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1 Zusammenfassung

Fir die STR/ort-Maus hat unsere Arbeitsgruppe bereits friher eine Hyperostose mit
extramedullarer Hamatopoese, Lymphopenie und Hypogammaglobulindmie
beschrieben. Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie sich diese
Einschrankung des Immunsystems auf eine klassische Parasiteninfektion auswirkt.
Wir haben deshalb 6-8 Wochen alte STR/ort-Weibchen mit dem Parchenegel
Schistosoma mansoni infiziert und anschlieRend die Immunantwort und
Krankheitsauspragung quantifiziert. Als Referenzstamm wahlten wir C57BL/6-
Mause, zu deren Immunreaktion gegen Schistosoma mansoni bereits ausfihrliche
Studien vorlagen. Aullerdem werteten wir die Hypercholesterinamie der STR/ort-
Mause als weiteren Hinweis daflr, dass die Schistosomeninfektion im STR/ort-
Stamm einen schwereren Verlauf nehmen wurde als im C57BL/6-Stamm. Diese
Einschatzung sahen wir hauptsachlich durch Hinweise auf eine bei erhdhten
Cholesterinspiegel gesteigerte Reproduktion der Schistosomen sowie durch die
proinflammatorische Rolle von Cholesterin bei diversen Erkrankungen wie einer
nichtalkoholischen Steatohepatitis und der Atherosklerose begrindet.

Die STR/ort-Tiere zeigten  jedoch insgesamt  eine vergleichbare
Krankheitsauspragung wie der C57BL/6-Stamm, fur den eine eher geringe
Krankheitsauspragung bereits beschrieben war. Im Gegensatz zur Ei- und
Granulomanzahl in der Leber, der GranulomgréRe und zum Ausmal der Fibrose, die
sich allesamt ahnlich im STR/ort- und C57BL/6-Stamm prasentierten, zeigten sich
die Serummarker fur hepatozellularen Schaden im STR/ort-Stamm jedoch signifikant
erniedrigt. Ebenfalls fand sich im STR/ort-Stamm ein tendenziell geringerer Anteil
IFN-y- und TNF-a-positiver sowie ein signifikant geringerer Anteil IL-4- und IL-10-
positiver CD4* T-Lymphozyten. Insgesamt deuten unsere Ergebnisse auf eine
geringere granulomatése Entziindungsreaktion im STR/ort-Stamm als im C57BL/6-
Stamm hin, die vermutlich auf einer geringeren T-Zellreagibilitat basiert. Welche
immunomodulatorischen Faktoren dabei eine Rolle spielen, ware Gegenstand

kunftiger Studien.
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2.1 Die Schistosomiasis

Die Bezeichnung Schistosomiasis (Syn.: Bilharziose) umfasst eine Gruppe von
Erkrankungen, die durch humanpathogene Trematoden der Gattung
Schistosoma hervorgerufen werden. Die Schistosomiasis ist Uber weite tropische
und subtropische Gebiete verteilt. Die Infektion des Menschen erfolgt perkutan
durch die in SifRwasser vorkommenden Larven (Zerkarien). Die Zahl infizierter
Menschen wird auf 230 Millionen geschatzt. Die Zahl der durch Bilharziose
hervorgerufenen Todesfalle ist aufgrund einer hohen Dunkelziffer schwer zu
ermitteln. Schatzungen gehen von 20 000 bis 200 000 Todesfallen jahrlich aus
(Richter & Ruppel 2010).

2.1.1 Die Erreger und ihre Krankheitsbilder

Es werden zwei Hauptformen der Schistosomiasis unterschieden, die sich aus
der bevorzugten Lokalisation der Adultwlirmer in urogenitalen oder
mesenterialen Venen und dem entsprechenden Krankheitsbild ergeben: die
urogenitale  Schistosomiasis (Blasenbilharziose) und die intestinale

Schistosomiasis (Darmbilharziose; Richter & Ruppel 2010).

2111 Die urogenitale Schistosomiasis (Blasenbilharziose)

Die Blasenbilharziose wird durch eine Infektion mit S. haematobium verursacht.
Die adulten Wirmer halten sich bevorzugt paarweise vereint in den vesikalen
und anderen Venen des kleinen Beckens auf, wo sie ihre Eier ins GefalRlumen
ablegen. Die Eier bleiben in den kleinen GefalRen stecken, wodurch es zu einer
entzundlichen Reaktion (Granulombildung) kommt. Dadurch gelingt den Eiern die
Gewebepassage und sie werden uber die Harnwege oder den Darm

ausgeschieden. Als Folge der Infektion kann es zur Hamaturie,
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Kalkeinlagerungen in der Blasenwand und Nierenschaden kommen. Es besteht
eine deutliche Korrelation zwischen dem Auftreten von Blasenkarzinomen und
einer S. haematobium-Infektion (Richter & Ruppel 2010; Wilson et al. 2007).

21.1.2 Die intestinale Schistosomiasis (Darmbilharziose)

Die Erreger der Darmbilharziose sind S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi und
S. intercalatum.

Da jedoch in dieser Arbeit ausschlieBlich mit der Trematodenart Schistosoma
mansoni gearbeitet wurde, beziehen sich die folgenden Beschreibungen und

Untersuchungen nur auf diesen Erreger.

2.1.2 Schistosoma mansoni

Schistosomen sind getrenntgeschlechtliche Trematoden. Die Entwicklung und
der Lebenszyklus der verschiedenen Schistosomenarten gleichen sich im
Wesentlichen und werden in Abb. 1 am Beispiel von S. mansoni erlautert. Jede
Schistosomenart  bendtigt eine  bestimmte  Schneckengattung  zur
ungeschlechtlichen Vermehrung. Bei S. mansoni sind es die aquatisch lebenden

Schnecken der Gattung Biomphalaria spp.

Nach der Infektion eines geeigneten Endwirts (Mensch, Saugetiere) reifen die
Erreger zu adulten Warmern. Fur die Entwicklung der Geschlechtsreife mussen
sich die juvenilen, weiblichen Wiurmer mit einem mannlichen Wurm paaren. Das
S. mansoni-Parchen wandert gegen den vendsen Blutstrom bis in kleinste
mesenteriale Venen und legt dort taglich 250 bis 400 Eier ab. Ein grofRer Teil
dieser Eier bleibt in kleinen Mesenterialvenen stecken. Die folgende
granulomatdse Entziindungsreaktion flhrt zu einer lokalen Gewebsauflésung
und ermdglicht so die Passage der Eier durch die GefaBwand und das
umgebende Gewebe. Auf diese Weise werden die Eier, die die Gefalde der
Mukosa des Darms oder der Harnwege erreicht haben, ausgeschieden (Richter
& Ruppel 2010).
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Abb. 1: Lebenszyklus des Parchenegels Schistosoma mansoni.

Dargestellt sind die Entwicklungsstadien des Parasiten unter Berlicksichtigung des
Wirtswechsels. Die verpaarten, adulten Wirmer (1) leben in den Mesenterialvenen des Wirts. Die
Eiablage erfolgt ins Gefalslumen. Die Eier (2) bleiben in den kleinen Gefalken stecken. Durch die
nachfolgende Entzindungsreaktion gelingt den Eiern die Gewebepassage ins Lumen von
Harnwegen und Darm und sie werden ausgeschieden. Bei Slillwasserkontakt schllpft das im Ei
lebende Mirazidium (Wimpernlarve) (3) und bewegt sich aktiv durchs Wasser auf der Suche nach
einer Wasserschnecke der Gattung Biomphalaria glabrata. Nach dem Eindringen in die Schnecke
vermehren sich die Mirazidien vegetativ tGber Muttersporozysten (4) und Tochtersporozysten (5)
zu zahlreichen Zerkarien (6). Diese infektiésen Larven schwarmen aus der Schnecke ins
umgebende Wasser und penetrieren die intakte Haut eines Endwirts. Die eingedrungene Zerkarie
wirft ihren Ruderschwanz ab und transformiert sich in ein Schistosomulum (7). Das
Schistosomulum erreicht mit dem Blutstrom die Lunge und reift dort zum Pra-Adulten (8). Zur
endgultigen Reifung wandern die Pra-Adulten ins Portalsystem und bilden Parchen (Quelle:
Abteilung fiir Tropenmedizin und Infektionskrankheiten der Universitdtsmedizin Rostock).

Die krankheitsbestimmenden Faktoren sind jedoch der Anteil der nicht
ausgeschiedenen Eier und die gegen sie ausgeldste Immunreaktion. Etwa die
Halfte der produzierten Eier verbleibt im Kérper. Die Eier bleiben nicht nur in der
Nahe der adulten Wurmer in und um die kleinen Venen von Darm und Harnwegen
liegen, sondern werden auch mit dem vendsen Blutstrom in verschiedene

Organe des menschlichen Korpers geschwemmt. Davon ist besonders die Leber
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betroffen, in deren prasinusoidalen Pfortaderasten die Eier stecken bleiben. Dies
stellt aus reproduktiver Sicht eine Sackgasse dar, da die Weiterentwicklung der
Eier nur durch SuBRwasserkontakt gelingen kann. Diese Eier stellen die
Grundlage aller pathologischen Veranderungen der Schistosomiasis dar, indem
zunachst eine periovulare, granulomatdse Entzundungsreaktion entsteht und
anschliefend das Gewebe fibrotisch umgewandelt wird.

SchlieBlich bewirkt die progressive, portale Fibrosierung bei Patienten mit
chronischer S. mansoni-Infektion die Entwicklung einer portalen Hypertension.
Deren typische Komplikationen sind die Entstehung eines Aszites sowie
potentiell letaler Osophagus- und Magenfundusvarizenblutungen (Stadecker et
al. 2001; Richter & Ruppel 2010).

2.1.21 Entwicklung der Immunantwort bei muriner Schistosomiasis

Wahrend der frihen Akutphase der Infektion des Endwirts I6sen das wandernde
Schistosomulum und der daraus hervorgehende unreife, adulte Wurm eine von
T-Lymphozyten des Subtyps 1 (Th1) dominierte Immunreaktion aus. Diese ist
durch die erhdhte Prasenz der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-12, IFN-y
und TNF-a charakterisiert (Chuah et al. 2014; Stadecker et al. 2004).

Fir das Uberleben der reifen, adulten Wirmer ist es wichtig, dass sie vom
Immunsystem weitgehend unentdeckt bleiben. Dazu nutzen sie verschiedene
Evasionsstrategien. Einerseits besitzen die adulten Wurmer eine als
Membranokalyx bezeichnete Doppelmembranstruktur an ihrer Oberflache, die
wirtseigene Glykolipide (z.B. von Erythrozyten) binden kann und so verhindert,
dass das Immunsystem den Parasiten als ,fremd“ erkennt (Braschi & Wilson
2006). Andererseits verfugen die Adulten Uber parasitare Proteasen, die
gebundene Antikérper und Komplementfaktoren inaktivieren kénnen (Richter &
Ruppel 2010).

Im Gegensatz zu den adulten Wirmern prasentieren die Wurmeier eine Reihe
starker Antigene. Diese vom im Ei lebenden Mirazidium produzierten Antigene
(Proteine, Glykoproteine, Stoffwechselprodukte) werden als I6sliche Eiantigene
(soluble egg antigen, SEA) bezeichnet und Uber die Eischale sezerniert (Richter
& Ruppel 2010). Wahrend zu Beginn der Eiablage (5-6 Wochen nach Infektion)
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noch die von Th1-Lymphozyten sezernierten Zytokine dominieren, induzieren die
Eiantigene eine ausgepragte Th2-polarisierte Immunantwort, die etwa 8 Wochen
nach Infektion ihren Hohepunkt erreicht. Diese Th2-Antwort zeichnet sich durch
die antientziindlichen und profibrotischen Zytokine IL4, IL-5, IL-10 und IL-13 aus
(Stadecker et al. 2004). AnschlieBend wird die Th2-Antwort im Rahmen der
sogenannten Immunomodulation herunterreguliert und geht ab der 12. Woche in
die chronische Phase Uber (Pearce & MacDonald 2002; Barron & Wynn 2011).
Durch die Zytokine der Th2-Lymphozyten werden Makrophagen alternativ
aktiviert, die nach neuer Nomenklatur nach ihrem Aktivator als MqL-4/L-13)
bezeichnet werden (Murray et al. 2014; van den Bossche et al. 2015). Diese
Makrophagen hemmen die Th1-dominante Immunantwort, tragen zur
fibrotischen Wundheilung der Entziindungsherde bei und produzieren IL-10,
Arginase-1 und andere Faktoren, die Uber eine negative Feedbackschleife die T-
Zellproliferation und -aktivierung begrenzen (Barron & Wynn 2011).

Eine entscheidende Immunreaktion des Wirts auf die Schistosomeneier ist die
Bildung von Granulomen (Abb. 2). Die Formierung der Granulome wird durch
CD4* T-Lymphozyten organisiert, die durch die Eiantigene stimuliert worden sind.
Dabei wandern CD4* T-Lymphozyten, Makrophagen, Eosinophile und
Fibroblasten in das Gebiet um das Wurmei herum ein und bilden so eine Barriere
zum umgebenden Gewebe. Nach Absterben des Mirazidiums im Ei kommt es
zum Zerfall der Granulomstruktur mit einhergehender Kalzifizierung (Chuah et al.
2014).

Abb. 2: Granulombildung um ein S. mansoni-Ei in der Leber eines C57BL/6-Weibchens
(H&E-Farbung, 400-fache VergroRBerung). Im Ei ist das lebende Mirazidium erkennbar.
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Obwonhl die periovulare Granulombildung einerseits schadliche Effekte (Fibrose
und anschlieBende portale Hypertension) auf den Wirt hat und somit von
entscheidender Bedeutung fur die Krankheitserscheinungen der Schistosomiasis
ist, erfullen die Granulome andererseits gleichzeitig eine wichtige Schutzfunktion
fur den Wirt (Pearce & MacDonald 2002). Denn die Schistosomeneier und die
von ihnen sezernierten Produkte bedeuten eine standige Antigenprasentation fur
das Immunsystem des Wirts. Wirden die Antigene nicht durch die Granulome
sequestriert oder neutralisiert, konnte die resultierende unkontrollierte
Entzindungsreaktion das betroffene Gewebe schadigen. Es konnte gezeigt
werden, dass Mause, deren Granulombildung durch unterschiedliche
immunologische Stérungen fehlerhaft ist, friher sterben als Kontrolltiere mit
intakter Granulombildung (Wilson et al. 2007).

21.2.2 Modulation der Immunreaktion gegen S. mansoni

Das Krankheitsausmald der S. mansoni-Infektion variiert stark, sowohl unter
Menschen als auch zwischen verschiedenen Mausstammen (Rutitzky &
Stadecker 2011). Dabei ist das Aufrechterhalten einer balancierten und
kontrollierten Th1- oder Th2-dominanten Immunantwort entscheidend fir den
Wirt, da auf diese Weise eine schitzende Granulombildung bei nicht
uberzogener pathologischer Gewebeveranderung ermaoglicht wird. Jede starke
Polarisierung der Immunreaktion zu einer Th1- oder Th2-dominanten Antwort bei
Schistosomiasis ist schadlich oder sogar todlich fir den Wirt (Wilson et al. 2007).
So wiesen beispielsweise Mause, die aufgrund einer IL-10- und IL-4-Defizienz
eine unkontrollierte Th1-dominante Immunreaktion zeigten, eine 100%ige
Mortalitat 9 Wochen nach Infektion auf. Ahnlich verhielt es sich bei Mausen, die
aufgrund einer IL-10- und IL-12-Defizienz eine starke Th2-Antwort zeigten und
im Alter von 12-15 Wochen eine signifikante Mortalitat aufwiesen (Hoffmann et
al. 2000). Als Faktoren, die mit einem schweren Krankheitsverlauf einhergehen,
konnte ein Anstieg des von Th1-Lymphozyten sezernierten IFN-y sowie des von
Th-17-Lymphozyten produzierten IL-17 nachgewiesen werden, wobei der
Anstieg des IL-17 eher als Marker eines schweren Verlaufs zu werten ist (Rutitzky
et al. 2005a; Rutitzky et al. 2005b). IL-17-defiziente Mause weisen entsprechend

eine deutlich reduzierte Immunopathologie auf (Rutitzky & Stadecker 2011).
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Nach der akuten Phase der Infektion (0 bis 8 Wochen post infectionem) beginnt
das sukzessive Herunterregulieren der Th2-dominanten Antwort, die sogenannte
Immunomodulation, die sich durch eine abgeschwachte T-Zellfunktion und sich
geringer auspragende Krankheitserscheinungen auszeichnet. So kommt es
innerhalb der Mausstamme zu einer im Vergleich zur akuten Phase geringeren
Grolde der sich neu bildenden Granulome. Bei der Immunomodulation wirken IL-
10 und TGF-B mit, indem sie die Entwicklung regulatorischer T-Zellen induzieren,
welche die Balance von Th1- und Th2-Antwort férdern (Chuah et al. 2014). IL-
10-defiziente Mause schaffen hingegen keinen Ubergang von der akuten in die
chronische Krankheitsphase und prasentieren groRe unzureichend begrenzte

Granulome sowie eine verstarkte hepatozellulare Nekrose (Sadler et al. 2003).

2.2 Der STR/ort-Mausstamm

Im Mausstamm STR/IN trat 1951 in der 29. Nachkommengeneration eine
rotbraun-weil} gescheckte Mutante auf. Aus dieser Mutante entstand nach einer
Periode ohne Inzucht der STR/ort-Stamm, der daraufhin wieder mit Inzucht

gezuchtet wurde (Mason et al. 2001).

Der STR/ort-Stamm konnte sich als Modell fir die Erforschung der Entstehung
der Kniegelenksarthrose (Gonarthrose) etablieren, da sich besonders bei den
mannlichen Tiere haufig eine spontane Arthrose des Kniegelenks entwickelt
(Walton 1977; Mason et al. 2001).Interessanterweise weist der STR/ort-Stamm
auch metabolische Besonderheiten auf. So konnte bei diesen Mausen eine
Hyperlipidamie (in diesem Fall Hypercholesterinamie und Hypertriglyceridamie)
sowie eine Hyperinsulinamie nachgewiesen werden (Uchida et al. 2009).
AuRerdem zeigen weibliche STR/ort-Mause eine Neigung zur Fettleibigkeit
(Walton 1979). Doch auch das Gewicht der Mannchen des STR/ort-Stamms ist
im Vergleich mit dem C57BL/6-Stamm deutlich erhoht.

Eine weitere relevante Eigenschaft des STR/ort-Stamms ist, dass er eine
Hyperplasie von Knochensubstanz, also eine Hyperostose, aufweist. Es gibt
Anzeichen dafir, dass die Hyperostose des STR/ort-Stamms sowohl durch eine
erhdhte Neubildung von Knochen durch Osteoblasten als auch durch eine

gestdrte Knochenresorption durch Osteoklasten bedingt ist (Uchida et al. 2012;
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Pasold et al. 2013). Im Vergleich mit C57BL/6-Mausen zeigten STR/ort-Mause
beider Geschlechter bereits im Alter von 1 Monat eine deutlich dickere Kortikalis
der Femurdiaphyse. Im Alter von 9 Monaten lag eine fast vollstandige
Kompression des Knochenmarks vor. Bei der Analyse des trabekularen
Knochens der Femurmetaphysen zeigte sich, dass im Alter von 1 Monat das
Verhaltnis von Knochenvolumen zum Gesamtvolumen (BV/TV) noch
vergleichbar war. Wahrend es jedoch im Verlauf von 9 Monaten zu einem
Absinken des BV/TV bei den C57BL/6-Weibchen auf etwa 20% kam, stieg der
Wert bei den STR/ort-Weibchen auf etwa das zehnfache des im Alter von 1 Monat
gemessenen Wertes. Aulierdem konnte gezeigt werden, dass die Mause des
STR/ort-Stamms im Alter von 13 Wochen nur eine Anzahl an
Knochenmarkszellen aufwiesen, die etwa 6% der bei den C57BL/6-Mausen
gemessenen Zellanzahl entsprach. Schliellich konnten eine mit der
Kompression des Knochenmarks assoziierte Hepatosplenomegalie und

extramedullarer Hamatopoese nachgewiesen werden (Pasold et al. 2013).

2.3 Immunologische Konsequenzen einer Osteopetrose

Die Osteopetrose stellt eine heterogene Gruppe von Knochenerkrankungen dar
und ist charakterisiert durch eine Osteoklasteninsuffizienz mit gestorter
Knochenresorption (Del Fattore et al. 2008). Da auch bei den STR/ort-Mausen
eine Stérung der Osteoklastenfunktion vorliegt (Pasold et al. 2013), kann der
Knochenphanotyp dieser Mause auch als mindestens teilweise osteopetrotisch
angesehen werden. Interessanterweise konnte bei mehreren Mausmodellen, die
unterschiedliche Formen einer Osteopetrose prasentieren, eine Stérung in
verschiedenen Bereichen des Immunsystems nachgewiesen werden. cd/cd-
Mause sind als Modell zur Erforschung der humanen infantilen malignen
Osteopetrose etabliert. Blin-Wakkach et al. (Blin-Wakkach et al. 2004) zeigten,
dass die B-Zelldifferenzierung durch einen fehlerhaften Ubergang der pro-B-
Lymphozyten in pra-B-Lymphozyten in diesem Stamm gestort ist. AuRerdem
wiesen sie bei den cd/cd-Mausen eine deutlich reduzierte Sekretion von IFN-y
durch aktivierte CD4* T-Lymphozyten nach. Bei Receptor Activator of NF-kB

(RANK)-defizienten Mausen zeigte sich nicht nur eine Osteopetrose, sondern
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auch eine Storung der B-Zellentwicklung und der Bildung von Lymphknoten
(Dougall et al. 1999).

Auch bei der Untersuchung von humanen Formen einer Osteopetrose zeigten
sich immunologische Stérungen. Guerrini et al. (Guerrini et al. 2008) fanden eine
Hypogammaglobulinamie bei Patienten, die aufgrund einer RANK-Mutation an
einer osteoklastenarmen Form der autosomal-rezessiven Osteopetrose litten.
Die Vermutung liegt nahe, dass weibliche STR/ort-Mause aufgrund ihres
hyperostotischen Knochenphanotyps, der zumindest teilweise auf einem
Osteoklastendefekt beruht, auch mindestens eine partielle Immuninsuffizinz
aufweisen konnten. Es gibt jedoch aktuell keine Literatur, die sich mit der
Immunkompetenz weiblicher STR/ort-Mause befasst.

Unverdffentlichte Untersuchungen von Pasold zur zellularen Zusammensetzung

der Milz (Abb. 3) zeigen, dass uninfizierte STR/ort-Mause im Vergleich zu
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Abb. 3: Die STR/ort-Mause zeigen im Vergleich mit den C57BL/6-Mausen geringere
Zellzahlen der B- und T-Lymphozyten im Alter von 8-9 Monaten sowie Anzeichen eines
gestorten Klassenwechsels von IgM auf IgG. Weiblichen und mannlichen STR/ort- und
C57BL/6-Mausen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die Milz enthommen und die absolute
Anzahl an Milzzellen bestimmt. AnschlieRend wurde der Anteil an B-Lymphozyten (A) und T-
Lymphozyten (B) an den Milzzellen durchflusszytometrisch gemessen. Die Bestimmung der IgM-
(C) und IgG-Titer (D) im Serum erfolgte mittels ELISA.
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C57BL/6- Mausen bereits im Alter weniger Wochen reduzierte Mengen an B- und
T-Lymphozyten aufweisen. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich dann bei 8-
9 Monate alten Mausen. Weiterhin war auffallig, dass sich zwar die IgM-Titer in
beiden Stammen auf ahnlichem Niveau bewegten, die IgG-Titer jedoch bereits
bei den 3-monatigen Mausen im STR/ort-Stamm signifikant niedriger lagen als
im C57BL/6-Stamm. Hieraus ergab sich die Vermutung, dass der
Antikérperklassenwechsel von IgM zu IgG im STR/ort-Stamm gestort sein
konnte. Aullerdem konnte dieses Ergebnis als Hinweis auf eine potenzielle
Storung der Zykokinproduktion der CD4* T-Lymphozyten verstanden werden, da
diese T-Zellen den Isotypenswitch durch die Sekretion diverser Zytokine
entscheidend unterstutzen.

Interessanterweise lieferte Abb. 3 Hinweise darauf, dass sich die signifikanten
Abweichungen von der Norm bereits in einem Alter manifestieren, in dem die
Kompression des Knochenmarks erst beginnt. Dies fuhrte zu der Annahme, dass
die Reduktion der Lymphozytenpopulationen in den jungen STR/ort-Mausen
nicht (nur) durch die Kompression des Knochenmarks, sondern auch genetisch

bedingt sein kdonnte.

2.4 Motivation und Zielstellung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, durch eine parasitare Infektion mit S. mansoni die
Immunkompetenz weiblicher STR/ort-Mause zu untersuchen. Unsere Hypothese
war, dass im STR/ort-Stamm die Immunreaktion gegen Schistosoma mansoni
aufgrund der Lymphopenie und der Hypogammaglobulinamie gestort sein und
die Infektion daher einen schwereren Verlauf nehmen kdnnte. AulRerdem
werteten wir die Hypercholesterinamie der STR/ort-Mause aus verschiedenen
Grinden als ungunstigen Faktor: Erstens gilt Cholesterol bei verschiedenen
Erkrankungen wie einer nichtalkoholischen Steatohepatitis oder der
Atherosklerose als Triggerfaktor einer Entzindungsreaktion. Es ware denkbar,
dass auch die granulomatdse Entziindungsreaktion gegen die Schistosomeneier
durch Cholesterol geférdert wirde. Zweitens hatte sich in Untersuchungen
gezeigt, dass fettreich ernahrte Mause zwar noch nicht wahrend des Abklingens
der akuten Phase der Schistosomeninfektion, jedoch wahrend der chronischen

Phase der Infektion eine signifikant erhdhte Anzahl an Eiern im Leber- bzw.
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Darmgewebe aufwiesen (Neves et al. 2007; Alencar, Alba Cristina Miranda de
Barros et al. 2009). Die Autoren betrachteten die erhohten Cholesterolspiegel der
fettreich ernadhrten Mause in ihrer Studie als begunstigenden Faktor einer
gesteigerten Eiproduktion. Obwohl auch unsere Mause schon wahrend der
akuten Phase der Infektion aufgearbeitet wurden, interessierte uns, ob sich
bereits ein fordernder Einfluss der genetisch bedingten Hypercholesterinamie der

STR/ort-Mause auf die Eiproduktion nachweisen liel3e.

Da wir mit der Schistosomeninfektion der STR/ort-Mause Neuland betraten,
entschieden wir uns dazu, die Untersuchungsergebnisse im Vergleich zu einem
etablierten Referenzstamm darzustellen. Als Referenzstamm wahlten wir
C57/BL6-Mause, da diese den gleichen MHC-Haplotypen aufweisen wie
STR/ort-Mause und wir somit das Problem unterschiedlicher MHC-Haplotypen
zwischen den Stammen als potentielle Einflussgrofle auf die Starke der
Immunantwort umgehen konnten.

Fir das weibliche Geschlecht haben wir uns entschieden, weil die Hyperostose
in den Weibchen noch deutlich schwerer ausgepragt ist als bei den Mannchen,
im Alter von 3 Monaten das Knochenmark der Rohrenknochen bereits komplett
verdrangt ist und wir deswegen eine starkere Einschrankung der Immunantwort

als bei den Mannchen erwartet hatten.

Da die Infektion der STR/ort-Weibchen mit S. mansoni ein klassisches Modell der
Parasitenabwehr darstellte, untersuchten wir in dieser Studie hauptsachlich die
humorale Immunantwort, die Auspragung der CD4* T-Zellantwort sowie die
Schwere der Krankheitsauspragungen in den Stammen.

Unsere Hypothese eines schwereren Krankheitsverlaufs bei STR/ort-Mausen im
Vergleich mit C57BL/6-Mausen wollten wir dabei anhand von vier Einzelfragen

Uberprufen:

1. Zeigt sich 8 Wochen post infectionem — insbesondere aufgrund der
genetisch bedingten Hyperlipidamie der STR/ort-Mause —im STR/ort-
Stamm eine erhohte Eianzahl im Lebergewebe im Vergleich zum
C57BL/6-Stamm?

12
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2. Zeigt der STR/ort-Stamm eine schwachere Antikorperproduktion
gegen S. mansoni-Antigene als der C57BL/6-Stamm?

3. Zeigen sich im STR/ort-Stamm schwerere Organschaden und -
veranderungen (hepatozellularer Schaden, Granulomgrofen,
hepatische Fibrose, Korper- und Organgewicht) nach der S.
mansoni-Infektion als im C57BL/6-Stamm?

4. Welche Zusammenhange zwischen den Krankheitsauspragungen
der STR/ort- und C57BL/6-Mause und der jeweiligen
Zytokinproduktion der CD4*-T-Lymphozyten lassen sich aufzeigen?

13
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Antikorper, Gerate und Werkzeuge

Tabelle 1: Kits und Chemikalien

Kit / Chemikalie Hersteller Bestellnummer
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M3148
Bio-Rad Protein Assay Kit Il Bio-Rad 500-0002
bovines Serumalbumin (BSA)  Carl Roth 3737
Brefeldin A Losung (1000x) BioLegend 420601
Carbonat-Bicarbonat-Puffer Sigma-Aldrich C3041-50CAP
(Kapseln)

Cell Stimulation Cocktail eBioscience 00-4970
(500x)
CompBeads, Kompensations-
partikel-Set (a-Ratte- und a- BD 552845
Hamster-Ig k /
Negativkontrolle)
Eosin G-Lésung 0,5% wassrig  Carl Roth X883
Eisessig Carl Roth 3738
. i Apotheke des
Ethanol, reinst und vergallt Universitatsklinikums
Rostock
Fast Green FCF Fisher Scientific BP123-10
fétales Kalberserum (FCS) Biochrom S 0615
opmalin, neutral gepufiert, — sigma-Aldrich HT501128
Heparin-Natriumsalz, 2180 . .
USP Einheiten/mg Sigma-Aldrich H3149-25KU
IL-2, rekombinant, murin Biolegend 575402
Kanadabalsam Carl Roth 8016
Iléaénnchen F(ab‘)2 anti-Maus Serotec STAR13B
Ketamin 10% Medistar 3233
Mausnormalserum, gepoolte eigene Herstellung
aussera
Mayers Hamalaunlosung Merck 109249
Natriumazid (NaNs) Sigma-Aldrich 199931
Natriumpyruvat-Lésung .
(100mM) Gibco 11360-070
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich P6148
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Kit / Chemikalie

Penicillin / Streptomycin (5000

Hersteller

Bestellnummer

U/ml) Gibco 15070
Peroxidase AffiniPure Ziege

anti-Maus 1gG (H+L) Jackson ImmunoResearch 115-035-003
phosphatgepufferte Salzldsung :

(PBS,10x) Ambion AM9624
Pikrinsaure, gesattigt (1,3% in Sigma-Aldrich P6744

H-0)

Rompun® 2% Injektionslésung Bayer

RPMI 1640 Gibco 11875

RPMI 1640 + GlutaMAX —| + .

25mM HEPES Gibco 72400-021
Saponin Sigma-Aldrich 47036-50G-F
Schistosoma mansoni IgG ,

ELISA Holzel 40-521-475124
Sirius Red (Direct Red 80) Sigma-Aldrich 365548
Stopplésung Invitrogen SS03
TMB-Einfachlésung Invitrogen 00-2023
Trypanblau Gibco 15250-061
Tween 20 Sigma-Aldrich P1379-25ML

Tabelle 2: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

AK-Volumina / Bestell-
Reaktivitdit Konjugat 100 pli Hersteller
. nummer
Zellsuspension
G-MOUSe  pgicyr 2l 145-2C11  BioLegend 100319
CD3e
a-mouse
CD4 PerCP 1 ul RM4-5 BD 553052
a-mouse :
CD8a APC/Cy7 1yl 53-6.7 BioLegend 100713
a-mouse — apc 3 ul XMG1.2  BD 554413
IFN-y
a-mouse |L- e
4 Fluor® 2 ul 11B11 BD 557728
488

a-mouse IL- Brilliant JES5- .
10 Violet 421 3ul 16E3 BioLegend 505021
a-mouse IL-  Brilliant TC11- :
17A Violet 510 22 Ml Jeapg g CTelcEEmel ek
a-mouse .
TNF-a PE 1 ul MP6-XT22 BioLegend 506305
Isotype Cirl iz

y Fluor® 2 ul RTK2071 BioLegend 400417
Rat IgG1 488
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AK-Volumina / Bestell-
Reaktivitait Konjugat 100 pl Hersteller nummer
Zellsuspension
Isotype Cirl .
Rat IgG1 APC 3ul RTK2071 BioLegend 400411
Isotype Cirl
Rat IgG1 PE 1l R3-34 BD 554685
Isotype Ctrl  Brilliant :
Rat IgG1 Violet 510 2,5l RTK2071 BioLegend 400435
Isotype Ctrl  Briliant .
Rat IgG2b Violet 421 3 i RTK4530 BioLegend 400639

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien, Gerate und Werkzeuge

Bezeichnung Hersteller

Becherglaser Schott
Einmalspritzen, steril; 1 ml Braun
Einmalspritzen, steril; 20 ml BD

Mikroplattenphotometer ,Milenia Kinetic
Analyser*

Diagnostic Products Corporation

Mikroplattenphotometer ,Multiskan EX*

Thermo Scientific

Eppendorf-Réhrchen; 1,5 ml, 2 ml Eppendorf
FACSAria Il BD
Feinwaage Explorer Ohaus

Inkubator, wasserummantelt, Typ 3548

Forma Scientific

Kryoréhrchen, 2 ml Nalgene
Lichtmikroskop Axio Imager M2 Zeiss
Lichtmikroskop Axioplan 2 Imager Zeiss
Mikro-Schraubréhre 2ml, Polypropylen Sarstedt
Mikrotiterplatte, 96 well, flach Nunc

Mikrovolumenspektralphotometer Colibri

Titertek-Berthold

Neubauer Zahlkammer

Brand

Petrischalen

Greiner Bio-One

Pipettierhilfe "Pipetboy"

Integra Biosciences

Polypropylen-Réhrchen, konisch; 15 und
50 ml

Greiner Bio-One

Rotationsmikrotom Hyrax M55 Zeiss
Scanningtisch K011 Wienecke & Sinske
Sicherheitswerkbank Herasafe® KS12 Heraeus

Zellkulturmikroplatte, 96 well, flach

Greiner Bio-One

Zellsieb; 40pum, 70pm BD Falcon
Zentrifuge Biofuge Fresco Heraeus
Zentrifuge Biofuge Stratos Heraeus
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Tabelle 4: Fiir diese Arbeit hergestellte Puffer und Losungen

Puffer / Losung Zusammensetzung

Beschichtungspuffer (pH 1 Kapsel Carbonat-Bicarbonat und 100 ml Aqua bidest.,

9,6) pH einstellen

Vorveracnnong 2 I B-Mercaptoethanol und 570 pl Zellkulturmedium
Vorverdinnung

Blocklosung (PBS pH 7,4;

1% BSA) 1 g BSA und 100 ml PBS pH 7,4

FACS-Puffer (PBS pH 7,4;
0,5% BSA; 0,1% NaNs)

Paraformaldehyd-Ldsung
(PBS pH 7.4: 2% PFA) 2 g PFAund 100 ml PBS pH 7,4
PBS (pH 7,4) 100 ml PBS (10x) und 900 ml Aqua dest., pH einstellen

Saponin-Puffer (FACS- ,
Puffer: 0,5% Saponin) 0,25 g Saponin und 50 ml FACS-Puffer

2,59 BSA, 0,5 g NaN3 und 500 ml PBS pH 7,4

50 ml Zellkulturmedium, 500 ul Natriumpyruvat-Lsg., 50

T-Zell-Kulturmedium Ml B -Mercaptoethanol-Vorverdinnung und 5 pl
rekombinantes, murines IL-2

Waschpuffer 500 ul Tween 20 und 1000 ml PBS ph 7,4

Zellkulturmedium (RPMI

1640 + GlutaMAX —I + 50 ml fotales Kalberserum, 5 ml Penicillin /

25mM HEPES; 10% FCS;  Streptomycin und 500 ml RPMI 1640 + GlutaMAX —I| +

1% Penicillin / 25mM HEPES,

Streptomycin)

Tabelle 5: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fixierung: 10%iges Formalin

Technik Zeit

1. Entparaffinieren der Schnitte bis ins Aqua dest.

2. Hamalaun (1:2,5 verdunnt mit Bidest) 25 sek

3. FlieRendes Leitungswasser 30 min

4. Aqua dest. 5 min

5. Eosin-Eisessig-Gemisch (Eosin 0,5% und Eisessig im Verhaltnis 10 min
500:1)

6. Dreimal in Aqua dest. Eintauchen

7. Entwassern

8. Eindecken in Kanadabalsam
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Tabelle 6: Sirius Red-/ Fast Green-Farbung

Fixierung: 10%iges Formalin

Technik Zeit

1. Entparaffinieren der Schnitte bis ins Aqua dest.

2. Fast Green 0,1% in Aqua dest. 15 min
3. Essigsaure 1% in Aqua dest. 2 min
4. FlieRendes Leitungswasser 5 min
5. Gesattigte, wassrige Pikrinsaure 5 min
6. Sirius Red 0,1% in gesattigter, wassriger Pikrinsaure 30 min
7. FlielRendes Leitungswasser 5 min
8. Rasches Entwassern und Eindecken in Kanadabalsam

3.2 Software

Tabelle 7: Programme der verschiedenen Hersteller

Programm Version Hersteller verwendet fur
CorelIDRAW X6 16.2. Corel Corporation Bildbearbeitung
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc.  Statistische Auswertung

National Institutes of :
ImagedJ 1.48v Health, Bethesda, USA Bildanalyse

3.3 Versuchstiere

3.3.1 Mause

Der STR/ort-Mausstamm ist ein Inzuchtstamm und wurde urspringlich von
Harlan Winkelmann (Borchen, Germany) bezogen. Bei dem C57BL/6-Stamm
handelt es sich ebenfalls um einen Inzuchtstamm, welcher urspringlich von
Charles River (Sulzfeld, Germany) bezogen wurde. Der NMRI-Mausstamm
(Harlan Winkelmann, Horst, Netherlands) ist ein sehr robuster Auszuchtstamm.
6 bis 8 Wochen alte, weibliche NMRI-Mause dienen im in dieser Arbeit genutzten
Schistosomen-Mauszyklus als Endwirte der Aufrechterhaltung des Zyklus.

Mittlerweile werden alle erwahnten Mausstamme in der Zentralen
Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock unter spezifischen
keimfreien Bedingungen gezichtet. Alle im Versuch verwendeten Mause

entstammen dieser Zucht.
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3.3.2 Parasiten und Schnecken

Der Schistosoma mansoni-Stamm, der Teil des in dieser Arbeit genutzten
Schistosomen-Mauszyklus ist, stammt urspringlich aus Puerto Rico. Mit den
Mirazidien dieses Stammes wurden SuRwasserschneckenstamm der Gattung
Biomphalaria glabrata (B. glabrata) infiziert, sodass die Schnecken als
Zwischenwirt dienten. Urspringlich stammen die Schnecken ebenfalls aus

Puerto Rico.

3.3.3 Haltung der Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden im Tierstall der Abteilung flur Tropenmedizin und
Infektionskrankheiten der Universitatsmedizin Rostock gehalten. Der Stall hat
einen 12-stlindigen Tag-Nacht-Rhythmus und eine Raumtemperatur von 26°C.
Die Schnecken wurden in gefiltertem Aquariumwasser gehalten und wurden mit
Alleinfuttermittel fur Garnelen (NovoPrawn, JBL GmbH, Neuhofen, Germany)
geflttert. Die Mause bekamen Standardfutter (ssniff R/M-H, ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Germany) und Wasser ad libitum, die Haltung erfolgte in Vierer-
oder Funfergruppen. Alle im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefuhrten
Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt
(Aktenzeichen 7221.3-2.5-003/10; 7221.3-1.1-034/11).

3.3.4 Infektion der Mause

Die Infektion sowie die Aufarbeitung der Mause und die Durchfiihrung des unten
beschriebenen Nachweises der gegen SWAP (soluble worm antigen preparation)
gerichteten Antikdrpern erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Labor fir
medizinische Parasitologie der Abteilung fur Tropenmedizin  und
Infektionskrankheiten der Universitatsmedizin Rostock unter der Leitung von
Prof. Dr. med. univ. Emil C. Reisinger.

Zur Infektion der 6 bis 8 Wochen alten STR/ort- und C57BL/6-Mause wurden mit
S. mansoni infizierte Schnecken zunachst einzeln in Reagenzglasern mit
Aquariumwasser fir 90 min abgedunkelt und anschlielend zwei Stunden lang
starkem Licht ausgesetzt. Durch den Lichtreiz wurde die Auswanderung der
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reifen Zerkarien aus der Schnecke stimuliert. Die Anzahl der Zerkarien/ml Wasser
wurde mikroskopisch bestimmt. In dieser Arbeit erfolgte eine Infektion mit 50
Zerkarien je Maus. Hierzu wurden Becherglaser mit Aquariumwasser bis zu einer
Fullhéhe von ca. 0,5 cm befillt und anschlieRend das entsprechende Volumen
an zerkarienhaltigem Wasser hinzugeflgt. Dann wurden die Mause jeweils in ein

Becherglas gesetzt und wahrend des einstindigen Wasserbads infiziert.

3.3.5 Euthanasie und Aufarbeitung der Mause

Acht Wochen nach der Infektion wurden die Versuchstiere aufgearbeitet.
Zunachst wurden die Mause gewogen. Dann erfolgte die Euthanasie durch die
intraperitoneale Injektion eines Betaubungsmittelgemisches (bestehend aus
(8 mg Xylazin + 120 mg Ketamin)/kg KGW) und anschlieRende Dekapitation.
Dabei wurde aus den durchtrennten Halsschlagadern das Blut gewonnen. Im
Anschluss wurde das Blut 15 min bei 1500 rpm zentrifugiert, danach das Serum
abpipettiert und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Zur Isolation von
T-Lymphozyten erfolgte die Entnahme des zdliakischen und portalen
Lymphknotens (Barbier et al. 2012), die nach ihrer Entnahme sofort in einem mit
Zellkulturmedium befulltem Rohrchen auf Eis gelagert wurden. Leber und Milz
wurden entnommen und gewogen. Definierte Stucke des Lobus sinister lateralis
und medialis der Leber (Abb. 4) wurden bis zur Paraffineinbettung etwa 24
Stunden in neutral gepufferter 10%iger Formalinlosung fixiert.
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Lob. dext. lat.
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Collenbl
Abb. 4: Aufarbeitung der Leber der Maus (nach: Hoffmann & Bentz 1961, S. 213).
Viszeralansicht. Mit einem Langsschnitt (durchgezogene, rote Linie) wurden der Lobus sinister
lateralis und medialis halbiert. Die fur die Paraffineinbettung verwendeten Sticke sind mit *
markiert. Die unterbrochene, rote Linie deutet den verdeckten Verlauf des Lobus sinister medialis
an.
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3.4 ELISA

3.4.1 Nachweis von Antikorpern gegen Iosliche Antigene des adulten S.
mansoni-Wurms

3.4.11 Gewinnung von adulten Wirmern

Fir den Nachweis von Antikorpern gegen Antigene des adulten S. mansoni-
Wurms wurde ein soluble worm antigen preparation (SWAP)-ELISA durchgefuhrt.
Hierfir wurden S. mansoni-Wirmer aus infizierten NMRI-Mausen wie folgt
isoliert: Zunachst wurden die NMRI-Mause mit einem intraperitoneal injizierten
Betaubungsmittelgemisch ((8 mg Xylazin + 120 mg Ketamin + 8 mg Heparin)/kg
KGW) narkotisiert. Das Toéten der Mause erfolgte durch zervikale Dislokation.
Nach Eroffnen des Brustkorbs und der Bauchhohle wurde die Pfortader nahe der
Hilusregion mit einer Schere horizontal durchtrennt. Zum Spulen des Lungen-
und Korperkreislaufs wurde eine 20 miI-Spritze mit RPMI-1640 aufgezogen. Eine
an der Spritze befestigte Butterfly-Kanule wurde in die rechte Herzkammer
eingestochen. Durch die retrograde Spulung des vendsen Gefalisystems wurden
die in den groRkalibrigen Lebervenen lebenden adulten Wirmer herausgespult
und in einem Becherglas aufgefangen. Der Inhalt des Becherglases wurde dann
Uber ein Zellsieb (Porengrofle 40 um) gegeben und die Wirmer aufgefangen.
Nach mehrfachem Waschen mit PBS (pH 7,4) wurden die adulten Wirmer
mithilfe eines Spritzenkolben durch das Zellsieb in ein 50 ml Polypropylen-
Rohrchen gerieben und mechanisch zerkleinert. Mehrfach wurde das Sieb
wahrend des Vorgangs mit PBS pH 7,4 gespdult. Dann wurde die Suspension eine
Stunde lang bei 4°C und 5000 rpm zentrifugiert (Biofuge Stratos, Heraeus). Der
Uberstand wurde aliquotiert und die Aliquots bei -80°C eingefroren.

Die Konzentration des I6sliches S. mansoni-Wurmantigens in den Aliquots wurde
nach der Bradfort-Methode bestimmt. Die Messungen wurden mit dem Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad Protein Assay Kit Il) nach Herstellerinstruktionen
durchgefuhrt. Die Eichgerade wurde unter Verwendung der ebenfalls im Kit
enthaltenen BSA-Standardldsung erstellt. Die optische Dichte wurde bei 595 nm

mit einem Mikrovolumenspektrometer (Colibri) gemessen.
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3.41.2 Herstellung der SWAP-beschichteten Mikrotiterplatte

Bei der Messung der Konzentration von |6slichem Wurmantigen ergab sich fur
die in dieser Arbeit verwendete Lésung ein Wert von 34 pug/ml. Die SWAP-haltige
Lésung wurde mit Beschichtungspuffer im Verhaltnis 1:100 verdlinnt. Zur
Beschichtung der Mikrotiterplatte wurden in die Vertiefungen jeweils 100 ul der
Verdunnung gegeben und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt (entspricht in diesem Abschnitt dreimaligem Waschen mit je 300 pl
Waschpuffer). Um unspezifische Bindungen des PrimarantikGrpers zu
verhindern, wurde die Platte mit 300 pl Blocklosung fur 30 min bei RT

beschichtet. AnschlielRend erfolgte ein erneuter Waschschritt.

3.41.3 Durchfihrung des anti-SWAP-ELISAs

Die Mausseren wurden im Verhaltnis 1:50 mit Waschpuffer verdiinnt. 100 pl der
Serumverdinnungen wurden in die Vertiefungen gegeben und eine Stunde bei
RT inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit je 300 ul Waschpuffer. Danach
wurde ein polyklonaler Ziege-anti-Maus-Sekundarantikérper (Peroxidase
AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)) 1:50000 mit Waschpuffer verdinnt. Je
100 ul der Verdlinnung wurden in die Vertiefungen pipettiert und eine Stunde bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 100 pl TMB als Substrat in jede
Kavitat pipettiert und tber 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Schliel3lich wurde
die Farbreaktion mit 50 ul Stopplésung beendet und die optische Dichte mit
einem automatischen Mikrotiterplatten-Photometer (Multiskan EX) durch die
Endpunktmessung bei der spezifischen Wellenlange von 450 nm abzlglich der
Referenzwellenlange von 620 nm bestimmt.

Die Analyse der Proben erfolgte mittels Doppelbestimmungen.

3.4.2 Nachweis von Antikorpern gegen das Iosliche S. mansoni-Ei-
Antigen

Zum Nachweis von S. mansoni spezifischen Antikdrpern gegen ldsliches Ei-

Antigen (soluble egg antigen, SEA) wurden SEA-beschichtete ELISA-Streifen fur

den Nachweis in humanen Proben (Schistosoma mansoni IgG ELISA-Kit) mit

Detektionsantikorpern gegen murine Immunglobuline kombiniert.
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Die Mausseren wurden 1:100 in Probenpuffer, der im ELISA-Kit enthalten war,
verdunnt. AnschlieBend wurden je 100 pl der vorverdinnten Proben in die
entsprechenden Vertiefungen pipettiert und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Danach folgte ein Waschschritt (entspricht in diesem Abschnitt zweimaligem
Waschen mit je 200 pyl Waschpuffer). Ein polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-
Sekundarantikdrper (rabbit F(ab®)2 anti-mouse IgG) wurde 1:1000 mit
Probenpuffer verdinnt und je 100 pl der Verdinnung in die Vertiefungen
pipettiert. AnschlieRend erfolgte eine 30-minltige Inkubation bei RT. Daran
schloss sich ein Waschschritt an. Die Farbreaktion wurde mit 100 pyl TMB-
Substratldsung durchgefuhrt und nach 10 Minuten mit 100 pl Stoppldsung
beendet (beide Lésungen im Kit enthalten). SchlieRlich wurde die optische Dichte
(OD) mit dem automatischen Mikrotiterplatten-Photometer (Milenia Kinetic
Analyser) durch die Endpunktmessung bei der spezifischen Wellenlange von 450
nm abzuglich der Referenzwellenlange von 650 nm bestimmt.

Die Analyse der Proben erfolgte mittels Doppelbestimmungen.

3.5 Serumbiochemie

Um Aussagen Uber das Ausmal der Leber- und Gallengangsschadigung machen
zu koénnen, wurden die Werte der Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-
Aminotransferase (AST), Alkalischen Phosphatase (AP), des Cholesterols und
des  Gesamt-Bilirubins  bestimmt. Die Messungen wurden vom
Zentrallaboratorium des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

der Universitatsmedizin Rostock durchgefuhrt.

3.6 Leberhistologie

Standardisierte Leberstiucke (siehe 3.3.5) wurden in neutral gepufferter 10%iger
Formalinlésung fixiert und in Paraffin eingebettet. Daraufhin wurden 5 pm dicke
Leberschnitte am Mikrotom angefertigt. Die Farbung der Schnitte erfolgte zum
einen mit Hamatoxylin/Eosin (HE, Tabelle 5), zum anderen mit Sirius Red / Fast
Green (SR, Tabelle 6).
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Die HE-Farbung wird standardmafig verwendet, um Gewebe- und Zellstrukturen
ubersichtlich darzustellen. Das Hamatoxylin fuhrt zu einer blauen Farbung der
basophilen Zellkerne, wahrend Eosin die azidophilen zytoplasmatischen Proteine
rot farbt. Kollagenfasern erscheinen rosa bis rot.

Die Sirius Red-/ Fast Green-Farbung dient speziell dem Anfarben von

Kollagenfasern, die sich rot darstellen.

3.6.1 Mikroskopische Auszahlung der Eier und der Eigranulome

Die Anzahl der S. mansoni-Eier und der mit diesen assoziierten Granulome
wurde in den HE-gefarbten Leberschnitten unter Verwendung eines
Lichtmikroskops (Axioplan 2) bestimmt. Fir jedes Versuchstier wurden die im

gesamten Leberschnitt sichtbaren Eier ausgezahlt.

Bei der Auszahlung der Granulome wurde eine Leukozytenansammlung von
mindestens 20 deutlich voneinander abgrenzbaren Leukozyten als peripherer
Granulomanschnitt gewertet, wenn innerhalb der Leukozytenansammlung kein
Blutgefallanschnitt erkennbar war. Diese Regel sollte vermeiden, dass
unspezifische perivaskulare Leukozytenansammlungen als Granulom gewertet
werden. Weiterhin galten zentrale Schnitte mit einem sichtbaren Ei als ein
einzelnes Granulom. Ebenso wurde ein Ei, das erkennbar von sich zum
Granulom formierenden Entzindungszellen umgeben war, als Granulom
gewertet. Eine Leukozytenansammlung galt auch dann als Granulom, wenn sie
in ihrem Zentrum einen Gewebeausriss enthielt (Schneideartefakt), der eindeutig
der Form eines Schistosomeneis entsprach. Grolde, konfluierende Granulome
mit multiplen Eiern im Zentrum wurden als ein einzelnes Granulom gewertet.
Wenn jedoch die Zentren zweier konfluierender Granulome durch einen
Entziindungszellsaum sichtbar getrennt waren und sich die Granulome in
weniger als der Halfte ihres Umfangs beruhrten, wurden diese einzeln gezahlt
(nach Wagner 2002).

AnschlieRend wurden die Leberschnitte mithilfe eines mit einem Lichtmikrokop

(Axio Imager M2) verbundenen Scanningtischs bei 100-facher VergréRRerung
eingescannt, um ihre jeweilige Gesamtflache mit der ImageJ-Software zu
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berechnen. Damit konnte die Ei- beziehungsweise Granulomdichte bestimmt

werden. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

3.6.2 Morphometrische Analyse der GranulomgroRe

In den digitalisierten HE-Leberschnitten wurden bei 10 Ma&usen pro
Versuchsgruppe jeweils 15 zufallig gewahlte Granulome mithilfe der ImagedJ-

Software ausgemessen.

3.6.3 Quantitative Analyse der fibrotischen Flache

Mit ImagedJ wurde die Gesamtflache der SR-gefarbten Leberschnitte berechnet.
Dazu wurde der Farbfilter des Programms mit Hue=0-255, Saturation=0-200 und
Brightness=140-200 konfiguriert.

Anschlielend wurde der Farbfilter so verandert, dass nur noch die rétlich
erscheinenden fibrotischen Areale markiert waren (Hue=0-255, Saturation=30-

200 und Brightness=140-200) und ausgemessen werden konnten.

3.7 Durchflusszytometrie

Vor der durchflusszytometrischen Analyse der Lymphozyten der STR/ort- und
C57BL/6-Mause mussten diejenigen Konzentrationen der in den folgenden
Schritten verwendeten Antikorper ermittelt werden, die eine mdglichst optimale
Farbung und durchflusszytometrische Messung ermdglichten. Dazu wurden
entsprechend der unter 3.7.1 und 3.7.2 beschriebenen Methode Einzelfarbungen
mit unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen durchgefuhrt. Als Material
dienten die portalen und zdliakischen Lymphknoten infizierter NMRI-Mause. Aus
dieser Vorarbeit ergaben sich schlieBlich die in Tabelle 2 angegebenen
Antikérpervolumina / 100 ul Zellsuspension.

3.7.1 Herstellung einer Zellsuspension aus den enthommenen
Lymphknoten und Stimulation der Zytokinproduktion

Der portale und der zdliakische Lymphknoten wurden den Mausen enthommen
und in einem mit Zellkulturmedium befllltem Réhrchen auf Eis gelagert. Fur beide

Lymphknoten ist gezeigt worden, dass sie die Leber drainieren (Barbier et al.
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2012). Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Lymphknoten unter
sterilen Bedingungen auf ein 70 pm Zellsieb uberfUhrt und mit dem
gummibeschichteten Ende eines Spritzenkolben in ein 50 ml Réhrchen gerieben.
Um am Zellsieb haftende Zellen zu gewinnen, wurde das Sieb mit 10 ml
Zellkulturmedium gespult. Mit einer Neubauer Zahlkammer wurde die Anzahl der
lebenden Zellen nach Trypanblau-Farbung bestimmt. Anschlieend wurde die
Zellsuspension 10 min bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Um eine Konzentration
von 5*10% Zellen/ml zu erreichen, wurden die Zellen in der entsprechenden
Menge an T-Zellkulturmedium resuspendiert. Danach wurden 200 uyl der
Zellsuspension in die Vertiefung einer 96-Well-Zellkulturplatte pipettiert. Durch
Zugabe von 4 pl eines PMA und lonomycin enthaltenden Zellstimulationsreagenz
(cell stimulation cocktail (500x); 1:10 vorverdinnt mit Zellkulturmedium) wurden
die T-Zellen aktiviert. Durch Zugabe von 2 pl Brefeldin A (1:10 vorverdunnt mit
Zellkulturmedium) wurde die Zytokinsekretion der T-Zellen blockiert. Die
Inkubation erfolgte 4,5 h bei 37°C und 5% CO2-Atmosphare. Danach wurden die

Zellen in 1,5 ml Rohrchen transferiert.

3.7.2 Farben der Oberflachenmarker und intrazelluldaren Zytokine

Die Zellen wurden 7 min bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert (in diesem Abschnitt
der Arbeit mit der Zentrifuge Biofuge Fresco). Danach wurden sie in 95 pyl FACS-
Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 5 pyl Mausnormalserum zur
Absattigung der Fc-Rezeptoren fur 5 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde
mit ausgewahlten Antikdrpern gegen die Oberflachenmolekile CD3, CD4 und
CD8 (siehe Tabelle 2 flr jeweils hinzugefligte Antikdrpervolumina) 15 min auf Eis
inkubiert. Aulerdem wurden Isotyp-Kontrollen fur die Zytokinfarbung mitgefuhrt.
Durch Waschen (Zentrifugation 3000 rpm, 7 min, 4°C) mit FACS-Puffer wurden
ungebundene Antikorper entfernt.

Anschlieend wurden die Sedimente in 500 pl einer PFA-Losung 2%
resuspendiert und zur Fixierung 15 min bei RT inkubiert. Dann wurden die Zellen
zweimal in FACS-Puffer gewaschen (jeweils 3000 rpm, 7 min, 4°C). Zur
Permeabilisierung der Zellmembran wurden die Zellen in 95 pl Saponinpuffer
resuspendiert und nach Zugabe von 5 pl Mausnormalserum 5 min bei RT

inkubiert. Dann wurden die in Tabelle 2 angegebenen Antikorpervolumina zum
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Anfarben von Interferon-gamma (IFN-y), Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a),
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-17A (IL-17A) bzw. die
entsprechenden Isotypen hinzugeflgt. Die Zellen wurden 30 min im Dunkeln bei
RT inkubiert und anschliel3end gewaschen (3000 rpm, 7 min, 4°C) und in FACS-
Puffer resuspendiert.

Vor der durchflusszytometrischen Analyse der ersten Proben erfolgte die
Kompensation mit BD CompBeads Anti-Rat/Hamster |Ig k-Partikeln und BD
CompBeads Negative Control-Partikeln nach Herstellerangaben. Anschliel3end
wurden die Proben mit einem FACSAria Il und der zugehdrigen Software (BD
FACSDiva Software, Version 6.1.2) analysiert.

3.8 Statistische Analysen

Die Priufung auf Normalverteilung erfolgte mit dem D’Agostino & Pearson
omnibus-Normalitatstest. Zum  Vergleich mehrerer  Mittelwerte  aus
normalverteilten Daten wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Lag keine
Normalverteilung der Daten vor, erfolgte die Auswertung mit dem Mann-Whitney
U-Test. Die Signifikanzniveaus sind in dieser Arbeit mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01),
*** (p <0,001) und **** (p < 0,0001) angegeben.

Zur Fehlerkontrolle wurde die false discovery rate (FDR) unter Anwendung der
explorativen Simes-Prozedur (Benjamini-Hochberg-Prozedur; Benjamini &

Hochberg 1995) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die C57BL/6- und STR/ort-Mause entwickelten durch die
Infektion eine Hepatosplenomegalie

Zunachst interessierte uns, ob sich ein Effekt der Infektion auf das Korper-,
Leber- und Milzgewicht der C57BL/6- und STR/ort-Mause nachweisen liefe.

In unserem Tierversuch konnten wir zeigen, dass die Entwicklung des
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Abb. 5: Die STR/ort- und C57BL/6-Mause entwickelten durch die Infektion eine
Hepatosplenomegalie in vergleichbarem AusmaB. Alle Werte wurden am Tag der
Organentnahme gemessen. Die Anzahl der Mause betrug in den Kontrollgruppen jeweils 4 und
in den Versuchsgruppen jeweils 16. Die Entwicklung des Koérpergewichts (A) war bei den
infizierten und uninfizierten Mausen innerhalb der Stamme vergleichbar. Das relative
Lebergewicht (B) und das relative Milzgewicht (C) wiesen eine infektionsbedingte Erhéhung in
beiden Stdmmen auf ein vergleichbares Niveau auf. Die Boxen zeigen das 25%-, 75%-Quantil
sowie den Median, die Whisker das 5%- bzw. das 95%-Quantil; Mann-Whitney U-Test. n.s. — nicht
signifikant.
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Korpergewichts bei den infizierten und uninfizierten Mausen innerhalb der
Stamme vergleichbar war (Abb. 5A).

Ein Vergleich der Mediane zeigte einen infektionsbedingten Anstieg des relativen
Lebergewichts (Abb. 5B) von 4,46 auf 6,88 % bei den C57BL/6-Mausen und von
4,33 auf 7,22 % bei den STR/ort-Mausen. Das relative Milzgewicht (Abb. 5C)
nahm von 0,34 auf 0,99 % im C57BL/6-Stamm und von 0,32 auf 1,30 % im
STR/ort-Stamm zu. Damit stieg das relative Organgewicht von Leber und Milz in

beiden Stammen auf einen vergleichbaren Wert an.

4.2 Histologischer Nachweis und Ausmal der Infektion

Zur Infektion wurde jede Maus 50 S. mansoni-Zerkarien im Sitzbad ausgesetzt.
Um die Infektion nachzuweisen und Informationen zum Ausmalf der Infektion zu
erhalten, wurden die Wurmeier und Granulome in den HE-Leberschnitten
lichtmikroskopisch ausgezahlt und ihre Dichte im Lebergewebe bestimmt.
AuRerdem wurden mittels ELISA die im Serum vorhandenen IgG-Titer gegen
SWAP und SEA ermittelt.

4.2.1 Die Anzahl der Eier und Granulome in den Lebern war zwischen den
C57BL/6- und STR/ort-Mausen vergleichbar

Zwischen dem C57BL/6- und STR/ort-Stamm zeigte sich im Durchschnitt eine
vergleichbare Anzahl an Eiern und Granulomen (Abb. 6). Die Auszahlung der Eier
ergab bei den C57BL/6-Mausen im Mittel 0,53 £ 0,05 Eier / mm? Leberflache,
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Abb. 6: Bei den infizierten STR/ort- und C57BL/6-Mausen waren die Anzahl der Eier (A) und
Granulome (B) in den Lebern vergleichbar. Die Auszahlungen erfolgten lichtmikroskopisch bei
100-facher Vergroferung an HE-Leberschnitten. Dargestellt sind die Mittelwerte; ungepaarter t-
Test. n.s. — nicht signifikant.
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wahrend dieser Wert bei den STR/ort-Mausen bei 0,54 + 0,07 Eiern / mm? lag
(Abb. 6A). Die Anzahl der Granulome / mm? betrug im C57BL/6-Stamm 1,05 +
0,05 und im STR/ort-Stamm 0,98 + 0,09 (Abb. 6C).

Bei 2 Tieren je Stamm konnten trotz des Sitzbads in zerkarienhaltigem Wasser
keine Eier im HE-Schnitt der Leber nachgewiesen werden. Diese Tiere wurden
von der Studie ausgeschlossen, um nur die Daten von Tieren mit histologisch

gesicherter Infektion in die Ergebnisse einflieRen zu lassen.

4.2.2 Die infizierten STR/ort- und C57BL/6-Mause zeigten vergleichbare
IgG-Titer gegen SWAP und SEA

Die Mause des STR/ort-Stamms und die des C57BL/6-Stamms hatten 8 Wochen
nach der Infektion mit S. mansoni-Zerkarien vergleichbare IgG-Titer gegen
SWAP und SEA (Abb. 7). Im anti-SWAP-ELISA lag der Median der ODs bei 0,71
im C57BL/6-Stamm und bei 0,54 im STR/ort-Stamm. Im anti-SEA-ELISA ergab
sich ein Median von 0,99 OD bei den C57BL/6-Mausen und 0,90 OD bei den
STR/ort-Mausen. Die Werte der Kontrolltiere lagen im anti-SWAP-ELISA im
Bereich von 0,077 bis 0,24 OD (n=4 je Stamm). Im anti-SEA-ELISA lag der Wert
der Kontrolltiere bei 0,006 OD (n=1 je Stamm).

A aSWAP B aSEA
2.5+ n.s. 1.5- ne—
2.0 T
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— 1
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Abb. 7: Die infizierten C57BL/6- und STR/ort-Mause zeigten vergleichbare IgG-Titer gegen
SWAP und SEA. Die Untersuchungen wurden mit 14 Seren infizierter STR/ort-Weibchen und 9
Seren infizierter C57BL/6-Weibchen mittels ELISA durchgefihrt. Fir die Analyse der anti-SWAP-
Titer (A) wurden die Seren der Mause im Verhaltnis 1:50 verdinnt. Die Werte aller Kontrolltiere
(n=4 pro Stamm) lagen im Bereich von 0,077 bis 0,24 OD. Die Untersuchung der anti-SEA-Titer
(B) erfolgte an 1:100 verdinnten Seren. Der Wert der Kontrolltiere lag bei 0,006 OD (n=1 je
Stamm). Die Boxen zeigen das 25%-, 75%-Quantil sowie den Median der ODs, die Whisker das
5%- bzw. das 95%-Quantil; Mann-Whitney U-Test. n.s. — nicht signifikant.
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4.3 Die Marker fiir eine hepatozellulare Schadigung fielen im
STR/ort-Stamm signifikant geringer aus als im C57BL/6-
Stamm

Als Nachstes interessierte uns das Ausmal} des Leberschadens, der durch die
S.  mansoni-Infektion  entstanden war. Erhdhungen der Aspartat-
Aminotransferase (AST) und der Alanin-Aminotransferase (ALT) dienten als
Hinweis auf eine hepatozellulare Schadigung. Bei den C57BL/6-Mausen zeigte
sich infektionsbedingt ein signifikanter Anstieg der ALT im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Aul’erdem lagen die ALT-Werte der infizierten C57BL/6-Mause
signifikant héher als die des STR/ort-Stamms. Bei den STR/ort-Mausen zeigte
sich kein signifikanter Anstieg der ALT im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8A). Bei
der Messung der AST ergab sich ein signifikanter Anstieg nur im Serum der
infizierten C57BL/6-Mause (Abb. 8B).

Die Alkalische Phosphatase wurde gemessen, da sie als klassisches
Indikatorenzym fur die Cholestase gilt. In dieser Studie zeigte sich ein
vergleichbarer, signifikanter Abfall der AP-Werte durch die Infektion im STR/ort-
und C57BL/6-Stamm (Abb. 8C).

Die infektionsbedingten Veranderungen des Cholesterol-Spiegels im Serum
waren gegenlaufig bei den Stammen. Wahrend die STR/ort-Mause durch die
Infektion einen starken, signifikanten Abfall des Cholesterols zeigten, stieg bei
den C57BL/6-Mausen das Cholesterol signifikant an (Abb. 8D).

Da auch ein erhodhter Bilirubin-Wert durch ein  cholestatisches
Schadigungsmuster bedingt sein kann, wurde das Gesamt-Bilirubin bestimmt.
Das Gesamt-Bilirubin stieg im Serum der infizierten C57BL/6-Weibchen
signifikant an (Abb. 8E). Im Serum der STR/ort-Mause zeigte sich kein

signifikanter Anstieg.
Zusammenfassend wies der STR/ort-Stamm im Vergleich mit dem C57BL/6-

Stamm signifikant geringere ALT-Serumspiegel und tendenziell geringere AST-

Spiegel auf, wodurch ein geringerer hepatozellularer Schaden im STR/ort-Stamm
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zu vermuten ist.

Hinweise auf eine Cholestase als

Resultat des

Lebergewebeumbaus im Rahmen der Infektion ergaben sich nicht.
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Abb. 8: Die STR/ort-Mause zeigten nach Infektion signifikant geringere ALT-Werte als die
Mause des C57BL/6-Stamms und keinen Anstieg der AST-Werte. Im Serum der Mause
wurden die Werte ALT (A), AST (B), AP (C), Cholesterol (D) und das Gesamt-Bilirubin (E)
gemessen. Die Messung wurde pro Stamm an 16 Seren infizierter Mause und an 4 Seren
uninfizierter Mause durchgeflhrt. Die Boxen zeigen das 25%-, 75%-Quantil sowie den Median
der Konzentration, die Whisker das 5%- bzw. das 95%-Quantil; Mann-Whitney U-Test. n.s. — nicht
signifikant. ALT = Alanin-Aminotransferase; AST = Aspartat-Aminotransferase; AP = alkalische

Phosphatase.
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4.4 Die STR/ort- und C57BL/6-Mause zeigten eine
vergleichbare GroRe hepatischer Granulome

Zur Quantifizierung des Ausmalles der pathologischen Veranderungen in der
Leber wurden zunachst die Gro3en der Eigranulome bestimmt. Dafir wurden die
mit HE gefarbten Leberschnitte eingescannt und bei 10 Versuchstieren pro
Stamm der Flacheninhalt von jeweils 15 zuféllig gewahlten Granulomen
computergestitzt gemessen. Dabei zeigten die Granulome des C57BL/6- und
STR/ort-Stamms vergleichbare GranulomgréRen (mediane Granulomgréf3e von
56386 pm?im C57BL/6 und 68794 ym? im STR/ort-Stamm; Abb. 9).

&‘E‘ 1x10°4
= n.s.
m ) 1
¥ o
Q
iw -
L
@ 1x1054
0 ]
‘0 ]
(4]
£
S
=
[ R
1]
5 1x10%
C57BL/6 STR/ort

Abb. 9: Die GranulomgroRBen waren im STR/ort- und C57BL/6-Stamm vergleichbar. Bei 10
Tieren je Versuchsgruppe wurden jeweils 15 zuféllig gewahlte Granulome computergestutzt
ausgemessen und so die durchschnittliche GranulomgréRe ermittelt. Die Boxen zeigen das 25%-
, 15%-Quantil sowie den Median der Granulomflache eines Granuloms, die Whisker das 5%- bzw.
das 95%-Quantil. n.s. — nicht signifikant.

4.5 Das AusmaR der portalen Fibrosierung war bei den
STR/ort- und C57BL/6-Mausen vergleichbar

Um die Fibrosierung des Lebergewebes im Rahmen der Schistosomiasis
quantifizieren zu kdnnen, wurden definierte Teile der paraffinierten Lebern mit
Sirius Red gefarbt und computergestutzt der Anteil der fibrotischen Flache an der
gesamten Flache des Leberschnitts bestimmt (beispielhaft in Abb. 10A und B).
Dabei zeigten die Lebern der Tiere beider Stamme 8 Wochen nach Infektion eine
im Ausmal} vergleichbare portale Fibrose (Abb. 10C). Im C57BL/6-Stamm lag der
Median des Fibroseausmalies bei 19,15 %, im STR/ort-Stamm bei 15,22 %.
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Abb. 10: Das AusmaR der portalen Fibrosierung war bei den STR/ort- und C57BL/6-Mausen
vergleichbar. Definierte Teile der Lebern wurden mit Sirius Red gefarbt, die Schnitte wurden
eingescannt und die fibrotischen Anteile mithilfe eines in Imaged integrierten Farbfilters
gemessen. Exemplarisch ist ein Ausschnitt eines gescannten Leberschnittes einer C57BL/6-
Maus vor (A) und nach (B) Anwendung des Farbfilters bei 100-facher VergrdRerung abgebildet.
Die Messung der fibrotischen Flache eines Leberschnitts im Verhaltnis zur Gesamtflache des
Leberschnitts ergab vergleichbare Werte in beiden Stammen (C). Die Boxen zeigen das 25%-,
75%-Quantil sowie den Median der fibrotischen Flache eines Leberschnitts, die Whisker das 5%-
bzw. das 95%-Quantil. n.s. — nicht signifikant.

4.6 Die infizierten STR/ort-Mause wiesen eine geringere Anteil
IL-4- und IL-10-positiver CD4"* T-Lymphozyten auf

Um Erklarungen fir die unterschiedlich hohen Konzentrationen der von uns im
Rahmen der Serumbiochemie gemessenen Werte zu finden, untersuchten wir
die Zytokinproduktion der CD4* T-Lymphozyten, die sich in den die Leber
drainierenden Lymphknoten befanden. Dazu wurden die CD4* T-Zellen in vitro
restimuliert, ihre intrazellularen Zytokine gefarbt und flr jedes gemessene
Zytokin der Anteil der zytokinpositiven CD4* T-Zellen an der Gesamtheit der CD4*
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T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die durchflusszytometrische

Analyse einer infizierten C57BL/6-Maus ist exemplarisch in Abb. 11 dargestellt.

Bei den C57BL/6-Mausen stieg der Medianwert des Anteils IFN-y-positiver CD4*
T-Zellen im Rahmen der Infektion signifikant von 0,15 auf 1,7 % an. Die Mause
des STR/ort-Stamms zeigten einen tendenziell geringeren, nicht signifikanten
Anstieg von 0,4 auf 1,15 % (Abb. 12A). Der Anteil TNF-a-positiver CD4* T-
Lymphozyten sankt in beiden Stdammen nach der Infektion, und zeigte einen
signifikanten Abfall der Medianwerte von 81,45 auf 63,05 % beim C57BL/6-
Stamm und einen nicht signifikanten Abfall von 73,4 auf 51,95 % im STR/ort-
Stamm (Abb. 12B). Weiterhin zeigte sich ein signifikant héherer Anteil 1L-4-
positiver und IL-10-positiver CD4* T-Lymphozyten bei den infizierten C57BL/6-
Weibchen im Vergleich mit den infizierten STR/ort-Weibchen (Medianwerte IL-4:
2,9 % C57BL/6 vs. 1,65 % STR/ort; Medianwerte IL-10: 1,0 % C57BL/6 vs. 0,3 %
STR/ort; Abb. 12C und D). Die Anteile der IL-17A-positiven CD4* T-Zellen lagen
bei den Kontrolltieren beider Stamme auf vergleichbarem Niveau, und es kam
weder bei den STR/ort- noch bei den C57BL/6-Mausen zu einem signifikanten,
infektionsbedingten Anstieg der IL-17A-positiven CD4* T-Lymphozyten (Daten
nicht dargestellt).
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Abb. 11: Exemplarische Darstellung der Zytokinfarbung, der Isotypkontrolle sowie der
Gating-Strategie bei einer infizierten C57BL/6-Maus. Nach der in vitro durchgefiihrten
Restimulation der CD4* T-Lymphozyten aus den Lymphknoten der infizierten Mause erfolgte zum
einen die Zugabe von Antikérpern gegen ausgewahlte intrazellulare Zytokine und zum anderen
die Anfertigung von Isotyp-Kontrollen. Anschliefiend wurden die Proben durchflusszytometrisch
analysiert und Gates entsprechend dem in dieser Abbildung gezeigten Beispiel gesetzt.
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Abb. 12: Der Anteil IL-4- und IL-10-positiver CD4* T-Zellen an allen CD4* T-Zellen ist im
STR/ort-Stamm  signifikant geringer als im C57BL/6-Stamm. Die intrazellulare
Zytokinproduktion der CD4* T-Zellen wurde fur die Zytokine IFN-y (A), TNF-a (B), IL-4 (C) und
IL-10 (D) per Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt ist der Anteil der zytokinpositiven CD4*
T-Zellen in Bezug auf die Gesamtheit der detektierten CD4* T-Zellen. Die Darstellung zeigt
aullerdem die Mediane der Werte. n.s. — nicht signifikant.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Fahigkeit weiblicher STR/ort-Mause zur
immunologischen Abwehr einer S. mansoni-Infektion untersucht, indem die
Antikdrperproduktion, die Schwere der Krankheitsauspragungen und die
Produktion von T-Zellzytokinen der STR/ort-Mause quantifiziert und die
Ergebnisse mit denen infizierter C57BL/6-Mause verglichen wurden. Aul3erdem
wurde der Einfluss einer hereditaren  Hyperlipidamie auf die
Reproduktionsfahigkeit der Schistosomen anhand der Anzahl hepatischer
Wurmeier untersucht.

Bei der Analyse der 16 STR/ort- und 16 C57BL/6-Weibchen ergaben sich in
beiden Stammen milde Auspragungen der Erkrankung. Die Ei- und
Granulomanzahl im Lebergewebe sowie die HOhe der gegen S. mansoni
gerichteten Antikorper zeigte sich vergleichbar. Ebenso lagen die
GranulomgroRe und das Ausmal der portalen Fibrosierung in beiden Stammen
auf ahnlichem Niveau.

Die im Serum gemessenen Marker fir eine hepatozellulare Schadigung fielen
jedoch im STR/ort-Stamm signifikant geringer aus als im C57BL/6-Stamm.
Zusatzlich wiesen die STR/ort-Weibchen geringere Anteile IFN-y-, TNF-a-, IL-4-
und IL-10-positiver CD4* T-Lymphozyten, die sich flr die beiden letztgenannten

Zytokine signifikant darstellten.

5.1 Trotz Hyperlipidamie keine erhohte Eianzahl in den
Leberschnitten der STR/ort-Mause im Vergleich mit den
C57BL/6-Mausen

Als Ergebnis der Auszahlung zeigte sich 8 Wochen post infectionem eine
vergleichbare Anzahl der Wurmeier im STR/ort- und C57BL/6-Stamm.

Alencar et al. (Alencar, Alba Cristina Miranda de Barros et al. 2009) beschrieben
die Auswirkungen einer fettreichen Ernahrung, die u.a. zu einer

Hypercholesterinamie fuhrte, auf den Verlauf einer Schistosomiasis bei Mausen.
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17 Wochen nach der Infektion mit S. mansoni (chronische Phase der
Schistosomeninfektion) wurden den Mausen die Organe enthommen und die
Eianzahl pro Gramm Organgewicht bestimmt. In ihrer Studie fanden sie heraus,
dass sich bei den fettreich ernahrten Mausen signifikant mehr Eier im Leber- und
Darmgewebe nachweisen liel3en als bei standardmafig erndhrten Mausen. Sie
vermuteten, dass die hoheren Serumcholesterolspiegel Uber ungeklarte
Signalwege zu einer vermehrten Eiproduktion in den weiblichen Wirmern
fuhrten. Im Gegensatz dazu zeigten sich in einer anderen Studie, in der die
Anzahl der im Darmgewebe verfangenen Schistosomeneier bei fettreich und
standardmafig ernahrten Mausen 9 Wochen post infectionem (Abklingen der
akuten Phase / Beginn der Immunomodulation) ausgezahlt worden waren, keine
signifikanten Unterschiede (Neves et al. 2007). Dies ist insofern interessant, als
sowohl in dieser Arbeit (Abb. 8) als auch von Uchida et al. (Uchida et al. 2009)
bei STR/ort-Mausen eine Hypercholesterinamie nachgewiesen werden konnte,
sich jedoch in der vorliegenden Arbeit 8 Wochen post infectionem keine groRere
Eianzahl im Lebergewebe der STR/ort-Mause darstellte. Damit stimmen unsere
Ergebnisse mit denen von Neves et al. (Neves et al. 2007) weitgehend Uberein.
Es bleibt die Frage offen, ob die STR/ort-Mause bei einer langeren
Infektionsdauer (bis in die chronische Phase der Infektion) aufgrund ihrer
hereditaren Hypercholesterinamie eine vergleichsweise erhohte Eianzahl im
Lebergewebe aufweisen wurden.

Das Auszahlen der Eier erfolgte anhand der HE-gefarbten Leberschnitte. Diese
Methode ist einfach durchfuhrbar und die Farbung flhrt nicht zur Auflésung oder
starken Beschadigung der Eier. Alternativ stand eine von Cheever (Cheever
1968) beschriebene Methode zur Verfligung, bei der die Eianzahl nach Auflésung
eines definierten Stlcks der Mausleber mit Kalilauge ausgezahlt und so die
Eianzahl pro Gramm Lebergewicht ermittelt wird.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich in unserer Arbeit bei einer
vergleichbaren Anzahl an in der Leber gefangenen Eiern im STR/ort- und
C57BL/6-Stamm 8 Wochen nach Infektion kein Hinweis auf glnstigere oder
ungunstigere Lebens- und Reproduktionsbedingungen der Schistosomen in
einem der Stamme zeigte. Ob die Hyperlipidamie der STR/ort-Stamme bei einer
chronischen Infektion die parasitédre Reproduktion beglnstigen kénnte, ware in

einer anschlielenden Studie zu klaren.
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5.2 Die Produktion von Antikorpern gegen SWAP und SEA

Bei den STR/ort- und C57BL/6-Mausen zeigten sich 8 Wochen post infectionem
vergleichbare |gG-Titer gegen SWAP und SEA, obwohl vorige Untersuchungen
von Pasold eine Hypogammaglobulinamie der STR/ort-Mause aufgezeigt hatten
(Abb. 3). Das Auftreten einer Hypogammaglobulinamie beim Menschen in
Zusammenhang mit einer Osteopetrose wurde bereits von Guerrini et al.
(Guerrini et al. 2008) beschrieben. Die Autoren untersuchten zwei Geschwister,
die an osteoklastenarmer autosomal-rezessiver Osteopetrose erkrankt waren,
und wiesen einen Defekt im RANK-codierenden Gen (TNFRSF11A) nach. Diese
Patienten zeigten eine Hypogammaglobulinamie, die mit einer partiellen Stérung
der B-Zellreifung assoziiert war. Die Monozyten der Patienten waren in vitro nicht
in der Lage, in Gegenwart von M-CSF und RANKL zu Osteoklasten zu
differenzieren. Hingegen konnten Pasold et al. nachweisen, dass
Knochenmarkszellen von STR/ort-Mausen in Gegenwart von M-CSF und RANKL
zu Osteoklasten differenzieren kdnnen, wenn auch in deutlich geringerer Zahl als
im C57BL/6-Stamm (Pasold et al. 2013). Da die STR/ort-Mause auf3erdem nicht
an dem bei RANK-defizienten Mausen typischerweise fehlenden Durchbruch der
Zahne leiden, kann ein Defekt des RANK-codierenden Gens als Ursache der
Hypogammaglobulinamie bei uninfizierten STR/ort-Mausen ausgeschlossen
werden.

Wie koébnnen wir dann erklaren, dass trotz der beschriebenen
Hypogammaglobulinamie die Antikdrpertiter gegen S. mansoni-Antigene in der
STR/ort-Maus mit denen von C57BL/6-Tieren vergleichbar sind? Eine
Madglichkeit ware, dass aufgrund der Hyperostose weniger raumliche Nischen im
Knochenmark existieren, in denen Plasmazellen langfristig Gberleben kénnen.
Die Folge ware, dass in der Peripherie zwar immer wieder neue Plasmablasten
und Plasmazellen entstehen und daflir sorgen, dass aktuell bendtigte Antikorper
vorliegen. Da die Plasmazellen im Knochenmark aber keine Uberlebensnische
finden, gehen sie mittelfristig zugrunde und fihren zu einem in der Gesamtheit
verminderten IgG-Titer.

Weiterhin ist festzustellen, dass sich mit unseren Untersuchungen nicht
abschlieRend beantworten lasst, ob der Antikdrperklassenwechsel von IgM zu
IgG im STR/ort-Stamm verzdgert ablauft. Dieser Frage kénnte aber in einem
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zukunftigen Projekt mit engmaschiger Kontrolle der IgM- und 1gG-Titer im Verlauf
einer Infektionskrankheit, wie  beispielsweise  der  Schistosomiasis,

nachgegangen werden.

5.3 Ausbildung einer Hepatosplenomegalie nach der Infektion

Eine bestandige Eigenschaft der Schistosomiasis in immunkompetenten Wirten
ist die Entwicklung einer Hepatosplenomegalie (Brunet et al. 1999; Richter &
Ruppel 2010). Sowohl im STR/ort- als auch im C57BL/6-Stamm fuhrte die
Infektion mit S. mansoni zur Ausbildung einer Hepatosplenomegalie, wahrend
sich das Koérpergewicht durch die Infektion nicht signifikant veranderte.

Brunet et al. (Brunet et al. 1999) beschaftigten sich mit der Rolle der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS), die Teil der Th1-gewichteten Immunreaktion
gegen die Schistosomeninfektion ist. Sie konnten zeigen, dass die Blockade der
INOS zur Kachexie der Mause und einer deutlich reduzierten
Hepatosplenomegalie fuhrte. Im Umkehrschluss konnte die in dieser Studie
aufgetretene, in beiden Stammen ahnlich ausgepragte Hepatosplenomegalie als

Hinweis auf eine vergleichbare Immunkompetenz gewertet werden.

5.4 Geringere hepatozellulare Schadigung im STR/ort-Stamm

In vorangegangenen Studien konnte bei mit S. mansoni infizierten Mausen ein
Anstieg von AST und ALT im Serum nachgewiesen werden (El Shenawy et al.
2008). In unserer Studie ergaben die Messungen der ALT bei den infizierten
C57BL/6-Mausen einen Anstieg auf den 4-fachen Wert im Vergleich zur
uninfizierten Kontrolle, wahrend sich bei den STR/ort-Mausen ein nicht
signifikanter Anstieg auf den 1,6-fachen Wert zeigte. Die AST zeigte sich
ausschlief3lich bei den infizierten C57BL/6-Mausen signifikant auf den 1,4-fachen
Wert der uninfizierten Tiere erhoht.

Bei einer Infektion von C57BL/6-Mausen mit 25 Zerkarien konnte eine
Verdopplung des ALT-Werts 8 Wochen nach Infektion festgestellt werden

(Hassanein et al. 1999). In Anbetracht der Anzahl von 50 Zerkarien, die wir zur
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Infektion der Mause genutzt haben, scheint der von uns gemessene Anstieg auf
den 4-fachen Wert plausibel.

Brunet et al. untersuchten die Plasmaspiegel der AST bei infizierten C57BL/6-
Mausen und stellten etwa 4,5-fach erhdhte Werte im Vergleich mit uninfizierten
Mausen fest. Allerdings wurden die Mause in ihrer Studie mit mehr Zerkarien
infiziert (ca. 70 Zerkarien). Aullerdem konnte der Unterschied zu unseren
Ergebnissen in einer friheren Aufarbeitung (46 Tage nach Infektion) bei Brunet
et al. begrindet sein, da zu diesem Zeitpunkt die proinflammatorische Th1-
Antwort noch deutlich ausgepragter ist (Stadecker et al. 2004). In einer anderen
Arbeit, in der C57BL/6-Weibchen mit 70 Zerkarien infiziert wurden, hatte sich der
AST-Wert 56 Tage nach Infektion verdoppelt und nahert sich damit dem von uns
ermittelten Wert an (Marshall et al. 1999).

Da die Werte der uninfizierten Mause des C57BL/6- und des STR/ort-Stamms
auf ahnlichem Niveau liegen, ist es unwahrscheinlich, dass bei den Mausen
beider Stdamme wesentlich unterschiedliche Transaminasenkonzentrationen in
den Korperzellen vorliegen. Weil es infolge der Infektion jedoch zu einer deutlich
geringeren Erhdhung der Transaminasen im STR/ort-Stamm kommt, ist davon
auszugehen, dass der infektionsbedingte hepatozellulare Schaden im STR/ort-
Stamm geringer ist. Bei einer vergleichbaren Anzahl der im Lebergewebe
gefangenen Schistosomeneier ist dies am ehesten durch eine geringere
granulomatdse Entzlingsreaktion im periovularen Gewebe zu erklaren.
SchlieBlich  erschien uns ein  potentieller = Zusammenhang  der
Hypercholesterinamie der STR/ort-Mause mit der Leberschadigung in diesem
Stamm als diskussionswirdig. Am interessantesten wirkte bei der
Literaturrecherche ein Zusammenhang zwischen Cholesterolspiegel und
hepatischer Schadigung im Rahmen einer nichtalkoholischen Steatohepatits
(NASH), die Teil des Spektrums der nichtalkoholischen Fettlebererkrankungen
(NAFLD) ist und mit Fettleibigkeit, Diabetes mellitus Typ 2, Hyperlipiddmie und
anderen Merkmalen des metabolischen Syndroms assoziiert ist (Eslami et al.
2013). Wahrend die genauen molekularen Mechanismen, die die Entstehung
einer NASH fordern, noch unklar bleiben, gibt es Hinweise, dass freies
Cholesterol in der Leber als lipotoxisches Molekil die Entwicklung einer NASH
wesentlich fordern kann (loannou 2016). Als Ausdruck einer Entzindung der
Fettleber sind fur die NASH chronisch erhdohte ALT- und AST-Werte
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charakteristisch (Eslami et al. 2013). In Bezug auf den hyperlipidamischen
STR/ort-Stamm scheint die Entwicklung einer NASH jedoch keine Rolle zu
spielen. Zum einen findet sich aktuell keine Literatur, die die Entwicklung einer
NAFLD oder NASH bei den STR/ort-Mausen beschreibt. Lediglich Uchida et al.
(Uchida et al. 2009) berichten, dass sich bei den STR/ort-Mausen keine
exzessive Triglyceridansammlung in der Leber nachweisen lasst. Zum anderen
lagen die Werte der Transaminasen im STR/ort-Stamm nicht oberhalb, sondern
unterhalb der Werte im C57BL/6-Stamm.

Zusammenfassend zeigten sich in unserer Studie plausible infektionsbedingte
Erhdhungen der Transaminasen ALT und AST, die in ahnlichem Ausmal} bereits
in vorigen Studien berichtet worden waren. Der vergleichsweise geringere
Anstieg der Transaminasen im STR/ort-Stamm geht am ehesten auf eine
verringerte periovulare Entzindungsreaktion zurick. Durch die Hyperlipidamie
im STR/ort-Stamm ware eher noch eine Erhdhung der Transaminasen im
Rahmen einer nichtalkoholischen Steatohepatitis zu erwarten gewesen.
Aufgrund der gemessenen erniedrigten Transaminasenwerte im STR/ort-Stamm

konnte diese Annahme jedoch widerlegt werden.

5.5 Die Cholestaseparameter

Wahrend in der Literatur beschrieben wird, dass es im Rahmen der
Schistosomeninfektion zu einem geringen bis maRigen Anstieg der
Cholestasemarker (hauptsachlich AP und Bilirubin) kommen kann (Richter &
Ruppel 2010; Lammers et al. 2014; El Shenawy et al. 2008), zeigte sich in der
von uns durchgefuhrten Studie ein deutlicher Abfall des AP-Werts bei den
STR/ort- und C57BL/6-Mausen. Dieses Phanomen ist bisher in der Literatur noch
nicht beschrieben, zeigte sich jedoch wiederholt in unserem Labor und ist noch
nicht erklarbar. Bei der Messung der der AP wurden laut Labor alle Isoenzyme

berucksichtigt.

Das Gesamt-Bilirubin hingegen zeigte nur im C57BL/6-Stamm einen
infektionsbedingten Anstieg, vermutlich aufgrund narbiger Strikturen kleiner
intrahepatischer Gallengangaste. Dass es im STR/ort-Stamm nicht zu einer

Erhéhung des Bilirubins kam, kdnnte als weiterer Hinweis dafiur gewertet werden,
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dass die Schadigung der Leber bzw. der Gallengange in STR/ort-Stamm geringer
ausgepragt ist als im C57BL/6-Stamm.

Auch das Cholesterol wurde als - wenngleich zweitrangiger -
Cholestaseparameter im Serum gemessen. Bei der Messung trat jedoch im
STR/ort-Stamm ein Phanomen auf, dass Doenhoff et al. (Doenhoff et al. 2002)
bereits bei fettreich ernahrten Mausen, die mit S. mansoni infiziert wurden,
beschrieben haben. Wahrend die fettreich erndhrten Mause vor der Infektion
etwa doppelt so hohe Cholesterinspiegel im Serum aufwiesen wie
standardmalig ernahrte Mause, sanken die Werte der fettreich erndhrten nach
der Infektion und erreichten schlie3lich die Werte der Mause, die Standardkost
erhielten. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass die Infektion auch bei
STR/ort-Mausen, also einem Mausmodell mit einer hereditaren
Hypercholesterinamie (Uchida et al. 2009), zu einer Senkung des Cholesterols
im Serum fuhrt.

Dass im Gegensatz zur Senkung im STR/ort-Stamm eine leichte Erhéhung des
Cholesterolspiegels im C57BL/6-Stamm auftrat, kdnnte darauf zurtckzufluhren
sein, dass in diesem Stamm bei normaler Ernahrung keine Hypercholesterinamie
auftritt und daher der den Cholesterinspiegel senkende Effekt der
Schistosomeninfektion kaum von Bedeutung ist. Stattdessen lieRe sich der
leichte Cholesterolanstieg auf narbige Strikturen kleiner intrahepatischer
Gallengangaste zurtckfuhren.

Insgesamt deutet nichts darauf hin, dass eine ausgepragte Cholestase vorliegen

wurde.

5.6 Vergleichbare Krankheitsauspragungen wie im C57BL/6-
Stamm weisen STR/ort-Mause als Vertreter der Stamme
mit geringer Krankheitsauspragung aus

Die Analyse verschiedener Mausmodelle einer Schistosomeninfektion hat
ergeben, dass sich von Stamm zu Stamm sehr unterschiedliche Immunantworten
und Krankheitsauspragungen zeigen (Stadecker et al. 2004). Stdamme mit
schwerer Krankheitsauspragung der Schistosomiasis (z.B. C3H und CBA)

weisen grof3e, unzureichend begrenzte Granulome, eine starke parenchymale
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Entzindung sowie eine ausgepragte Splenomegalie auf, wahrend andere
Stamme mit geringer Krankheitsauspragung (z.B. C57BL/6 und BALB/c) kleinere
Granulome, eine moderate Entzindung und Splenomegalie prasentieren
(Stadecker et al. 2004). Obwohl die Grinde fur die unterschiedlich schweren
Krankheitsauspragungen der Schistosomiasis in den verschiedenen
Mausstammen nur unzureichend bekannt sind, konnten diverse Parameter
identifiziert werden, die mit milden oder schweren Krankheitsauspragungen der
murinen Schistosomiasis assoziiert sind. Eine wesentliche Rolle scheint der H-2-
Haplotyp des Mausstamms zu spielen. Bei C3H- und CBA-Mausen, die beide
schwere Krankheitsauspragungen zeigen, liegt ein H-2X-Haplotyp vor. Als
Vertreter der Stamme mit leichten Krankheitsauspragungen tragen BALB/c-
Mause den H-29-Haplotypen (Stadecker et al. 2004) und C57BL/6-Mause den H-
2b-Haplotypen (Jaeger et al. 2008). Man konnte zeigen, dass das S. mansoni-
p40-Antigen (Sm-p40), welches der haufigste Bestandteil des S. mansoni-Eis ist,
bei H-2k-Mausen eine starke CD4* T-Zellantwort induziert, die sich Th1-polarisiert
darstellt. Bei Nicht-H-2%-M&usen fallen hingegen die T-Zellantwort auf Sm-p40
und damit einhergehend die Krankheitsauspragungen deutlich geringer aus
(Stadecker et al. 2004). Weiterhin zeigen Mause mit geringer
Krankheitsauspragung einen geringeren Anteil CD4* T-Lymphozyten an der
Lymphozytenpopulation in den Granulomen und den drainierenden Lymphknoten
als Mause mit schwerer Krankheitsauspragung (Rutitzky et al. 2001). AuRerdem
konnte nachgewiesen werden, dass ein grof3erer Anteil der CD4* T-Lymphozyten
in den Granulomen und Lymphknoten des C57BL/6-Stamms Apoptose begeht
als im CBA-Stamm und dadurch die Entziindung gulnstig beeinflusst wird. Die
erhohte Apoptoserate war dabei mit einer geringen Produktion von IL-2 und somit
einem Wachstumsfaktorentzug verbunden (Rutitzky et al. 2003). Eine hohe
Apoptoserate der CD4* T-Lymphozyten kdnnte auch im STR/ort-Stamm zu einer
geringeren Entziindung des Leberparenchyms flihren, wodurch die geringeren
Transaminasenwerte zu erkldren waren. Ob auch im STR/ort-Stamm ein
Zusammenhang von erhdhter Apoptoserate der CD4* T-Lymphozyten und einem
Wachstumsfaktorentzug, insbesondere IL-2, besteht, musste in kunftigen

Studien untersucht werden.
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In unserer Studie ergab die Analyse der Granulomgrof3en vergleichbare Werte
bei STR/ort- und C57BL/6-Mausen. Die Regulierung der GranulomgrofRe stellt
einen komplexen Vorgang mit vielen Einflussfaktoren dar. Neben IL-2, IL-4 und
weiteren Faktoren beeinflusst auch IL-10 die Granulomgréfe. So wiesen IL-10-
behandelte Mause kleinere Granulome und IL-10-defiziente Mause wahrend der
akuten Phase der Erkrankung grof3ere Granulome auf. Weiterhin zeigte sich bei
der Behandlung immunkompetenter Mause mit anti-TNF-a-Serum eine Abnahme
der Granulomgrofe (Allam 2007).

Martins et al. (Martins et al. 2014) malen in ihrer Studie Granulomgrof3en von
durchschnittlich etwa 200 000 um?, was mehr als der doppelten GrolRe der in
dieser Studie gemessenen Granulome entspricht. Allerdings gingen Martins et al.
methodisch anders vor, indem sie namlich bei ihren Messungen nur Granulome
mit einem gut definierten, einzelnen Ei berlcksichtigten. Nach dieser Methode
gingen Smith et al. (Smith et al. 2009) ebenfalls vor, die bei C57BL/6-Mausen
Granulome von durchschnittlich etwa 140 000 ym? nach einer Infektion mit 85
Zerkarien malfden. Allerdings bedeutet eine Beschrankung der Messungen auf
Granulome mit nur einem erkennbaren Ei auch einen erheblichen
Selektionsvorgang, weshalb wir in unserer Studie bei der Definition von
Entziindungszellansammlungen als Granulom grofzligiger vorgingen (siehe
3.6.1). Die durchschnittlich kleineren Granulomgroen in der von uns
durchgefuhrten Studie erklaren sich dadurch, dass auch periphere
Granulomanschnitte als Granulom gewertet und gemessen wurden.

Eine Beeinflussung der Granulomgréf3e durch die Hyperlipidamie der STR/ort-
Mause war nicht zu erwarten gewesen. In einer friheren Studie wurde gezeigt,
dass Mause mit einer durch fettreiche Ernahrung erzeugten Hyperlipidamie
ahnliche Granulomgrofien aufwiesen wie standardmafig ernahrte Mause (Neves
et al. 2007).

Auch das Ausmal} der portalen Fibrose zeigte sich vergleichbar im STR/ort- und
C57BL/6-Stamm.

Im Vergleich mit dem C3H-Stamm, der bei einer Schistosomiasis eine starke
Fibrosierung des Lebergewebes zeigt, ist der Fibrosegrad im C57BL/6-Stamm

deutlich geringer. Eine schwere Leberfibrose korreliert dabei mit einer hohen IL-
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13- und einer geringen IFN-y- und IL-10-mRNA-Expression (Chiaramonte et al.
2001).

Fir die Messung des Ausmalies der Fibrose standen uns verschiedene
Methoden zur Verfligung. Beispielsweise hatte die Quantifizierung des
Fibrosegrades uber Hydroxyprolinmessungen eine Madoglichkeit dargestellt
(Chiaramonte et al. 2001; Wilson et al. 2010; Reiman et al. 2006). Wir
entschieden uns allerdings fur eine schnelle und einfache Methode, die
McDonald et al. im Mausmodell einer Schistosoma japonicum-Infektion
uberzeugend angewendet hatten (McDonald et al. 2010). Sie nutzten eine
Software mit Farbfilter, um computergestitzt den Fibrosegrad mit Sirius Red

gefarbter Leberschnitte zu quantifizieren.

Da die STR/ort-Mause vergleichbare GranulomgroRen und Auspragungen der
hepatischen Fibrosierung wie die C57BL/6-Mause und aulerdem sogar
geringere Serummarker des hepatozellularen Schadens nach Infektion
aufwiesen, lassen sich die weiblichen STR/ort-Mause der Gruppe der
Mausmodelle einer Schistosomiasis mit geringer Krankheitsauspragung
zuordnen. Diese Zuordnung lasst sich ferner dadurch stitzen, dass STR/ort-
Mause den gleichen H-2b-Haplotypen wie C57BL/6-M&ause tragen (Jaeger et al.
2008).

5.7 Der Einfluss des Zytokinmilieus auf die
Krankheitsauspragungen der infizierten STR/ort-Mause

Die Ursachen dafur, dass verschiedene Mausstamme trotz gleicher Infektionslast
deutlich unterschiedliche Krankheitsauspragungen der Schistosomiasis zeigen,
sind erst teilweise bekannt (Rutitzky et al. 2003). Interessanterweise zeigen
C57BL/6-Mause, die zur Gruppe der Stamme mit geringer Krankheitsauspragung
gehdren, nach SEA-Exposition eine kurze Th1-dominante Zytokinantwort, die in
kurzer Zeit einer Th2-dominanten Antwort weicht (Stadecker & Hernandez 1998).
Hingegen zeigen CBA-Mause als Vertreter der Stdamme mit schwerer
Krankheitsauspragung eine fortbestehende Th1-Antwort trotz der Entwicklung

eines Th2-typischen Zytokinmilieus (Hernandez et al. 1998).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die der Th1-Antwort zugeordneten
Zytokine (IFN-y, TNF-a) 8 Wochen nach Infektion im STR/ort-Stamm in gleichem
Ausmal} produziert werden wie im C57BL/6-Stamm bzw. tendenziell sogar eine
vergleichsweise geringere Produktion dieser Zytokine stattfindet. Dies spricht
gegen die Persistenz einer Th1-Antwort und unterstitzt damit die Hypothese,
dass es sich beim STR/ort-Stamm nicht um einen Stamm mit schwerer
Krankheitsauspragung handeilt.

Die Messungen der Zytokine, die der Th2-Antwort zugerechnet werden (IL-4, IL-
10), ergaben signifikant geringere Mengen zytokinpositiver CD4* T-Lymphozyten
im  STR/ort-Stamm verglichen mit dem C57BL/6-Stamm. In friheren
Untersuchungen konnte durch die S. mansoni-Infektion gendefizienter Mause die
essentielle Schutzfunktion der Th2-Zytokine vor ausufernden
Krankheitsauspragungen nachgewiesen werden (Ndlovu & Brombacher 2014).
IL-4-defiziente Mause wurden mit Beginn der Eiablage der adulten Wurmer
kachektisch und gingen zugrunde. Dabei zeigten sie erhdhte Werte der
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a sowie 5-fach erhdhte AST-
Werte als Zeichen eines vermehrten hepatischen Schadens (Brunet et al. 1997,
Fallon et al. 2000). Aufgrund der in unserer Studie gemessenen Werte —
insbesondere eines ausbleibenden Anstiegs der proinflammatorischen Zytokine
IFN-y und TNF-a — ist davon auszugehen, dass die Produktion von IL-4 und das
Ausmal der Th2-Antwort im STR/ort-Stamm ausreichen, um die Mause vor
einem schweren Erkrankungsverlauf im Rahmen einer persistierenden Th1-

Antwort zu schutzen.

IL-10 ist von besonderem Interesse, da es eine wesentliche regulatorische Rolle
bei der Schistosomeninfektion spielt und einen deutlichen Anteil an der
Immunomodulation hat, die zu einer geringeren Reaktionsempfindlichkeit der T-
Zellen auf Schistosomenantigene fuhrt (Stadecker et al. 2004). Da der STR/ort-
Stamm von allen gemessenen Zytokinen vergleichsweise geringe Mengen
produziert, stellt sich die Frage, ob die Begrundung daflr in einer generell
verringerten T-Lymphozytenaktivitdt oder —empfindlichkeit zu finden ist.
Prendergast et al. beschrieben verschiedene Faktoren, die zu einer
herabgesetzten immunologischen Reagibilitdt auf fremde Antigene flhren

(Prendergast et al. 2015). Dabei unterschieden sie zwischen intrinsischen
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Faktoren der antigenspezifischen CD4* T-Lymphozytenpolulation (z.B. Anergie,
Erschopfung, Apoptose) und extrinsischen Faktoren (z.B. Inhibition durch
regulatorische T-Lymphozyten oder IL-10). Eine starke Immunomodulation
infolge  hoher IL-10-Spiegel als Ursache einer verringerten T-
Lymphozytenaktivitat erscheint aufgrund des von uns gemessenen geringen
Anteils IL-10-positiver CD4*" T-Lymphozyten in den STR/ort-Weibchen
unwahrscheinlich. Allerdings wird nicht das gesamte IL-10 von CD4* T-
Lymphozyten produziert. Hesse et al. (Hesse et al. 2004) konnten zeigen, dass
auch Nicht-CD4-positive Zellen, beispielsweise B-Lymphozyten (Moore et al.
1993), einen entscheidenden Beitrag zur IL-10-Produktion leisten. Diese
zusatzlichen IL-10-Quellen kénnten zum milden Krankheitsverlauf im STR/ort-
Stamm beitragen. Weitere Faktoren wie eine erhohte Apoptoserate in den
periovuldaren Granulomen oder der Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten
sollten in kunftigen Studien geklart werden.

Bemerkenswert ist schlief3lich, dass sich in einer Studie mit uninfizierten STR/ort-
und CBA-Mausen signifikant erhdhrte Zytokinkonzentrationen im Serum der
STR/ort-Mause nachweisen lieflen, u.a. IL-4, IL-5 und IL-10 sowie IFN-y
(Kyostio-Moore et al. 2011). Den Untersuchern ging es in ihrer Studie um die
Zusammenhange von  Konzentrationen lokaler und  systemischer
Entzindungsmarker und der Entwicklung einer Kniegelenksarthrose. Da das
Auftreten einer Kniegelenksarthrose jedoch deutlich haufiger bei mannlichen
STR/ort-Mausen vorkommt (Mason et al. 2001), verwendeten sie —im Gegensatz
zu uns — mannliche Tiere. Es stellt sich die Frage, ob auch die STR/ort-Mannchen
im Falle einer S. mansoni-Infektion eine ahnlich milde granulomatdse
Entzindungsreaktion wie die Weibchen zeigen wurden, oder ob die erhdhten
Zykotinkonzentrationen im Serum die Krankheitsauspragungen der
Schistosomiasis signifikant fordern wirden.

Zusammenfassend zeigten die weiblichen STR/ort-Mause signifikant geringere
Anteile IL-4- und IL-10-positiver CD4* T-Lymphozyten als die C57BL/6-Mause
sowie zusatzlich tendenziell erniedrigte Anteile der IFN-y- und TNF-a-positiven
CD4* T-Zellen. Im Zusammenhang mit den geringeren Werten der ALT und AST
8 Wochen post infectionem lasst sich eine insgesamt verringerte Reagibilitat der
CD4* T-Lymphozyten vermuten, die zu einer geringeren periovularen

Entzindungsreaktion fuhrt. Ob eher intrinsische oder extrinsische Faktoren fur
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eine verringerte T-Zellaktivitat im STR/ort-Stamm die entscheidende Rolle

spielen, sollte Gegenstand kunftiger Studien werden.

5.8 Einfluss der Hypercholesterinamie der STR/Ort-Mause auf
die Zytokin- und Antikorperproduktion

Besonders Studien, die die Entstehung von Atherosklerose erforschen,
beschaftigen sich mit dem Zusammenwirken einer Hypercholesterinamie und
einer chronischen Entzindungsreaktion. Dies liegt vor allem daran, dass man
heutzutage Atherosklerose als chronische Entzindung versteht, die in vielen
Fallen durch eine Hypercholesterinamie initiiert und verstarkt wird (Jawien 2008).
Ein wesentlicher Bestandteil der Pathogenese ist die Autoimmunreaktion gegen
oxidiertes low-density lipoprotein (oxLDL) durch T-Zellen sowie die
Antikérperproduktion gegen diverse Epitope oxidierter LDL-Spezies,
beispielsweise malondialdehyd-modifiziertes LDL (MDA-LDL).

Studien mit apoE”-Mausen, einem beliebten Atherosklerose-Mausmodell,
ergaben, dass bei diesen Mausen der vorherrschende Subtyp der MDA-LDL-
spezifischen IgGs das IgG2a ist, welches hauptsachlich unter Einfluss IFN-y-
produzierender Th1-Zellen produziert wird. Mit ernahrungsbedingt zunehmender
Hypercholesterinamie zeigte sich eine Verschiebung zu einer Th2-Antwort, die
mit einer vermehrten IL-4- und IL-10-Produktion, IgG1-Antikérperproduktion
sowie abnehmender IgG2a-Produktion assoziiert war (Robertson et al. 2004).
Dieser Zusammenhang einer Hypercholesterinamie mit der Th2-dominanten
Zytokin- und Antikoérperproduktion zeigte sich sowohl bei der Immunreaktion auf
Autoantigene wie auch exogene Antigene. Allerdings lagen die
Cholesterolserumspiegel der apoE”-Mause, bei denen eine Verschiebung zur
Th2-Antwort deutlich wurde, etwa beim 20-fachen der Werte des STR/ort-
Stamms in unserer Studie (Robertson et al. 2004). Darlber hinaus wirde eine
Verschiebung zu einer Th2-dominanten Immunantwort noch immer keine
Erklarung fur die tendenziell geringeren Anteile IFN-y- und TNF-a-positiver sowie
die signifikant geringeren Anteile IL-4- und IL-10-positiver CD4* T-Lymphozyten
im STR/ort-Stamm im Vergleich mit dem C57BL/6-Stamm liefern. Daraus ergibt

sich die Vermutung, dass der direkte Einfluss der genetisch bedingten
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Hyperlipidamie der STR/ort-Mause auf die granulomatase Entzindungsreaktion

wahrend der Schistosomeninfektion eher als gering einzuschatzen ist.

5.9 Zusammenfassende Schlussbetrachtung der Ergebnisse

Im Folgenden sollen die im Rahmen meiner Doktorarbeit gewonnenen
Ergebnisse  hinsichtlich der anfangs festgelegten  Fragestellungen

zusammengefasst werden.

Zeigt sich 8 Wochen post infectionem — insbesondere aufgrund der
genetisch bedingten Hyperlipidamie der STR/ort-Mause - im STR/ort-
Stamm eine erhdhte Eianzahl im Lebergewebe im Vergleich zum C57BL/6-
Stamm?

Die  STR/ort-Mause, deren  Merkmal eine genetisch  bedingte
Hypercholesterinamie und Hypertrigylceridamie ist, zeigten in unserer Studie auf
dem Hoéhepunkt der akuten Phase der Schistosomeninfektion (8. Woche post
infectionem) keine erhohte Ei- oder Granulomanzahl im Lebergewebe im
Vergleich mit den C57BL/6-Mausen. Dies steht im Einklang mit vorigen
Untersuchungen, bei denen sich gezeigt hatte, dass fettreich ernahrte Mause
zwar noch nicht wahrend des Abklingens der akuten Phase der
Schistosomeninfektion, jedoch wahrend der chronischen Phase der Infektion
eine signifikant erhohte Anzahl an Eiern im Leber- bzw. Darmgewebe aufwiesen
(Neves et al. 2007; Alencar, Alba Cristina Miranda de Barros et al. 2009). Die
Autoren betrachteten die erhdhten Cholesterolspiegel der fettreich ernahrten
Mause in ihrer Studie als begunstigenden Faktor einer gesteigerten Reproduktion
der Schistosomen. Es bleibt die Frage offen, ob die STR/ort-Mause bei einer
langeren Infektionsdauer (bis in die chronische Phase der Infektion) aufgrund
ihrer hereditaren Hypercholesterindmie eine vergleichsweise erhdhte Eianzahlim

Lebergewebe aufweisen wurden.

Zeigt der STR/ort-Stamm eine schwéachere Antikorperproduktion gegen S.
mansoni-Antigene als der C57BL/6-Stamm?
Obwohl in Voruntersuchungen an uninfizierten Mausen niedrigere IgG-Titer in

STR/ort-Mausseren als in C57BL/6-Mausseren gefunden worden waren, zeigten
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sich bei den infizierten Tieren in dieser Arbeit vergleichbare IgG-Titer gegen
SWAP und SEA in beiden Stammen. Dies weist darauf hin, dass die STR/ort-
Mause im Fall einer Antigenprasentation sehr wohl dazu fahig sind, 8 Wochen
post infectionem in ahnlichem MalRe wie C57BL/6-Mause IgG-Antikorper zu
synthetisieren. Ob der Antikérperklassenwechsel von IgM zu IgG im STR/ort-
Stamm verzogert ablauft, lasst sich mit unseren Untersuchungen nicht
abschlieBend beantworten. Dieser Frage konnte aber in einem zukinftigen
Projekt mit engmaschiger Kontrolle der IgM- und IgG-Titer im Verlauf einer
Infektionskrankheit, wie beispielsweise der Schistosomiasis, nachgegangen

werden.

Zeigen sich im STR/ort-Stamm schwerere Organschiaden und -
veranderungen (hepatozellularer Schaden, GranulomgroRen, hepatische
Fibrose, Korper- und Organgewicht) nach der S. mansoni-Infektion als im
C57BL/6-Stamm?

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass insgesamt eher das Gegenteil zutrifft.
Die niedrigeren Werte der Transaminasen ALT und AST (signifikant fur ALT)
weisen auf einen geringeren hepatozellularen Schaden der STR/ort-Mause im
Vergleich mit den C57BL/6-Mausen hin. Bei der Untersuchung der Granulome
zeigten sich jedoch umschrieben dar und wiesen vergleichbare Grolien auf
(mediane GranulomgroRe von 56386 pum? im C57BL/6 und 68794 pm? im
STR/ort-Stamm). Daher sind die niedrigeren Werte der Transaminasen im
STR/ort-Stamm  vermutlich  durch eine  schwachere granulomatdse
Entzindungsreaktion zZu erklaren, aus der ein geringerer
Leberparenchymschaden als bei den C57BL/6-Mausen resultiert. Eine limitierte
entzindliche Komponente der Immunantwort der STR/ort-Mause ist also im
Rahmen der Schistosomeninfektion als vorteilhaft zu betrachten.

Die mit der granulomatdésen Entzindung einhergehende Fibrosierung des
Gewebes, das das Schistosomenei umgibt, zeigte sich in beiden Stammen auf
vergleichbarem Niveau. Als entscheidender Mediator der Fibrosierung hat sich
IL-13 herausgestellt (Chiaramonte et al. 2001). Es ist anzunehmen, dass IL-13 in
den STR/ort- und C57BL/6-Mausen in vergleichbarer Menge produziert wird.

Ein Vergleich der Kérper- und Organgewichte der STR/ort- und C57BL/6-Mause

zeigte, dass beide Stadmme infektionsbedingt eine vergleichbare
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Hepatosplenomegalie entwickelt hatten. Ein rascher Korpergewichtsverlust, wie
er bei IL-4-defizienten und IL-4-/IL-10-defizienten Mausen mit Beginn der
Eiablage auftritt (Brunet et al. 1997; Hoffmann et al. 2000), konnte ebenfalls in
beiden Stammen ausgeschlossen werden. Keine Maus verstarb vor Ablauf der

Studiendauer.

Welche Zusammenhdnge zwischen den Krankheitsauspragungen der
STR/ort- und C57BL/6-Mause und der jeweiligen Zytokinproduktion der
CD4*-T-Lymphozyten lassen sich aufzeigen?

Der Anteil IL-4- und IL-10-positiver CD4* T-Lymphozyten fallt im STR/ort-Stamm
signifikant geringer aus, was zunachst auf eine schwachere Th2-Antwort der
STR/ort-Mause im Vergleich mit den C57BL/6-Mausen hindeutet. Allerdings fehlt
der Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IFN-y- und TNF-a im STR/ort-
Stamm, welcher als Ausdruck einer Th1-polarisierten Immunantwort zu erwarten
gewesen ware (Hoffmann et al. 2000). Hingegen ist tendenziell auch der Anteil
der IFN-y- und TNF-a-positiven CD4* T-Lymphozyten im STR/ort-Stamm
erniedrigt. Diese fehlende Th1-Persistenz rechtfertigt unter Berlcksichtigung der
eher geringen pathologischen Veranderungen die Zuordnung des STR/ort-
Stamms zu den Stammen mit milden Krankheitsauspragungen bei S. mansoni-
Infektion, zu denen auch C57BL/6-Mause gerechnet werden.

Verallgemeinert Iasst sich sagen, dass das Profil der von uns gemessenen
Zytokine des STR/ort-Stamms dem der C57BL/6-Mause — wahrscheinlich auch
aufgrund des gleichen H-2°-Haplotypen — &hnelt, insgesamt jedoch die
Zytokinproduktion sowohl Th1- als auch Th2-assoziierter Zytokine im STR/ort-
Stamm geringer als im C57BL/6-Stamm zu sein scheint. Dieser Punkt kénnte
entscheidend sein fur die geringere granulomatdse Entzindungsreaktion, die
vermutlich fir den vergleichsweise kleineren hepatozellularen Schaden im
STR/ort-Stamm verantwortlich ist.

Verschiedene Ursachen flir eine abgeschwachte Immunantwort auf fremde
Antigene sind bekannt. Dazu zahlen intrinsische Faktoren der
antigenspezifischen CD4* T-Lymphozytenpolulation (z.B. Anergie, Erschopfung,
Apoptose) und extrinsische Faktoren (z.B. Inhibition durch regulatorische T-
Lymphozyten oder IL-10) (Prendergast et al. 2015). Eine starke

Immunomodulation infolge hoher IL-10-Spiegel als Ursache eines verringerten
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immunologischen Ansprechens erscheint aufgrund des von uns gemessenen
geringen Anteils IL-10-positiver CD4" T-Lymphozyten in den STR/ort-Weibchen
unwahrscheinlich. Allerdings wird nicht das gesamte IL-10 von CD4* T-
Lymphozyten produziert. Hesse et al. (Hesse et al. 2004) konnten zeigen, dass
auch Nicht-CD4-positive Zellen, beispielsweise B-Lymphozyten (Moore et al.
1993), einen entscheidenden Beitrag zur IL-10-Produktion leisten. Diese
zusatzlichen IL-10-Quellen kénnten zum milden Krankheitsverlauf im STR/ort-
Stamm beitragen. Von daher ist eine abschliefiende Klarung, welche
intrinsischen und extrinsischen Faktoren in welchem Ausmal fur die prasentierte
Immunantwort der STR/ort-Mause verantwortlich sind, in dieser Studie nicht

madglich und kénnte damit das Ziel weiterer Studien sein.

Abschlieend ist festzuhalten, dass durch unsere Untersuchungen die
Hypothese eines schwereren Krankheitsverlaufs bei S. mansoni-infizierten
STR/ort-Mausen im Vergleich mit C57BL/6-Mausen widerlegt wurde. Die
STR/ort-Mause  sollten ebenfalls  den Stammen mit  geringer
Krankheitsauspragung zugerechnet werden, wie es bereits mit den C57BL/6-

Mausen geschehen ist.
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