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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie von allergischen Erkrankungen, Erklirungsansiitze

Die Priavalenz von Erkrankungen des allergischen Formenkreises stieg innerhalb der letzten
Jahrzehnte in Industrienationen und Schwellenléindern stetig an™2.

Die Auswirkungen davon sind bedeutend: das allergische Asthma, die hiufigste atopische
Erkrankung, stellt in Industrieldndern mittlerweile auch die hiufigste Atemwegserkrankung in
der Gesamtbevolkerung® (Deutschland: 6-8%) sowie die hiufigste chronische Erkrankung im
Kindesalter* (Deutschland: 10%) dar. Dabei verursacht es jihrliche Kosten in Hohe von ca. 2,5
Milliarden Euro (Stand: 2005), also rund 1% der Gesamtgesundheitsausgabené.

Um die Griinde fiir die steigende Haufigkeit von allergischen Erkrankungen (und damit auch des
allergischen Asthmas) zu verstehen, wurden u.a. grof3 angelegte epidemiologische Studien
durchgefiihrt. Diese zeigen eine grofle Differenz von allergischen Erkrankungen im Vergleich
der Industrielinder zu Entwicklungsldndern auf, wobei in letzteren wesentlich niedrigere
Priivalenzraten auftreten?. Deutlich wird auch ein Gefille zwischen urbanen und lindlichen
Gegenden, sowohl innerhalb der Industrieldnder als auch der Entwicklungslﬁnder;ﬁ. Migranten,
die aus einem Gebiet mit niedrigen Atopieraten in Gegenden mit hohen Atopieraten tibersiedeln,
zeigen eine deutliche Tendenz zu dhnlich hohen Allergieprivalenzen.

Eine definitive Erkldarung dieser Beobachtungen konnte bisher noch nicht gefunden werden.

Fiir die Bereitschaft Allergien zu entwickeln besteht zwar eine genetische Dispositionz, diese
jedoch kann die rapiden regionalen Verdnderungen nicht erkliren.

Beziiglich dieser Unterschiede existieren im Wesentlichen zwei Erklarungsmodelle, die
,Umwelt-Hypothese* und die ,,Hygiene-Hypothese®, (s. Kap. 1.4).

Ausgehend von der ,Hygiene-Hypothese® werden in den letzten Jahrzehnten verstirkt die
einzelnen Faktoren untersucht - insbesondere die zelluliren Immunkomponenten, da sich die
Hinweise mehren, dass sie den Schliissel zum Verstidndnis der Allergien und des Immunsystems
bergen. Deren vollstindige Aufkldarung scheint aber aufgrund der Komplexitit des Geschehens
und der involvierten Faktoren noch weit entfernt.

Diese Arbeit beschiftigt sich daher mit den Auswirkungen parasitidrer Infektionen auf die
allergische Immunreaktion und das dafiir relevante Immungeschehen muriner Wirte — und

versucht, Zusammenhinge zu erkennen und zu erkléren.
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1.2 Immunologische Grundlagen

1.2.1 Definition von Allergien
1906 pragte Freiherr Clemens von Pirquet erstmals den Begriff der Allergie und definierte ihn

damals als ,,veridnderte Fahigkeit des Korpers, auf eine fremde Substanz zu reagieren“g.

Heute versteht man unter Allergien iiberschiefende Immunreaktionen gegen korperfremde
Antigene, die primir apathogen sind”.

Im Besonderen zédhlen dazu Umweltantigene, gegen die das Immunsystem nicht reagieren
»sollte”, da sie natiirlichen Ursprungs sind (Pflanzenpollen, Kot der Hausstaubmilbe,
Nahrungsmittel u.v.m.), teilweise ubiquidr vorkommen und damit kaum vermeidbar sind. Auch
ist ihre Allergenitit nicht durch menschliche Eingriffe (Prozessierung, artifizielle Herstellung)
erklarbar.

Insgesamt werden 4 Typen der allergischen Reaktionstypen'” unterschieden: Typ I
(Immunglobulin-E-[IgE] vermittelte Sofortreaktion), Typ 2 (Immunglobulin-G-[IgG] und
Immunglobulin-M-[IgM] vermittelte zytotoxische Reaktion), Typ 3 (IgG-Immunkomplex-
vermittelte Reaktion) und Typ 4 (zellvermittelte Spétreaktion). An der Entstehung und
Unterhaltung des allergischen Asthmas sind hauptsidchlich Typ 1 und Typ 4 beteiligt. Da die
Versuche dieses Experimentes hauptsédchlich auf die Untersuchung der Auswirkungen der Typ-

1-Reaktion ausgerichtet sind, soll im Folgenden nur auf jene weiter eingegangen werden.

1.2.1.1 Allergische Reaktion Typ 1 - Soforttyp
Als erster Schritt zur Entwicklung dieses Typs der allergischen Reaktion steht die

Sensibilisierung. Antigenpridsentierende Immunzellen (Makrophagen [MPs], Dendritenzellen
[DCs]) erkennen ein Antigen als korperfremd und présentieren es T-Helferzellen (Th) des Typs O
(Vorlduferzellen, ThO). Diese wiederum differenzieren sich unter Einfluss von Interleukin-4 (IL-
4) zu allergenspezifischen T-Helferzellen des Typs 2 (Th2), die darauthin IL-4, IL-5 und IL-13
produzieren. Die induziert die Produktion von allergenspezifischem IgE durch B-Zellen'!2. Das
IgE bindet an spezifische Rezeptoren der Mastzellen und basophilen Granulozyten (Basophilen).
Bei einem Folgekontakt mit dem Allergen binden die Allergene an das membranstindige IgE der
Mastzellen und Basophilen, die darauthin durch Degranulation ihre intrazelluldren Botenstoffe
wie Histamin, Serotonin, Leukotriene und Prostaglandine freisetzen.

Dies fiihrt innerhalb von Minuten zu einer allergischen Friihreaktion, die durch erhohte

GefiBBpermeabilitit, vermehrte Schleimproduktion, Konstriktion der glatten Muskulatur und

Chemotaxis von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet ist.
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Nach 3-8 Stunden schlief3t sich die allergische Spitphase an: Durch die Produktion von IL-4, 5,
10 und 13 durch die Th2-Zellen werden Eosinophile, Basophile, Alveolarmakrophagen und

weitere T-Lymphozyten aktiviert und stromen in die Kontaktregionen des Gewebes (z.B. das
13.14,15

Lungengewebe) ein . Dort fiihrt die Ausschiittung von Botenstoffen der basophilen und
eosinophilen Granulozyten zum Fortschreiten des Entziindungsgeschehens und damit direkt und

indirekt zu Gewebsschiden.

1.2.2 Asthma, allergisches Asthma bronchiale und asthmatischer Phiinotyp
Definiert wird Asthma als chronische Erkrankung der Atemwege, gekennzeichnet durch das

Auftreten der Trias von bronchialer Hyperreagibilitit sowie generalisierter und reversibler
bronchialer Atemwegsobstruktion auf dem Boden einer chronischen Atemwegsentziindung. Sind
diese Verdnderungen auf allergische Ursachen zuriickzufiihren, so spricht man vom allergischen

Asthma bronchiale. Im Kindesalter ist dies die hédufigste Form des Asthmas und wird
16,17.18.19

tiberwiegend IgE-vermittelt . Klinisch @uflert es sich durch intermittierende Atemnot,

Husten und auskultatorisches Giemen.

Beim allergischen Asthma bronchiale fiihrt die allergische Friihreaktion in der Lunge zum
Bronchialwandédem, Dyskrinie und Muskelkontraktion. Der Einstrom von Eosinophilen,
Basophilen, Alveolarmakrophagen und T-Lymphozyten und deren immunologische Aktivitét
fiihrt zur asthmatischen Spitreaktion, die zum Fortschreiten der durch die Friihreaktion
hervorgerufenen Veridnderungen mit zusétzlicher verstirkter Mukusproduktion fithrt. Im
Folgenden wird durch die immigrierten Entziindungszellen eine Vielzahl von Mediatoren
freigesetzt, welche die Entziindungsreaktion langfristig aufrechterhalten und so strukturelle
Veridnderungen der Atemwege wie Epithelschddigung, Zunahme der Bronchialmuskulatur und
Driisenhypertrophie bedingen. Die chronische Entziindung fiihrt im Weiteren zum Umbau der
Atemwege mit Bronchialwandverdickung (Atemwegs-Remodelling) und therapeutisch schwer

beeinflussbarer Atemwegsobstruktionm.

Unter dem Begriff des asthmatischen Phinotyps subsumiert man das gemeinsame Vorkommen
von Atemwegshyperreagibilitit, spezifischer IgE-Produktion, Inflammation der Atemwege mit
Eosinophilie und verstirkter Mukuszellaktivitit sowie das Vorkommen von Entziindungszellen

in der broncheo-alveolédren Lavage.
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1.2.3 T-Helferzellen in der allergischen Immunreaktion

1.2.3.1 T-Helferzellen
T-Helferzellen stammen von T-Vorlduferzellen ab (naive T-Helferzellen mit dem

Oberflichenmerkmal Cluster of Differenciation 4, kurz CD4"). Alle Subpopulationen (unterteilt
in Thl, Th2 und regulatorische T-Zellen, kurz Tregs) erkennen Antigene, die ihnen von den
antigenpriasentierenden Zellen auf Major Histocompabitility Complex-II-Molekiilen (MHCII)
dargeboten werden.

Die Zellpopulationen Th1l und Th2 hemmen sich gegenseitig (Thl wird durch das Th2-Zytokin
IL-4, Th2 durch das Th1-Zytokin Interferon-y [INF- y] gehemmt)*.

Die Rolle der Tregs geriet in den letzten Jahren immer stérker in den wissenschaftlichen Fokus.
Ihnen kommt nach heutigen Erkenntnissen die Rolle der peripheren Regulatoren zu, z.B. die

Hemmung antigen-spezifischer T-Lymphozyten (s. Kap. 1.2.3.4.1).

1.2.3.2 Th1-Zellen
Nach Kontakt mit aktivierten antigenprédsentierenden Zellen differenzieren sich Th1-Zellen unter

dem Einfluss von IL-12 aus ihren Vorlduferzellen. Antigene konnen dabei bakterieller oder
viraler Genese sein. Die Th1-Zytokine IFN-y und IL-12 aktivieren wiederum Makrophagen und

regen zytotoxische T-Zellen zur Proliferation an. AufBlerdem regen sie B-Zellen zum
232425

Klassenwechsel der produzierten Antikorper zugunsten von v.a. IgG2a an

1.2.3.3 Th2-Zellen
Die Differenzierung von Vorlduferzellen zu Th2-Zellen erfolgt unter dem Einfluss von IL-4 nach

Kontakt mit aktivierten antigenprisentierenden Zellen. Antigene konnen hierbei Allergene oder
Helminthen sein. Aktivierte Th2-Lymphozyten produzieren IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 und
Tumornekrosefaktor Beta (TFN-). Vor allem IL-4, aber auch IL-5 und IL-13 regen B-Zellen zur
Produktion von IgE, IgG1, IgA und IgM an?>2423,

1.2.3.4 Regulatorische T-Helferzellen (Tregs)

Intensiv beforscht wird im Moment die Rolle der Tregs. Thnen konnte eine suppressorische
Wirkung auf Immungeschehen nachgewiesen werden”®?, in Mausmodellen zum Beispiel
beziiglich chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (Inflammatory Bowels Disease)?,

2073 . . . . 31
230 oder Leishmania major Infektionen®™.

Transplantat-AbstoSungen
Zwei Hauptpopulationen wurden bisher identifiziert: natiirliche und adaptive (,,induced*) Tregs.
Natiirliche Tregs entstehen im Thymus und sind das ganze Leben in beinahe konstanten Mengen

vorhanden®®. Adaptive Tregs entwickeln sich erst unter bestimmten Vorraussetzungen (z.B.
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Antigenkontakt) aus CD4"-Zellen. Noch ist unklar, ob beide Populationen iiberhaupt groBe
funktionelle Unterschiede aufweisen, oder ob lediglich ihre Genese unterschiedliche Wege

aufweist.

1.2.3.4.1 Natiirliche Tregs: CD4"-CD25"-Zellen
Identifiziert werden natiirliche Tregs iiber ihre Oberflichenmerkmale CD4"/CD25" sowie

weitere Marker wie z.B. CD45RB“. Weiter differenziert werden sie durch ihre
Zytokinproduktion von IL-10 bzw. (teilweise membrangebundenem) transformierendem
Wachstumsfaktor Beta (TGF-8). Der momentan signifikanteste und sensibelste Nachweis wird
allerdings durch den Nachweis des Expressionsfaktors Forkhead Box P3 (Foxp3) gestellt>.
Natiirliche Tregs supprimieren konventionelle CD25"-Zellen nach Aktivierung ihres T-Zell-
Rezeptors durch Hemmung der IL-2 Produktion®®>, Thre supprimierenden Fahigkeiten
gegeniiber T-Zellen werden bei Zell-Zell-Kontakt entfaltet® und sind antigen—unspezifischﬂ.‘
Obwohl die genauen Zusammenhinge der supprimierenden Abldufe noch nicht genau bekannt

sind, resultiert ihre Supprimation letztendlich in der Hemmung der IL-2 Produktion in den

Zielzellen®>.

1.2.3.4.2 Adaptive (induzierte) Tgr1-Zellen und Ty3-Lymphozyten

Adaptive (induzierte) Tregs werden manchmal auch sekundire Supressorzellen genannt, da sie

sich aus konventionellen CD4-CD25%-Zellen differenzieren:.

Tgr1-Zellen sezernieren hauptsichlich IL-10, daneben auch TGF-f, IFN-y, und IL-15, nicht aber
11-2 oder IL-4*. Tg1-Zellen konnen durch die Sekretion von TGF-B und/oder IL-10 sowohl eine
Typl- als auch eine Typ2-gerichtete Immunantwort unabhéngig von einem direkten Zell-Zell-

Kontakt unterdriicken®®

. Ferner hemmen Tr1-Zellen die Antikorperproduktion durch B-Zellen
und die Féhigkeit zur effizienten Antigenprisentation durch Monozyten und dendritische

Zellen*®42,

Tr3-Zellen werden durch oral aufgenommene Antigene induziert, produzieren mehr TGF- als

Il—lOﬁ, unterstiitzen die IgA-Produktion und hemmen sowohl eine Thl- als auch eine Th2-

4344 45 4
Immunantwort 346

1.2.3.5 Mechanismen der Immunsuppression durch Tregs
Mehrere Wirkungsmechanismen der Immunsuppression durch Tregs konnten bisher

nachgewiesen werden. Zum einen konnen Tregs durch direkten Zell-Zell-Kontakt andere T-
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Helferzellen supprimieren*’. Zum anderen erreichen sie dies durch die Sekretion

supprimierender Zytokine, allen voran IL-10 und TGF-8.

1.2.3.5.1 IL-10
IL-10 erreicht seinen immunsupprimierenden Effekt durch Wirkung auf beinahe alle

Entziindungszellen, und kann dadurch die Produktion fast aller proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine unterdriicken™.

Zusitzlich kann IL-10 die Expression einiger kostimulierender Oberfldchenmolekiile reduzieren,
darunter CD80, CD86, und sogar MHCII. Dies wiederum hemmt wirkungsvoll die Fahigkeit von

antigenprisentierenden Zellen zur T-Zell-Aktivierung™.

1.2.3.5.2 TGF-8
Durch seine Eigenschaft, die Produktion von IL-2 hemmen und Zellzyklus-Inhibitoren

heraufregulieren zu konnen, hemmt TGF-B wirkungsvoll die Proliferation von CD4*-Zellen*.
AuBerdem blockiert TGF-B die Differenzierung von Th1- und Th2-Zellen durch Inhibierung der
Transkriptionsfaktoren fiir die IFN-y-Expression (T—bet)ﬂ und IL-4 (GATA—S)S*I.

Auch kann es die Aktivierung von Makrophagen, deren Produktion proinflammatorischer
Zytokine und die Reifung von dendritischen Zellen hemmen. Genau wie IL-10 besitzt es dazu
noch die Fihigkeit, eine MHCII-Aufregulierung zu unterbinden™’.

TGF-B ist auBerdem ein entscheidender Faktor bei der Aktivierung von Tregs (Induktion des
Transkriptionsfaktors Foxp3)*? und fiir die Transformation von CD25*-T-Helferzellen in Tregs
mit  supprimierenden  Fdhigkeiten  (gekennzeichnet durch die Oberflaichenmarker

CD47/CD25%/CD45RBY/TGF-B""1°) verantwortlich ist>>.

1.2.3.6 Tregs in der allergischen Immunreaktion
Die Rolle der Tregs in Bezug auf Allergien ist bisher nicht ausreichend geklirt. Noch treten zu

viele Diskrepanzen in verschiedenen Studien auf, um eine abschlieBende Einordnung der Tregs
vorzunehmen. Unbestritten jedoch ist, dass den Tregs, wie bereits in Kap. 1.2.3.4 besprochen,
eine Schliisselposition in der Entstehung und dem Verlauf der Allergien zukommt. So besitzen
zum Beispiel gesunde Nicht-Allergiker im Gegensatz zu Allergikern grofere allergenspezifische
Treg-Populationen, die ihre Funktion via IL-10 und/oder TGF-p Produktion ausiiben>*.

Von Atopikern isolierte Tregs mit den Markern CD4"/CD25" zeigten in anderen in vitro Studien
ein Unvermoégen, korpereigene allergen-stimulierte CD4'-T-Helferzellen zu supprimieren,
insbesondere wihrend symptomatischer Perioden, d.h. bei Pollenallergikern in der

Pollensaison®. Am Beispiel des pédiatrischen Asthmas konnte gezeigt werden, dass die Menge
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an Tregs in Blut und broncheo-alveolidrer Lavage (BAL) bei asthmatischen Kindern erniedrigt
ist. In gleichem Versuch konnten isolierte Tregs der Nicht-Asthmatiker die Proliferation und
Zytokinproduktion autologer Responder-T-Zellen unterdriicken — im Gegensatz zu den Tregs der
Asthmatiker®®. Zu gleichen Ergebnissen kam ein Versuch, bei dem Tregs von Nicht-Allergikern
die allergenspezifische Proliferation von Effektorzellen von Birkenpollen-Allergikern
reduzierten®’. Auch Hyposensibilisierungsstudien belegen diese Befunde, so konnten nach
2jahriger Hyposensibilisierungstherapie auf Pollen signifikant erhohte Mengen von
CD4%/CD25"-Zellen in der Nasenmukosa der behandelten Patienten gefunden werden, die mit
einer klinisch verminderten klinischen Symptomatik einhergingenﬁ.

Zusammengefasst legen inzwischen verschiedene Studien klare Verdnderungen der Treg-
Populationen in Bezug auf Allergien nahe. Tregs stellen daher interessante Kandidatenzellen fiir
einen Einsatz in der Immuntherapie dar. Wie bereits in Studien gezeigt wurde, konnte die
Induktion von allergenspezifischen Tregs durch spezifische Peptide zu einer Hemmung der Th2-
gesteuerten Entziindungsprozesse und einer damit verbundenen Atemwegshyperreaktivitit

.. 5
fiihren®>.

1.3 Parasitire Infektion mit Filarien

1.3.1 Uberblick iiber bisherige Erkenntnisse
Eine der fehlenden Infektionsquellen in entwickelten Lidndern stellen, im Sinne der

Hygienehypothese, die Helminthen dar®. Dafiir, dass Helminthen-Infektionen die Entstehung
von Allergien und Asthma beeinflussen konnen, ergaben sich in epidemiologischen Studien
schon mehrfach deutliche Hinweise. So weisen zum Beispiel Patienten, die in endemischen
Gegenden fiir Ascaris lumbricoides leben, eine erniedrigte Reaktionsrate in Prick-Tests sowie
eine verringerte aero-allergen-spezifische IgE-Produktion auf. Anti-helminthische Behandlung
hob diesen Effekt auf®®% In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die humane
Infektion mit Hakenwiirmern (Necator americanus) oder Schistosomen (Schistosoma
haematobium) zu geringeren Reaktionen auf Milbenallergene fiihrten®%*.

Die suppressive Auswirkung von Helminthen-Infektionen auf allergische Erkrankungen konnte
mittlerweile ebenfalls schon mehrfach im Mausmodell demonstriert werden®. In diesen
Arbeiten  konnte  gezeigt werden, dass durch die Helminthen-Infektion die
Atemwegshyperreagibilitdt und -inflammation gemindert wird. Verwendet wurden Parasiten wie
Angiostrongylus costaricensis oder Ascaris suum, die in BALB/c, B10.A oder C57Bl/6 Miuse

implantiert wurden. Bei beiden Modellen wurden die Miduse dann auf ein Modellallergen
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sensibilisiert. Nach der Sensibilisierung wurde das Modellallergen in die oberen Atemwege
appliziert, um eine allergische Reaktion in der Lunge zu provozieren. Diese Untersuchungen
zeigten, dass die Infektion mit den jeweiligen Parasiten die Zellzahl in der broncheo-alveoldren
Lavage sowie Zytokine wie IL-1-8, IL-4 oder IL-5 zu reduzieren vermag.

Verschiedene weitere Versuche weisen darauf hin, dass die durch die Filarieninfektion
hervorgerufene Reduktion des allergischen Phénotyps durch unterschiedliche Mechanismen
erklirt werden kann, wie z.B. durch die Induzierung von Tregs®’ oder B-Zellen®.

Die zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch bisher nur teilweise untersucht. Aufgrund der
epidemiologischen Daten und der Daten aus Mausmodellen beziiglich allergischer Erkrankungen
stellen parasitire Infektionen z.Zt. einen der Hauptkandidaten dar, der der erweiterten
Hygienehypothese zugrunde liegen konnte: reduzierte Infektionen mit Parasiten fithren demnach
zu einer verringerten Entwicklung der regulatorischen Elemente des Immunsystems, wodurch
sowohl Thl- wie auch Th2-polarisierte Erkrankungen, die gegen korpereigene oder primér
apathogene Umweltantigene gerichtet sind und welche normalerweise durch regulatorische

Elemente des Immunsystems supprimiert werden, stark zunehmen.

1.3.2 Die verwendeten Filarien - Litomosoides sigmodontis

Die im Experiment verwendeten Filarien der Gattung Litomosoides sigmodontis (Lsigmo) sind
eng verwandt mit den humanpathogenen Filarien®. Gleichzeitig sind sie die einzigen Filarien
threr Gattung, die in Mausmodellen ihren vollstindigen Reifezyklus durchlaufen und daher
besonders zum vollstindigen Studium ihrer immunologischen Auswirkungen geeignet sind. Der
natiirliche Zyklus stellt sich wie folgt da: Die Larven (Mikrofilarien) der Parasiten befinden sich
in der Blutbahn ihres natiirlichen Wirtes, der Baumwollratte Sigmodon hispidus (Stadium L1).
Durch eine Blutmahlzeit werden sie durch ihren Vektor, die tropische Rattenmilbe
Ornithonyssus bacoti, aufgenommen und gelangen dort innerhalb von 10 Tagen in die
Speicheldriisen der Milben (Stadium L3). Bei einem erneuten Biss der Milbe werden sie auf den
neuen Wirt iibertragen. AnschlieBend gelangen sie mit Hilfe des Blutkreislaufes in die Lunge des
Wirtes, um von dort aus aktiv in die Pleurahohle einzudringen. Dort reifen sie innerhalb von 4

Wochen zu adulten Wiirmern heran, die nach 3 Wochen Mikrofilarien produzieren.

1.3.3 Murine Zytokinmuster bei Infektion mit Lsigmo

In verschiedenen Studien wurde das Zytokinmuster, das durch die Infektion mit Lsigmo in
mononukledren Milzzellen von Labormiusen induziert wird, bestimmt.

Kontakt mit den Filarien-Antigenen fiihrte zu einem Anstieg aller Zytokinlevel in der frithen
Infektionsphase, in der mittleren Infektionsphase aber zu einer fast kompletten Reduktion aller

Zytokine. Ausgenommen hiervon ist einzig IL-10. In der spiten Infektionsphase werden
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schlieBlich noch IFN-y und IL-13 aufreguliert. Die Rolle von TGF- wurde in diesen Arbeiten

- 70.71
nicht untersucht——.

1.4 Erklirungsmodelle

Wie bereits in Kapitel 1.1 ausgefiihrt wurde, hat die Privalenz von Allergien und Asthma in den
letzten Jahren dramatisch zugenommen. Uber die zugrunde liegenden Mechanismen existieren

drei Haupthypothesen, die die Verdnderungen erklédren sollen.

1.4.1 Umwelthypothese
Neu hinzugekommene Faktoren wie verdnderte Erndhrungsgewohnheiten oder Umweltreize

konnten die Ursache fiir ein erhohtes Auftreten von Allergien darstellen (,,Umwelt-

13,7475

“Y2. Fiir die Umwelthypothese liegen teilweise sehr kontroverse Studien vor>%,

Hypothese
zusammengefasst konnte bisher noch kein grundlegender Einflussfaktor gefunden werden’®. Die
Suche danach gestaltet sich aufgrund der groBen strukturellen und wirkungsspezifischen
Unterschiede der bekannten Faktoren sowie der stark ausgeprigten individuellen
Reaktionsvarianz der Patienten auf identische Ausloser schwierig. Auch ist ein kausaler
Zusammenhang zwischen einem einzelnen Umweltfaktor und der Entstehung von allergischer

Sensibilisierung oder Erkrankung nur sehr schwer durch epidemiologische Studien darstellbar.

1.4.2 Die Hygienehypothese
Basierend auf epidemiologischen Studien ist die grundlegende Uberlegung dieser Hypothese,

dass fehlende Infektionen im frithen Kindesalter zu einer Fehlregulierung im Immunsystem
fithren konnten (,,HygienehypotheSe“)ELg'

Initial wurde als pathophysiologische Grundlage fiir diese Hypothese ein Ungleichgewicht

79.80.81.82
. Als

zwischen Thl- und Th2-Immunantwort diskutiert Ursache dafir wurde ein

mangelhafter Th2/Th1-Shift bei atopischen Patienten angenommen. Niedrigere Infektionsraten
mit bakteriellen und viralen Antigenen fithren somit zu einer erniedrigten Th1-Polarisierung und
einem relativen Uberwiegen der Th2—P01arisierungM. Die dadurch stirker Th2-polarisierte
Immunreaktion soll zu einem verstirkten Auftreten von Th2-Erkrankungen wie der Atopie

und/oder dem allergischen Asthma fiihren®>£°,

1.4.3 Erweiterte Hygienehypothese

Diese Sichtweise der ,,Th1/Th2 Imbalance* in ihrer bisherigen Struktur ist durch jiingere Studien

jedoch vermehrt angezweifelt worden. Zum einen konnten positive Assoziationen zwischen dem
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Auftreten von Thl-polarisierten Krankheiten wie Diabetes Typ 1, Morbus Crohn oder Colitis
ulcerosa und Asthma gezeigt werden®*®, Dies widerspricht der obigen Uberlegung.

Zum anderen wurde eindeutig nachgewiesen, dass in Regionen mit hoher Helminthen-
Durchseuchung Allergien sehr selten sind®%. Da die gegen Helminthen-Infektionen gerichtete
Immunreaktion aber Th2 polarisiert ist, kann die alleinige Th2-Dominanz Allergien nicht
erkldren.

In den letzten Jahren wurde die Hygienehypothese daher durch die Theorie erweitert, dass die
kontinuierliche Stimulation des Immunsystems gleichzeitig wichtig fiir dessen Auto-Regulation
sein konnte’. Jede Immunreaktion hat danach eine (zeitlich versetzte) Aktivierung der
suppressorischen Elemente zu Folge, wie zum Beispiel der Tregs. Wird daher bei steigender
Hygiene die Stimulationsrate des Immunsystems gesenkt, wird gleichzeitig auch die Auspriagung
der Suppressionsmechanismen reduziert. Die genauen immunologischen Mechanismen, die

durch diese Infektionen induziert werden, sind allerdings noch wenig geklirt und daher

Gegenstand zahlreicher aktueller Untersuchungen — wie auch dieser Studie.

1.5 Der Versuch — Uberlegungen und Fragestellungen

Ziel der vorliegenden Studie war es in einem ,,proof-of-principle’ Versuch den kausalen
Zusammenhang zwischen einer parasitiren Infektion und der Beeinflussung der
immunologischen Reaktion auf Allergene zu untersuchen. Dabei standen in diesem Versuch
folgende grundsitzliche Fragestellungen im Vordergrund:

=  Welchen Einfluss hat die Infektion mit Lsigmo auf den asthmatischen Phénotyp?

= Welche Hinweise ergeben sich auf den Mechanismus der parasitir induzierten

Suppression der allergischen Immunreaktionen?

Im Einzelnen wurden diese beiden Fragen durch folgende Detailfragen verfolgt:
»  War die Infektion mit Lsigmo erfolgreich (messbare Immunreaktion auf Filarien)?
»= Welche Unterschiede im Immunglobulinprofil (Serum) ergeben sich durch die Infektion
mit Lsigmo?
=  Welche histologischen Verianderungen ergeben sich durch die Infektion mit Lsigmo in
der Lunge?
= Welche Auswirkungen auf die Atemwegsreagibilitit hat die Infektion mit Lsigmo in

vivo?
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= Welche Unterschiede im Zytokinprofil der Versuchstiere ergeben sich durch Infektion
mit Lsigmo?

=  Welche Unterschiede im Zellprofil (Zellquantitit/-subtypen, Aktivierungsprofil) ergeben
sich am Ort der Infektion (Peritoneum), am Ort der allergischen Reaktion (Lunge) und

am Ort der Zelldifferenzierung (Milz) durch Infektion mit Lsigmo?

Um diesen Fragen am besten Rechnung tragen zu konnen, ergab sich folgender Versuchsaufbau:
BALB/c-Miusen wurden Filarien der Gattung Lsigmo gemil3 Vorarbeiten der kooperierenden
Arbeitsgruppe  implantiert”?, und diese einem etablierten  Sensibilisierungs- und
Expositionsmodell mit dem Allergen Ovalbumin (OVA) unterzogen. OVA stellt ein
Modellallergen dar, das seit Jahren fiir immunologische und allergologische Fragestellungen
verwandt wird”. Untersucht wurden der klinische Parameter Atemwegshyperreagibilitiit,
histologische Befunde in der Lunge und immunologische Parameter wie Immunglobulinprofile

im Serum, Zellpopulationen der BAL und PL sowie Zytokinprofile der Milzzellen.



Material und Methoden 17

2 Material und Methoden

Genaue Materialangaben am Ende diese Kapitels (Kap. 2.15).

2.1 Tiere, Haltung und Tierversuchsbewilligung

Verwendet wurden BALB/c Miuse im Alter zwischen 6 und 8 Wochen. Sie wurden in
pathogenfreien Bedingungen in individuell beliifteten, mit Luftfiltern versehenen Uberdruck-
Kifigen gehalten. Versorgt wurden sie mit OVA-freiem Futter und Wasser ad libitum,
entsprechend den Richtlinien des Landesamtes fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin (LAGetSi).

Der Tierversuchsantrag mit dem Aktenkennzeichen G0247/03 vom 27.02.04 wurde bewilligt.

2.2 Behandlungsprotokoll

Tag 0 Tag 11 Tag 26 Tag 40 Tag4l Tagd42 Tag43

| ] ] ] ] ] |
-
| | | | | | |

Implantation Sensibilisierung Sensibilisierung Provokation AHR  Analyse

Abb.1 Behandlungsprotokoll. Nach der Implantation/Sham-Operation der Tiere wurden den Tieren an Tag 11 und
26 entweder PBS oder OVA in den Bauchraum gespritzt (Sensibilisierung), am Tag 40 und 41 die Lungen der Tiere
unter Narkose mit jeweils PBS oder OVA provoziert, am Tag 42 die Messung der Atemwegshyperreagibilitit
(AHR) durchgefiihrt, die Tiere an Tag 43 getotet und anschlieBend die Versuchsanalysen durchgefiihrt.

2.3 Implantation der Filarien

Pramature weibliche Wiirmer der Gattung Lsigmo wurden aus der Pleurahdhle und dem
Peritonealraum infizierter Baumwollratten (Sigmodon hispidus) unter sterilen Bedingungen
isoliert. Die BALB/c-Empfiangermiduse wurden fiir die Implantation mittels eine 1:1 Mischung
aus Xylasin (15mg/kgKG) und Ketamin (100mg/kgKG) narkotisiert.

Das Bauchfell wurde rasiert, die Haut mit Hilfe von 80%igem Ethanol desinfiziert und je sechs
Filarien in den Peritonealraum der Empfingerméuse transferiert.

Die Kontrollgruppen unterliefen gleicher Prozedur, mit Ausnahme der Filarienimplantation
(Sham-Operation). AnschlieBend wurde die Inzision vernaht*2.

Die Arbeiten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Hoffmann des Tropeninstituts

Tiibingen durchgefiihrt.



Material und Methoden 18

2.4 Kontrolle der Infektion

Mature Filarien vermehren sich via Absetzung von Mikrofilarien in das Gefdllsystem des
Endwirts. Periphere Mikrofilarien wurden daher zur Uberpriifung der Infektion im Blut der
Empfingertiere mikroskopisch nachgewiesen. Dazu wurden am Tag 38 30ul Blut aus einer
lateralen Schwanzvene gewonnen und mit 1ml 10%ige FACS-Lyse-Losung gemischt. Nach
Sminiitiger Inkubation wurde es zentrifugiert (400g, 10 min). Der Uberstand wurde bis auf 10ul
abgesaugt, der Rest resuspendiert, auf einen Objekttriger gegeben und die enthaltenen
Mikrofilarien unter einem Mikroskop unter verblindeten Bedingungen ausgezihlt.

Die Arbeiten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Hoffmann des Tropeninstituts

Tiibingen durchgefiihrt.

2.5 Sensibilisierung und Provokation

Die Sensibilisierung der Tiere erfolgte per intraperitonealer (i.p.) Injektion von 20 pg OVA, das
vorher an 2 mg Aluminiumoxid (Al—[OH]S) adsorbiert und in 100ul PBS gelost wurde. Die
Negativkontrollgruppen wurden mit der gleichen Menge PBS und AI(OH)’ ebenfalls i.p.
behandelt. Diese systemische Behandlung fand an den Tagen 11 und 26 nach der
Filarientransplantation statt.

Alle Gruppen wurden am Tag 40 und 41 einer intranasalen (i.n.) Provokation unterzogen um
eine Entziindung der Atemwege auszulosen. Dafiir wurde ihnen unter Narkose (0.18 mg Rompun
und 2,6 mg Ketanest in 200ul sterilem 0,9% NaCl i.p.) insgesamt 100 ug OVA in 100ul PBS
(Testtiere und Positivkontrollen) bzw. 200ul PBS (Negativkontrollen) in die Atemwege injiziert.
Die Atemwegshyperreagibilitit aller Tiere wurde 24 Stunden nach der letzten Provokation

gemessen (AHR, Tag 42). Am Tag 43 erfolgte die Totung der Tiere sowie die weitere Analyse.

Gruppe Sensibilisierung | Provokation | Filarieninfektion | Bezeichnung
Negativkontrollgruppe - - - F-/PBS
Kontrolle Filarieninfektion - - + F+/PBS
Positivkontrolle + + - F-/OVA
Versuchsgruppe + + + F+/OVA

Abb.2: Zusammenfassende Darstellung aller Versuchsgruppen.
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2.6 Peritoneallavage mit Zytozentrifugation

Nach Beendigung des Behandlungsprotokolls erfolgte die Totung der Versuchstiere durch
zervikale Dislokation. Mithilfe einer Kaniile wurden zweimalig jeweils 1 ml steriles PBS (4°C)
unter Sichtkontrolle in den Peritonealraum injiziert, der Bauchraum gespiilt, das PBS wieder
aspiriert und anschlieend beide Lavageportionen in getrennten Eppendorf-Gefillen auf Eis
gelagert.

Die Fliissigkeiten der ersten Waschungen wurden zentrifugiert (1200g, 10 min, 4°C), und der
Uberstand fiir die Zytokinbestimmung mittels ELISA bei -20°C eingefroren.

Die Zellen der ersten und zweiten Waschungen wurden zusammengefiihrt, erneut zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen in einheitlichen Mengen von 1ml PBS resuspendiert.
Aus dieser Zellsuspension erfolgte die Zellzihlung und —differenzierung. Dafiir wurden je Tier
100ul BAL-Fliissigkeit auf einen Objekttrager (OT) zentrifugiert (100g, 5 min.), und diese
mittels Diff-Quick Schnellfirbung (= modifizierte Hamatoxylin-Eosin-Firbung) gefirbt. Die
Differenzierung der Zellen erfolgte bei 250facher Vergroflerung nach morphologischen Kriterien

und unter verblindeten Bedingungen.

2.7 Proliferationsmessung mittels L.Lymphozytentransformationstest

2.7.1 Aufbereitung der Milzzellen
Die Milzen der Versuchstiere wurden nach Entnahme aus dem Korper in Kulturmedium gelagert

und direkt nach Beendigung der Gruppenentnahme verarbeitet. Hierbei wurden sie unter sterilen
Bedingungen mit Hilfe der stumpfen Seite des Stopfens einer 1ml-Spritze durch ein Metallnetz
(Maschenweite 250um) gepresst und mit RPMI (4°C) gespiilt, um die Zellen aus dem Gewebe
zu losen. Das gewonnene Material wurde anschlieBend zweimal durch Nylonsiebe
(Maschenweite 100 pm) gepresst und mit RPMI gespiilt. Aus der Zellsuspension wurden die
Lymphozyten unter Verwendung von 3 ml Lympholyte (Raumtemperatur) in 15 ml Falcons
durch Zentrifugation (1300g, 20 min ohne Bremse, RT) entsprechend ihres Dichtegradienten
konzentriert. Die lymphozytenreiche Schicht wurde abgetragen und durch dreimaliges Waschen
(mit RPMI und 1000g beim ersten bzw. 800g bei zweitem und dritten Durchgang, jeweils 10 min
mit Bremse, RT) aufgereinigt. AnschlieBend wurden die Zellen in 1ml Kulturmedium

resuspendiert und mittels Coulter Counter gezihlt.
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2.7.2 Stimulation der Milzzellen
Fiir die Proliferationsmessung wurden 100ul der Milzzellsuspensionen nach Zellzdhlung mit

einer Konzentration von 2,5x105/ml in 96-well-Proliferationsplatten iibertragen.

Je 2 der Proliferationsplatten wurden 100ul Concanavalin A (ConA; 2.5 pug/mL), OVA (50
pg/mL) oder Lsigmo-Antigen94 (LsAg; 20 mg/ml, hergestellt von der Arbeitsgruppe Prof.
Hoffmann) zugesetzt und die Suspensionen fiir 72h bei 37°C inkubiert.

2.7.3 Proliferationsmessung
Anschlieend wurden 25ul (methyl-3H)-Thymidin (entspricht 0,5uCi) hinzupipettiert und die

Suspensionen fiir weitere 24h bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben mittels
TOMTEK-Harvester auf Filterpapier {iiberfithrt, getrocknet und in Szintillationsgel
eingeschweit. Die Messung der Radioaktivitit erfolgte im B-Counter, die Angaben in cpm.
Darstellung der Messwerte als Stimulationsindex (= cpm der Probe / cpm Nullwert

[Kulturmedium]).

2.8 Broncheo-alveolire L.avage mit Zytozentrifugation

Lunge und Trachea der Tiere wurden nach Totung freipripariert. Mithilfe einer in die Trachea
eingefiihrten Brauniile wurden zweimalig 800ul steriles PBS plus Proteaseinhibitor (4°C) unter
Sichtkontrolle in die nach oben abgebundene Trachea injiziert, wieder aspiriert und anschliefend
in Eppendorf-Gefilen auf Eis aufbewahrt. Zytozentrifugation wie in Kap. 3.6 bereits

beschrieben.

2.9 Histologische Untersuchungen

2.9.1 Priparation der Lungen

Zuerst wurden die LungengefiBle gespiilt, indem durch den rechten Vorhof 10 ml PBS (4°C)
injiziert wurde, das durch die durchtrennte Vena cava abflieBen konnte. Dies wurde wiederholt,
bis die Lungen optisch weil} erschienen. Der rechte Bronchus der Versuchstiere wurde daraufhin
mit einem Faden abgebunden, und iiber den Verweilkatheter 1 ml 10%ige Tissue-Tek® Losung
(fir Kryokonservierung der Schnitte) bzw. 1 ml 4%ige Paraformaldehydlosung (fiir

Paraffinschnitte) in die linke Lunge infundiert. Die so behandelte Lunge wurde entfernt, mit
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Tissue-Tek® eingebettet und in fliissigem Stickstoff gefroren und anschlieBend bis zur weiteren
Analyse bei -80°C gelagert.

Anschlieend wurde die rechte Lunge entfernt, in Kryorohrchen {iiberfithrt und ebenfalls in
fliissigem Stickstoff gelagert, wobei dieser Lungenteil fiir die vorliegende Arbeit nicht weiter

analysiert wurde.

2.9.2 Eosinophilen-Major-Basic-Protein (MBP)-Immunofluoreszenzfirbung

Von den mit Tissue-Tek® perfundierten, gefrorenen Lungen wurden mit einem Cryo-Schnitt-
Gerit 8um dicke Schnitte angefertigt und 60 min bei 30°C getrocknet. Danach wurden sie mit
Aceton fixiert und mit einer 10%igen FKS-Losung (Fetales Kilber Serum [FKS] in PBS, kiinftig
als FKS-PBS bezeichnet) in einer feuchten Kammer geblockt. Danach wurde der Primir-
AntikOrper (rat-anti-mouse MEAR/mMBP-1%, lpug/ml FKS-PBS) aufgetragen und die Préparate
iiber Nacht inkubiert (feuchte Kammer, 4°C). Nach dreimaliger Waschung mit FKS-PBS (10
min auf Schiittler) wurde eine halbstiindige Firbung mit 1%igem Chromotrope (Chromotrope
2R, verdiinnt in PBS) durchgefiihrt (feuchte Kammer, Lichtabschluss), der wiederum eine
dreimalige Waschung folgte. Sodann wurde die Inkubation (1h, feuchte Kammer,
Lichtabschluss, 4°C) mit dem Sekundir-Antikérper (Cy3 donkey-anti-rat, 1:400 verdiinnt in
FKS-PBS) vorgenommen. Wiederum wurden die Pridparate dreimal gewaschen (je 10 min,
Schiittler), dann mit Citifluor eingedeckelt und bei -20°C gelagert.

Die quantitative Auswertung erfolgte mittels 15 bis 20 reprisentativer Fotos pro Préparat, die
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop hergestellt wurden und anschlieBend mit einem PC-

gesteuerten Auszdhlungsprogramm ausgezihlt wurden.

2.9.3 Periodsiure-Leukofuchsin-Fiarbung (PAS-Firbung)
Die mit Paraformaldehyd perfundierten Lungen wurden in Paraffin eingebettet und auf -20°C

gekiihlt. AnschlieBend wurden Sum dicke Schnitte der Prédparate angefertigt und auf
Objekttriager iiberfiihrt. Die Schnitte wurden iiber Nacht getrocknet, in Xylol deparaffinisiert (5
min) und anschlieBend mit absteigenden Ethanolkonzentrationen (100%/96%/80%/70%) und
Aqua dest. rehydriert (je 5 min). Danach wurden sie mit 3%iger Essigsdure (2 min) behandelt,
mit zuvor gefiltertem Alzianblau gefarbt (20 min), kurz unter Leitungswasser entfirbt und kurz
in Aqua dest. ruhen gelassen (1 min). Nach einem Bad in Periodsdure (5 min) und einer kurzen
Ruhepause in Aqua dest. (1 min) wurden sie 5 min lang mit Schiff’schen Reagenz behandelt.
Anschlieend wurden sie 5 min in Leitungswasser entfiarbt, 30 sek lang in Meyers Hamalaun
getaucht und wiederum 5 min in Leitungswasser entfirbt. Dann wurden sie mit Hilfe
aufsteigender Alkoholreihen (70%/80/96%/100%) und Xylol entwissert (je 5 min), kurz

getrocknet (3 min) und eingedeckelt.
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2.10 Lungenfunktionsmessung (Atemwegshyperreaktivitit, AHR)

Die Lungenfunktion der Méduse wurde mittels Ganzkorper-Plethysmografie untersucht. Die Tiere
wurden dazu einzeln in den Plethysmografen gesetzt. Nach Bestimmung der Nullwerte (Messung
der Atemfunktion ohne vorherige Stimulation) wurden die Tiere zuerst mit PBS und
anschliefend mit aufsteigenden Konzentrationen (6,25mg/ml, 12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml)
eines unspezifischen Bronchokonstriktors (Methylcholin, MCH) vernebelt. Nach jeder
Vernebelung werden die Lungenfunktionen drei Minuten lang gemessen.

Als Referenzwert fiir die Atemwegswiderstdnde wurde der sog. Penh (Pause enhanced) ermittelt.
Dieser wird aus Anderungen des positiven Inspirationsdruckes (PIP), des positiven
Exspirationsdruckes (PEP) und des Zeitverhiltnises zwischen frither und spiter Exspiration
ermittelt. Er zeigt somit die Unterschiede in den Druckverhiltnissen bei der Ein- und Ausatmung
auf”, und korreliert eng mit invasiven AR—Messungengl.

Zur Auswertung wurden die Methacholin-Penh-Werte als Vielfaches der entsprechenden PBS-

Penh-Werte dargestellt (,Fold increase’, FI).

2.11 Immunglobulinbestimmung

2.11.1 Serumgewinnung zur Bestimmung der Immunglobuline

Den Tieren wurde vendses Blut aus der lateralen Schwanzvene entnommen und dieses zur
Gerinnung 30 min bei Raumtemperatur (RT) aufbewahrt. Nach Zentrifugation (1200 xg, 10 min,

RT) wurde das gewonnene Serum zur weiteren Analyse bei —20°C gelagert.

2.11.2 Immunglobulinbestimmung mittels Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay

Fir genaue Angaben der Probenverdiinnungen, verwendeten Antikdrper und Standards
(Detektionslimits) sieche zugehorige Materialtabelle (Kap. 2.15.10). Bestimmt wurden das
Gesamt-IgE und allergen-spezifische IgE-, IgG1- und IgG2a-Antikorper.

Fiir die Messung wurden ein laboreigener ELISA verwendet. 96-well Rundbodenplatten wurden
mit dem priméren Antikorper beschichtet (gelost in Carbonatpuffer, SOul/well, 4°C, {iber Nacht).
Nach Blockierung von unspezifischen Bindungen durch den Blockpuffer (150ul/well, 60 min,
RT, Schiittler) und zweimaligem Waschen (je 1 min) mit Waschpuffer wurden die Proben und
die Standardreihen (50ul/well) auf die Platten aufgetragen. Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C
wurde nicht gebundenes Protein durch viermaliges Waschen (je 1 min) von der Platte entfernt.

Anschlieend wurden die Platten mit dem biotinylierten sekundiren Antikorper (50ul/well, 60
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min, RT, Schiittler) inkubiert. Nach viermaligem Waschen (je 1 min) wurde der Enzymkomplex
Streptavidin-Peroxidase fiir eine Stunde in einer Verdiinnung von 1:10000 auf die Platte
aufgebracht (50ul/well). Nach achtmaligem Waschen (je 1 min) wurde das Substrat 3,3°,5,5’-
Tetramethylbenzidin, TMB (150ul/well, 1:100 in Gallati-Puffer verdiinnt) zugegeben. Die
Farbreaktion wurde nach 5 — 15 min, je nach Geschwindigkeit der Farbentwicklung, mit 2M
Schwefelsdure (50ul/well) gestoppt, und die Platten photometrisch gemessenen (Testfilter: 460

nm, Referenzfilter: 570 nm).

2.12 Zytokinbestimmung

2.12.1 Aufbereitung der Milzzellen und Stimulation

Durchfiihrung wie bei Aufbereitung zur Proliferationsmessung, s. Kapitel 2.7.1

2.12.2 Stimulation der Milzzellen
Nach Zellzihlung wurden 100ul der Zellsuspensionen mit einer Konzentration von 1x106/ml in

jeweils 6 Zellkulturplatten pro Probe iibertragen.

Je 2 der Petrischalen wurden 100ul ConA (2.5 pug/mL), OVA (50 pg/mL) oder Lsigmo Antigen
(LsAg; 20 mg/ml) zugesetzt™.

Die Uberstinde der Zellkulturen wurden nach 48 und 72 Stunden abgenommen, bei -80°C

eingefroren und die Zytokinkonzentrationen spéter mittels ELISA (s. 2.12.3) bestimmit.

2.12.3 Zytokinbestimmung

2.12.3.1 IFN-y, IL-10
Fiir die Messung wurden BD OptEIATM—Sets der Firma BD Pharmingen verwandt, und es wurde

strikt nach Angaben des Herstellers verfahren. 96-well Rundbodenplatten wurden mit dem
primidren Antikorper beschichtet (gelost in Carbonatpuffer, 50ul/well, 4°C, iiber Nacht). Nach
Blockierung von unspezifischen Bindungen durch den Blockpuffer (150ul/well, 60 min, RT,
Schiittler) und zweimaligem Waschen (je 1 min) mit Waschpuffer wurden die Proben
(50ul/well) und die Standardreihen (50ul/well, Konzentrationsranges 1000 — 3,9 pg/ml) auf die
Platten aufgetragen. Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C wurde nicht gebundenes Protein durch
viermaliges Waschen (je 1 min) von der Platte entfernt. AnschlieBend wurden die Platten mit
dem biotinylierten sekundédren Antikorper (50ul/well, 60 min, RT, Schiittler) inkubiert. Nach
viermaligem Waschen (je 1 min) wurde der Enzymkomplex Streptavidin-Peroxidase fiir eine

Stunde in einer Verdiinnung von 1:10000 auf die Platte aufgebracht (50ul/well). Nach
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achtmaligem Waschen (je 1 min) wurde das Substrat 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin, TMB
(150ul/well, 1:100 in Gallati-Puffer verdiinnt) zugegeben. Die Farbreaktion wurde nach 5 — 15
min, je nach Geschwindigkeit der Farbentwicklung, mit 2M Schwefelsdure (50ul/well) gestoppt,

und die Platten photometrisch gemessenen (Testfilter: 450 nm, Referenzfilter: 490 nm).

2.12.3.2 IL-4 und IL-5
Hierbei wurde ein leicht modifiziertes Hersteller-Protokoll verwendet. 96-Well-

Rundbodenplatten wurden mit dem Erstantikorpers (Verdiinnung 1:250,50ul/Well ) bei 4°C iiber
Nacht inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit Waschpuffer wurde 150ul Blockierungspuffer
in die Wells zugegeben, es folgte eine zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler. Nach dreimaliger Waschung, wurden je 50ul der Proben bzw. eine Verdiinnungsreihe
des Standards in die Wells pipettiert (Maximal-Konzentration des Standards 1L-4: 2 ng/ml; IL-5:
4 ng/ml, beide Standards wurden in 1:2 Verdiinnungsschritten auf 7,8 pg/ml herunter verdiinnt).
Als Leerwert diente der Verdiinnungspuffer, die Ansdtze wurden als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt.

Die Platten wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert, fiinfmalig gewaschen, und 50ul des
Zweitantikorpers (I1-4: 0,25 pg/ml; IL-5: 1 pg/ml) in die Wells pipettiert. Der Zweitantikorper
wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert, die Platten anschlie3end
fiinfmal gewaschen. Nach Zugabe von 50ul Streptavidin-Peroxidase (1:10000 mit Waschpuffer),
folgte eine Inkubation fiir 30 bis 45 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach achtmaligem
Waschen (je 1 min) wurde das Substrat 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin, TMB (150ul/well, 1:100
in Gallati-Puffer verdiinnt) zugegeben. Die Farbreaktion wurde nach 5 — 15 min, je nach
Geschwindigkeit der Farbentwicklung, mit 2M Schwefelsdaure (50ul/well) gestoppt, und die

Platten photometrisch gemessenen (Testfilter: 460 nm, Referenzfilter: 570 nm).

2.13 Durchflusszytometrie (FACS)

2.13.1 Messung der Oberflichenmarker

Zur weiteren Charakterisierung der Milz- und PL-Zellen wurden diese mit folgenden
Antikorpern angefirbt: CD3, CD4, ICOS. MHCII, CD11¢, CD80, CD86, CD45RB, CD25, TGF-
B. Alle Antikorper waren direkt mit den Fluorochromen Phycoerythrin (PE),
Fluoreszeinisothocyanat (FITC) oder Cyanin (Cy5) markiert und von BD Pharmingen bezogen,

abgesehen vom Antikorper gegen murines TGF-8, der von 1Q-Products bezogen wurde.
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Je 2 x 10° Zellen (Zellen aus Milz oder PL) wurden in 100ul FACS Flow™ in 96-Well-Platten
iiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation (550g, 4°C, 5 min mit Bremse). Der Uberstand wurde
verworfen, in 50ul der Blockierlésung (Anti-FcR-Ak und Ratten-Immunglobulin) resuspendiert
und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (s.0.) wurden die
Zellen erneut in 50u1 FACS Flow aufgenommen.

Alle nun folgenden Schritte wurden im Dunklen durchgefiihrt. Je 4ul der jeweiligen
Antikorpermischung (Konzentration vorher austitriert) wurde den Zellen beigefiigt und die
Mischung fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden weitere 150ul FACS Flow
hinzugegeben und die Suspension wie oben zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen nochmals in 200ul FACS Flow resuspendiert und gewaschen. Die Zellen wurden dann
in 150ul FACS Flow aufgenommen und bis zur Messung auf Eis gelagert. Erst kurz vor der
Analyse wurden die Zellen mit 150ul einer 1pug/ml Propidiumiodidlosung gemischt.

Die markierten Zellen wurden dann mit Hilfe eines FACS-Messgerites und der CellQuest®
Software quantitativ ausgewertet. Bei der Messung wurden pro Probe mindestens 100.000
lebende Zellen ausgezihlt. Abgestorbene Zellen wurden durch die vorangegangene Markierung
mit Propidiumiodid von der Ziahlung ausgeschlossen.

Als Referenzen dienten entsprechende Isotyp-Kontrollen der Antikorper.

2.13.2 Messung der intrazelluléiiren Marker (,.Intracellular staining*¢)

Fiir die intrazelluldre Zytokinbestimmung wurden Milzzellen in einer Konzentration von 1x10°
Zellen/ml in jeweils 1ml RPMI/10% FKS aufgenommen und in 6-well-Flachbodenplatten einer
5-stiindigen Kurzzeitstimulation mit 1ug/ml Ionomycin und 20ng/ml PMA unterzogen. Hierbei
wird 2 Stunden nach Beginn der Inkubationszeit 1ul Golgi—StopTM pro 1 ml Zellsuspension
hinzugefiigt. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellsuspensionen lichtgeschiitzt in
FACS-Rohrchen iiberfiihrt und einer 2-maligen Waschung (550g, 4°C, 5 min mit Bremse) mit je
Iml FACS-PBS unterzogen. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in Fc-Block
(1:10 in FACS-PBS verdiinnt, 50ul/Rohrchen) aufgenommen und fiir 20 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Suspensionen 20 min lang bei 4°C lichtgeschiitzt inkubiert. Nach der
Inkubation 2-maliges Waschen mit je 1 ml FACS-PBS und Aufnahme in 1 ml FACS-PBS. Die
Zugabe von 4ul der Oberfldchenantikdrper CD3, CD4 und CD8 und Inkubation fiir 20 min bei
4°C erfolgten, wie alle folgenden Arbeitsschritte, lichtgeschiitzt. Die Suspensionen wurden im
nichsten Arbeitsschritt einer 2-maligen Waschung mit je Iml FACS-PBS (550g, 4°C, 5 min mit
Bremse) unterzogen, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 100ul FACS-PBS
aufgenommen. Zugabe von 250ul Cytofix/Cytoperm pro Rohrchen und Resuspendierung.

Inkubation fiir 20 min bei 4°C, lichtgeschiitzt. Anschlieend 2-malige Waschung (550g, 4°C, 5
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min mit Bremse) mit je 1ml Perm/Wash-Losung. Nach Absaugen der Uberstinde
Resuspendierung mit 50ul Perm/Wash-Losung und 4ul der Interleukin-Antikorper anti-1L-4,
anti-IL-10, anti-TGF-B und anti-IFN-y. Inkubation fiir 20 min bei 4°C, lichtgeschiitzt.
Anschlieend 2-malige Waschung (550g, 4°C, 5 min mit Bremse) mit je Iml Perm/Wash-
Losung. Danach Aufnahme der Zellen in 100ul FACS-PBS und Lagerung auf Eis bis zur
moglichst sofortigen Messung im FACS-Messgerit. Bei der Messung wurden pro Probe
mindestens 100.000 Zellen ausgezihlt. Als Referenzen dienten entsprechende Isotyp-Kontrollen

der Antikorper.

2.14 Statistische Analyse

Die Resultate reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (MW + SD). Die Signifikanz
wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student-t-Tests, EXCEL, Vers. 2002 (Microsoft Corp.)
ermittelt. p-Werte < 0,05 wurden als signifikante Unterschiede, p-Werte < 0,005 als
hochsignifikant betrachtet.
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2.15 Materialien

2.15.1 Tiere und Haltung (zu Kap 2.1)

BALB/c Miuse Winckelmann, Borchen, BRD
ﬁberdruck-Kﬁfigen Techniplast, Northants, U.K.

2.15.2 Implantation der Filarien (zu Kap. 2.3)

Xylasin Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD
Ketamin Ketanest®, Parke-Davis, Berlin, BRD

2.15.3 Kontrolle der Infektion (zu Kap. 2.4)

\ FACS-Lyse-Losung \ BD Biosciences, San Diego, USA
2.15.4 Sensibilisierung und Provokation (zu Kap. 2.5)
Ovalbumin, OVA Grad VI Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Aluminiumhydroxid (Inject Alum) Pierce, Rockford, Illinois, USA
PBS-Dulbecco (steril) PAA Lab. GmbH, Linz, AUT
Kaniilen Terumo, Leuven, BEL
1 ml Spritzen B Braun, Melsungen, BRD
Xylasin Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD
Ketamin Ketanest®, Parke-Davis, Berlin, BRD

2.15.5 Peritoneallavage mit Zytozentrifugation (zu Kap. 2.6)

Kaniilen 0,55 x 25 mm Terumo, Leuven, BEL

Venenverweilkaniile 24 G BD Biosciences, San Diego, USA

Proteaseinhibitor Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche Diagnostics GmbH, Basel, CH

PBS-Dulbecco (steril) PAA Lab. GmbH, Linz, AUT

Zentrifugen Rohrchen Eppendorf, BRD

Zellzihlgeriit Cell-Dyn Abbott, Wiesbaden, BRD

Diff-Quick Dade Behring AG, Diidingen, CH

Mikroskop Axioplan, Zeiss, Oberkochen, BRD

Zentrifuge Shandon Cytospin® Cytocentrifuge 4, Thermo

Electon GmbH, Karlsruhe, BRD
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2.15.6 Proliferation (zu Kap. 2.7)

Kulturmedium

RPMI 1640

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

10ml/1 Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin, BRD

Sml/l Fungizone

Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, BRD

10ml/1 Glutamin

PAA Lab. GmbH, Linz, AUT

Nylonsiebe

BD Falcon Cellstrainer 100 pm, Becton
Dickinson. Heidelberg, BRD

Lympholyte

Lympholyte®-M, Cedarlane Laboratories,

Hornby, CAN

96-Well-Rundbodenplatten

BD Falcon™, Becton Dickinson, Heidelberg,
BRD

Ovalbumin, OVA Grad VI

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Concanavalin A

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Filarien-Antigen

AG Hoffmann, Tropeninstitut Erlangen, BRD

Zellziahler Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
(methyl-3H)-Thymidin-Priparation
400ul  (methyl-3H)-Thymidin | TRK 120, Amersham-Buchler, Braunschweig,
Stocklosung BRD
19,6 ml PBS PAA Lab. GmbH, Linz, AUT

2.15.7 Broncheo-alveolire Lavage und Zytozentrifugation (zu Kap. 2.8)

Material wie in Kapitel 2.15.5 bereits beschrieben

2.15.8 Histologie (zu Kap. 2.9)

2.15.8.1 Priaparation der Lungen (zu Kap. 2.9.1)

Tissue Tek® O.C.T. Compound, Sakura Finetek, Tokyo, JPN

Kryorohrchen Nunc GmbH, Wiesbaden, BRD

2.15.8.2 MBP-Firbung (zu Kap. 2.9.2)

Kryostat Leica Microsystems AG, Wetzlar, BRD

Objekttriger SuperFrost® Plus, Langenbrinck, Emmendingen,
BRD

Erstantikorper a-mMBP-1, zur Verfiigung gestellt von J. Lee,
Mayo Clinic, Scottsdale, AZ, USA

Chromotrope 2R Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Zweitantikorper FITC-markiert, Cappel Research Reagents, ICN
Biomedicals Inc., Irvine, CA, USA

UTHSCSA Image Tool 3.0 The University of Texas Health Sciences Center at
San Antonio, USA

Blockierlosung

0,885 g NaCl + 100ul Fisc

100 ml H2Odest + 0,272 ¢ KH2PO4 + 2,841 g Na2HPO4 x 12 H20 + 5 g BSA +

h-Gelatine. 45%ige Losung zu 2 ml Loésung 100ul

5%iges Normal-Ziegen-Serum unmittelbar vor Gebrauch zugeben

Chromotrope 2R 1%ige Losung in
PBS

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Waschpuffer
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5 1 H2Odest + 28.75 ml Puffer A (27,6 g NaH2PO4 in 1 1 H2Odest, Lagerung bei
4°C) + 96,2 ml Puffer B (35,6 g Na2HPO4 x 2 H20 in 1 1 H20Odest, Lagerung bei
Raumtemperatur) + 22,4 g NaCl

Citifucor

\ Citifluor Ltd., London, UK

2.15.8.3 PAS-Firbung (zu Kap. 2.9.3)

1x Pipetten Greiner, Niirtingen BRD
Objekttriger Langebrinck, Teningen, BRD
Deckglischen Menzel-Glaser, Braunschweig, BRD
Alzianblau 843 Chroma-Gesellschaft, Schmi + Co, BRD
Schiff’sches Reagens Merck, Darmstadt, BRD
Periodsaure Merck, Darmstadt, BRD
Héamatoxilin-Monohydrat Merck, Darmstadt, BRD
Natriumiodat (NalO3) Merck, Darmstadt, BRD
Aluminium-Kalium-Sulfat- Merck, Darmstadt, BRD
Dodecahydrat

Chloralhydrat Merck, Darmstadt, BRD
Zitronensiure-Monohydrat Merck, Darmstadt, BRD

Xylol Merck, Darmstadt, BRD

Vitro Clud Langenbrinck, Emmendingen, BRD

Losung Alzianblau

| 1% in 3% Essigsiure 16sen, pH auf 2,5 mit Eisessig titrieren, filtrieren.

Losung Mayers Himalaun

1 g Himatoxilin-Monohydrat + 0,2 g NalO3 + 50 g Kali-Alaun (Aluminium-
Kalium-Sulfat-Dodecahydrat) ad 1 1 Aqua dest. Uber Nacht bei RT riihren. Dann +
50 g Chloralhydrat + 1g Zitronensdure-Monohydrat iiber Nacht bei RT riihren.
Lichtgeschiitzt bei RT aufbewahren

2.15.9 Messung der Atemwegshyperreagibilitit (zu Kap. 2.10)

Bodyplethysmograph (zur Atemwegsmessung | EMKA Technologies, FRA

kleiner Nagetiere)

Aerosolgenerator

Pari-Werke, Starnberg, BRD

Acrylkammer (20 x 20 x 15cm)

Eigenanfertigung der AG Hamelmann, Berlin

Methacholinchlorid MCH

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

PBS-Dulbecco (steril)

PAA Lab. GmbH, Linz, AUT

2.15.10 Immunglobulinbestimmung (zu Kap. 2.11)
Gesamt-IgE 1:100
Serenverdiinnung OVA- OVA-spezifisches IgE 1:100
behandelter Tiere OVA-spezifisches IgG1 1:100000
OVA-spezifisches IgG2a 1:100
Gesamt-IgE 1:10
Serenverdiinnung PBS- OVA-spezifisches IgE 1:2
behandelter Tiere OVA-spezifisches IgG1 1:5
OVA-spezifisches IgG2a 1:5

Prim. Gesamt-IgE-Aks

Anti-IgE 1:1500, Binding Site, Brimingham, UK

Prim. OVA-spez.-IgE- Aks

Anti-IgE 4ug/ml, BD Pharmingen, San Diego, USA

Prim. OVA-spez. IgG1- Aks

OVA VI 10ug/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Prim. OVA-spez. IgGa-

OVA VI 10ug/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
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AKks

Sek. Gesamt-IgE-Aks

Anti-IgE-Biotin 2,5ug/ml, Pharmingen, San Diego, USA

Sek. OVA-spez. IgE-Aks

Biotiniertes OVA 6ug/ml | OVA VI Sigma-Aldrich,

Steinheim, BRD

Biotin Pierce, Rockford, USA

Sek. OVA-spez. IgG1-Aks

USA

Anti-IgG1-Biotin 0,5ug/ml, BD Pharmingen, San Diego,

Sek. OVA-spez. IgG2a-Aks

USA

Anti-IgG2a-Biotin 2,5ug/ml, BD Pharmingen, San Diego,

Standard Gesamt-IgE

250 ng/ml, BD Pharmingen, San Diego, USA

Standard OVA-spez. IgE

OVA-Mausserum* 6ug/ml

Standard OVA-spez. IgG1

BRD

OVA-spez. IgGl 340ug/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim,

Standard OVA-spez. IgG2a

OVA-Mausserum* 6ug/ml

* Laborinternes Standardserum fiir die Bestimmung allergenspezifischer Immunglobuline
(Pool von Seren Ovalbumin sensibilisierter BALB/c Méuse)

2.15.11 Zytokinbestimmungen (zu Kap. 2.12)

2.15.11.1 Aufbereitung der Milzzellen (zu Kap.2.12.1)
Material wie in Kapitel 2.15.6 bereits beschrieben

2.15.11.2 Stimulation der Milzzellen (zu Kap. 2.12.2)
Material wie in Kapitel 2.15.6 bereits beschrieben

2.15.11.3 Zytokinbestimmung mittels ELISA (zu Kap. 2.12.2)

BD OptEIA™ Sets

BD Pharmingen, San Diego, USA

IL-4-Erstantikorper

Ratten-mono-klonaler Antikérper IgG1 Klon
11B11; BD Pharmingen, San Diego, USA

IL-5-Erstantikorper

Ratten-monoklonaler Antikorper IgGl Klon
TRFKS; BD Pharmingen, San Diego, USA

Standards IL-4

rekombinant hergestelltes IL-4; R&D Systems
Inc., Minneapolis, USA

Standards IL-5

rekombinant hergestelltes IL-5, BD
Pharmingen, San Diego, USA

IL-4-Zweitantikorper

Ratten IgGl, Klon BVD6-24G2; BD
Pharmingen, San Diego, USA

IL-5-Zweitantikorper

Ratten IgG2a, Klon TRFK4; BD Pharmingen,
San Diego, USA

96 well Rundbodenplatten

Greiner, Niirtingen, BRD;
NUNC, Roskilde, DK

Natriumhydrogencarbonat
8,2)

(100mM, pH

Serva, Heidelberg, BRD

PBS (pH 7,0, 20fach)
80g NaCl Merck, Darmstadt, BRD
32g Na2HPO4 Merck, Darmstadt, BRD
2g KCI Merck, Darmstadt, BRD
2g K2HPO4 Merck, Darmstadt, BRD
auf 11 aqua dest Merck, Darmstadt, BRD
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Blockpuffer (pH 7,0)
Bovines Serumalbumin BSA, 3 % Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
PBS S.0.
Waschpuffer

Tween 20, 0,1 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

PBS

S.0.

Streptavidin-Peroxidase

Streptavidin-Peroxidase

KPL, Maryland, USA

3,3’,5,5°Tetramethylbenzidin
100mM)

(TMB, | Fluka, Neu-Ulm, BRD

50 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva, Heidelberg, BRD

50 % Ethanol

Merck, Darmstadt, BRD

Gallatipuffer

200mM Zitronensidure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, BRD

4M Kaliumhydroxidlosung

0,01 % Wasserstoffperoxid

2M Schwefelsidure

Merck, Darmstadt, BRD

Dynatech MR 7000-Photometer

Dynatech, Denkdorf, BRD

2.15.12 FACS-Analyse (zu Kap. 2.13)

2.15.12.1

Messung der Oberflichenmarker (zu Kap. 2.13.1)

Propidium-lodid

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Antikorper TGF-p, CD3, CD4, CD69,
ICOS, IgDh, CD19, CD80, CD138, MHCII,
CD11b, CDl1lc, CD86, CD45RB, CD25,
TGF-p

R. A. Kroczek, RKI, Berlin, BRD

FACS Flow™

BD Biosciences, San Jose, USA

Blockierlosung

Rat IgG

Nordic, Tilbury, NL

a-CD32-IgG2 1 mg/ml

R. A. Kroczek, RKI, Berlin, BRD

BD FACSalibur® Messgeriit

BD Biosciences, San Jose, USA

CellQuest®
2.15.12.2 Messung des ,,Intracellular stainings‘ (zu Kap. 2.13.2)
RPMI Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
PMA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Ionomycin Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Golgi-StopTM BD Biosciences, San Jose, USA
FACS-PBS
PBS S.0.
2,5% Fetales Kiilber-Serum Biochrom KG, Berlin, BRD
0,1% NaN3 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Blockierlosung
Rat IgG Nordic, Tilbury, NL
a-CD32-IgG2 1 mg/ml R. A. Kroczek, RKI, Berlin, BRD

Anti-1L-4, anti-IL-10, anti-IFN-y, anti-TGF-
B

R. A. Kroczek, RKI, Berlin, BRD

BD Cytofix/Cytoperm

BD Biosciences, San Jose, USA
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BD Perm/Wash

BD Biosciences, San Jose, USA

BD FACSalibur® Messgerit

BD Biosciences, San Jose, USA

CellQuest®

BD Biosciences, San Jose, USA
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3 Ergebnisse

Sofern nicht anders angegeben wurden fiir alle dargestellten Ergebnisse drei voneinander
unabhingige Versuche mit jeweils 5-6 Tieren/Versuchsgruppe durchgefiihrt. Die
Ergebnisdarstellung wird entweder als Zusammenfassung aller Versuche oder anhand

reprisentativer Versuche realisiert (s. Grafiklegenden).

3.1 Immunologische Reaktion auf die Filarieninfektion

Den gesamten Untersuchungen liegen die erfolgreiche Infektion der Organismen durch das
Uberleben und die Entwicklung der implantierten Filarien sowie eine immunologische Reaktion
des Organismus auf die Infektion zugrunde. Um beides zu iiberpriifen wurde sowohl am
Implantationsort, der Peritonealhohle, eine Zellbestimmung durchgefiihrt (Peritoneallavage, PL),
die Mikrofilaridamie (Daten nicht dargestellt) und filarienspezifischen Immunglobuline im
peripheren Blut bestimmt und die Entwicklung eines filarienspezifischen immunologischen
Gedichtnis durch Analyse der Milzzellen-Proliferation auf Filarien-Antigen anhand des
Lymphozytentransformationstests iiberpriift. Die Ergebnisse bewiesen die erfolgreiche
Implantation bzw. Immunreaktion. Des Weiteren wurden bei der Autopsie der Versuchstiere
lebende Filarien in den Peritonealhohlen gefunden (Daten nicht ausgewertet), deren Existenz die
erfolgreiche Infektion untermauern.

Material der PL wurde auch einer FACS-Analyse unterzogen, die Ergebnisse hierzu dienten
allerdings nicht der Implantationskontrolle, sondern der weitergehenden immunologischen

Untersuchung und werden in Kapitel 3.8 behandelt.

3.1.1 Zellbestimmung in der Peritoneallavage

Eine PL wurde durchgefiihrt und die Zelldifferenzierungen der Gruppen mit erfolgter
Filarienimplantation mit den Gruppen der Scheinimplantation verglichen. Ein Ausbleiben von
Unterschieden ldsst auf eine ausgebliebene zellulire Reaktion und damit auf eine nicht
erfolgreiche Implantation, z.B. durch ein vorzeitiges Absterben der Filarien, schlieen.

Die Implantationsvorgénge zeigten sich als erfolgreich: Festzustellen war ein hochsignifikanter
Einstrom von Entziindungszellen in den Peritonealraum durch die Filarieninfektion. Die
Gesamtzellzahl stieg auf die 17fache Menge (F-/PBS: 140; F+/PBS: 2456 Zellen/Tier) an,
dariiber hinaus war bei den infizierten Tieren die Menge an Lymphozyten 3fach (F-/PBS: 137,
F+/PBS: 421 Zellen), an neutrophilen Granulozyten 86fach (F-/PBS: 12; F+/PBS: 1040 Zellen),
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an eosinophilen Granulozyten 44fach (F-/PBS: 8; F+/PBS: 355 Zellen) sowie an
Makrophagen/DCs 27fach (F-/PBS: 8; F+/PBS: 222 Zellen) gegeniiber den nicht-infizierten
Tieren erhoht.

Aller Ergebnisse zeigten sich als signifikant bis hochsignifikant.

4500
*k

20 MW F-/PBS

B F+/PBS

* signifikant

[ p—| ** hochsignifikant

—e N == N

1500 I

Gesamtzellzahl Lymphozyten  Neutrophile Gran. Eosinophile Gran. Makrophagen/DCs

Abb.3: Auswirkungen der Filarieninfektion auf das peritoneale Zellspektrum. Sham-Operation bei
Kontrollgruppe (F-/PBS) oder Implantation pramaturer Filarien (F+/PBS), Analyse der Peritoneallavage am Tag 43.
Dargestellt werden Zelltypen (x-Achse) und deren absoluter Zellzahl (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten
gepoolt aus 3 unabhingigen Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.1.2 Proliferation der mononukleiren Milzzellen nach Stimulation mit Filarien-Antigen

Erwartet wurde eine gesteigerte Proliferationsrate der mononukledren Milzzellen nach
Stimulation mit dem Filarien-Ag in der Gruppe der filarieninfizierten Tiere. Dies konnte
nachgewiesen werden: In der PBS-Gruppe erhohten sich die Stimulationindizes signifikant um
den Faktor 5,8 (F-/PBS: 4,7; F+/PBS: 27 SI).

Auch bei den mit OVA behandelten Tieren hatte die Stimulation mit Filarien-Antigen eine um
den Faktor 1,4 gesteigerte Proliferationsrate zur Folge (F-/OVA: 9,2; F+/OVA: 12,5 SI),

allerdings erwies sich dieser Unterschied als statistisch nicht relevant.
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Abb.4: Auswirkung der Filarieninfektion auf die Recall-Proliferation mononukleirer Milzzellen nach
Stimulation mit Filarien-Antigen. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit Filarien-Antigen stimuliert
und nach 24 Stunden deren Proliferationsrate mittels Lymphozytentransformationstests gemessen. Dargestellt
werden die Versuchsgruppen (x-Achse) und Stimulationsindizes (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten aus
einem reprisentativen Versuch bei drei durchgefiihrten Versuchen; n>5/Gruppe.

3.2 Auswirkungen der Filarieninfektion auf den asthmatischen Phinotyp

3.2.1 Zellbestimmung in der broncheo-alveoliiren Lavage

Fiir eine zytologische Analyse des Entziindungsgeschehens in den Lungen der Méuse wurde eine
BAL durchgefiihrt und die in der Lavagefliissigkeit enthaltenen Zellen charakterisiert und
quantifiziert. Unterschieden wurde dabei zwischen Gesamtzellzahl, Lymphozyten, neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten sowie Makrophagen. Zu erwarten war, dass die Behandlung mit
OVA einen signifikanten Einstrom von Entziindungszellen in die Lunge zur Folge hat. Die Rolle
der Filarieninfektion auf dieses Geschehen sollte untersucht werden.

Die Infektion mit Lsigmo alleine (F-/PBS vs. F+/PBS) verursachte keinen signifikanten Einstrom
von Entziindungszellen. Wie erwartet erhohte die Behandlung mit OVA (F-/PBS vs. F-/OVA)
die Gesamtzellzahl, Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten hochsignifikant (mit
Ausnahme der neutrophilen Granulozyten und der Makrophagen/DCs).

Dieser Anstieg jedoch wurde jeweils durch die Infektion mit Lsigmo stark unterdriickt. Dabei
reduzierte die Infektion mit Lsigmo die Gesamtzellzahl auf fast ein Drittel (F-/OVA: 357,7;
F+/OVA: 126 Zellen), die Lymphozyten auf etwas weniger als die Hilfte (F-/OVA: 31,3;
F+/OVA 14,9 Zellen) und die Eosinophilen auf weniger als ein Zehntel (F-/OVA: 223; F+/OVA:

19,2 Zellen). Die Unterschiede erwiesen sich als hochsignifikant.
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Abb.5: Auswirkungen der Filarieninfektion auf das broncheo-alveolire Zellspektrum. Broncheo-alveoldre
Lavage mit anschlieBender Zelldifferenzierung. Dargestellt werden die Versuchgruppen (Legende), Zelltypen (x-
Achse) und deren absolute Zellzahl (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Gepoolte Daten aus 2 Versuchen mit
n>5/Gruppe.

3.2.2 Lungenfunktionsmessung

Um die Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Atemwegshyperreagibilitit der
Versuchstiere zu ermitteln wurden die Versuchstiere in Ganzkorper-Plethysmografen mit
ansteigenden Konzentrationen von MCH provoziert. Durch die Sensibilisierung und Provokation
in den mit OVA behandelten Gruppen wurden hier durch die induzierte Atemwegsinflammation
erhohte Atemwegshyperreagibilititen in Form von obstruktiven Atemwegswiderstinden
erwartet. Der Effekt der Filarieninfektion auf die Atemwegswiderstinde sollte untersucht
werden.

Die Werte der mit PBS behandelten Tiere blieben erwartungsgeméal auf niedrigem Niveau (Penh
bei 50mg/ml: F-/PBS: 3,6; F+/PBS: 3,1), die Filarieninfektion beeinflusste die Penh-Werte nicht
(Ergebnis ohne statistische Relevanz). Die Sensibilisierung und Provokation mit OVA fiihrte
ebenfalls erwartungsgemal} hochsignifikant zu einem starkem Anstieg der Atemwegswiderstiande
im Vergleich mit der Behandlung mit PBS (Penh bei 50mg/ml: F-/PBS: 3,6; F-/OVA: 8,1).

Die Infektion mit Lsigmo fiihrte zu einer starken Reduktion der Atemwegsobstruktion in der
Gruppe der OVA-behandelten Tiere. Dieser Effekt wurde mit steigender MCH-Konzentration
bis 25 mg/ml stetig deutlicher, bis die Atemwegsobstruktion durch die Filarieninfektion bei einer
MCH-Konzentration von 50 mg/ml schlieBlich signifikant um mehr als ein Drittel gesenkt wurde

(Penh bei 50mg/ml: F-/OVA: 8,1; F+/OVA: 5,2).
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Abb.8: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Atemwegshyperreagibilitit. Sensibilisierung und
Provokation der Atemwege durch OVA in der Versuchsgruppe, PBS in der Kontrollgruppe.
Atemwegswiderstandsmessung in Ganzkorper-Plethysmografen unter steigender MCH-Konzentration. Messwerte
dargestellt als Penh. Dargestellt werden die Penh-Werte (y-Achse) in Abhingigkeit der MCH-Konzentration (x-
Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3 unabhiingigen Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.3 Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Lungenhistologie

Die Lungen der Versuchtiere wurden histologisch aufbereitet und sowohl mit Hilfe der Major-
Basic-Protein-Fiarbung (MBP-Firbung) auf gewebsstindige Eosinophile als auch durch die
Periodsdure-Leukofuchsin-Farbung (PAS-Féarbung) auf die Mukusproduktion hin ausgewertet.

Die Ergebnisse werden durch repriasentative Bilder der Schnitte und die durchschnittlichen

Zellzahlen pro Bronchus in Tabellenform prisentiert.

3.3.1 MBP-Firbung (Immunofluoreszenz-Histologie)

Um das Ausmall der eosinophilen Atemwegsinflammation anhand des Vorhandenseins
gewebsstindiger eosinophiler Granulozyten zu ermitteln wurden jene mittels eines fluoreszenz-
gelabelten, eosinophilenspezifischen Antikorpers sichtbar gemacht und quantitativ ausgewertet.
Erwartet wurden wenige Zellen in den mit PBS behandelten Tieren und eine im Vergleich dazu
hohere Anzahl in den mit OV A behandelten Tieren. Der Effekt der Infektion mit Lsigmo in den
mit OVA behandelten Tieren sollte evaluiert werden.

Wie erwartet wurde durch die Behandlung mit PBS keine Veridnderung festgestellt (F-/PBS: 7,6;
F+/PBS: 7,5 Zellen), die Behandlung mit OV A fiihrte zu einer Vervielfachung der Zellzahl um
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den Faktor 9 (F-/OVA: 60,4 Zellen). Die Infektion mit Lsigmo reduzierte die Eosinophilenzahl in
den mit OVA behandelten Tieren dagegen deutlich, und zwar um 75% (F+/OVA: 14,3 Zellen).

Alle Unterschiede zeigten sich als hochsignifikant.
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Abb.6: Auswirkung der Filarieninfektion auf die Anzahl gewebsstéindiger eosinophiler Granulozyten in der
Lunge. Bronchienquerschnitte der Versuchstiere wurden mittels MBP-Firbung gefdrbt und die fluoreszenz-
gelabelten eosinophilen Granulozyten (hell leuchtend) ausgezéhlt. Dargestellt werden je ein repréisentativer Schnitt
der 4 Versuchgruppen F-/PBS, F+/PBS, F-/OVA und F+/OVA (siehe Bilder) sowie die Zellzahlen in Grafikform
mit Versuchgruppen (x-Achse) und absoluten Zellzahlen (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt von 2
unabhéngigen Versuchen mit n>5/Gruppe, 10 Schnitte pro Tier ausgezéhlt.

3.3.2 Periodsiure-Leukofuchsin-Firbung (PAS-Firbung)
Die Periodsdure-Leukofuchsin-Firbung (PAS-Fiarbung) ist eine Spezialfirbung fiir die

Differenzierung von Glykoproteinen. Beim hier verwendeten pH-Wert von 2,5 farben sich alle
sauren Muzine dunkelblau, wihrend sich neutrale Muzine rot darstellen. Der Nachweis saurer
Muzine wiederum ldsst auf aktive Mukuszellen schlieBen, die fiir die pulmonale
Schleimproduktion verantwortlich sind.

Auch hier zeigte sich der stark reduzierende Effekt der Filarieninfektion: Wie erwartet wiesen

die mit PBS behandelten Tiere keine bis kaum aktive Mukuszellen (F-/PBS: 0, F+/PBS: 2,5
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Zellen) und die mit OVA behandelten Tiere eine starke Aktivierung der Mukuszellen auf (F-
/OVA: 58,5 Zellen). Die Filarieninfektion verringerte die Aktivierung der Mukuszellen auf
weniger als die Hélfte des Vergleichswertes (F-/OVA: 58,5; F+/OVA: 23,1 Zellen).

Die Ergebnisse erwiesen sich als hochsignifikant.
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Abb.7: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Anzahl aktiver Mukuszellen des Bronchialsystems.
Bronchienquerschnitte der Versuchstiere wurden mittels PAS-Farbung gefarbt und die aktiven Mukuszellen
(dunkelviolett) ausgezihlt. Dargestellt werden je ein représentativer Schnitt der 4 Versuchgruppen F-/PBS, F+/PBS,
F-/OVA und F+/OVA (siche Bilder) sowie die Zellzahlen in Grafikform mit Versuchgruppen (x-Achse) und
absoluten Zellzahlen (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt von 2 unabhidngigen Versuchen mit
n>5/Gruppe, 10 Schnitte pro Tier ausgezihlt.

3.4 Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Serum-Immunglobuline

Um die Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Immunglobulinproduktion der
Versuchgruppen zu bestimmen, wurden das Gesamt-IgE und die allergenspezifischen
Immunglobulin-Level von IgE, IgG1 sowie [gG2a im Serum der Tiere bestimmt.

Dabei zeigte sich eine generelle Steigerung der Gesamt-IgE Konzentration durch die Filarien-
Infektion (sowohl in der PBS-, als auch in der OV A-Gruppe), jedoch gleichzeitig die Reduktion

der allergenspezifischen IgE und IgG-Konzentrationen durch die Filarieninfektion.
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3.4.1 Gesamt-IgE
Wie erwartet produzierten filarieninfizierte Tiere 3 (F-/OVA: 711; F+/OV A: 2251 ng/ml) bzw. 7

(F-/PBS = 152; F+/PBS: 1043 ng/ml) mal mehr IgE-Antikorper (Gesamt-IgE) als Tiere aus den
jeweiligen Kontrollgruppen. Die IgE-Konzentrationen der mit Ovalbumin behandelten Tiere
lagen dabei iiber denen der mit PBS behandelten.

Da es allerdings innerhalb der Versuchgruppen zu groen Schwankungen der IgE-Niveaus kam,

konnte keine statistische Relevanz festgestellt werden.

3.4.2 OVA-spezifisches IgE
Erwartungsgemil war bei den mit PBS behandelten Tieren kein OV A-spezifisches IgE

nachweisbar (F- PBS und F+/PBS: 0 ng/ml).

Die Behandlung mit OVA fiihrte dagegen in den jeweiligen Gruppen zu einem deutlichen
Anstieg des OV A-spezifischen IgEs (F-/OVA: 2097 ng/ml). Die Infektion mit Lsigmo reduzierte
diesen Effekt allerdings auf weniger als ein 20stel, also um mehr als 95% (F+/OVA: 90 ng/ml).

Alle gemessenen Unterschiede erwiesen sich als hochsignifikant.

3.4.3 OVA-spezifisches 1gG1
Wie zu erwarten wiesen die mit PBS behandelten Gruppen ebenfalls kein OV A-spezifisches

IgG1 auf (F- PBS und F+/PBS: 0 ng/ml).

Die Behandlung mit OV A fiihrte in der Gruppe F-/OV A zu einem deutlichen Anstieg des OVA-
spezifischen IgGls (F-/OVA: 100200 ng/ml), die Infektion mit Lsigmo reduzierte diesen Effekt
auf weniger ein Viertel, also um mehr al 75% (F+/OV A: 23200 ng/ml).

Alle gemessenen Unterschiede erwiesen sich als hochsignifikant.

3.4.4 OVA-spezifisches IgG2a
Auch in dieser Messung wurden in der PBS-Gruppe keine allergenspezifischen Immunglobuline

gefunden.

Die Behandlung mit OVA fiihrte in der Gruppe F-/OVA zu einem signifikanten Anstieg des
OVA-spezifischen IgG2as (F-/OVA: 355 ng/ml). Die Infektion mit Lsigmo reduzierte diesen
Effekt auf weniger ein Fiinftel, also um mehr als 80% (F+/OV A: 67 ng/ml).

Allerdings erwies sich dieser Unterschied wiederum durch Schwankungen innerhalb der

Versuchgruppen als nicht signifikant.
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Abb.11: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die allergenspezifische Immunglobulinproduktion.
Immunglobulinanalyse aus vendsem Blut der Versuchstiere mittels ELISA. Dargestellt werden die Versuchsgruppen
(Legende), Gesamt-IgE und allergenspezifisches Ig (IgE, 1gGl, IgG2a) (x-Achse) und deren Menge in ng/ml
(Gesamt IgE und IgG1) bzw. LU/ml (OV A-spez. IgE und IgG2a) (y-Achse); IgG1 als 10-Logarithmus. *: p<0,05;
**: p<0,005. Daten gepoolt aus 2 unabhingigen Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.5 Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Milzzellfunktion

3.5.1 Antigen-spezifische Proliferation

Durch die Stimulation mit dem Allergen OVA sollte die Auswirkung der Filarieninfektion auf
das antigenspezifische Proliferationsverhalten der mononukledren Milzzellen der mit PBS bzw.
OVA behandelten Gruppen untersucht werden. Erwartet wurde das Ausbleiben einer
Verinderung in der PBS-Gruppe und die Erhohung der Proliferationsrate in der OVA-Gruppe.
Die Auswirkungen der Filarieninfektion auf diesen Effekt galt es zu untersuchen.
Erwartungsgemil3 reagierten die Milzzellen der auf OVA sensibilisierten Tiere mit einer
drastischen Steigerung ihrer Proliferationsrate um den Faktor 13 (Stimulationsindizes F-/PBS:
1,5; F-/OVA: 19,5). Dieser Effekt wurde jedoch durch die Infektion mit Lsigmo wieder um 2/3
reduziert (F-/OVA: 19,5; F+/OVA: 6,9 SI), und damit auf beinahe dhnliche Werte reduziert, die
auch in den mit PBS behandelten Tieren zu finden waren (F+/PBS: 4,5 SI). Festzustellen
allerdings war auch, dass allein schon die Infektion mit Lsigmo generell die Proliferationsrate
leicht anstiegen lie (F-/PBS: 1,5; F+/PBS 4,5 SI).

Die Resultate erwiesen sich als hochsignifikant.
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Abb.9: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Recall-Proliferation mononukleirer Milzzellen nach
Stimulation mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OVA stimuliert und ihre
Proliferationsrate nach 72 Stunden mittels Lymphozytentransformationstest gemessen. Dargestellt werden die
Versuchsgruppen (x-Achse) und Stimulationsindizes (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten aus einem
reprisentativen Versuch; n>5/Gruppe.

3.5.2 Unspezifische Proliferation

Um festzustellen ob die Proliferationsrate durch die Filarieninfektion nur antigenspezifisch oder
auch generalisiert reduziert wird, wurden die Milzzellen mit dem unspezifischen Mitogen ConA
stimuliert, das die Proliferation aller Milzzellen unabhéngig von spezifischen Antigenkontakten
induziert.

Obwohl aufgrund hoher Schwankungen die statistische Relevanz ausblieb, wurde ein stark
reduzierender Effekt auf die Proliferationsrate durch die Infektion mit Lsigmo beobachtet,
sowohl in der PBS- als auch in der OVA-Gruppe (Stimulationsindizes der Gruppen F-/PBS:
775,8; F+/PBS: 245,5; F-/OVA: 881,0; F+/OVA: 51,8).
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Abb.10: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die Recall-Proliferation mononukleirer Milzzellen nach
Stimulation mit ConA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit ConA stimuliert und ihre
Proliferationsrate nach 24 Stunden mittels Lymphozytentransformationstest gemessen. Dargestellt werden die
Versuchsgruppen (x-Achse) und Stimulationsindizes (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten aus einem
reprisentativen Versuch; n>5/Gruppe.

3.5.3 Allergenspezifische Thl- und Th2-Zytokinproduktion
Um weitere Einblicke in die Immunreaktion der Méuse zu erlangen, wurde das Zytokinprofil

entnommener Milzzellen untersucht. Diese wurden hierfir mit OVA stimuliert und ihre
Zytokinprofile nach 48 sowie 96 Stunden ermittelt. Dabei zeigte sich, dass die stirkste Reaktion
jeweils nach 96 Stunden stattfand, weshalb im Folgenden zwecks Ubersichtlichkeit auch nur jene
Ergebnisse prisentiert werden.

Untersucht wurden hierbei IFN-y als Th-1 Zytokin sowie die Th-2 typischen Zytokine IL-4, IL-5
und IL-13 sowie IL-10 und TGF-8 als so genannte ,,regulatorische‘ Zytokine.

Zusitzlich zu der Stimulation mit OVA wurde eine Positivkontrolle mit ConA durchgefiihrt, um
die Fahigkeit der Milzzellen zur kompletten Zytokinproduktion zu iiberpriifen. Diese konnte

nachgewiesen werden, die Ergebnisse werden hier zugunsten der Ubersicht nicht dargestellt.

3.5.31 IL-4
Bei den PBS behandelten Tiere konnte keine oder kaum IL-4 Produktion festgestellt werden (F-

PBS: 0 pg/ml; F+/PBS: 6 pg/ml). Die Behandlung der Tiere mit OVA hatte einen deutlichen
Anstieg der IL-4-Produktion zur Folge (F-/OVA: 118 pg/ml). Die Infektion mit Lsigmo fiihrte
die IL-4-Produktion in der Versuchsgruppe (F+/OVA) wieder auf Mengen nahe der
Nachweisgrenze zuriick (F+/OVA: 11 pg/ml).
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Weder die Behandlung durch PBS noch die Infektion mit Filarien hatte eine erhohte IL-4-
Produktion zur Folge (F-/PBS: 0 pg/ml; F+/PBS: 6 pg/ml).

Alle gemessenen Unterschiede zeigten sich als hochsignifikant.
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Abb.12: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die IL-4-Produktion nach Stimulation mononukleérer
Milzzellen mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OVA stimuliert und ihre IL-4-Produktion
nach 96 Stunden mittels ELISA gemessen. Dargestellt werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (x-Achse) und
die Menge an produziertem Zytokin in pg/ml (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3 unabhédngigen
Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.5.3.2 1L-5
Auch hier konnte bei den mit PBS behandelten Tiere keine oder kaum IL-5 Produktion

festgestellt werden (F-PBS: 0 pg/ml; F+/PBS: 10 pg/ml). Die Sensibilisierung der Mause mit
OVA fiihrte zu einem starken Anstieg der IL-5 Sekretion (F-/ OVA: 1561 pg/ml), dieser Effekt
wurde wiederum durch die Filarieninfektion stark um mehr as 2/3 reduziert (F+/OVA: 478
pg/ml).

Alle gemessenen Unterschiede erwiesen sich als hochsignifikant.
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Abb.12: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die IL-5-Produktion nach Stimulation mononukleérer
Milzzellen mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OVA stimuliert und ihre IL-5-Produktion
nach 96 Stunden mittels ELISA gemessen. Dargestellt werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (x-Achse) und
die Menge an produziertem Zytokin in pg/ml (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3 unabhédngigen
Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.5.33 IFN-y
Die Infektion mit Lsigmo hatte einen starken Anstieg der INF-y-Produktion in der PBS-Gruppe

zur Folge (F-/PBS: 0 pg/ml; F+/PBS: 506 pg/ml). Auch die reine Behandlung mit OVA hatte
eine erhohte TGF-B-Produktion zur Folge, wenn auch nicht eine so starke (F-/OVA: 196 pg/ml).
Diese wurde durch die Filarieninfektion um rund die Hilfte reduziert (F+/OVA: 111 pg/ml).

Diese Unterschiede stellten sich als hochsignifikant heraus.
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Abb.15: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die INF-y-Produktion nach Stimulation mononukleérer

Milzzellen mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OVA stimuliert und ihre INF-y-Produktion
nach 96 Stunden mittels ELISA gemessen. Dargestellt werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (x-Achse) und
die Menge an produziertem Zytokin in pg/ml (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3 unabhéngigen
Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.5.4 Regulatorische Zytokine
Da die in der klassischen Hygienehypothese postulierte Th1/Th2-Imbalance durch die

Ergebnisse dieses Experiments nicht nachzuweisen war, wurde die Zytokinuntersuchung um die

regulatorischen Zytokine erweitert.

3.54.1 IL-10
Die Milzzellen der mit PBS behandelten Tieren zeigten keine IL-10 Produktion (F-PBS und

F+/PBS: 0 pg/ml). Dagegen hatte die Behandlung mit OVA einen deutlichen Anstieg der IL-10-
Produktion zur Folge (F-/OVA: 1982 pg/ml), die jedoch durch die Filarieninfektion stark
reduziert wurde (F+/OV A: 148 pg/ml). Dies entspricht einer Reduktion um den Faktor 13,3.

Beide Unterschiede waren hochsignifikant.
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Abb.13: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die IL-10-Produktion nach Stimulation mononukleérer
Milzzellen mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OV A stimuliert und ihre IL-10-Produktion
nach 96 Stunden mittels ELISA gemessen. Dargestellt werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (x-Achse) und
die Menge an produziertem Zytokin in pg/ml (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3 unabhédngigen
Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.54.2 TGF-B
Die Infektion mit Lsigmo hatte einen starken Anstieg der TGF-B-Produktion zur Folge (F-/PBS:

0 pg/ml; F+/PBS: 2784 pg/ml). Auch die reine Behandlung mit OVA hatte eine TGF-8-
Produktion zur Folge, wenn auch nicht eine so starke (F-/OVA: 1010 pg/ml). Diese wurde durch
die Filarieninfektion zusitzlich gesteigert (F+/OV A: 1660 pg/ml).

Diese Unterschiede stellten sich als hochsignifikant heraus.



Ergebnisse 48

*%
*3k
¥ . |
4500
4000
B F-/PBS
p 3000 B F+/PBS
g @ F-/OVA
/ 2500 @ F+/OVA
m * signifikant
1 2000 ** hochsignifikant
1500
1000
500
0

Abb.14: Auswirkungen der Filarieninfektion auf die TGF-B-Produktion nach Stimulation mononukleirer
Milzzellen mit OVA. Milzzellen der Versuchtiere wurden kultiviert, mit OVA stimuliert und ihre TGF-B-
Produktion nach 96 Stunden mittels ELISA gemessen. Dargestellt werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (x-
Achse) und die Menge an produziertem Zytokin in pg/ml (y-Achse). *: p<0,05; **: p<0,005. Daten gepoolt aus 3
unabhiingigen Versuchen mit n>5/Gruppe.

3.6 Auswirkungen der Filarieninfektion auf die L.eukozytensubpopulationen

Um Erkenntnisse iiber die Regulationsmechanismen der oben aufgefiihrten Zytokinprofile zu
gewinnen, wurden die Leukozytensubpopulationen sowohl in der Peritoneallavage (Ort der
Infektion mit Lsigmo) als auch in der Milz (Ort der systemischen Immunantwort) mittels FACS-
Analysen ndher gehend untersucht. Dafiir wurden die Zellen mit Oberflachenmarkern markiert
und in einem Durchflusszytometer quantitativ gemessen.

Im Folgenden werden aus Griinden der Ubersicht nicht alle Resultate aufgefiihrt, sondern nur die

fiir die Fragestellung der Arbeit wichtigsten Befunde.

3.6.1 Peritoneallavage

3.6.1.1 Aktivierte T-Helferzellen
Die Anzahl der aktivierten T-Helferzellen in der mit OVA sensibilisierten Gruppen stieg durch

die Infektion mit Filarien deutlich an. So zeigte sich in der ICOS-exprimierenden Gruppe ein

Anstieg um den Faktor 10,5 (F-/OVA: 0,8%; F+/OVA: 8,4%).
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Abb.16: FACS-Analyse des Aktivierungsstatus von T-Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation in der
Peritoneallavage. Gating auf lebendige T-Helferzellen (CD4%) und Exprimierung des Aktivierungsmarkers ICOS.
Angabe in Prozent, gates in der rechten oberen Ecke zeigt das Vorkommen von Zellen mit beiden Markern. Gezeigt
werden reprasentative Darstellungen eines Tieres mit n>5/Gruppe und Versuch.

3.6.1.2 Aktivierte dendritische Zellen
Die Anzahl der aktivierten Dendritenzellen in der mit OV A sensibilisierten Gruppen stieg durch

die Infektion mit Filarien deutlich an. So zeigte sich in der CD80-exprimierenden Gruppe ein
Anstieg um den Faktor 2,4 (F-/OVA: 3,7%; F+/OVA: 8,8%), in der CD86-exprimierenden
Gruppe um den Faktor 2,3 (F-/OVA: 6,4%; F+/OVA: 14,7%) und in der ICOSL-exprimierenden
Gruppe um den Faktor 1,3 (F-/OVA: 5,4%; F+/OV A: 7,0%)
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Abb.17: FACS-Analyse des Aktivierungsstatus von dendritischen Zellen innerhalb der
Lymphozytenpopulation in der Peritoneallavage. Gating auf lebendige dendritische Zellen (MHCII/CD11c) und
Exprimierung von Aktivierungsmarkern (CD80, CD86, ICOSL). Angabe in Prozent, gates in der rechten oberen
Ecke zeigt das Vorkommen von Zellen mit beiden Markern. Gezeigt werden représentative Darstellungen eines
Tieres mit n>5/Gruppe und Versuch.

3.6.2 Milzzellen
Die Milz als Ort der systemischen Immunreaktion bietet einen fiir die Fragestellungen dieser

Arbeit besonders interessanten Einblick in das Immungeschehen, da hier der Hauptkontakt
zwischen den eingewanderten antigenprisentierenden Zellen und den unreifen T-Helferzellen
stattfindet.

Gesucht wurde u.a. nach Auffilligkeiten in der Population der dendritischen Zellen sowie der T-
Helferzellen, gefunden wurde eine verstiarktes Vorkommen von Tregs, insbesondere TGF-3-

exprimierender Tregs.

3.6.2.1 Tregs
Die Anzahl der Tregs in den mit OVA sensibilisierten Gruppen stieg durch die Infektion mit

Filarien deutlich an. So zeigte sich ein Anstieg um den Faktor 3,3 (F-/OVA: 2,7%; F+/OVA:
7,7%).
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Abb. 18: FACS-Analyse von Tregs innerhalb der Lymphozytenpopulation der Milz. Gating auf lebendige
Lymphozyten und Exprimierung der Treg-Marker CD25/CD45RB™". Angabe in Prozent, gates in der rechten
oberen Ecke zeigt das Vorkommen von Zellen mit beiden Markern. Gezeigt werden représentative Darstellungen

eines Tieres mit n>5/Gruppe und Versuch.

3.6.2.2 TGF-B-prisentierende T-Helferzellen
Die Anzahl der TGF-B-prisentierenden T-Helferzellen in den mit OV A sensibilisierten Gruppen

stieg durch die Infektion mit Filarien deutlich an. So zeigte sich ein Anstieg um den Faktor 2 (F-

/OVA: 1,7%; F+/OVA: 3,4%).
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Abb. 19: FACS-Analyse von T-Helferzellen mit TGF-B-Expression innerhalb der Lymphozytenpopulation
der Milz. Gating auf lebendige Lymphozyten und Exprimierung von TGF-8 auf der Zelloberfliche. Angabe in
Prozent, gates in der rechten oberen Ecke zeigt das Vorkommen von Zellen mit beiden Markern. Gezeigt werden
repriasentative Darstellungen eines Tieres mit n>5/Gruppe und Versuch.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung des Versuchs

4.1.1 Theoretischer Hintergrund

Auf der Grundlage von den Erkenntnissen epidemiologischer Studien iiber die negative
Korrelation von parasitdren Infektionen und allergischen Erkrankungen und ausgehend von der
erweiterten Hygienehypothese wurde fiir diese Arbeit ein bereits in der Arbeitsgruppe
Hamelmann etabliertes Mausmodell modifiziert, um die Frage der Beeinflussung allergischer
Veridnderungen durch eine parasitire Infektion bestmoglich untersuchen zu konnen. Die
suppressiven Auswirkungen von Helminthen-Infektionen auf allergische Erkrankungen konnten
mehrfach im Mausmodell nachgewiesen werden®-®®. Dabei wurden verschiedene Mechanismen
identifiziert, die nahe legen, dass verschiedene Effekte in Abhédngigkeit vom verwandten Modell
(fir die allergische Erkrankung bzw. die parasitire Infektion) beobachtet werden konnen®”
08.98.99.100.10L102 " Dyjes ermdglichte die Hypothese, dass durch die hier verwandten Modelle
(allergische Atemwegsentziindung bzw. Lsigmo-Infektion) bisher nicht identifizierte
Mechanismen aufgedeckt werden konnten.

In dem modifizierten Modell wurden 2 Versuchsgruppen operativ mit Filarien der Gattung
Litomosoides sigmodontis infiziert und 2 Versuchgruppen einer Sham-Operation unterzogen.
Jeweils eine Gruppe der beiden Behandlungsgruppen wurde mit dem Allergen OVA
sensibilisiert und ihre Bronchialsysteme im weiteren Verlauf mit OVA provoziert. Anschlieend
wurden die Auswirkungen der Infektion auf den asthmatischen Phénotyp untersucht. Den
Ergebnissen und der Frage nach den determinierenden Faktoren folgend wurde im nichsten
Arbeitsschritt nach Verdnderungen des Immunsystems nach Kontakt mit sowohl dem Allergen

als auch den Filarien gesucht (IgE und IgG Level im Serum; FACS, Proliferationsverhalten und

Zytokinprofile der Milzzellen).

4.1.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass:
» die Infektion mit Lsigmo alle Aspekte des asthmatischen Phénotyps im hier verwendeten

Mausmodell unterdriickt (Atemwegshyperreagibilitit, spezifische IgE-Produktion,
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Inflammation der Atemwege mit Eosinophilie, erhthte Mukuszellaktivitit sowie das
Vorkommen von Entziindungszellen in der broncheo-alveoldren Lavage)

» die Unterdriickung des asthmatischen Phédnotyps mit der Unterdriickung der Th2-
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 korreliert

* die Unterdriickung des asthmatischen Phénotyps mit einer Heraufregulierung des
regulatorischen Zytokins TGF-8 korreliert

» die Unterdriickung des asthmatischen Phénotyps und der Th2-Zytokine nicht mit einer
gleichzeitigen Heraufregulierung des Th1-Zytokins IFN-y einhergeht

» die Infektion mit Lsigmo in sensibilisierten und provozierten Tieren zur Zunahme und

Induktion von Tregs, insbesondere TGF- produzierender, in der Milz fiihrt.

4.2 Interpretation der Einzelresultate und Literaturvergleich

4.2.1 Anmerkungen zum Literaturvergleich

Wie bereits erwihnt konnten die suppressiven Auswirkungen von Helminthen-Infektionen auf
allergische Erkrankungen schon mehrfach nachgewiesen werden.

Alle bisherigen in vivo Modelle unterscheiden sich in Behandlungsprotokoll, gewéhlten
Parasiten, Infektionsmethoden, Sensibilisierungsmethoden, Wahl der Read-Outs und der
Methodik. Versuche mit Strongyloides venezuelensis zum Beispiel haben eine Migration der
Larven durch das Lungengewebe zur Folge™ — eine Tatsache, die das Lungengewebe direkt
betrifft und daher die Aussagemoglichkeiten beziiglich der systemischen Immunreaktion
beschrinkt.

Dies gestaltet den Vergleich mit vorhandener Literatur mitunter schwierig, Ergebnisse konnen
nicht immer mit ausreichend vergleichbaren Daten abgeglichen werden.

Im Folgenden werden die Literaturvergleiche anhand der Einzelergebnisse gefiihrt.

4.2.2 Versuchsaufbau, Tier- und Parasitenwahl

Fiir diese Arbeit wurde ein etabliertes Mausmodell der Arbeitsgruppe Hamelmann gewihlt, das
schon seit beinahe 10 Jahren zur Gewinnung unterschiedlicher allergiespezifischer Daten bei
Miusen benutzt wird.

Des Weiteren wurden BALB/c-Méuse gewihlt, die seit langem in der Tiibinger Arbeitsgruppe
um Herrn Prof. Dr. Hoffmann fiir experimentelle Infektionen mit den Filarien Lsigmo benutzt
werden, da diese in BALB/c-Miusen den kompletten Entwicklungszyklus durchlaufen konnen,

die Infektion daher den in vivo Bedingungen sehr nahe kommt und die Infektion mit Lsigmo bei
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Miusen auBerdem groBe Ahnlichkeit mit den parasitologischen Auswirkungen von humanen
69.103.104

Filariosen aufweist
Die langjidhrige Erfahrung beider Arbeitsgruppen mit den jeweiligen Modellen hat den Vorteil,
dass bereits viele Basisparameter bekannt und daher die Auswirkungen der Filarieninfektion gut
zu charakterisieren sind.

Durch diesen Versuchsaufbau, die Wahl der Versuchstiere wie auch der Parasiten wurde
sichergestellt, dass die beobachteten Effekte den Vorgédngen in vivo moglichst nahe kommen und
daher moglichst valide Erkldarungsansitze fiir die bekannte negative epidemiologische

Korrelation zwischen Parasiteninfektionen und allergischen Erkrankungen liefern kann.

4.2.3 Die Infektion mit Lsigmo induziert eine lokale und systemische Immunreaktion

Durch die Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass die Infektion mit Lsigmo erfolgreich
verlaufen war. Die infizierten Versuchgruppen wiesen im Einklang mit der Literatur’>*!%
folgende Verdnderungen auf, die als klare Auswirkungen der Infektion zu werten sind: Durch die
Infektion mit Lsigmo fand ein klarer Einstrom von Entziindungszellen statt (insbesondere
neutrophilen Granulozyten, begleitet durch eosinophile Granulozyten, Lymphozyten,
Makrophagen/Dendritenzellen). Dies zeigt eine aktive zelluldre Reaktion am Infektionsort. Die
Proliferationszunahme der Milzzellen nach Recall-Proliferation mit Filarien-Antigen beweist die
Induktion einer systemischen Gedéchtnisfunktion des betroffenen Immunsystems.

Zwar konnten jene Befunde auch trotz eines vorzeitigen Absterbens der Filarien zu finden sein,
dem steht aber entgegen, dass bei der Autopsie der Versuchstiere lebende Filarien in den

Peritonealhohlen gefunden wurden und im peripheren Blut eine Mikrofilaridmie zu verzeichnen

war.

4.2.4 Die Infektion mit Lsigmo supprimiert den asthmatischen Phinotyp

4.24.1 Supprimation der Atemwegsinflammation
Sowohl die Reduktion der Entziindungszellzahl (insb. der eosinophilen Granulozyten, die

hauptverantwortlich fiir die Lungengewebsdestruktion und -—-umwandlung beim Asthma
bronchiale sind, als auch der Lymphozyten) in der broncheo-alveoldren Lavage als auch die
Reduktion der gewebsstindigen eosinophilen Granulozyten (MBP-Firbung) und der aktiven

Mukuszellen (PAS-Firbung) in den Lungen der mit Filarien infizierten Versuchstiere belegt
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deutlich den supprimierenden bzw. protektiven Effekt, die die Filarieninfektion auf das
inflammatorische Geschehen in den Lungen der Versuchstiere hat.

Diese Beobachtung deckt sich mit den Befunden vorhergehender Versuche, in denen
verschiedene parasitire Infektionen bzw. Antigene dhnliche Effekte hervorriefen, wie zum
Beispiel Schistosoma japonicum@, Nippostrongylus brasiliensis™ bis hin zu rekombinanten

Filarien—Cystatinﬂ.

Mukusproduktion und Eosinophilie werden nach heutigem Wissenstand von verschiedenen
Faktoren stimuliert (s. Kap 1.2). Hauptsichlich sind dafiir die Interleukine IL-4 und IL-5

. 1 11,12.108,109
verantwortlich——=—"—

. Wie in diesem Versuch nachgewiesen wurde, wird in dem hier
verwendeten Modell die Produktion eben jener Zytokine durch die Infektion mit Lsigmo
herunterreguliert (s. Kapitel 3.7.1). Dies weist darauf hin, dass die Infektion mit Lsigmo nicht
direkt auf eosinophile Granulozyten und Mukuszellen Einfluss nimmt, sondern diejenigen
Mediatoren beeinflusst, die Eosinophile und Mukuszellen rekrutieren bzw. aktivieren.

Die Reduktion der Eosinophilie konnte im Hinblick auf den Patienten darauf hinweisen, dass
auch die durch die (u.a.) Eosinophilie ausgelosten Spitfolgen (Umbau des Lungengewebes,
chronische Hyperreagibilitit durch gewebsstindige Eosinophile) durch die parasitire Infektion

reduziert werden, was hier allerdings nicht niher untersucht wurde. Auch das stiinde im Einklang

mit vorherigen Experimenten®.

4.2.4.2 Reduktion der Atemwegshyperreagibilitit
Beziiglich der Atemwegshyperreagibilitit zeigten sich wichtige Unterschiede in den

verschiedenen Behandlungsgruppen. Dies ist v.a. deshalb bedeutsam, da die Messung der AHR
den einzigen klinischen Parameter in dieser Arbeit darstellt, der physiologische Veridnderungen
erfasst und evtl. einen Riickschluss auf die Beeinflussung klinischer Symptome beim Patienten
zuldsst. Zundchst war relevant, dass die mit OVA behandelten Tiere deutlich stiarker auf die
Provokation als die PBS-behandelten Tiere reagierten, was darauf schlieen ldsst, dass die
Behandlung mit OVA (Sensibilisierung und Inflammationsinduktion) erfolgreich war und sich
ein Korrelat zu klinischen Symptomen des Asthma bronchiale in den Miusen induzieren lieB3.
Der fehlende Unterschied zwischen den beiden mit PBS behandelten Gruppen zeigt, dass die
alleinige Infektion mit Lsigmo zu keiner erhohten AHR fiihrt.

Die deutliche Reduktion der AHR durch die Infektion mit Lsigmo in den mit OVA behandelten
Versuchsgruppen schlieBlich zeigt, dass die Infektion mit Lsigmo die AHR um mehr als ein

Drittel zu senken in der Lage ist. Dies geht einher mit den Ergebnissen vorheriger Experimente&
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% wobei allerdings auch gegenteilige Befunde existieren, so zum Beispiel bei der Infektion mit
Toxocara canis, die in einem Mausmodell zu einer Exabertion einer allergischen
Atemwegsinflammation fiihrte"'%. Die iiberwiegende Mehrheit der Versuche jedoch zeigt eine
Reduktion der AHR.

Allerdings ist festzuhalten, dass nur die Unterschiede innerhalb der mit OVA behandelten
Gruppe bei einer MCH-Konzentration von 50mg/ml statistisch signifikant waren. Die Griinde
hierfiir konnten darin liegen, dass die maximale Penh-Veridnderung in labortechnischen

Messungen erst nach 25 Minuten erreicht werden — und somit fiir die ersten Messdurchgénge

noch nicht ausreichend Zeit fiir die Ausprigung der Symptomatik blieb™.

4.24.3 Supprimation der humoralen Immunantwort
In Ubereinstimmung mit dem bekannten Phidnomen, dass parasitire Infektionen groe Mengen

von polyklonalem IgE induzieren, wurde in diesem Versuch ebenfalls ein deutlicher (wenn auch
nicht statistisch relevanter) Trend zur Gesamt-IgE-Stimulation gefunden.

Statistisch hochsignifikant zeigte sich allerdings die Reduktion des OV A-spezifischen IgEs und
des IgG1 sowie ein (statistisch nicht signifikanter) Trend zur Reduktion des IgG2as durch die
Infektion mit Lsigmo. IgE und IgGl werden hauptsdchlich Th2-vermittelt produziert.
Helmintheninfektionen, z.B. durch Filarien, induzieren jedoch ebenfalls eine Th2-polarisierte
Immunantwort. Die Reduktion dieser Immunglobuline spricht daher gegen die Vorstellung, dass
allergieprotektive Faktoren durch einen Thl-Shift wirken, wie es in der einfachen
Hygienehypothese postuliert wird. Vielmehr stirken diese Daten die Ansicht der erweiterten
Hygienehypothese, die von einer Induktion regulatorischer Elemente durch Infektionen ausgeht,
welche wiederum allergischen Reaktionen entgegenwirken. Unterstiitzt wird dies durch den in
dieser Arbeit festgestellten Trend zur gleichzeitigen Reduktion des Th-1 vermittelten IgG2as,
was zu der Vermutung fiihrt, dass die Filarieninfektion eher eine allgemeine Reduktion der
antigenspezifischen Immunglobulinproduktion als ein Ungleichgewicht in der Th-1/Th-2-

Gewichtung zur Folge hat.

4.2.5 Die Infektion mit Lsigmo supprimiert die zelluliren Immunreaktion

4.2.5.1 Reduktion der Proliferationsrate mononukleirer Milzzellen
Die isolierten Milzzellen wurden mit ConA sowie mit OV A stimuliert. Dabei zeigte sich sowohl

eine statistisch signifikante antigenspezifische Proliferationshemmung (F-/OVA vs. F+/OVA)

durch die Infektion mit Filarien als auch der Trend zur antigenunspezifischen
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Proliferationshemmung (F-/PBS vs. F+/PBS). Letztere Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen

vorheriger Studien, die mit Hilfe verschiedener parasitirer Membrananteile die

. . . . 112,113,114
Proliferationshemmung induzieren konnten .

Diese Erkenntnis ist hilfreich, um mogliche Therapieansitze zu identifizieren.

AuBlerdem lieferte sie wichtige Hinweise auf den Mechanismus der Immunsuppression,
allerdings war dafiir eine weitergehende Analyse der Milzlymphozyten notig. Daher wurden in
diesem Experiment eine Untersuchung ihrer Zytokinproduktion angeschlossen, um
herauszufinden, ob sich hierbei ebenfalls eine generelle oder eine zytokinspezifische

Auswirkung zeigte.

4.2.5.2 Supprimation der Thl- und Th2-Zytokine auler TGF-8
Durch die Provokation mit OVA (antigen-spezifische Stimulation) wurden die gemessenen Th2-

Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 sowie das Thl-Zytokin IFN-y deutlich herunterreguliert. Das
einzige heraufregulierte Zytokin war TGF-8.

Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen aus Atemwegshyperreagibilitit und
Lungenhistologie: IL-4 und IL-5 sind maBgeblich fiir die Produktion von allergenspezifischem
IgE durch B-Zellen beteiligt, welches wiederum an der Entstehung der Pathomechanismen in der
Lunge eine tragende Rolle innehat.

In der Literatur waren in vorausgegangenen Studien nicht immer IL-4 und IL-5 gleichzeitig
reduziert: teilweise wurde in Studien IL-4 in unveridnderten oder auch erhohten Mengen
nachgewiesen — allerdings nach einer Infektionen mit Brugia malayi™® bzw. Schistosoma
mansoni®®. Dies konnte bedeuten, dass die Reduktion von IL-4 nicht unbedingt notwendig fiir
die Immunsuppression ist. Weitere Studien miissten dies nachweisen.

Zur Bedeutung der Reduktion von IL-10 und der Heraufregulierung von TGF-B wird im
nichsten Kapitel detaillierter eingegangen.

Des Weiteren unterstiitzt die gemessene Zytokinprofilinderung die Schlussfolgerung aus der
Immunglobulinmessung: Es findet kein Ungleichgewicht in der Th-1/Th-2-Gewichtung statt,
vielmehr betrifft die Reduktion der Zytokinproduktion beide Linien.

4.2.5.3 Regulatorische Zytokine: TGF-8, nicht IL-10, ist fiir die Immunsuppression
verantwortlich
Eine entscheidende Frage dieser Arbeit beschiftigt sich mit den Mechanismen der

Immunsuppression durch eine Filarieninfektion. IL-10 und TGF-8 sind beide fiir ihre
immunsupprimierenden Eigenschaften bekannt und gelten als so genannte regulatorische

Zytokine. Besonderes Augenmerk lag in den vergangenen Jahren auf IL-10, das lange Zeit als
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der mafBgebliche Faktor fiir Immunsuppression gehandelt wurde®®, Tatsichlich wurde in der

Mehrheit der Publikationen bisher die Wichtigkeit von IL-10 nachgewiesen, und zwar sowohl
bei der Verwendung von anderen als den hier benutzten Parasitenm, als auch bei der

. . . .1
Verwendung von rekombinanten Fllarlen—Cystemﬂ.

Insgesamt wird die Funktion von IL-10 beim Asthma bronchiale kontrovers diskutiert'!¢1%18,

Beziiglich der immunmodulierenden Mechanismen parasitdrer Infektionen konnte gezeigt
werden, dass Immunsuppression durch Helmintheninfektionen auch vollkommen unabhéngig
von IL-10 auftreten kann™. Diesbeziiglich konnte auch gezeigt werden, dass Tregs sowohl
mittels IL-10 als auch mittels TGF-B supprimierenden Einfluss auf die Immunreaktion
nehmen*2’.

Die Tatsache, dass TGF-8 als einziges Zytokin durch die Filarieninfektion hochreguliert wurde
(im Gegensatz zur Reduktion aller sonstigen untersuchten Zytokine), spricht fiir eine zentrale
Rolle von TGF-8 in der antigen-spezifischen Immunsuppression.

Auch eine etwa zeitgleich zu diesem Versuch durchgefithrte Studie mit &hnlichem
Versuchsaufbau liefert Hinweise, dass IL-10 eventuell nicht der vorherrschende Mediator bei der
Immunsuppression durch Parasiten ist: in einem Transferversuch mit Tregs konnte die
Suppression der allergischen Atemwegsinflammation in den Empfédngertieren erreicht werde,

obwohl die Spendertiere IL-10-defizient waren'%".

Zusammenfassend ldsst sich an dieser Stelle festhalten, dass unsere Ergebnisse klar eine
(mit)fiihrende Rolle von TGF-8 bei der Inmunsuppression unterstiitzen.

Diesen Uberlegungen folgend galt es Ansitze dafiir zu finden, welche Subtypen der
Milzlymphozyten fiir TGF-B-Produktion verantwortlich waren. In diesem Zusammenhang ist es
interessant, dass TGF-B der entscheidende Faktor bei der Aktivierung von Tregs ist (Induktion
des Transkriptionsfaktors Foxp3)>~.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit TGF-8 fiir die Transformation
von CD25"-T-Helferzellen in Tregs mit supprimierenden Fihigkeiten (CD25*/CD45RB""/
CD4/TGF-8""°) verantwortlich ist™.

Aus diesem Griinden wurde den bisherigen Untersuchungen eine FACS-Analyse der Milz- und

PL-Zellen angeschlossen.

4.2.6 Die Infektion mit Lsigmo verindert die Lymphozyten-Subpopulationen
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4.2.6.1 Aktivierung der Lymphozyten und im speziellen Dendritenzellen am Ort der
Infektion
Wie erwartet hatte die Filarieninfektion eine Aktivierung der Lymphozyten und der

dendritischen Zellen in der mit OVA behandelten Gruppe zur Folge. Auffillig war sowohl die
Expression von ICOS in den CD4"-Zellen als auch die Expression des zugehorigen Liganden
ICOSL in den dendritischen Zellen. Deren Interaktion wurde bereits als notwendig fiir die
Reduktion der Atemwegshyperreagibilitit nachgewieseng.

Daraus lésst sich ableiten, dass der Kontakt mit dem Antigen Lsigmo bereits die erste Weiche fiir
die in unserem Versuch nachgewiesene Reduktion der Atemwegshyperreagibilitit stellt. Weiter

galt es zu kldren, welche Auswirkungen die Einwanderung der ICOSL-exprimierenden

dendritischen Zellen in den Ort der systemischen Immunreaktion zur Folge hatte (s.u.).

4.2.6.2 Vermehrtes Auftreten von Tregs und TGF-B-exprimierenden Lymphozyten
am Ort der systemischen Immunreaktion
Auffillig war das stark erhohte Vorkommen von Tregs in der Milz. Gleichzeitig konnte eine

starke Erhohung der TGF-B-exprimierenden CD4"-Zellen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse decken sich mit verschieden Experimente anderer Arbeitsgruppen. So wurden
zum Beispiel nach der Infektion mit Heligosomoides polygyrus, der einen &hnlichen
Lebenszyklus wie Lsigmo aufweist und ebenfalls allergiesupprimierende Eigenschaften aufweist,
ebenfalls vermehrt Tregs gefunden'®.

Es wire hilfreich gewesen, in anschlieBenden Versuchen herauszufinden ob die Gruppen der
Tregs und die der TGF-B-exprimierenden identisch sind, bzw. ob die TGF-B-exprimierenden
Zellen tatsdchlich fiir die erhohte Produktion von TGF-8 der mononukleiren Milzzellen
verantwortlich ist. Dies konnte in dieser Arbeit allerdings nicht realisiert werden, nachfolgende
Untersuchungen bestitigten durch Blockade bzw. Depletionsstudien jedoch die Relevanz dieser
16slichen bzw. zelluliren Mediatoren'2*.

In einer der bereits erwihnten Studien konnte ebenfalls mit Hilfe des bereits erwihnten
Transferversuchs'>t  gezeigt werden, dass die  Suppression der allergischen
Atemwegsinflammation von induzierten Tregs abhingig ist.

Zusammengenommen konnten also weiterfithrende Versuche unserer Arbeitsgruppe, aber auch
anderer Arbeitsgruppen die in diesem Versuch aufgestellte Hypothese untermauern, dass TGF--

exprimierende Tregs eine wichtige Rolle bei der Immunsuppression durch parasitire Infektionen

innehaben.
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4.3 Abschlussthese und Ausblicke

4.3.1 Abgeleitete These: TGF-B'-Tregs werden durch die Filarieninfektion aktiviert und
unterdriicken die Entwicklung des asthmatischen Phéinotyps

Entsprechend der Grundlage der erweiterten Hygienehypothese reduziert die Infektion mit
Filarien den asthmatischen Phénotyp.

Aus dem Versuch und allen bisher genannten Uberlegungen lisst sich folgende Theorie ableiten:
Die Infektion mit Lsigmo hat den Kontakt zwischen dendritischen Zellen und Parasiten bzw.
deren Bestandteilen zur Folge. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, werden neben allgemeinen
Aktivierungsmarkern auch spezifische Liganden zur Interaktion mit T-Zellen (hier: ICOSL)
heraufreguliert. Die derart “Helminthen-modulierten* dendritischen Zellen wandern in die Milz,
den Drainageort der Infektion und Ort der systemischen Immunreaktion, ein. Dort aktivieren sie
antigen-spezifische, undifferenzierte ThO Zellen. Diesbeziiglich zeigen unsere Versuche, dass
entweder vorhandene natiirliche Tregs mit supprimierenden Eigenschaften aktiviert werden oder
dass es durch TGF-B8 zur Umwandlung von CD25%-T-Helferzellen in supprimierende TGF-8
exprimierender Tregs kommt. Die Vermehrung TGF- exprimierender Tregs konnte direkt oder
indirekt fiir die Suppression der Thl und Th2 Differenzierung verantwortlich sein. Hierdurch
kommt es insgesamt zu einem Verschieben des Gleichgewichtes zwischen regulatorischen und
proinflammatorischen T-Zellen, was sich in unseren Ergebnissen an einer Verschiebung des
Zytokingleichgewichtes zugunsten regulatorischer Zytokine deutlich zeigen ldsst. Die

Ausprigung des asthmatischen Phéanotyps wird im Folgenden reduziert bis gehemmit.

4.3.2 Ausblicke
Die gewonnen Einblicke bieten Ansitze fiir weitere Studien und Uberlegungen. Insbesondere

konnten folgende Aspekte weiter verfolgt werden:
= Die Rolle von TGF-B und IL-10 miisste noch differenzierter evaluiert werden. Da
nachgewiesen wurde, dass beide Zytokine wichtige Rollen in der Immunsuppression
einnehmen, miissten sowohl die genauen Interaktionsmuster als auch die Frage, ob
eines der beiden Zytokine dem anderen hierarchisch iibergeordnet ist, geklart werden.
= Die Rolle von IL-4 bleibt nach dem Literaturvergleich weiter unklar. Auch hier

miisste die Abhédngigkeit von anderen Zytokinen (z.B. IL-5) weiter abgeklart werden.
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Die Beteiligung TGF-B-exprimierender Tregs miisste noch weiter verfolgt werden,
auch im Hinblick auf mogliche Therapieansitze (z.B. Aktivierung von autologen
Tregs in vitro mit anschlieBendem Retransfer in den Spenderorganismus).

Fir die Transaktion der erhobenen Befunde in eine auch fiir humane Patienten
anwendbare Behandlungsstrategie ist sicherlich erforderlich, den genauen
Wirkmechanismus noch besser darzustellen. Insbesondere ist die Frage entscheidend,
welche parasitiren Komponenten (Oberflaichenmerkmale, sezenierte Produkte, etc.)
fir den immunregulatorischen = Mechanismus verantwortlich sind. Die
Weiterentwicklung dieser so gefundenen Komponenten konnte dann zu neuen
Medikamenten oder neuen Impfstrategien fithren, die in ersten klinischen Studien

eingesetzt werden konnten.
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6 Appendizes

6.1 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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