 bedingte Suszeptibilität wird dabei zum einen auf den 

hemmenden Effekt von IL-4 auf die IFNγ-Produktion (Barbosa Oliveira de et al. 1996; 

Abrahamsohn et al. 2000; Hiyama et al. 2001) und zum anderen auf die IL-4-vermittelte 

Induktion der alternativen Makrophagenaktivierung zurückgeführt (Giordanengo et al. 2002; 

Zhang et al. 2010). Ersteres kam als Grund für die gesteigerte Anfälligkeit von EBI-3-/- 

Mäusen in der Infektion mit T. cruzi nicht in Frage, da hier die IFNγ-Produktion gesteigert 

war. Um herauszufinden, inwiefern sich die Deletion von EBI-3 und die damit gesteigerte 

IL-4-Produktion auf die alternative Makrophagenaktivierung auswirkt, wurde die Expression 

der arg-1 in Milzen von C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen 7 und 14 Tage nach der Infektion mit 

T. cruzi mittels real time RT-PCR bestimmt.  

 

Abb. 26 Expression von arg-1 in der Milz von 
C57Bl/6 und EBI-3

-/-
 Mäusen nach Infektion mit 

T. cruzi. C57Bl/6 (●) und EBI-3
-/-

 (○) Mäuse wurden 

mit 1x10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. 

Die Genexpression von arg-1 wurde zu den 

angegebenen Zeitpunkten in der Milz mittels 

quantitativer real time RT-PCR ermittelt, auf die 

Expression von hprt normalisiert und auf die 

Expression nicht-infizierter Mäuse bezogen. 

Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und 

Standardabweichungen von 5 Mäusen aus einem 

durchgeführten Experiment. (Signifikanz: **: p<0,01; 

Student‘s t-Test)  
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Sowohl in C57Bl/6 Mäusen als auch in 

eine detektierbare Menge an 

arg-1-Expression in Milzen von 

Zehnfache gesteigert (Abb. 26). Um dieses Ergebnis zu bestä

immunhistochemische Darstellung der 

A 

Abb. 27 Histologische Darstellung Arg
Infektion mit T. cruzi. C57Bl/6 und 

und nach 14 Tagen die Milzen präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

mit αArg-1-Antikörpern inkubiert und mit Hämatoxylin nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 400

fach). Arg-1-enthaltende Zellen zeigen sich braun

Zellen. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus einem Exp

 

Hierfür wurden 14 Tage nach der Infektion mit 

angefertigt, die mit αArg-1-

wurden. In den Schnitten von C57

exprimierende Zellen gefunden werden. 

mehr und großflächigere Ansammlungen von 

Demnach führt die Deletion der Untereinheit 

einer gesteigerten Arg-1-Produ

Da Arg-1 nicht nur in Makrophagen, sondern auch in vielen anderen Zelltypen vorkommt, 

wurde im Folgenden zusätzlich die Expression von

alternativ aktivierten Makrophagen exprimierter Gene (

mittels real time RT-PCR abgeschätzt. Sieben und 

als auch in EBI-3-/- Mäusen wurde erst 14 Tage nach Infektion 

eine detektierbare Menge an arg-1 transkribiert. Im Vergleich zu C57Bl/6

ession in Milzen von EBI-3-/- Mäusen an Tag 14 allerdings signifikant um das 

ehnfache gesteigert (Abb. 26). Um dieses Ergebnis zu bestä

immunhistochemische Darstellung der Arg-1 in Milzen von C57Bl/6 und EBI

B 

 

Arg-1-enthaltender Zellen in Milzen von C57Bl/6 und 
und EBI-3

-/-
 Mäuse wurden mit 1x10

4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert 

und nach 14 Tagen die Milzen präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

n inkubiert und mit Hämatoxylin nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 400

enthaltende Zellen zeigen sich braun-schwarz angefärbt. Pfeile: angefärbte, 

Zellen. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus einem Experiment mit 4 bis 5 Mäusen je Genotyp.

Tage nach der Infektion mit T. cruzi aus den Milzen Paraffinschnitte 

-Antikörpern gefärbt und unter dem Mikroskop betrachtet 

wurden. In den Schnitten von C57Bl/6 Mäusen konnten mikroskopisch nur wenige 

exprimierende Zellen gefunden werden. EBI-3-/- Mäuse wiesen demgegenüber wesentlich 

mehr und großflächigere Ansammlungen von Arg-1-produzierenden Zellen auf (Abb. 27). 

hrt die Deletion der Untereinheit EBI-3 in der Infektion mit T. 

Produktion. 

1 nicht nur in Makrophagen, sondern auch in vielen anderen Zelltypen vorkommt, 

wurde im Folgenden zusätzlich die Expression von ym1 und fizz1, zweier

alternativ aktivierten Makrophagen exprimierter Gene (Raes et al. 2002; 

PCR abgeschätzt. Sieben und 14 Tage nach der Infektion mit 
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Tage nach Infektion 

transkribiert. Im Vergleich zu C57Bl/6 Mäusen war die 

sen an Tag 14 allerdings signifikant um das 

ehnfache gesteigert (Abb. 26). Um dieses Ergebnis zu bestätigen, folgte die 

EBI-3-/- Mäusen.  

 

und EBI-3
-/-

 Mäusen nach 
Trypomastigoten i.p. infiziert 

und nach 14 Tagen die Milzen präpariert. Nach Fixierung in 4% Formalin wurden Paraffinschnitte angefertigt, 

n inkubiert und mit Hämatoxylin nach Gill gegengefärbt (Originalvergrößerung: 400-

schwarz angefärbt. Pfeile: angefärbte, Arg-1-enthaltende 

Mäusen je Genotyp. 

aus den Milzen Paraffinschnitte 

n gefärbt und unter dem Mikroskop betrachtet 

sen konnten mikroskopisch nur wenige Arg-1-

se wiesen demgegenüber wesentlich 

produzierenden Zellen auf (Abb. 27). 

 cruzi tatsächlich zu 

1 nicht nur in Makrophagen, sondern auch in vielen anderen Zelltypen vorkommt, 

, zweier exklusiv in 

; Noël et al. 2004), 

Tage nach der Infektion mit T. cruzi 



Ergebnisse 

 

65 

wurden hierfür C57Bl/6 und EBI-3-/- Mäusen die Milzen entnommen und daraus mRNA 

gewonnen. Die Quantifizierung bereits transkribierter mRNA erfolgte mittels real time RT-

PCR.  

A B 

Abb. 28 Produktion von ym1 und fizz1 in der Milz von C57Bl/6 und EBI-3
-/-

 Mäusen nach Infektion mit T. cruzi. 

C57Bl/6(●) und EBI-3
-/-

 (○) Mäuse wurden mit 1x10
4
 T. cruzi-Blut-Trypomastigoten i.p. infiziert. Die 

Genexpression von ym1(A) und fizz1 wurde zu den angegebenen Zeitpunkten in der Milz mittels quantitativer 

real time RT-PCR ermittelt, auf die Expression von hprt normalisiert und auf die Expression nicht-infizierter 

Mäuse bezogen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Mäusen aus einem 

durchgeführten Experiment. (Signifikanz: *: p<0,05, **: p<0,01; Student‘s t-Test) 

 

Das Gen ym1 wurde in C56Bl/6 Mäusen zu keinem Zeitpunkt der Infektion exprimiert. Im 

Vergleich führte die Deletion von EBI-3 bereits an Tag 7 zu einer geringen Expression von 

ym1, die sich bis zum 14. Tag bereits auf das Hundertfache gesteigert hatte. 

Dementsprechend überragte die ym1-Expression in EBI-3-/- Mäusen deutlich die Werte der 

Wildtyp-Kontrollen (Abb. 28A). Für die Expression von fizz1 konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen beiden Mausstämmen festgestellt werden. In beiden kam es zu einem 

leichten Anstieg der fizz1-Expression an Tag 7, 14 Tage nach Infektion war in beiden 

Genotypen jedoch kaum noch fizz1 mRNA detektierbar (Abb. 28B). Trotz des fehlenden 

Unterschiedes in der fizz1-Expression spricht die hoch signifikante Steigerung der Expression 

von arg-1 und ym1 durchaus für eine, den suszeptiblen Phänotyp erklärende, alternative 

Aktivierung von Makrophagen in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen.       
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4  Diskussion 

4.1 Der Einfluss von IL-17A auf den Verlauf einer Infektion mit T. cruzi 

Für das Zytokin IL-17A konnte in vielen Infektionskrankheiten bereits ein protektives 

Potential bewiesen werden. Hierbei fiel IL-17A vor allem durch seine stark 

proinflammatorischen Eigenschaften auf (Curtis und Way 2009; Veerdonk van de et al. 

2009). Gerade diese proinflammatorische Aktivität von IL-17A birgt indes auch die Gefahr 

einer gesteigerten Entzündungsreaktion, die unreguliert starke Gewebeschäden verursacht 

(Stumhofer et al. 2006; Anderson et al. 2009; Cruz et al. 2010; Guiton et al. 2010). Ziel der 

vorliegenden Studie war es, mehr über die Rolle von IL-17A in der Infektion mit dem 

Protozoon T. cruzi zu erfahren. Die Tatsache, dass T. cruzi-infizierte Mäuse vermehrt IL-17A 

produzieren, weist auf eine wichtige Funktion von IL-17A in dieser Infektionskrankheit hin 

(da Matta Guedes et al. 2010; Miyazaki et al. 2010). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war  

noch nicht bekannt, welche Eigenschaften von IL-17A in der Infetkion mit T. cruzi 

überwiegen. Da T. cruzi-infizierte Mäuse häufig starke Organschäden aufweisen (Palhares et 

al. 1988; Bonney und Engman 2008; Carrera-Silva et al. 2008), wäre für IL-17A, abgesehen 

von einer protektiven Wirkung, auch eine entzündungsfördernde, destruierende Wirkung 

denkbar.  

4.1.1 Die Bedeutung von IL-17A für die Immunabwehr in der Infektion mit T. cruzi 

Die bisherigen Studien zur Rolle von IL-17A in der Infektion mit intrazellulären Erregern 

lassen noch keine einheitliche Aussage über den Einfluss von IL-17A auf eine schützende 

Immunfunktion zu. Selbst Studien zu ein und demselben Erreger lieferten in dieser Hinsicht 

unterschiedliche, zum Teil sogar gegensätzliche Ergebnisse (Kelly et al. 2005; Chackerian et 

al. 2006; Umemura et al. 2007; Guiton et al. 2010; Okamoto Yoshida et al. 2010). Im 

Gegensatz hierzu bildeten die im Verlauf der vorliegenden Arbeit publizierten Studien zu der 

Rolle von IL-17A in der Infektion mit T. cruzi ein relativ einheitliches Bild, das auf eine 

protektive Wirkung von IL-17A hinweist. Die Behandlung von suszeptiblen BALB/c Mäusen 

mit αIL-17A-Antikörpern hatte zwar keinen Einfluss auf den Verlauf der Parasitämie, sie 

wirkte sich jedoch durchaus negativ auf das Überleben der behandelten Mäuse aus (da 
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Matta Guedes et al. 2010). IL-17A-/- Mäuse auf einem genetischem C57Bl/6 Hintergrund 

entwickelten demgegenüber im Vergleich zu IL-17A-exprimierenden Kontrollmäusen eine 

stark erhöhte Parasitämie, die mit einer verminderten Überlebensrate einherging (Miyazaki 

et al. 2010). Diese von Miyazaki et al. erzielten Ergebnisse konnten durch die vorliegende 

Studie bestätigt werden. Nachdem die aktuelle Studienlage für eine antiparasitäre Wirkung 

von IL-17A in der Infektion mit T. cruzi spricht, stellt sich nun die Frage nach dem 

Mechanismus, über den sich IL-17A an der Eliminierung der Parasiten beteiligt.  

4.1.2 Der Einfluss von IL-17A auf die IFNγ-Produktion während einer T. cruzi-
Infektion 

Miyazaki et al. führten die gesteigerte Suszeptibilität von IL-17A-/- Mäusen gegenüber der 

Infektion mit T. cruzi auf eine verminderte Konzentration von IFNγ in den Lebern und Milzen 

dieser Mäuse zurück (Miyazaki et al. 2010). Für diese Hypothese sprechen Studien, die eine 

stimulierende Wirkung von IL-17A auf die Aktivität von IFNγ-produzierenden-Zellen belegen 

(Khader et al. 2007; O'Connor et al. 2008; Bai et al. 2009; Damsker et al. 2010). IL-17A und 

IFNγ galten lange Zeit als antagonistische Zytokine. Mittlerweile geht man dagegen von einer 

wesentlich komplexeren Interaktion dieser beiden Zytokine aus (Dardalhon et al. 2008; 

Damsker et al. 2010). Es ist bereits bekannt, dass sich IL-17A-produzierende Zellen unter 

bestimmten Umständen in IFNγ-produzierende Zellen umwandeln können (Shi et al. 2008; 

Bending et al. 2009; Lee et al. 2009). Zudem ist IL-17A dazu in der Lage, IFNγ-produzierende 

CD4+-T-Zellen zu rekrutieren. Dieser Prozess trägt in der Infektion mit M. tb. in 

immunisierten Mäusen über die frühzeitige Rekrutierung von antimykobakteriellen, IFNγ-

produzierenden Zellen zu einer effektiven Bekämpfung von M. tb. bei (Khader et al. 2007). 

Auch in der Infektion mit T. cruzi wäre ein ähnlicher Einfluss von IL-17A auf die Aktivität IFNγ-

produzierender Zellen denkbar. Im Gegensatz zu der Studie von Mijazaki et al. sprechen die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und weiterer Arbeiten unserer Forschungsgruppe 

dennoch gegen einen Einfluss von IL-17A auf die IFNγ-Produktion in der Infektion mit 

T. cruzi. So hatte die Abwesenheit von IL-17A weder in IL-17A-/- noch in IL-23-p19-/- Mäusen 

einen Einfluss auf die systemische oder lokale IFNγ-Produktion. Da IL-17A-/- und IL-23-p19-/- 

Mäuse trotz der unveränderten IFNγ-Werte nicht in der Lage waren, die Parasiten adäquat 

zu eliminieren (C. Hölscher, persönliche Mitteilung), kann die protektive Wirkung von IL-17A 

in den zuletzt beschriebenen Studien nicht auf einen IFNγ-vermittelten Prozess 
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zurückgeführt werden. Vielmehr müssen andere IFNγ-unabhängige Mechanismen existieren, 

über die IL-17A die Verteidigung gegen T. cruzi positiv beeinflusst.  

4.1.3 IL-17A und Neutrophile Granulozyten in der Infektion mit T. cruzi 

In vielen Infektionskrankheiten agieren Neutrophile Granulozyten als wichtige Effektorzellen 

der IL-17A-vermittelten Verteidigung gegen die eingedrungenen Erreger (Curtis und Way 

2009; Veerdonk van de et al. 2009; Onishi und Gaffen 2010). Daher liegt die Vermutung 

nahe, dass Neutrophile Granulozyten auch zur IL-17A-vermittelten Immunität gegen T. cruzi 

beitragen. Weshalb in der vorliegenden Studie trotzdem auf die Untersuchung von 

Neutrophilen Granulozyten verzichtet wurde, soll im Folgenden erläutert werden.  

Neutrophile Granulozyten sind häufig die ersten phagozytierenden Zellen am Ort der 

Infektion (Mayer-Scholl et al. 2004; Soehnlein 2009). Durch die große Zahl von 

antimikrobiellen Substanzen, die in Granula gespeichert vorliegen, sind sie dazu in der Lage, 

eine Vielzahl der phagozytierten Krankheitserreger direkt abzutöten (Mayer-Scholl et al. 

2004; Soehnlein 2009). Aufgrund ihrer kurzen Lebensspanne wurden Neutrophile 

Granulozyten lange Zeit ausschließlich mit akuten, durch extrazelluläre Erreger verursachten 

Krankheitsbildern in Verbindung gebracht (Ye et al. 2001b; Huang et al. 2004; Appelberg 

2007). Mittlerweile weisen allerdings einige Studien darauf hin, dass diese Zellen auch in der 

Infektion mit intrazellulären Keimen, wie M. tb. und L. major und T. gondii, eine wichtige 

Rolle spielen (Pedrosa et al. 2000; Appelberg 2007; Charmoy et al. 2010). Auch die 

Anwesenheit von Neutrophilen Granulozyten in chronisch infizierten Geweben spricht für 

eine Beteiligung dieser Zellen an der Immunantwort gegen chronisch persistierende Erreger 

(Pedrosa et al. 2000; Appelberg 2007). Trotz der steigenden Evidenz für eine protektive Rolle 

von Neutrophilen Granulozyten in Infektionen mit einigen intrazellulären Erregern sprechen 

bisherige Studien gegen eine Beteiligung dieser Zellen an der Immunantwort gegen T. cruzi. 

So spielten Neutrophile Granulozyten in C57Bl/6 Mäusen keine Rolle in der Verteidigung 

gegen T. cruzi (Chen et al. 2001). Abgesehen davon bewirkte die Abwesenheit von IL-17A 

weder in IL23-p19-/- Mäusen noch in IL-17A-/- Mäusen eine Veränderung in der Zahl der 

rekrutierten Neutrophilen Granuolzyten in infiziertem Gewebe (Miyazaki et al. 2010; C. 

Hölscher, persönliche Mitteilung). Aufgrund dieser Studienlage wurde in der vorliegenden 
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Arbeit das Hauptaugenmerk nicht auf Neutrophile Granulozyten, sondern auf den Einfluss 

von IL-17A auf wichtige Makrophageneffektroenzyme gerichtet.  

4.1.4 Der Einfluss von IL-17A auf Makrophageneffektorfunktionen 

Im Gegensatz zu neutrophilen Granulozyten konnte den Makrophageneffektormolekülen 

NOS2 und LRG47 bereits eine wichtige Rolle in der Eliminierung von T. cruzi zugesprochen 

werden (Muñoz-Fernández et al. 1992; Vespa et al. 1994; Hölscher et al. 1998; Santiago et al. 

2005). Daher wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob und in welcher Hinsicht IL-17A 

die Expression dieser beiden Enzyme in der Infektion mit T. cruzi beeinflusst.  

LRG47 

Die GTPase LRG47 gilt bereits als wichtiger Mediator in der Eliminierung intrazellulärer 

Pathogene, darunter auch T. cruzi (Santiago et al. 2005; Taylor 2007; Hunn und Howard 

2010). Gleichwohl konnte bisher noch nicht abschließend geklärt werden, über welche 

Prozesse genau sich LRG47 an der Verteidigung gegen T. cruzi beteiligt. Abgesehen davon, 

dass LRG47 in Makrophagen die Abtötung des Parasiten vorantreibt, wirkt sich LRG47 in der 

Infektion mit T. cruzi auch positiv auf die gesamte Hämatopoese aus. Dank letzterem trägt 

LRG47 zu der Bildung protektiver Immunzellen bei (Santiago et al. 2005). Die gesteigerte 

Funktionalität von Makrophagen konnte in Studien mit anderen intrazellulären Erregern auf 

einen positiven Einfluss von LRG47 auf die Motilität und Adhäsion der Makrophagen 

zurückgeführt werden (Henry et al. 2007; Henry et al. 2010; Hunn und Howard 2010;). 

Zusätzlich trägt LRG47 über die Förderung der Phagosomenreifung und über die Bildung von 

Autophagosomen zu einer effektiven Destruktion der Erreger bei (MacMicking et al. 2003; 

Singh et al. 2006; Hunn und Howard 2010). Sowohl der lokale als auch der systemische 

Einfluss von LRG47 könnte somit für die effiziente Verteidigung gegen T. cruzi verantwortlich 

sein. Ob und auf welche Weise sich IL-17A auf die Expression und Aktivität von LRG47 

auswirkt, konnte bisher nur vermutet werden. In einer Studie mit immunisierten M. tb.-

infizierten Mäusen hatte die Deletion von IL-23p19, und damit einhergehend die 

verminderte IL-17A-Produktion, keinen Einfluss auf die Expression von LRG47 (Khader et al. 

2005). Dieses Studienergebnis reicht jedoch für eine definitive Aussage zum Einfluss von 

IL-17A auf LRG47 nicht aus. In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals der direkte 

Einfluss von IL-17A auf die Expression von LRG47 in der Infektion mit T. cruzi untersucht. 
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Hierbei konnte ein fördernder Einfluss von IL-17A auf die Expression von LRG47 festgestellt 

werden. Über eine IL-17A-induzierte gesteigerte Aktivität von LRG47 ließe sich auch die 

protektive Wirkung von IL-17A in der Infektion mit T. cruzi erklären. Hierzu könnte in 

nachfolgenden Untersuchungen geklärt werden, ob sich die gesteigerte Expression der 

LRG47-RNA auch in einer gesteigerten Aktivität des LRG47-Proteins widerspiegelt. Zusätzlich 

wäre zu klären, über welche Prozesse das IL-17A induzierte LRG47 zur Eradikation von 

T. cruzi beiträgt. Hierbei könnte man im Zuge von in vitro-Studien den Einfluss von IL-17A auf 

die Phagosomenfunktion und das Adhäsions- und Bewegungsverhalten von Makrophagen 

genauer untersuchen. Um LRG47-vermittelte Prozesse von anderen IL-17A-bedingten 

Veränderungen zu unterscheiden, könnte man hierbei LRG47-exprimierende und LRG47-

defiziente Makrophagen miteinander vergleichen. In internen Studien unserer 

Forschungsgruppe konnten bereits Hinweise darauf gefunden werden, dass IL-17A in 

Makrophagen die frühzeitige Fusion von Lysosomen mit Phagosomen unterstützt 

(unveröffentlicht). In vivo-Studien könnten über die Verwendung von IL-17A-/-, LGR47-/- und 

IL-17A/LRG47 Doppelknockout Mäusen den Einfluss der IL-17A/LRG47-Achse auf 

Makrophageneffektormechanismen näher beleuchten. 

NOS2 

Genau wie LRG47 ist auch NOS2 ein Enzym, das in der Destruktion von T. cruzi eine 

entscheidende Rolle spielt. Dies geschieht vor allem über die Bildung RNI (Vespa et al. 1994; 

Hölscher et al. 1998). Da NOS2 vorwiegend durch IFNγ induziert wird (Silva et al. 1995; 

Hölscher et al. 1998), scheint es vorerst verwunderlich, dass in der vorliegende Studie die 

Deletion von IL-17A, trotz der unveränderten IFNγ-Werte, mit einer verminderten Expression 

von NOS2 einherging. Tatsächlich existieren mittlerweile jedoch mehrere Studien, die in 

verschiedenen Zellarten eine IFNγ-unabhängige, IL-17A-vermittlete Transkription von NOS2 

belegen (Mühl et al. 2011). Diese erfolgt, wie auch die IFNγ-induzierte NOS2-Expression, 

über die Aktivierung von Mitogen-aktivierten-Proteinkinasen (MAPK) und nuclear-factor-κB 

(NF-κB), einem wichtigen NOS2-Transkriptionsfaktor (Shalom-Barak et al. 1998; Martel-

Pelletier et al. 1999; Miljkovic et al. 2003; Miljkovic et al. 2005). Trotz der großen Ähnlichkeit 

unterscheiden sich die IFNγ- und IL-17A-ausgelösten Signalkaskaden voneinander, so dass 

IL-17A unabhängig von IFNγ-gesteuerten Prozessen die Expression von NOS2 auslöst 

(Martel-Pelletier et al. 1999; Miljkovic et al. 2005; Bergeron und Olivier 2006). Trotzdem 
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wirken IL-17A und IFNγ häufig synergistisch positiv auf NOS2-exprimierende Zellen ein 

(Trajkovic et al. 2001; Miljkovic et al. 2005). Demnach ist eine IFNγ-unabhängige 

Stimulierung der NOS2-Expression durch IL-17A auch in der vorliegenden Arbeit durchaus 

plausibel. Gleichwohl gibt die gesteigerte Expression von NOS2 in der vorliegenden Studie 

noch keinen Aufschluss über den Einfluss von IL-17A auf die Aktivität von NOS2. Daher kann 

auch ein positiver Einfluss von IL-17A auf die NOS2-vermittelte Destruktion von T. cruzi 

bisher nur vermutet werden. Diese Vermutungen sollten im Rahmen nachfolgender Studien 

überprüft werden. Des Weiteren gilt zu klären, ob IL-17A die Expression von NOS2 direkt 

steuert. Da IL-17A auch die Produktion der NOS2-Induktoren TNF und IL-1ß positiv 

beeinflusst (Jovanovic et al. 1998; Shalom-Barak et al. 1998; Trajkovic et al. 2001), wäre auch 

eine indirekte Wirkung von IL-17A auf die NOS2-Expression über eines dieser beiden 

Zytokine denkbar. Dennoch kommt in der vorliegenden Studie zumindest TNF nicht als 

Mediator der IL-17A-vermittelten NOS2-Expression in Frage. Trotz unveränderter TNF-Werte 

wurde in IL-17A-/- Mäusen wesentlich weniger NOS2 transkribiert als in Wildtypkontrollen. 

Aufgrund dieses Ergebnisses könnte ein direkter Einfluss von IL-17A auf die NOS2-Expression 

vermutet werden. Zur Bestätigung dieser Hypothese könnten Studien dienen, die sich z.B. 

über die Neutralisation anderer NOS2-induzierender Zytokine, in vitro mit dem direkten 

Einfluss von IL-17A auf T. cruzi-infizierte, NOS2-exprimierende Zellen beschäftigen. Bevor 

man der Frage nach dem genauen Weg der IL-17A gesteuerten NOS2-Expression nachgehen 

kann, sollte allerdings geklärt werden, welche Zellarten genau durch IL-17A zur Expression 

von NOS2 angeregt werden. Makrophagen zählen sowohl in der angeborenen als auch in der 

erworbenen Immunantwort gegen T. cruzi zu den Haupteffektorzellen, die vor allem durch 

eine ausgeprägte NOS2-Aktivität zur Destruktion von T. cruzi beitragen (Vespa et al. 1994; 

Hölscher et al. 1998; Gutierrez et al. 2009). Daher ist es naheliegend zu vermuten, dass auch 

IL-17A, genau wie IFNγ, in Makrophagen eine gesteigerte Expression von NOS2 herbeiführt. 

Dennoch spricht die aktuelle Studienlage gegen diese Vermutung. Immerhin konnte bisher in 

mehreren in vitro- Studien kein Einfluss von IL-17A auf die NOS2-Expression in Makrophagen 

festgestellt werden (Jovanovic et al. 1998; Trajkovic et al. 2001; Miyazaki et al. 2010). Im 

Gegensatz hierzu ließen sich viele Gewebezellen, u.a. auch Leberzellen, durch IL-17A zu der 

Expression von NOS2 anregen (Freeswick et al. 1994). Dagegen spricht die vorliegende 

Studie, in der eine IL-17A- induzierte NOS2-Expression in der Milz festgestellt wurde, nicht 
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für Gewebezellen, sondern vielmehr für Immunzellen als NOS2-exprimierende Zellen. Da 

bisher ausschließlich Peritoneal und Blutmakrophagen auf den Einfluss von IL-17A getestet 

wurden (Jovanovic et al. 1998; Trajkovic et al. 2001; Miyazaki et al. 2010), sollten 

Milzmakrophagen bei der Suche nach den durch IL-17A aktivierten, NOS2-exprimierenden 

Zellen noch nicht endgültig ausgeschlossen werden. Zusätzlich zu Makrophagen kämen auch 

Dendritische Zellen oder NK-Zellen in Frage. Beide Zellarten sind in der Lage, NOS2 zu 

exprimieren, wobei die NOS2-Expression in beiden Fällen bisher ausschließlich durch 

Stimulation mit IFNγ, TNF oder IL-12 herbeigeführt werden konnte (Lu et al. 1996; Salvucci et 

al. 1998; Bogdan 2001; Trez de et al. 2009). In wieweit IL-17A in der Lage ist, diese Zellen in 

der Infektion mit T. cruzi zur Expression von NOS2 anzuregen, wäre eine interessante 

Fragestellung für weiterführende Studien. Auch B- oder T-Lymphozyten sind prinzipiell zur 

Expression von NOS2 in der Lage. Da NOS2 dabei vor allem in entarteten Lymphozyten 

gefunden wurde, ist eine IL-17A-vermittelte Steigerung der NOS2-Expression in T. cruzi-

infizierten B- oder T-Zellen eher unwahrscheinlich (Bogdan 2001). Auch wenn noch nicht 

abschließend geklärt ist, über welche Zellen sich IL-17A an der Expression von NOS2 

beteiligt, so ist anzunehmen, dass die protektive Wirkung von IL-17A zumindest teilweise auf 

einer gesteigerten Aktivität der Enzyme LRG47 und NOS2 basiert. Zusätzlich sind  LRG47 und 

NOS2 auch ursächlich an der Entstehung schwerer Entzündungsreaktionen beteiligt, die in 

einigen Fällen starke Organschäden mit sich bringen (Stumhofer et al. 2006; Anderson et al. 

2009; Gutierrez et al. 2009; Bombeiro et al. 2010; Cruz et al. 2010). Daher war in der 

vorliegenden Arbeit auch der Einfluss von IL-17A auf die Leberpathologie in T. cruzi-

infizierten Mäusen von Interesse.   

4.1.5 Die Rolle von IL-17A in der Entstehung der Leberpathologie 

In einigen Infektionsmodellen mit intrazellulären Keimen konnte bereits eine 

proinflammatorische, gewebedestruierende Rolle von IL-17A festgestellt werden. Hierbei 

war IL-17A sowohl in der Infektion mit M. tb. als auch in Infektionen mit intrazellulären 

Protozoen wie L. major oder T. gondii maßgeblich an der Entstehung starker 

Entzündungsreaktionen beteiligt (Stumhofer et al. 2006; Anderson et al. 2009; Cruz et al. 

2010; Guiton et al. 2010). Daher war nicht verwunderlich, dass der Leberzellschaden in der 

vorliegenden Arbeit in T. cruzi-infizierten IL-17A-/- Mäusen wesentlich geringer ausfiel als in 

IL-17A-exprimierenden Kontrollmäusen. Dieser Effekt konnte durch weitere Studien unserer 
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Forschungsgruppe bestätigt werden, in denen die verminderte IL-17A-Produktion in              

IL-23p19-/- Mäusen mit einer geringeren Leberzelldestruktion einherging (Hölscher, 

persönliche Mitteilung). Umso erstaunlicher war das Ergebnis von Miyazaki et al.: Trotz 

nahezu identischen Studiendesigns in ihrer und der hier vorliegenden Arbeit, führte die 

Deletion von IL-17A bei Miyazaki et al. zu einer verstärkten Leberpathologie (Miyazaki et al. 

2010). Ein Grund für die Diskrepanz beider Studienergebnisse könnte in den 

unterschiedlichen Zeitpunkten liegen, zu denen die Leberpathologie untersucht wurde. 

Vergleicht man die Ergebnisse miteinander, so fördert IL-17A in der vorliegenden Studie 14 

Tage nach der Infektion mit T. cruzi die Destruktion von Lebergewebe. Dieser 

zellschädigende Effekt von IL-17A ist 21 Tage nach Infektion in der Studie von Miyazaki et al. 

vollständig aufgehoben. IL-17A wirkte am 21. Tag sogar dem Untergang von Lebergewebe 

entgegen. Zusätzlich fiel die Parasitenzahl in den Lebern IL-17A-kompetenter Mäuse 21 Tage 

nach der Infektion mit T. cruzi wesentlich geringer aus als in IL-17A-/- Mäusen (Miyazaki et al. 

2010). Mit einem solchen Vergleich lässt sich keine definitive Aussage treffen. Trotzdem 

weist er auf ein interessantes Phänomen bezüglich des Einflusses von IL-17A auf die 

Entwicklung der Pathologie und ggf. auch auf die Parasitenzahl in T. cruzi-infizierten Lebern 

hin. Noch interessanter wird es, wenn man zusätzlich Studien zu IFNγR-/- Mäusen in der 

Infektion mit T. cruzi vergleicht. Diese liefern in Bezug auf die Leberpathologie ähnlich 

diskrepante Ergebnisse. Hierbei war die Leberpathologie 10 und 13 Tage nach der Infektion 

mit T. cruzi in IFNγR-kompetenten Kontrollmäusen im Vergleich zu IFNγR-/- Mäusen deutlich 

erhöht (Hamano et al. 2003). Im Gegensatz hierzu fiel der Leberzellschaden 17 Tage nach 

Infektion in Kontrollmäusen wesentlich geringer aus als in IFNγR-/- Mäusen. Zusätzlich war in 

IFNγR-kompetenten Kontrollmäusen an Tag 17 auch die Parasitenlast der Lebern deutlich 

vermindert (Hölscher et al. 1998). Die starke Ähnlichkeit im Einfluss von IL-17A und IFNγ auf 

den Verlauf der Leberzelldestruktion begründet die Notwendigkeit von Studien, die sich über 

einen längeren Zeitraum hinweg mit dem Einfluss beider Zytokine auf die Entwicklung von 

Pathologie und Parasitenlast in Lebern von T. cruzi-infizierten Mäusen beschäftigen. Als 

Erklärung dieses Phänomens wäre denkbar, dass zu Beginn der Infektion sehr hohe Mengen 

der proinflammatorischen Zytokine IL-17A und IFNγ zugelassen werden, um eine effiziente 

Kontrolle von T. cruzi zu gewährleisten. Hierfür würde in den ersten 2 Wochen ein 

Kollateralschaden in der Leber in Kauf genommen. Nach einer erfolgreichen Kontrolle der 
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Parasiten kämen dann in der 3. Woche entzündungshemmende Mediatoren zum Einsatz, die 

einer weiteren Organdestruktion durch IL-17A entgegenwirken. Im Gegensatz hierzu würde 

die destruierende Wirkung dieser Zytokine in IFNγR-/-- oder IL-17A-/- Mäusen wegfallen. Dies 

würde sich in einer geringen Leberpathologie an Tag 14 auswirken. Allerdings wären die 

defizienten Mäuse nicht in der Lage, das Wachstum von T. cruzi adäquat einzudämmen, 

wodurch die Parasitenlast in der 3. Woche stark ansteigen und selbst eine Zerstörung des 

Lebergewebes verursachen würde. Zur Überprüfung dieser Hypothese könnte man in 

T. cruzi-infizierten Mäusen den zeitlichen Verlauf von Pathologie und Parasitenzahl in der 

Leber mit dem Verlauf der Konzentration von IL-17A, IFNγ und regulierenden Zytokinen 

korrelieren. Zu den möglicherweise beteiligten regulatorischen Zytokinen gehört u.a. IL-27, 

da dieses in verschiedenen Infektionsmodellen in der Lage ist, sowohl die Produktion von 

IL-17A als auch die IFNγ-Produktion zu hemmen (Villarino et al. 2003; Hölscher et al. 2005; 

Stumhofer et al. 2006; Diveu et al. 2009).  Auch IL-35 käme als regulierendes Zytokin in 

Frage, zumal es zumindest in vitro die Bildung beider Zytokine hemmt (Niedbala et al. 2007; 

Kochetkova et al. 2010). In wieweit die gemeinsame IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 die 

Produktion von IL-17A und IFNγ in der Infektion mit T. cruzi beeinflusst und wie sich die 

Deletion von EBI-3 auf Leberpathologie und Infektionsverlauf auswirkt, wurde im zweiten 

Teil der vorliegenden Arbeit eruiert.  

4.2  Der Einfluss von EBI-3 auf den Verlauf einer Infektion mit T. cruzi  

Die IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 ist Bestandteil zweier, als regulatorisch eingestufter, 

Zytokine (Hölscher 2004; Collison und Vignali 2008). Besonders in der Infektion mit stark 

pathogenen, intrazellulären Erregern wie T. gondii oder T. cruzi sind regulatorische Zytokine 

von großer Wichtigkeit, da sie die proinflammatorische Immunantwort drosseln und damit 

einer Gewebedestruktion entgegenwirken (Hölscher 2004; Collison und Vignali 2008). In der 

Familie der IL-12-Zytokine konnte bisher vor allem dem Zytokin IL-27 und dessen 

Rezeptoruntereinheit IL-27Rα eine antiinflammatorische Funktion zugesprochen werden. 

Diese erfolgte in Infektionsmodellen mit stark pathogenen Keimen, unter anderem durch die 

Hemmung der IL-17A- und IFNγ-Produktion (Villarino et al. 2003; Hölscher et al. 2005; Rosas 

et al. 2006; Stumhofer et al. 2006; Anderson et al. 2009). Auch durch IL-35 ließ sich die 

Produktion dieser beiden Zytokine, zumindest in vitro, inhibieren (Collison et al. 2007; 

Niedbala et al. 2007; Kochetkova et al. 2010). Wie sich IL-35 in der Infektion mit 
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intrazellulären Pathogenen verhält, ist bisher noch unbekannt. Da beide Zytokine, IL-27 und 

IL-35, zumindest teilweise bereits antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen, ist 

entsprechend für deren gemeinsame Untereinheit EBI-3 ebenfalls eine 

entzündungshemmende Funktion wahrscheinlich. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde 

in der vorliegenden Studie zum ersten Mal die Funktion von EBI-3 in der Immunantwort 

gegen ein stark pathogenes, intrazelluläres Protozoon, T. cruzi, untersucht. Bei der 

Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist zu beachten, dass EBI-3 hier als 

eigenständiger Mediator der Immunantwort gegen T. cruzi betrachtet wird. Eine Aussage 

über die Funktion von IL-27 oder IL-35 ist anhand der vorliegenden Studienergebnisse allein 

nicht möglich. Nachfolgende Studien könnten sich daher mit der Frage beschäftigen, in 

welcher Form EBI-3 die in der vorliegenden Studie beobachteten Eigenschaften ausführt. 

Hierbei sollte auch eine mögliche Funktion von EBI-3 in Form einer homodimeren 

Verbindung oder als eigenständiges Monomer nicht ausgeschlossen werden.  

4.2.1  Der Einfluss von EBI-3 auf die Th1- und Th17-Immunantwort nach der 
Infektion mit T. cruzi 

In der vorliegenden Arbeit konnte die bereits vermutete immunoregulatorische Funktion von 

EBI-3 in der Infektion mit T. cruzi bestätigt werden. Hierbei zeigten EBI-3-kompetente Mäuse 

im Vergleich zu EBI-3-/- Mäusen eine deutlich verminderte Produktion von IL-17A und IFNγ. 

Auch in der Infektion mit L. monozytogenes konnte für EBI-3 bereits ein hemmender Effekt 

auf die IL-17A-Produktion festgestellt werden (Yang et al. 2008). Dagegen wurden in anderen 

Infektionsmodellen für EBI-3 proinflammatorische Effekte und die Förderung der Produktion 

von IFNγ nachgewiesen (Zahn et al. 2005; Siebler et al. 2008). Die in der vorliegenden Studie 

erstmals beobachtete EBI-3-vermittelte Hemmung der IFNγ-Produktion war trotz allem nicht 

unerwartet. Schließlich weist EBI-3 hiermit eine Ähnlichkeit zu IL-27 auf, dessen Wirkung auf 

IFNγ von der Pathogenität des Erregers abhängt (Hölscher 2000; Hölscher 2004; Collison und 

Vignali 2008).  Abgesehen von den beiden proinflammatorischen Zytokinen hatte EBI-3 in 

der vorliegenden Studie auch einen hemmenden Einfluss auf die  Expression von LRG47 und 

NOS2. Da sowohl IFNγ als auch IL-17 die Expression dieser beiden Enzyme steigern (Abb. 12), 

(Silva et al. 1995; Sorace et al. 1995; Hölscher et al. 1998), kann der hemmende Einfluss von 

EBI-3 auf diese Makrophageneffektormoleküle höchstwahrscheinlich indirekt auf die 

verminderte Produktion dieser Zytokine zurückgeführt werden.  
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4.2.2  Die Regulation der infektionsassoziierten Leberpathologie durch EBI-3 

Eine überschießende Produktion von IL-17A, IFNγ und NOS2 führt in einigen 

Infektionsmodellen zu starken gewebedestruierenden Entzündungsreaktionen (Hölscher et 

al. 2000; Stumhofer et al. 2006; Dutra und Gollob 2008; Anderson et al. 2009; Bombeiro et 

al. 2010; Guiton et al. 2010). Aus diesem Grund könnte EBI-3 nach der Infektion mit T. cruzi 

durch die Hemmung von proinflammatorischen Mediatoren der Entstehung einer 

entzündlichen Leberpathologie entgegenwirken. Diese Annahme konnte in der vorliegenden 

Arbeit anhand von histologischen Untersuchungen von mit T. cruzi infizierten EBI-3-/- und 

EBI-3-kompetenten Mäusen bestätigt werden. Da T. cruzi-infizierte IL-17A-/- Mäuse 

histologisch eine reduzierte Leberpathologie aufweisen (Abb. 7), wäre es daher von 

Interesse, in diesem Rahmen herauszufinden, ob EBI-3 der Leberpathologie über eine 

Inhibierung der IL-17A-Produktion entgegenwirkt. Zur Beantwortung dieser Frage könnten 

EBI-3-kompetente und EBI-3-/- Mäuse nach der Infektion mit T. cruzi mit αIL-17A behandelt, 

und die Leberpathologien in behandelten und nicht behandelten Tieren verglichen werden.  

4.2.3  Der Einfluss von EBI-3 auf die Th2-Immunantwort und die Förderung des 
Parasitenwachstums in alternativ aktivierten Makrophagen 

IL-17A und IFNγ (Hölscher et al. 1998; Miljkovic et al. 2003; Miljkovic et al. 2005; die 

vorliegende Arbeit) gehören gemeinsam mit den makrophagen-induzierten Effektorenzymen 

NOS2 (Vespa et al. 1994; Hölscher et al. 1998) und LRG47 (Santiago et al. 2005) zu den 

wichtigsten Mediatoren einer effizienten Immunantwort gegen T. cruzi. Dementsprechend 

unerwartet war das vorliegende Ergebnis, in dem EBI-3-/- Mäuse, trotz der hohen 

Konzentration von IL-17A und IFNγ, nicht in der Lage waren, T. cruzi adäquat zu eliminieren. 

Auf der Suche nach einer möglichen Ursache wurde der Einfluss von EBI-3 IL-4-

produzierende Th2-Zellen untersucht. IL-4 wird mit einer gesteigerten Anfälligkeit gegenüber 

T. cruzi in Verbindung gebracht. So ist schon seit langem bekannt, dass mit T. cruzi-infizierte 

suszeptible BALB/c Mäuse im Vergleich zu resistenten C57Bl/6 Mäusen vermehrt IL-4 

produzieren (Hoft et al. 1993; Zum Meyer Büschenfelde et al. 1998). Hierbei konnten IL-4-/- 

oder mit α-IL-4-Antikörpern therapierte Mäuse den Parasiten wesentlich effizienter 

eliminieren als die jeweiligen Kontrollmäuse (Petray et al. 1993; Hiyama et al. 2001; 

Michailowsky et al. 2001). Dagegen führte eine gesteigerte IL-4-Produktion in sonst 
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resistenten C57Bl/6 Mäusen zu einer verstärkten Anfälligkeit gegenüber der Infektion mit 

T. cruzi (Barbosa Oliveira de et al. 1996; Silva et al. 2005). Auch in T. cruzi-infizierten 

IL-27Rα-/- Mäusen wurde die gesteigerte Parasitämie maßgeblich durch eine verstärkte IL-4-

Produktion hervorgerufen (Hamano et al. 2003). Im Einklang hiermit war auch in den in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten EBI-3-/- Mäusen die Produktion von IL-4 nach der Infektion 

mit T. cruzi erhöht. Aufgrund der bisherigen Studienlage wäre daher auch in diesen Mäusen 

ein kausaler Zusammenhang zwischen vermehrter IL-4-Produktion und erhöhten 

Suszeptibilität durchaus denkbar. In IL-27Rα-/- Mäusen konnte ein solcher Zusammenhang 

mit Hilfe von α-IL-4-Antikörpern bereits für die Infektion mit L. major und T. cruzi erwiesen 

werden (Hamano et al. 2003; Artis et al. 2004a). In beiden Studien wurde durch die 

Behandlung mit α-IL-4-Antikörpern die Parasitämie in IL-27Rα-/- Mäusen auf das Niveau von 

Wildtypmäusen gesenkt. Auch in weiterführenden Studien mit EBI-3-/- Mäusen könnte eine 

Therapie mit α-IL-4-Antikörpern oder der Vergleich mit IL-4-/-/EBI-3-/- Mäusen dabei helfen, 

die oben genannte Vermutung zu überprüfen. 

Sollte tatsächlich IL-4 für die gesteigerte Suszeptibilität in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen 

verantwortlich sein, so muss die anfälligkeitsfördernden Wirkung von IL-4 geklärt werden. 

Hierbei scheidet ein hemmender Einfluss von IL-4 auf die Parameter einer protektiven Th1-

Antwort als Erklärung für die vorliegenden Ergebnisse bereits aus. Ein zweiter Weg, über den 

IL-4 in vielen Infektionsmodellen zu der Entstehung eines suszeptiblen Phänotyps beiträgt, 

ist die Induktion von Arg-1 in sogenannten alternativ aktivierten Makrophagen (Corraliza et 

al. 1995; Munder et al. 1998; Louis et al. 1999; Mori 2007).  

Die Rolle von Arg-1 in der Infektion mit T. cruzi 

Im Gegensatz zu IFNγ, welches in Makrophagen u.a. die Expression von NOS2 und LRG47 

steigert und diese somit klassisch zur Eliminierung intrazellulärer Pathogene aktiviert, 

steigert IL-4 in Makrophagen die Expression von Arg-1. Diese Art der 

Makrophagenaktivierung wird alternative Aktivierung genannt (Munder et al. 1998; Noël et 

al. 2004; Stempin et al. 2010). Alternativ aktivierte Makrophagen sind nicht mehr in der 

Lage, intrazelluläre Pathogene wie L. major oder M. tb. adäquat zu eliminieren (Iniesta et al. 

2001; Noël et al. 2004; Kropf et al. 2005; Hölscher et al. 2006; Kahnert et al. 2006; Rook 

2007; Schreiber et al. 2009). Auch in der Infektion mit T. cruzi konnte bereits ein positiver 
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Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Arg-Aktivität in Makrophagen und einem 

vermehrten Parasitenwachstum beobachtet werden (Stempin et al. 2002, Cuervo et al. 

2008; Stempin et al. 2010; Dulgerian et al. 2011). Ergebnisse aus in vitro-Untersuchungen 

von Makrophagen, die mit Leishmanien oder T. brucei infiziert wurden, sprechen für eine 

direkte Steigerung des Parasitenwachstums durch Arg-1. In diesen Studien konnte die Zahl 

der jeweiligen Parasiten durch die Zugabe mit Nω-Hydroxy-nor-L-Arginin (nor-NOHA), einem 

potenten Arg-Inhibitor, deutlich gesenkt werden (Tenu et al. 1999; Iniesta et al. 2002; Duleu 

et al. 2004; Noël et al. 2004; Das et al. 2010). Ein wachstumsfördernder Einfluss von Arg-1 

auf die Parasiten wurde auch in der Infektion mit T. cruzi nachgewiesen (Stempin et al. 

2004). Arg ist ein Enzym des Harnstoffzyklus, das in 2 Isoformen vorliegt (Löffler et al. 1998a; 

Kropf et al. 2005; Das et al. 2010). Hierbei ist Arg-2 in den Mitochondrien einer Vielzahl 

eukaryoter Zellen zu finden, wohingegen Arg-1 vor allem im Zytoplasma von Leberzellen und 

Makrophagen vorkommt (Kropf et al. 2005; Mori 2007; Cuervo et al. 2008; Das et al. 2010). 

Da Makrophagen in der Immunantwort gegen T. cruzi eine wichtige Rolle spielen (Muñoz-

Fernández et al. 1992; Vespa et al. 1994; Hölscher et al. 1998) und die Induktion der Arg-1 in 

alternativ aktivierten Makrophagen entscheidend diesen Effektorfunktionen entgegenwirkt, 

wurde in der vorliegenden Studie der Effekt von EBI-3 auf die Expression von Arg-1 

überprüft. In diesem Zuge konnte erstmals ein hemmender Einfluss von EBI-3 auf die 

Expression dieses Enzyms gezeigt werden. Anhand des vorliegenden Ergebnisses lässt sich 

jedoch nicht abschließend beurteilen, ob EBI-3 direkt oder indirekt über eine verminderte 

IL-4-Produtkion auf die Expression von Arg-1 einwirkt. Auch hier wäre das Ausschalten von 

IL-4 über die Behandlung mit α-IL-4-Antikörpern hilfreich, um zu überprüfen, inwiefern die 

Arg-1- Expression in EBI-3-/- Mäusen von IL-4 abhängt. Des Weiteren bleibt zu klären, 

inwiefern die vermehrt alternativ aktivierten Makrophagen in EBI-3-/- Mäusen an der 

Entstehung des suszeptiblen Phänotyps beteiligt sind. In diesem Zusammenhang würde die 

Blockade der Arg-1-Expression in T. cruzi-infizierten EBI-3-/- Mäusen Rückschluss auf die 

Bedeutung dieses Enzyms in EBI-3-/- Mäusen geben.  

Es kann jedoch schon jetzt in der Infektion mit T. cruzi von einer Förderung des 

Parasitenwachstums durch Arg-1 ausgegangen werden. Hierfür spricht die Tatsache, dass 

einige Antigene von T. cruzi in der Lage sind, die Aktivität von Arg-1 in Wirtszellen direkt zu 

steigern und damit ihr eigenes Wachstum zu favorisieren (Giordanengo et al. 2002; Aoki et 
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al. 2004; Stempin et al. 2004). Die vorliegenden Ergebnisse reichen noch nicht aus, um einen 

solchen positiven Einfluss von Arg-1 auf die gesteigerte Parasitämie in EBI-3-/- Mäusen 

endgültig zu beweisen. Trotzdem geben die bisherigen Studienergebnisse Anlass dazu, sich 

etwas näher mit den Mechanismen zu beschäftigen, über die Arg-1 zu einem 

wachstumsfördernden Milieu für T. cruzi beitragen könnte.  

Die Arg-1 abhängige Synthese von Polyaminen 

Das Arg-Produkt Ornithin ist nicht nur ein wichtiges Substrat im Harnstoffzyklus, sondern 

auch Ausgangsstoff für die Synthese der Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin. Diese 

sind als essentielle Bestandteile fast aller eukaryoten Zellen, vor allem an Differenzierungs- 

und Proliferationsprozessen beteiligt (Bacchi und Yarlett 2002; Kaiser et al. 2003; Gerner und 

Meyskens 2004). Auch die Reproduktionsfähigkeit von T. cruzi und anderen Kinetoplastiden 

wird maßgeblich über die Anwesenheit dieser Polyamine bestimmt (González et al. 2001; 

Giordanengo et al. 2002; Roberts et al. 2004; Kropf et al. 2005). Hierbei konnte vor allem 

Spermidin eine außerordentliche Funktion zugesprochen werden (González et al. 2001; 

Kaiser et al. 2003). Dieses wird, im Unterschied zu anderen Zellarten in Kinetoplastiden, nicht 

in Spermin, sondern größtenteils in ein spezifisches Protein namens Trypanothion 

umgewandelt (Bacchi und Yarlett 2002; Kaiser et al. 2003; Müller et al. 2003). Als 

Detoxifikanz spielt Trypanothion vor allem in der Bewältigung von oxidativem Stress eine 

wichtige Rolle (Fairlamb und Cerami 1992; Müller et al. 2003; Krauth-Siegel und Comini 

2008). Da Kinetoplastiden im Wirtsorganismus fortlaufend mit dieser Art von Stress 

konfrontiert sind, ist Trypanothion essentiell für das Überleben dieser Protozoen. Im 

Gegensatz zu anderen Kinetoplastiden, die über eine eigene Arg verfügen, ist T. cruzi nicht in 

der Lage, Polyamine eigenständig herzustellen (Bacchi und Yarlett 2002; Carrillo et al. 2007). 

Demnach hängt das Überleben und die Proliferation von T. cruzi in hohem Maße von der 

Polyaminproduktion der Wirtszellen ab. Dies erklärt auch den starken Einfluss von T. cruzi-

Antigenen auf die Aktivität von Arg-1 (Giordanengo et al. 2002; Aoki et al. 2004; Stempin et 

al. 2004). Auf der Basis dieser Erkenntnisse könnten sich weiterführende Studien mit dem 

Einfluss von EBI-3 auf die Produktion von Polyaminen beschäftigen. Im Zuge dessen könnte 

über die Hemmung wichtiger Enzyme der Polyaminsynthese auch der Einfluss dieser 

Substanzen auf den Infektionsverlauf von EIB-3-kompetenten und EBI-3-/- Mäusen 

untersucht werden.  



Diskussion 

 

80 

Unabhängig vom Ausgang einer solchen doch sehr speziellen Studie steht im allgemeinen 

bereits fest, dass Arg-1 über die Bereitstellung von Polyaminen ideale Bedingungen für sich 

replizierende T. cruzi schafft. Dies ist jedoch nicht der einzige Weg, über den Arg-1 das 

Wachstum der Parasiten fördert. 

Der Einfluss von Arg-1 auf NOS2 

Die gesteigerte Aktivität von Arg-1 geht häufig mit einer verminderten Produktion von RNI 

einher (Wu und Morris 1998; Boucher et al. 1999; Duleu et al. 2004). Mit Hilfe Arg-1-

inhibierender Substanzen konnte dieses Phänomen auf eine direkte Hemmung von NOS2 

durch Arg-1 zurückgeführt werden (Tenu et al. 1999; Gobert et al. 2000; Duleu et al. 2004; 

Fabrino et al. 2004). Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt bietet die Tatsache, dass beide 

Enzyme das selbe Substrat benutzen. NOS2 bildet aus L-Arginin Citrullin und trypanozidal 

wirkende RNI (Löffler et al. 1998b). Ist die Aktivität von Arg-1 gesteigert, so wird L-Arginin 

vermehrt in Harnstoff und parasitenfreundliches Ornithin gespalten (Löffler et al. 1998a; 

Kropf et al. 2005; Das et al. 2010). Auf diese Weise entsteht für NOS2 ein Substratmangel, 

der sich negativ auf die Produktion von RNI auswirkt (Wu und Morris 1998; Tenu et al. 1999; 

Boucher et al. 1999). Für diese kompetitive Hemmung der NOS2-Aktivität durch Arg-1 spricht 

die Tatsache, dass der inhibierende Einfluss von Arg-1 auf die Produktion von RNI durch die 

Gabe von L-Arginin komplett aufgehoben wurde (Duleu et al. 2004). Zusätzlich hierzu sind 

auch Polyamine in der Lage, die Aktivität von NOS2 zu inhibieren (Szabó et al. 1994; Blachier 

et al. 1997; Mössner et al. 2001; Bussière et al. 2005; Chaturvedi et al. 2010). Dies geschieht 

sowohl direkt als auch indirekt über einen hemmenden Einfluss der Polyamine auf die 

Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-12p40, TNF und IFNγ (Zhang et al. 1997; 

Haskσ et al. 2000).  

Diese Ergebnisse lassen auch in der Infektion mit T. cruzi eine wachstumsfördernde Wirkung 

von Arg-1 durch die Inhibierung der NOS2-Aktivität vermuten. Tatsächlich sprechen einige 

Studien, in denen eine aktive Arg-1 in der Infektion mit T. cruzi häufig mit einer 

verminderten Produktion von RNI einherging, bereits für diese Annahme (Stempin et al. 

2002; Fabrino et al. 2004; Stempin et al. 2008; Dulgerian et al. 2011). Dementsprechend 

überraschend war das vorliegende Ergebnis, in dem T. cruzi-infizierte EBI-3-/- Mäuse sowohl 

Arg-1 als auch NOS2 vermehrt exprimierten. Tatsächlich steht dieses Ergebnis jedoch im 
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Einklang mit anderen Studien, in denen selbst durch eine stark aktivierte Arg-1 keine 

Veränderung der Produktion von RNI erzielt wurde (Fligger et al. 1999; Kepka-Lenhart et al. 

2000). Auch in der Infektion mit L. major oder T. cruzi war ein solcher Effekt zu beobachten. 

Hierbei steigerte die Immunisierung mit dem T. cruzi-Antigen Cruzipain in den Makrophagen 

der immunisierten BALB/c Mäuse die Aktivität von Arg-1, ohne die Produktion von RNI zu 

beeinflussen (Kropf et al. 2005). Anhand der spärlichen Studienlage kann momentan noch 

keine sichere Aussage darüber getroffen werden, ob und unter welchen Umständen NOS2 in 

der Infektion mit T. cruzi über eine gesteigerte Arg-Aktivität gehemmt wird. Auch in dieser 

Hinsicht wären Studien sinnvoll, die sich eingehender mit dem direkten Einfluss von Arg-1 

auf die NOS2-Aktivität und die Parasitenlast in T. cruzi-infizierten EBI-3-kompetenten und 

EBI-3-/- Mäusen beschäftigen. Da in der vorliegenden Arbeit nur die Expression von NOS2 

bestimmt wurde, sollte im Zuge dessen unbedingt auch die Konzentration und Aktivität von 

NOS2 überprüft werden. Dass die Menge an NOS2-RNA allein keine zuverlässige Aussage 

über die Aktivität des NOS2-Proteins zulässt, zeigen Studien, in denen sich Arg-1 und das 

Polyamin Spermin zwar negativ auf die Aktivität von NOS2 auswirkten, die Expression der 

NOS2-RNA jedoch nicht beeinflussen (El-Gayar et al. 2003; Bussière et al. 2005). Im Rahmen 

nachfolgender Untersuchungen könnte ein möglicher direkter Einfluss der Arg-Aktivität auf 

die Produktion von RNI u.a. über die Hemmung von Arg-1 durch nor-NOHA überprüft 

werden. Je nach Ausgang dieser Studie wäre zusätzlich von Interesse, über welchen Weg 

Arg-1 vornehmlich auf NOS2 einwirkt. Hierbei könnte über die Substitution von L-Arginin die 

Wichtigkeit einer kompetitiven Hemmung abgeschätzt werden, wohingegen die Rolle von 

Polyaminen über ein Ausschalten wichtiger Enzyme der Polyaminsynthese beurteilt werden 

könnte.  

Ein hemmender Einfluss auf NOS2 konnte in bisherigen Studien vor allem für das Polyamin 

Spermin erwiesen werden (Szabó et al. 1994 ; Blachier et al. 1997; Zhang et al. 1997; Haskó 

et al. 2000; Mössner et al. 2001; Chaturvedi et al. 2010). Die Polyamine Sperimidin und 

Putreszin zeigten dagegen nur einen geringen oder gar keinen Einfluss auf die NOS2-Aktivität 

(Szabó et al. 1994; Blachier et al. 1997; Haskó et al. 2000). In den meisten Organismen wird 

aus Putreszin Spermidin und aus Spermidin Spermin gebildet (Bacchi und Yarlett 2002; Kaiser 

et al. 2003; Gerner und Meyskens 2004). Im Gegensatz hierzu bilden Kinetoplastiden aus 

Spermidin vermehrt das kinetoplastidenspezifische Trypanothion (Bacchi und Yarlett 2002; 
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Kaiser et al. 2003; Müller et al. 2003). Somit wäre es denkbar, dass T. cruzi über diesen Effekt 

in Wirtszellen einen Mangel an Spermidin erzeugt. In diesem Fall wäre Arg-1 nur noch über 

den Mangel von L-Arginin dazu in der Lage, NOS2 zu inhibieren. Unter diesen 

Gesichtspunkten könnten die gegensätzlichen Studienergebnisse zum Einfluss von Arg-1 auf 

die Produktion von RNI in der Infektion mit T. cruzi eventuell über einen Unterschied in der 

Verfügbarkeit von L-Arginin erklärt werden. Zukünftige Studien werden klären, ob sich diese 

Überlegungen auf die Realität übertragen lassen. Auf Grund des komplexen Zusammenhangs 

von NOS2 und Arg-1 werden noch viele Untersuchungen nötig sein, um Klarheit über die 

einzelnen Enzym-Interaktionen und deren Relevanz in der Immunantwort gegen diverse 

Pathogene zu gewinnen. Allerdings kann bereits jetzt davon ausgegangen werden, dass 

Arg-1 in der Infektion mit T. cruzi maßgeblich zu der Entstehung eines parasitenfreundlichen 

Milieus beiträgt.  

4.3  Mögliche therapeutische Ansatzpunkte 

IL-17A ist für eine potente Immunantwort gegen T. cruzi unabdingbar. Eine Steigerung der 

Konzentration bzw. Produktion dieses Zytokins könnte demnach die Basis neuer 

Therapiekonzepte bilden. Allerdings hat IL-17A ebenso wie IFNγ und andere 

proinflammatorische Mediatoren auch destruktive Eigenschaften, die einen alleinigen 

therapeutischen Gebrauch dieser Substanzen deutlich erschweren und ggf. sogar unmöglich 

machen. Eine medikametöse Steigerung von IL-17A wäre daher ausschließlich in 

Kombination mit einer regulierenden, gewebeschützenden Substanz denkbar.    

Ein weiterer Therapieansatz bestünde in der Hemmung von Substanzen wie Arg-1 oder IL-4, 

die die Entstehung eines suszeptiblen Phänotyps fördern. Allerdings führt auch das alleinige 

Ausschalten dieser regulatorischen Substanzen zu einer gesteigerten, unkontrollierten 

proinflammatorischen Immunantwort, die wiederum kaum vermeidbare Organschäden mit 

sich bringt.  

In der vorliegenden Studie konnte belegt werden, dass EBI-3 in der Infektion mit T. cruzi die 

Expression von Arg-1 hemmt und damit indirekt über die Drosselung von IL-4 einem 

unkontrollierten Parasitenwachstum entgegenwirkt. Zusätzlich hemmt EBI-3 die Produktion 

von IFNγ und IL-17A und verhindert hierdurch eine überschießende, gewebedestruierende 
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Entzündungsreaktion. Somit ist EBI-3 in der Lage, die proinflammatorischen Zytokine zu 

regulieren ohne dadurch eine gesteigerte Parasitenproliferation zu riskieren.  

In der vorliegenden Studie wird EBI-3 damit eine außerordentlich wichtige Rolle in der 

Immunantwort gegen T. cruzi bescheinigt, die eine vielversprechende Basis für die 

Erforschung neuer Therapieansätze bildet.  
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5  Zusammenfassung 

Die Immunantwort gegen stark pathogene Keime ist sehr vielfältig und in ihrer Komplexität 

noch lange nicht vollständig erforscht. Bereits jetzt ist jedoch klar, dass eine erfolgreiche 

Immunantwort maßgeblich von dem Gleichgewicht zwischen proinflammatorischen und 

regulierenden Mediatoren abhängt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle zweier 

Komponenten der Immunantwort, IL-17A und EBI-3, in der Infektion mit T. cruzi untersucht. 

1.) Das proinflammatorische Zytokin IL-17A wurde primär mit der Entstehung von 

Autoimmunkrankheiten in Verbindung gebracht. Mittlerweile sprechen allerdings einige 

Studien für eine zusätzlich protektive Eigenschaft von IL-17A in der Immunantwort gegen 

intrazelluläre Erreger. In der vorliegenden Arbeit konnte nun für die Infektion mit T. cruzi 

festgestellt werden, dass: 

• IL-17A eine protektive Funktion einnimmt, indem es sich positiv auf den 

Infektionsverlauf und das Überleben T. cruzi-infizierter Mäuse auswirkt.  

• IL-17A an der Entstehung einer T. cruzi-bedingten Leberpathologie beteiligt ist.  

• IL-17A die Expression der Makrophageneffektorenzyme NOS2 und LRG47 steigert, 

ohne die Produktion von IFNγ oder TNF zu beeinflussen.  

2.)  Der IL-27/IL-35-Untereinheit EBI-3 konnte bisher vor allem eine regulierende Eigenschaft 

zugeschrieben werden. Allerdings variierten die Zielzellen der EBI-3-gesteuerten Regulation 

in den unterschiedlichen Infektionsmodellen stark. In der vorliegenden Arbeit konnte nun 

erstmals festgestellt werden, dass: 

• EBI-3 in der Infektion mit T. cruzi sowohl die Mediatoren der Th1- und Th17-Antwort 

als auch die der Th2-Antwort hemmt.  

• EBI-3 sich in der Infektion mit T. cruzi positiv auf Parasiteneliminierung und 

Überleben auswirkt und einer Leberzelldestruktion entgegenwirkt. 

• EBI-3 die alternative Aktivierung von Makrophagen durch die Hemmung der IL-4-

vermittelten Arg-1-Expression unterbindet.  
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