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4. Diskussion

Die orale Infektion der C57BL/6-Maus mit dem Parasiten T. gondii ist ein Beispiel fur
eine Th1-Typ-Immunreaktion, die Uberschie3end ablauft und im lleum und, in milde-
rer Form, in der Leber der Tiere zur Ausbildung von Nekrosen flihrt. Aufgrund der
Immunpathologie versterben die Mause letztendlich 7-13 Tage nach der Infektion.
Die Pathologie ist v. a. durch CD4+-T-Zellen, IFN- y,TNF- o und NO als Effektormo-
lekule verursacht und nicht durch T. gondii selbst (12-14). Die Zytokine IL-12 und IL-
18 sind hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der Induktion einer Th1-Typ-Immunreaktion
(27, 29) und der Abwehr von Mikroorganismen in Mausmodellen gut untersucht (37,
49). Ihre Rolle in UberschieRenden Immunantworten, die zur Immunpathologie fiih-
ren, ist ebenfalls bekannt (44-47). Auch die orale Infektion der Maus mit T. gondii
fuhrt zu verstarkter Produktion von IL-18 und IL-12 (16).

Die Bedeutung von IL-18 in der Induktionsphase der Immunpathologie nach oraler
Infektion mit T. gondii sollte in der vorliegenden Arbeit naher analysiert werden. Zum
einen wurden dazu IL-18-KO-Mause mit Wildtypmausen und KO-Mausen fur ICSBP
bzw. den TNF- a-Rp55, welche somit ebenfalls Defekte in unterschiedlichen Moleku-
len der Th1-Typ-Immunreaktion haben, verglichen. Zum anderen wurde der Versuch
einer Behandlung mit einem monoklonalen Antikérper gegen IL-18 (48) untersucht.
Es sollte geklart werden, ob durch Neutralisation von IL-18 weniger Nekrosen im
Sinne einer reduzierten Immunpathologie auftreten und ob die Parasitenreplikation
beeinflusst wird. Das Infektionsmodell mit 7. gondii (15) hat dabei gegenluber ande-
ren Modellen der Darmentziindung (44-47) den Vorteil, dass neben dem Ausmal} der
Gewebeschadigung im Rahmen der Immunantwort auch gleichzeitig die Abwehr ei-

nes Parasiten untersucht werden kann.

Der Vergleich von infizierten IL-18-KO-Mausen, ICSBP-KO-Mausen und TNF- a-
Rp55-KO-Mausen mit dem Wildtyp (C57BL/6-Mause) zeigt, dass in den IL-18-KO-
Mausen in gleichem Ausmald lleumnekrosen entstehen wie im Wildtyp, d. h. dass

auch ohne IL-18 noch eine Immunpathologie im lleum stattfindet. ICSBP-KO-Mause,
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die kein IL-12p40 synthetisieren konnen, und TNF- a-Rp55-KO-Mause weisen signi-
fikant weniger lleumnekrosen als der Wildtyp auf, was darauf schlieRen lasst, dass
IL-12 und TNF- a eine wesentlichere Rolle als IL-18 in der Immunpathologie durch T.
gondii spielen. Die Nekrosenentstehung in der Leber der IL-18-KO-Mause nach der
Infektion entspricht der der Wildtypmause, wohingegen die ICSBP-KO-Mause in der
Leber vermehrt Nekrosen zeigen. Die ICSBP- und TNF- a-Rp55-KO-Mause zeigen
im lleum eine signifikant starkere Parasitenvermehrung als der Wildtyp. Far IL-18-
KO-Mause trifft dies nicht zu. Die ICSBP-KO-M&ause weisen zudem signifikant hohe-
re Parasitenzahlen als die IL-18-KO-Mause auf, was auf einen starkeren Defekt der
Parasitenabwehr in ICSBP-KO-Mausen hinweist und Ursache der Zellschadigung in
der Leber sein durfte.

Die Untersuchung der Letalitdt und Uberlebenszeit der IL-18-KO-M&use nach oraler
Infektion mit T. gondii fand ebenfalls im Vergleich mit den ICSBP-KO- und TNF- a-
Rp55-KO-Mausen statt. In der vorliegenden Arbeit konnte mit geringen Fallzahlen
keine verlangerte Uberlebenszeit der IL-18-KO-M&use im Vergleich mit den Wildtyp-
Mausen nach einer Infektion mit 100 Zysten nachgewiesen werden. In neueren Ar-
beiten (AG Liesenfeld) konnte anhand von gréReren Fallzahlen jedoch ein verlanger-
tes Uberleben der IL-18-KO-Mause nach der 100 Zysten-Infektion belegt werden. IL-
18-KO-Mause zeigen allerdings im Gegensatz zu den ICSBP-KO- und TNF- a-Rp55-
KO-Mausen eine verlangerte Uberlebenszeit nach einer oralen Niedrigdosisinfektion
mit 10 Zysten. Dabei Uberleben sowohl die IL-18-KO-Mause als auch die Wildtyp-
Tiere die Infektion um mehrere Wochen, wahrend ICSBP-KO- und TNF- a-Rp55-KO-
Mause innerhalb der ersten zwei Wochen versterben. Dies ist ein weiterer Hinweis
dafur, dass IL-12 und TNF- a eine bedeutendere Rolle in der Immunantwort auf T.
gondii spielen als IL-18 und eine defiziente Parasitenabwehr zumindest bei ICSBP-
KO-Mausen fur den Tod der Tiere mitverantwortlich ist. Ursache hierfur durften u. a.
die erniedrigten Zytokinkonzentrationen sein.

Infizierte IL-18-KO-Mause weisen ahnliche Konzentrationen der charakteristischen
Zytokine der Th-1-Reaktion auf wie infizierte Wildtyp-Mause. Dagegen haben infizier-
te ICSBP-KO-Mause an Tag 8 nach der Infektion signifikant weniger IFN- vy, 1L-12

und IL-18 im Serum als Kontrolltiere. Es scheint, dass die IL-18-KO-Maus aufgrund
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der Fahigkeit, IL-12 zu bilden, den IL-18-Mangel hinsichtlich Parasitenabwehr kom-
pensieren kann und zu ausreichender Synthese von IFN- y in der Lage ist. Die
ICSBP-KO-Maus, die neben dem Mangel an IL-12 auch eine niedrigere IL-18-
Produktion und eine wohl daraus resultierende fehlende IFN- y-Hochregulation zeigt,
ist starker in der Parasitenabwehr beeintrachtigt. Da IL-18-KO-Mause keine vermehr-
te Parasitenreplikation verglichen mit dem Wildtyp zeigen, scheint IL-18 fur die Para-
sitenabwehr von geringerer Bedeutung zu sein als IL-12. Diese Dominanz von IL-12
uber IL-18 findet sich auch in der Abwehr von Chlamydia trachomatis in Experimen-
ten mit IL-12-KO- und IL-18-KO-Mausen (50). Dort zeigen IL-12-KO-Mause eine ge-
ringere Fahigkeit Chlamydia trachomatis zu eliminieren als Mause, die kein IL-18 bil-
den. Dem gegenuber stehen die Ergebnisse von Experimenten mit Listeria monocy-
togenes in KO-Mausen flr IL-12 bzw. IL-18, denen nach IL-18-KO-Mause grolere
Defekte in der Abwehr der Listerien hatten und schneller verstarben als IL-12-KO-
Mause (37).

Die mit T. gondii infizierten TNF- a-Rp55-KO-Mause zeigen dagegen signifikant mehr
IFN- y in Serum und Zelliberstanden der MLN als die Kontrolltiere, was als Kompen-
sation des TNF- a-Rezeptormangels gedeutet werden kann. Da diese Tiere keine
lleumnekrosen aufweisen, scheinen hohe IFN- y-Spiegel alleine ohne den Effekt von
TNF- o keine lleumnekrosen zu verursachen. Das Ergebnis, dass eine anti-TNF- a-
Behandlung zu deutlich verminderten lleumnekrosen nach einer 100 Zysteninfektion
mit T. gondii fhrt, die IFN- y-mRNA-Konzentration in den mononuklearen Zellen der
Lamina propria allerdings gegenuber infizierten Kontrollmausen unverandert bleibt,

unterstutzt diese Vermutung (13).

Die Hemmung von IL-18 in Mausmodellen einer Darmentzindung wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen durchgefuhrt. Es handelte sich jedoch jeweils um eine iatro-
gen verursachte Kolitis, wohingegen die Infektion mit T. gondii v. a. eine lleitis aus-
|6st. Siegmund et. al behandelten eine DSS (Dextran sulfate sodium)- Kolitis erfolg-
reich mit einem anti-Maus-IL-18-Serum vom Kaninchen (44), Kanai et al. konnten mit
einem polyklonalen anti-IL-18-Antikdrper die Schwere einer TNBS-Kolitis der Maus

reduzieren (45). Die Verabreichung eines rekombinanten humanen IL-18-bindenden
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Proteins nach Induktion einer TNBS-Kaolitis durch Ten Hove et al. fihrte ebenfalls zu

einer signifikanten Verminderung der histologischen Zeichen der Inflammation (46).

Die Behandlung von C57BL/6-Wildtyp-Mausen mit einem monoklonalen Antikérper
gegen IL-18 in dieser Arbeit zeigte nur nach zweimaliger Injektion an Tag 2 und 5
nach der Infektion mit 100 Zysten T. gondii einen Erfolg. Diese Mause wiesen signifi-
kant weniger Nekrosen in lleum und Leber auf als kontrollbehandelte Tiere. Eine
einmalige Injektion reichte dazu nicht aus. Die zweimal behandelten Tiere litten trotz
der durch Neutralisation von IL-18 bedingten Immunmodulation nicht unter einer Zu-
nahme der Parasitenvermehrung im lleum. Eine Zunahme der Parasiten in der Leber
nach IL-18-Neutralisation wurde nur in einem Versuch festgestellt. Der genaue
Grund fir die erfolgreiche Blockade der Nekrosen nach zweimaliger IL-18-
Behandlung konnte in dieser Arbeit nicht ausreichend geklart werden. In zwei unab-
hangigen Versuchen mit zweimaliger Antikorper-Injektion traten in den anti-IL-18-
behandelten Tieren keine lleumnekrosen auf, der ursachlich vermutete resultierende
IFN- y-Abfall zeigte sich aber nur in einem der Versuche. Dies entspricht den Ergeb-
nissen von Mordue et al. (16), in denen der positive Effekt einer IL-18-Blockade mit
Antikorpern nach einer T. gondii-Infektion nicht auf eine Reduzierung der IFN- y-
Produktion zurtckzufihren war. Demzufolge 16st IL-18 nach der Infektion Effekte
aus, die nicht durch IFN- y vermittelt werden, z. B. eine direkte Makrophagen-
aktivierung. In der Arbeit von Ten Hove et al. I16st die Hemmung von IL-18 in der
TNBS-Kaolitis eine Reduktion der TNF- a-Konzentration in Kolon-Homogenisaten aus,

jedoch ebenfalls nicht eine Verminderung der IFN- y-Konzentration (46).

Die Wirksamkeit einer anti-IL-12-Behandlung nach der Infektion mit T. gondii war be-
kannt (14) und wurde in der vorliegenden Arbeit der anti-IL-18-Behandlung gegen-
ubergestellt. Nach der zweimaligen Injektion von anti-IL-12 zeigten die C57BL/6-
Mause auch in dieser Arbeit signifikant weniger lleumnekrosen als nach der Kontroll-
behandlung. Allerdings flhrte die anti-IL-12-Behandlung im Vergleich zu der mit Kon-
troll-Antikorper zu einem signifikanten Anstieg der Parasitenzahlen im lleum, was

nach der anti-IL-18-Behandlung nicht zu beobachten war. Diese gestorte Parasiten-
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abwehr kann dabei nicht Resultat eines IFN- y-Mangels sein, da die anti-IL-12-
behandelten Mause in gleichem Mal3 IFN- y im Serum enthalten wie die Kontrolltiere.
Die TNF- a-Konzentration im Serum ist allerdings signifikant niedriger, was wie bei
TNF- a-Rp55-KO-Mausen die Erklarung fur das Ausbleiben von lleumnekrosen in

Kombination mit verstarkter Parasitenreplikation sein kdnnte.

Genaue Aussagen uber die Zytokinprofile sowohl der infizierten KO-Mause als auch
der behandelten Mause sind in dieser Arbeit nur begrenzt moglich gewesen, da
meist nur die Zytokinkonzentrationen im Serum, d. h. der systemischen Produktion,
sichere Ergebnisse brachten. Die lokale Zytokinproduktion wurde in Zelliberstanden
der MLN und Milz gemessen, war aber oft, v.a. fur IL-18 und TNF- o nicht sicher oder
uberhaupt nicht zu bestimmen bzw. zeigte starke Unterschiede zwischen den Tieren
einzelner Gruppen. Messungen von Zytokinen in Zelliberstanden sind des Weiteren
auch durch die Parasitenlast im jeweiligen Organ beeinflusst. Aullerdem liegen in
dieser Arbeit nur Zytokinwerte im Serum von Tag 8 nach der Infektion vor, also kurz
bevor die Tiere gestorben waren. Mehrere Messungen Uber den gesamten Zeitraum
von der Infektion bis zum Tod der KO-Mause und der behandelten Tiere wirden ge-
nauere Aussagen uber die Produktion von IFN- y und TNF- a als Effektorzytokine in
diesem Modell erlauben.

Zur Untersuchung der Auswirkung einer ausschlieBlichen IL-12-Defizienz auf die
Immunpathologie und Parasitenabwehr sollten in weiterfuhrenden Versuchen IL-12-
KO-Mause verwendet werden, da ICSBP nicht nur ein Transkriptionsfaktor fur IL-
12p40 ist, sondern auch an der Regulation des IL-18-Gens beteiligt ist (25) und somit
nicht klar ist, inwieweit die geringe IL-18-Produktion der ICSBP-KO-Mause durch die
ICSBP-Defizienz verursacht ist.

In den Behandlungsversuchen wurde nur die Behandlung mit anti-IL-18 oder anti-IL-
12 untersucht. Eine gleichzeitige Hemmung von IL-18 und IL-12 durch Antikdrper
bzw. eine Titration der beiden Antikorper gegeneinander nach einer Infektion mit
T. gondii durfte die Effekte auf die Produktion von IFN- y und TNF- o genauer

beleuchten.
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Aulerdem bleibt offen, welche Zellen nach der beschriebenen Infektion mit 7. gondii
die wesentlichen Produzenten des IL-18 sind. Im Fall der DSS-Kolitis (44) und des
Modells der Transferkolitis (47) ist IL-18 im Wesentlichen im intestinalen Epithel
nachweisbar, dahingegen finden sich im Modell der TNBS-Kolitis Makrophagen als
Hauptquelle fir IL-18 (45).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass IL-18-KO-Mause nicht vor der Entstehung von
Nekrosen nach der Infektion mit 7. gondii geschutzt sind. Gleichzeitig wurde aber
belegt, dass infizierte C57BL/6-Wildtyp-Mause durch die Behandlung mit anti-IL-18
vor den im Rahmen der auftretenden Immunpathologie der Th1-Reaktion
entstehenden Nekrosen zu schuatzen sind und dabei keine gesteigerte
Parasitendissemination beobachtet wird. Ein Defekt im TNF- a-System wie bei TNF-
0-Rp55-KO-Mausen oder mit anti-TNF-a-Antikorper behandelten Mausen (12) fuhrt
dagegen zu geringen lleumnekrosen auf Kosten der Abwehr von T. gondii. Die TNF-
a-Rp55-KO-Mause sind in ihrer Abwehr so beeintrachtigt, dass sie auch nach einer
Infektion mit nur 10 Zysten versterben, die von IL-18-KO-Mausen uberlebt wird. Die
Ergebnisse, dass IL-18 geringere Bedeutung bei der Abwehr von einem Erreger, wie
in diesem Modell T. gondii, hat als TNF- o und eine Hemmung von IL-18
therapeutisch bei einer Uberstimulierten Th-1-Typ-Immunreaktion wirksam ist, lassen
sich moglicherweise auf die Situation beim M. Crohn Ubertragen. Dort liegt ebenfalls
eine uberschiellende Th1-Typ-Immunreaktion vor (2), die seit einigen Jahren in
schweren Fallen durch eine Blockade von TNF- o behandelt wird (4,5). Aufgrund des
erhohten Erkrankungsrisikos durch v. a. reaktivierte Infektionen mit Mycobacterium
tuberculosis kann diese Therapie gefahrlich werden (6). In Hinblick auf derartige
Nebenwirkungen konnte eine Hemmung von IL-18 in diesen Patienten risikoarmer
bezuglich des Auftretens opportunistischer Infektionen sein und dabei effektiv, die

Th1-Immunpathologie der Patienten in ausreichendem Mal} zu verringern.



