Parasitire Evasionsmechanismen:
Beispiel Leishmanien*

Mechanisms of Parasite Evasion: Leishmania
as an Example

W. Solbach, C. Bogdan, H. Mol,
M. Lohoff, M. Réllinghoff

Institut flr Klinische Mikrobiologie der
Universitét Erlangen-Nurmberg
(Direktor: Prof. Dr. M. Réilinghoff)

Zusammenfassung

L eishmanien besitzen eine. Vielzahl von Mechanismen, die humorale.und zellu-
fare Immunabwehr effektiv zu Unterlaufen: Diese hangen eng mit der Expres-
sion von.hauptsachlich zwet Glykokonjugaten auf der Parasitenoberflache zu-
sammen, dem gp63 und dem Lipophosphoglykan. Die Parasiten sind einer-
seits schlechte Aktivatoren des alternativen Komplementweges und umgehen
damit ihre eigenie extrazeliuiare Lyse. Oberflachengebundene Komplementfak-
toren fordern andererseits die’ Aufnahme der | eishmanien. durchiMakrepha-
gen. Solange diese nicht durch T-Zellen aktiviert sind, dienen sie den Parasiten
‘als »Befugiume: Bles -gilt insbesondere, als Leishmanien in der Lage sind,
1.den »oxidative burst« zu hemmen; 2. toxische Sauerstoffmetaboliten zu ent-
gifter: 3. abbauende lysosomale Enzymie zu hemmen und 4..das.saure Miliey
in den.Lysosomen:fiir inren eigenen Metabolismus auszunutzen. SchlieBlich
unteriaufen. Leishmanien die zeliulare Immunabwehr dés Wirts, indem sie’die
/Aktivierung von T-Lymphozyten hemmen und die Expansion:von T-Zell-Sub-
populationen bewirker, die fUr ihr eigenes Uberleben nﬂtzlich sing.

Sehiiisselwortar: | eishmanien; immunsystem Evasnonsmechantsmen Makro-
phagen, T-Zellen

Summary

Leishmania display a variety. of mechanisms for effective evasion :6f: the
humortal and cellular immune:sresponses of the host which are strongly. asseci
ated with- the expression of two_major surface glycoconjugates, gp63 and
linophosphoglycan. The parasites are poor activators.of. the:alternative com-

blement pathway thus avoiding..their own. extracelitlar lysis. Complement:

Bound on fhe surface of promastigotes promotes the uptake of leishmania by
macrophages which:function as »safe targets« as long as they are not acti-
vated by T lymphocytes. This is.due to the fact that intracellular parasites are
able to 1. decrease the oxidative burst; 2, scavenge toxic oxygen metabolites;
3..inhibit degradative. lysosomal enzymes; 4. exploft. the acidig:miliels of
lysosomes for their own metabolism.-Finally, leishmania have been shown:to
evade the:host s cellular immune respense by dowrireguiating T cell-activat-
ing processes. and:by indialing the expans:on of T_cell subpopulations which
Vpromote their own survival.
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Das Ziel jedes Organismus ist es, sich
moglichst weit zu verbreiten und eine
moglichst groBe Zahl von Nachkom-
men zu erzeugen. Eine Infektion, d.h.
das Eindringen eines Mikroorganismus
durch Haut oder Schleimhaut ins Ge-
webe, ist dann besonders erfolgreich,
wenn der Wirt die Beddrfnisse fur die
Vermehrung des Parasiten optimal er-
flllt. Bei der Gewebeinvasion sollten
die Zellen des Wirts moglichst wenig
geschadigt werden, damit dieser fir
nachfolgende Infektionen noch zur Ver-
figung steht. Gleichzeitig sollten die
immunologischen  Abwehrmechanis-
men moglichst wenig aktiviert werden,
damit der Parasit die Infektion Uberlebt.
Besonders der letzte Punkt ist von gro-
Ber Bedeutung, da pathogene Mikroor-
ganismen eine Vielzahi immunogener
Determinanten besitzen, durch die sie
Immunantworten induzieren, die fur ihr
Uberleben von Nachteil sind. Es ist
deshalb nicht verwunderlich, daB sich
im Laufe der Evolution eine Vielzahl von
Evasionsmechanismen entwickelt ha-
ben, um das Immunsystem zu unter-
laufen (Ubersicht bei 135).

In aller Regel nutzt ein gegebener Para-
sit nicht alle Moglichkeiten aus, die
Wirtsabwehr zu umgehen; andererseits
durfen die einzelnen Evasionsfaktoren
nicht isoliert betrachtet werden, son-
dern sie kommen erst durch das Zu-
sammenspiel der Einzelkomponenten
zur vollen Wirksamkeit. Im folgenden
sollen die wichtigsten Evasionsmecha-
nismen und Virulenzfaktoren néaher dis-
kutiert werden, die bei der Infektion mit
Leishmanien von Bedeutung sind. Zum
Verstdndnis der Wechselbeziehung
zwischen Parasit und Wirt ist es jedoch
notwendig, - zunéchst die Grundzlge
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des Entwicklungs- und Infektionszyklus
der Leishmanien zu beschreiben.

Entwicklungs- und Infektionszykius
der Leishmanien

Die Gattung Leishmania umfaBt eine
Vielzahl von Arten, die morphologisch
nicht zu unterscheiden sind. Leishma-
nien werden durch den Stich von infi-
zierten Insektenweibchen der Gattun-
gen Phlebotomus und Lutzomyia Gber-
tragen. Bei der Blutmahlzeit der Insek-
ten am infizierten Wirt kommt es zur
Aufnahme der Leishmanien, die zu-
néchst in den Darm der Mlicken gelan-
gen und sich anschlieBend in den Spei-
cheldriisen ansiedeln. Dort liegen sie
als sog. promastigote Formen (PM)
vor, die eine lange GeiBel am Vorderen-
de besitzen und dementsprechend be-
weglich sind (70).

Zunéchst sind die PM noch nicht infek-
tids. Durch einen Reifungsschritt im
Vektor erlangen sie die volle Virulenz
und damit Infektionstlchtigkeit (38,
126).

Sowohl infektitse als auch nichtinfek-
tidse PM kann man in vitro zichten. In
Kulturen, in denen die Parasiten in der
exponentiellen (log) Phase sind, finden
sich Uberwiegend solche PM, die in vi-
tro flr Makrophagen (M@) wenig infek-
tids sind. Aus Kulturen der stationdren
Phase gehen dagegen vorwiegend in-
fektitse Leishmanien hervor (126).

Bei der nachsten Blutmahizeit werden
die PM zusammen mit Sekret aus der
Speicheldriise des Vektors in das Blut
oder Gewebe des Wirts inokuliert. In-
nerhalb von Minuten bis 2-3 Stunden
kommt es zur Kontaktaufnahme der
Wirtsmakrophagen (Haut- und Gewe-
bemakrophagen, Blutmonozyten) mit
den Parasiten und zur Phagozytose. In
den Makrophagen (M@) wandeln sich
die PM innerhalb von 12 — 24 Stunden
in amastigote (AM), unbewegliche For-
men um. Je nach Aktivierungsgrad des
M@ kommit es entweder zur Parasiten-
elimination oder aber zur intrazelluldren
Vermehrung der Leishmanien, wobei
die Wirtszelle zugrundegeht und neue
M@ befallen werden. Der Ausgang der
Auseinandersetzung des M@ mit dem
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Abb. 1 Die Klinik der Leish-
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L. mexicana
Kutane
Kala - Azar
(Orientbeule)
WIRTS-
abhéngig Individuum A Individuum B

L. major

(Orientbeuie)

Parasiten hangt von parasiten- und
wirtseigenen Faktoren ab; dement-
sprechend stellen Leishmanieninfektio-
nen klinisch keine Entitat dar, sondemn
erzeugen ein ganzes Spektrum von un-
terschiedlichen Erkrankungen — die
Leishmaniasen (Abb. 1).

Evasionsmechanismen

Die Wechselwirkung zwischen den
Leishmanien und den Komponenten
des Immunsystems erfolgt sowohl auf
der Ebene der humoralen als auch der
zellularen Abwehr. Entsprechend viel-
gestaltig sind auch die Evasionsstrate-
gien der Leishmanien.

Umgehung der Serum-
leishmanizidie

Nach der Infektion finden sich die PM
zunéchst in der extrazeliularen Gewe-
beflussigkeit der Haut des Wirts oder in
dessen BlutgefaBsystem. Obwohl ge-
zeigt wurde, daB sie schon in diesem
frthen Stadium der Infektion durch
Vorlauferzellen von M@ abgetOtet wer-
den konnen (2), so sind sie auBerhalb
der Wirtszelle doch in erster Linie durch
das »Serummilieu« gefahrdet. Seit lan-
gem ist bekannt, da3 PM durch norma-
les, nichtimmunes Serum lysiert wer-
den (108, 146). Die Ursache flr die

Serumieishmanizidie liegt in der Fahig-
keit der PM, das Komplementsystem
aktivieren zu kdnnen. Dies geschieht
bei den meisten Leishmanienspezies
Uber den »alternativen Weg« (alterna-
tive complement pathway, ACP) (36,
88, 89, 91). Zusétzlich zum alternativen
Weg scheint L.donovani das Komple-
mentsystem jedoch auch Uber den
klassischen Weg aktivieren zu kdnnen
(91, 109). Die daflr notwendigen Anti-
korper sind offensichtlich bereits im
Serum von normalen, vorher noch
nicht infizierten Wirten in genligend
groBen Mengen vorhanden (natirliche
Antikorper; 106, 109). Bei einer Rein-
fektion dagegen, bei welcher der Wirt
bereits spezifische Antikdrper besitzt,
tritt die Aktivierung des Komplementsy-
stems Uber den alternativen Weg zu-
gunsten des klassischen Weges in den
Hintergrund (1).

Zahlreiche Arbeitsgruppen gingen in
der Vergangenheit der Frage nach, wie
sich der Parasit der Serumleishmanizi-
die entzieht, den Weg in die Md/Mono-
zyten findet und somit im Wirt Uberle-
ben und sich sogar vermehren kann.
Aus der Vielzahl der Einzelbefunde 4Rt
sich zwar noch kein véllig kohéarentes
Bild entwerfen, jedoch werden eine
Reihe von mdglichen Evasionsstrate-
gien erkennbar:
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Offenbar schitzt das Speicheldrisen-
sekret, welches die Insekten zusam-
men mit den PM inokulieren, die Para-
siten vor der Einwirkung toxischer
Komplementfaktoren, da die gleichen
PM ohne begleitendes Sekret sehr viel
weniger infektids sind (144).

Wie bereits erwahnt, sind PM sehr an-
fallig fOr die Wirkung von Komplement-
faktoren. In der Parasitenkultur kann
man nun PM zlchten (38, 126), die
durch Komplementfaktoren nur zu
70% (L.braziliensis panamensis) bis
90% (L.donovani) abgetdtet werden
(36). Diese relative Serumresistenz gilt
insbesondere flr die infektidsen For-
men. Der Grund fiir dieses Verhalten ist
darin zu sehen, daB sie den ACP weit
weniger aktivieren als diejenigen, die
abgetdtet werden. Auf diesem Weg
kénnen sie sich in gewissem Ausmal
der Abwehrfunktion des Wirts entzie-
hen (112). Die Anfélligkeit von amasti-
goten Leishmanien fur lytische Serum-
faktoren wird entscheidend von der
Parasitenspezies bestimmt. Wahrend
L.donovani AM den ACP vermutlich
schlecht aktivieren und deshalb trotz
ausreichender Bindung von Komple-
mentfaktor C3 auf der Zelloberflache
gegenuber humanem Serum weitge-
hend resistent sind (87, 89, 109, 150),
werden AM der Spezies L.major Uber
den alternativen Komplementaktivie-
rungsweg schnell abgetdtet (53, 87).
Dieser Unterschied in der Aktivierung
des Komplementsystems mag ein
Grund fur die Limitierung der L.major-
Infektion auf die Haut sein, wéhrend die
Serumresistenz von L.donovani AM ein
entscheidender Mechanismus fur. die
Etablierung einer generalisierten Infek-
tion ist.

Trotz der beschriebenen Mechanis-
men, die es einem Teil der PM und AM
erlauben, die »feindliche Atmosphére«
des exirazelluldren Milieus zu unterlau-
fen, wirden die meisten PM in dieser
Umgebung auf Dauer nicht Gberleben

kénnen. In Anbetracht dessen stellt die

Aufnahme von Leishmanien durch die
Wirtszelle einen fiir sie »winschens-
werten« Vorgang dar. Zur Steuerung
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und Beschleunigung dieses Prozesses
verflgen Leishmanien Uber eine Reihe
von Oberflachenmolekiilen, die als Li-
ganden fiir verschiedene Klassen von
MJ-Rezeptoren dienen, z.B. fur

— die Komplementrezeptoren (7, 8, 90,
121,123, 149),

— die Mannose-Fucose-Rezeptoren
(7,8, 22,120),

— die Fibronectinrezeptoren (119,
153),

— die Rezeptoren fur »advanced glyco-
sylation end products« (92),

Abb. 2 Rezeptoren und Liganden bei der Leish-

manien-M@-Bindung

(1) Das 63-kDa-Glykoprotein (gp63) ist eine der
Hauptakzeptorstellen des Komplementfak-
tors C3 (aus dem Serum oder von Makropha-
gen [M@] sezermiert). Auf der Oberflache von
Promastigoten (PM) finden sich C3b- und
C3bi-Molekile, welche aus ersteren durch
proteolytische Spaltung entstehen; gp63
stellt dabei mdglicherweise selbst die aktive
Protease dar. Die Bindung an den M erfoigt
dann Uber Komplementrezeptoren vom Typ
1 (CR1) bzw. Typ 3 (CR3). Eine direkte Bin-
dung von gp63 an den Mannose-Fucose-Re-
zeptor (MFR) von M@ wird diskutiert.

(2) PM Kkonnen Uber gp63 aufgrund von Se-
quenzhomologien mit C3bi und Fibronectin
auch komplementunabhéngig an CR3 bzw.
den Fibronectinrezeptor (FnR) von M@ bin-
den.

(8) Lipophosphoglycan (LPG) bindet - je nach
Leishmanienspezies — C3b bzw. C3bi und
vermittelt dadurch méglicherweise die Wech-
selwirkung mit CR1 bzw. CR3 auf M@. Eine
direkte Interaktion mit dem MFR von M@ ist
noch nicht bewiesen.

{4) Auf PM abgelagertes Fibronectin (von M@
stammend?) ermdglicht die Bindung an den
MJ-FnR.

(5) Bei einer Reinfektion vermittein spezifische
Anti-Leishmanien-Antikérper (Ab) die Bin-
dung an den M@ (iber Fc-Rezeptoren (FcR).

und damit eine gezielte Evasion des
Parasiten aus dem schéadlichen Serum-
milieu in die Wirtszelle ermoglichen
{Abb. 2, Tab. I). Bei den Liganden fir
diese Rezeptoren handelt es sich um
Glykoproteine und/oder -lipide mit
Mannose-, Glucose-, Galaktose-, N-
Acetylglucosamin- oder Sialinsaurere-
sten (Ubersicht bei 1; 19, 92), deren
Expression mit der Parasitenvirulenz zu
korrelieren scheint (62, 63). In jingster
Zeit wurden die Struktur und die funk-
tionellen Eigenschaften von zwei dieser
glykosylierten Makromoleklle aufge-
klart:

Das Glykoprotein (gp63) (Tab. I) (Uber-
sicht bei 11) ist das Hauptmembran-
protein von Leishmanien (5x10° Mole-
kile auf der Oberflache eines PM).
Russell und Wright (123) konnten kiirz-
lich zeigen, daB es direkt mit dem
Komplementrezeptor Typ il (= C3bi-
Rezeptor, CR3) von MJ interagiert
{Abb. 2 und 3), welcher schon friher
als einer der MJ-Rezeptoren fur PM im
Maus- und Humansystem identifiziert
worden war (7, 90, 148). Der CR3 er-
kennt auf dem gp63-Molekil eine
Tripeptidsequenz (Arg-Gly-Asp = RGD)
(123). Die gleiche Sequenz findet sich
auch bei wirtseigenen Proteinen, wie
z.B. C3bi oder Fibronectin (107, 124,
152). Leishmanien ahmen somit auf
molekularer Ebene korpereigene, na-
turliche Liganden nach (»molekulares
Mimikri<), um sich an ihre Wirtszelle zu
binden.

Strittig ist bisher die Frage nach der Be-
teiligung von Komplementfaktoren bei
der Wechselwirkung zwischen gp63
auf PM und M@. Studien von Blackwell
et al. (7) und Mosser und Edelson (90)
unterstitzen die Vorstellung, daB an
die Parasitenoberflache gebundenes
C3 (welches aus dem Serum stammt
oder von M@ freigesetzt wird [149])
Uber den ACP zu C3b konvertiert und
dann in C3bi gespalten wird. Dieses
wiederum férdert die Bindung des Pa-
rasiten an MJ-CR3 und unterbricht zu-
dem die terminale Komplementkaska-
de. Bouvier et al. (12) spekulieren, dal
die Spaltung von C3b zu C3bi Uber die
proteolytische Aktivitdt von gp63 (33)
erfolgen kdnnte (Abb. 2). Andere Be-
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