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1. Einleitung

1.1 Hygiene-Hypothese und Helminthen

In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts beok#ziman einen rasanten Anstieg der
Pravalenz von allergischen Erkrankungen und Autaimkrankheiten in der
industrialisierten Welt. So leiden heute Uber 13llihen Menschen an allergischem
Asthma bronchiale (ISAAC, 1998; Bach, 2002; Yazddtish et al., 2002). In
Entwicklungslandern  hingegen Dblieb die Pravalenz n voAllergien und
Autoimmunerkrankungen niedrig. Auch in landlicherginen der Industrielander
erkrankten auffallig weniger Menschen an Allergas in Stadten. David P. Strachan
stellte 1989 in GroR3britannien eine inverse Kotretazwischen Familiengré3e, Anzahl
alterer Geschwister und allergischer Rhinokonjuwitisi fest (Strachan, 1989). Grol3e
Familien und insbesondere die Anzahl alterer Gesthwschienen vor Heuschnupfen
zu schitzen. In diesem Kontext wurde die sbtygiene-Hypotheseentwickelt.
Demnach sei die steigende Pravalenz von allergisdBekrankungen auf stark
verbesserte Hygienebedingungen zuriickzuftuhren. vigl Hygiene“ fuhre zu einer
mangelnden Stimulation des kindlichen Immunsystelmsh bakterielle Infektionen.
Diese gelten als Induktoren einer T-Helfer-Zel-L-wendigen Immunantwort. Falle
dieser Reiz weg, so die Hygiene-Hypothese, fihes du einer Dysregulation des
Immunsystems mit einer Verlagerung hin zu eing2-Wendigen Immunantwort. Das
natirliche Gleichgewicht zwischen zwei zentralerhi§ten der Immunabwehr sei
somit gestort. Die Folge dieser Dysregulation isediberschiel3ende und inadaquate

Reaktion auf ungefahrliche UmweltantiggAdob. 1).

Abnahme frihkindlicher bakterieller Infektionen

/
T~

Abb. 1. Dysregulation der
Immunantwort
Das natirliche Gleichgewicht
zwischen T1- und  T2-
Immunantwort wird insbesondere
durch die Abnahme frihkindlicher
l bakterieller Infektionen gestort.
Es findet eine Verlagerung hin zu
Tn2-Effektormechanismen  statt,
wodurch das allergische Potential
erhoht wird (Hygiene-Hypothese).

Allergie / Asthma
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Zunéchst gar nicht bertcksichtigt wurde von Veemetder Hygiene-Hypothese jedoch
die Rolle von humanpathogenen Parasiten. Erst m wBrgangenen zehn Jahren
gerieten Helminthen verstarkt in den Fokus ein@rederten Hygiene-Hypothese. Es
wird in diesem Zusammenhang argumentiert, dass idgien in der menschlichen

Evolution schon seit Uber einer Million Jahren stiéndiger Wegbegleiter gewesen sind
und eine Abnahme der Pravalenz parasitarer Infektiomdglicherweise zu einer

starken Zunahme der Pravalenz allergischer Erkraggwu gefihrt habe (Rook, 2008).

Uber eine Milliarde Menschen weltweit sind auchteenoch mit Helminthen infiziert,
hauptséachlich in Landern der Dritten Welt (ArrudaduSantos, 2005; van Riet et al.,
2007). In zahlreichen Studien wird berichtet, desge Infektion mit Helminthen vor
Allergien schitzen konnte. Flohr et al. identifizéa in einer Meta-Analyse 16 jingere
epidemiologische Studien mit einer inversen Kotrefavon Wurm-Infektionen und
atopischen Erkrankungen (Flohr et al., 2009). Adels Auftreten von allergischem
Asthma bronchiale war in verschiedenen Studien Wiarm-Infektionen invers
korreliert (Scrivener et al., 2001; Dagoye et a003; Medeiros et al., 2003). Einige
Studien hingegen zeigten keinen Anhalt fiir eineugcvon Wurm-Infektionen gegen
Allergien (Cooper et al., 2003; Davey et al., 2006pper et al., 2006). Manche Studien
kamen sogar zu dem Ergebnis, dass eine Wurm-lofekdias Risiko fur atopische
Erkrankungen erhéhe (Buijs et al., 1997; Lynchletl®97; Palmer et al., 2002). Diese
teils inkonsistente Studienlage ist moglicherweimef die Unterschiede in der
Studienpopulation, wie auch auf unterschiedlichdntitghenspezies zurickzufiihren
(van Riet et al., 2007).

Wurm-Infektionen haben vielfaltige Wirkungen aufeéim Wirt. So kénnen Infektionen
vollig asymptomatisch sein oder mit geringer Bdesdgung der Lebensqualitat
einhergehen. Oft treten nur leichte gastrointekirdeschwerden, Dermatitis oder
minderschwere Lymphddeme auf. Es sind aber auctvesehKrankheitsbilder wie
DarmverschlussAscaris lumbricoides Elephantiasis Wuchereria bancrofti, Brugia
malay), sekundare Pneumoni8tfongyloides stercoraljs Flussblindheit ©nchocerca
volvulug, Glottisodem I(oa l0g und bakterielle Superinfektion von Hauteintritedken
maoglich (z. B. Dracunculus medinensis,Guineawurrt)) (Hof und Doérries, 2005;
Taylor et al.,, 2010). Ein mdglicherweise fur Alleng pradisponierter Patient wirde

demnach nattrlich nur von einer asymptomatischem alienfalls milden Helminthen-
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Infektion ,profitieren”, da von Wirmern hervorgeemie schwere Krankheitsbilder

selbst groR3es Leiden verursachen.

1.2 Allergisches Asthma bronchiale

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes 8ygten Schutz des Koérpers vor
Krankheitserregern. Reagiert das Immunsystem agéfahrliche Umweltantigene oder
korpereigene Proteine mit einer Uberschiel3endenulmeaktion, sind Allergien bzw.
Autoimmunerkrankungen die Folge. Eine der mdglichErkrankungen ist das
allergische Asthma bronchiale, welches durch reblers Atemwegsobstruktion,
Atemwegsentzindung, Hyperreaktivitdit der Atemweged ueinen Umbau der
Atemwege charakterisiert ist (Maddox und SchwaB@02). Die Pathogenese des
allergischen Asthma bronchiale umfasst Vorgange,ndit der inhalativen Aufnahme
eines Allergens beginnen und Uber eing2-Tmmunantwort in der Auslésung der
charakteristischen Symptome (Atemwegsobstruktientziindung, -hyperreaktivitat, -
umbau) enden. Sie beinhaltet die systemische Sksisitung, eine allergische Frih-
und Spatphase-Reaktion, sowie die chronische Atgsevdzindung, die letztendlich

zu einem Umbau der Atemwegedmodelling) fihren kann.

1.2.1 Allergenaufnahme und allergische Sensibilisie  rung

Am Anfang der allergischen Immunantwort steht distemische Sensibilisierung auf
das Allergen. Im Fall von respiratorischen Allergiwird dieses inhalativ Uber die
Atemwege aufgenommen. Ein natirliches Hindernis RPathogene ist das intakte
Atemwegsepithel. Die Epithelzellen sind dutgyht junctionsmiteinander verbunden.
Einige Allergene schadigen die tight junctions rhiter Protease-Aktivitat (z.B. das
Antigen der Hausstaubmilbe) und erméglichen sae@iringen in den subepithelialen
Raum. Andere Allergene wiederum induzieren die Bktéidn von vaskularem
endothelialen Wachstumsfaktovagcular endothelial growth factor, VEGFRund

erhdhen so die Permeabilitat des AtemwegsepitBeis ét al., 2009).

Im subepithelialen und basolateralen Raum befirsileim dendritische Zellen (DC) und
Alveolarmakrophagen, die eine erste Verteidigumgsligegentber Pathogenen bilden.
Dendritische Zellen haben Zellauslaufer, die - &hneinem Periskop - in das Lumen

8
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der Atemwege hineinragen und Antigene aufnehmemédn Sie stehen in einem
standigen Kontakt mit aerogenen Antigenen (Buclet2®09). Das aufgenommene
Antigen wird prozessiert und Uber Proteine dweajor histocompatibility complex
(MHC)-II auf ihrer Zelloberflache exprimiert. Anschliel3eadolgt eine Migration in
den nachstgelegenen Lymphknoten wo die MHC-II-Molek naiven CDZ4-T-
Lymphozyten und naiven B-Zellen prasentiert werdgngefahrliche Umweltantigene
fuhren in der Regel zu einer Toleranz, wohingegathdyene kostimulatorische Signale
und die Produktion von Zytokinen mit einer spezifisn Immunantwort zur Folge
haben. Allergene, die prinzipiell auch ungefahdiddmweltantigene sind, kdnnen im
Organismus zu &hnlichen Immunantworten fuhren. &aer allergischen Reaktion
findet eine starke Polarisierung der T-Lymphozyenzu T,2-Zellen statt. 2-Zellen
sezernieren daraufhin Interleukin (IL)-4, IL-5, 6.und IL-13. Besonders IL-4 fUhrt zur
Aktivierung reifer, naiver B-Zellen und ihrer Audiéirenzierung zu Plasmazellen. IL-4
und IL-13 fihren zudem zum Isotypen-Wechsel desR&zelle hin zur Produktion von
Allergen-spezifischen Immunglobulin (lg)-E-Antik@m (Maddox und Schwartz,
2002; Murphy et al., 2009).

1.2.2 Allergische Friihphase-Reaktion

Sezerniertes Allergen-spezifisches IgE wird vorledegebunden, die den &Rezeptor
(fragment cristallizable: receptor, FeR) exprimieren. Der hochaffine ERI wird auf
Mastzellen, basophilen Granulozyten und aktivierteasinophilen Granulozyten
exprimiert. Der niedrigaffine ERIl (CD23) wird auf B-Zellen, aktivierten T-Zellen,
Monozyten, eosinophilen Granulozyten, BlutplattgHetikularen dendritischen Zellen
und Thymusepithelzellen exprimiert (Murphy et 2D09).

Mastzellen reifen im Gewebe Uberall dort, wo einesgepragte Grenzflache zur
Umwelt besteht und daher ein Kontakt mit Fremdamen haufig ist. Die
Schleimhaute von Gastrointestinaltrakt und Atemwe@s sind daher Gewebe mit
hoher Mastzelldichte. Die Bindung von IgE durcheRcund deren Quervernetzung
fuhrt zur Degranulierung der Mastzelle mit Frezsety von toxischen Mediatoren
(Histamin, Heparin), Enzymen (u.a. Tryptase), Zytek (IL-4, IL-4, IL-5, IL-13;
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem tBaKGM-CSF), Chemokinen
und Lipidmediatoren (Prostaglandine, Leukotrier@attchenaktivierender Faktor
(PAF) (Murphy et al., 2009). Folge ist u.a. eine Kohktien der glatten
9
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Atemwegsmuskulatur mit Bronchospasmus, Schleimsiekreund Vasodilatation.
Erhohte GefalRdurchlassigkeit fihrt zu Plasmatdeimelen Atemwegswéanden und in
den Atemwegen. Das Lumen der Atemwege wird dadwiciyeengt. Zusammen
konnen diese Phdnomene zum Vollbild eines Asthmi@lsnmit akuter Dyspnoe
fuhren. Die sezernierten Interleukine unterhaltere dakute und chronische
Entziindungsreaktion in einem positiven Rickkoppsmmgchanismus. Zudem werden
weitere T2-Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen, eosinophiund basophile
Granulozyten zum Ort der Entziindung gelockt. Diergische Frihphase-Reaktion tritt
innerhalb von Minuten nach Allergenkontakt auf (Bquet et al., 2000; Maddox und
Schwartz, 2002; Murphy et al., 2009).

1.2.3 Allergische Spatphase-Reaktion und chronische Entzindung

Sechs bis neun Stunden nach Allergen-Kontakt tlig Spatphase-Reaktion ein
(Bousquet et al., 2000). Eosinophile, basophile umeltrophile Granulozyten,

Makrophagen und [J2-Zellen sind beteiligt an der Unterhaltung der
Entzindungsreaktion. Eosinophile Granulozyten spiedabei eine dominante Rolle
und sind wahrscheinlich Hauptverursacher der bei d&ronischen Entzindung
entstehenden Gewebeschaden (Murphy et al., 2008). eésinophilen Granulozyten
sezernierte Stoffe sind unter anderem Histamin pdasche Hauptproteim@jor basic

protein), daskationische Eosinophilen-Protein, Eosinophilen-Neaxin, Peroxidasen,

Kollagenasen, Leukotriene, PABowie Zytokine und Chemokine (Murphy et al.,
2009). Zu letzteren gehoren IL-3, IL-5 und GM-C3kese sind Wachstumsfaktoren
fur die Bildung und Aktivierung von eosinophilendaulozyten, fuhren aber auch zur
Reifung von basophilen Granulozyten und locken eveitLeukozyten an. Aktivierte

basophile Granulozyten sezernieren ebenfalls Histaumd scheinen zudem eine
Hauptquelle fir IL-4 und IL-13 zu sein, die digZFAntwort weiter unterhalten (Buc et
al., 2009). Die Spatreaktion fuhrt somit zu ahrgichVirkungen wie die Frihreaktion
(Bronchospasmus, Obstruktion) und ist durch eineZell~vermittelte zweite

Kontraktionsphase der glatten Muskulatur und aehdk Odeme gekennzeichnet. Im
Gegensatz zur Frahreaktion Uberwiegt allerdings @etziindungskomponente.
Letztendlich kann es durch kontinuierliche Antigefuhr und Aufrechterhaltung der
proinflammatorischen Stimuli zur chronischen alistgen Atemwegsentziindung
kommen. Diese ist prinzipiell als eine Typ-4-Hymarsitivitdtsreaktion zu betrachten,
die neben der [J2-Antwort auch eine Jl-Antwort und das Vorhandensein

10
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zytotoxischer T-Zellen einschliel3t (Murphy et &@009). Auch proinflammatorische
Tpl7-Zellen sind méglicherweise vermehrt zu findend®t al., 2009).

Allergen
Allergen-Aufnahme, Allergische Sensibilisierung
kontinuierliche Antigenzufuhr
APC

/ TH2-Polarisierung

CD4+T-Zellen |— | TH2-Zellen

TH2-Zytokine B-Zell-Differenzierung

B-Zellen | —— | Plasmazellen

/Antikdrperproduktion

Antigen-spez. Ig& Allergische Friihphase-Reaktion
l IgE-Rezeptor-Bindung
Mastzelldegranulation
l Mastzell-Effektormechanismen Symptome des akuten Asthmaanfalls
Eosinophile, Basophile, Neutrophile, Allergische Spatphase-Reaktion

Makrophagen, TH2-Zellen, ... und chronische Atemwegsentziindung

Unterhaltung der chronischen Entzindungsmechanismen

Abb. 2: Von der allergischen Sensibilisierung zur lsronischen Atemwegsentzindung
Allergenaufnahme durch Antigen-prasentierende Bell@PC) fiihrt durch W2-Polarisierung zur
Differenzierung von B-Zellen hin zu IgE-produziedem Plasmazellen (allergische Sensibilisierung).
Antigen-spezifisches IgE bindet an den auf Mastrekxprimierten IgE-Rezeptor (ERI), was eine
Degranulation der Mastzelle bewirkt. Uber verschimel Effektormechanismen kann es zur Symptomatik
der akuten Dyspnoe im Asthma-Anfall kommen. Untestddigung verschiedener Zelltypen beginnt
Stunden spéter die allergische Spéatphase-Reaktibfiberwiegender Entziindungskomponente. Durch
kontinuierliche Allergenzufuhr und andauernde Saitisierung bildet sich im Laufe der Zeit eine
chronische Atemwegsentziindung und Umbaumechanisde@n Lunge werden initiiert §jrway
remodelling).

1.3 Helminthen-Infektion

Auch Helminthen sind Induktoren einer starkemy2-Antwort im Menschen.
Evolutionar betrachtet stellen sie sogar wahrsdichindas eigentliche Ziel dieser
hochspezialisierten Immunantwort und ihrer Effektechanismen dar (Murphy et al.,

2009). Da Helminthen viel groRer sind als Viren uBdkterien, kbnnen sie nicht

11
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phagozytiert werden. Im Rahmen eingl2JAntwort setzen Mastzellen, eosinophile und
basophile Granulozyten toxische Metabolite fren.{s.um die Parasiten zu bekampfen.
Interessanterweise zeigen diese Effektormechanidmeereiner Helminthen-Infektion
jedoch in der Mehrzahl der Falle kaum Wirkung oderden gar nicht erst induziert.
Ganz im Gegenteil scheinen Helminthen-Infektionegas vor einer tberschiel3enden
Immunreaktion zu schutzen. Diesdde|minthen-Paradoxdn(Smits et al., 2010), also
das antiallergische Potential im Rahmen einer etarky2-Antwort, gilt es zu
entschlisseln. Mit diesem Phanomen befasst sicHotipgnde Teil der vorliegenden
Arbeit.

1.3.1 Evolution des Verhaltnisses zwischen Mensch u nd Helminthen

Fast ein Viertel der Weltbevdlkerung ist heute Hélminthen infiziert (Fallon und

Mangan, 2007; Liu et al., 2010b). Ein Grof3teil dregnfektionen ist chronisch und
asymptomatisch. Aus evolutionarer Sicht scheing dianvoll und die Folge nattrlicher
Selektion, da der Mensch (bzw. dessen humanoidefah®@) seit ca. einer Million

Jahren kontinuierlich mit Helminthen konfrontiertomlen ist (Rook, 2008). Beide
Spezies sind evolutionistisch betrachtet an ihreigeren Uberleben und ihrer
Reproduktion ,interessiert®. Demnach war das evohir vorrangige Ziel des

Menschen seine ,Fitness” zu erh6hen und Helmingdezutoten. Diese entwickelten
jedoch ihrerseits Mechanismen, um dieser Abtotwngld den Wirt zu entgehen. Das
Ergebnis ist eine Art Arrangement, in dem Helmintvem menschlichen Organismus
toleriert werden, eine zu starke Vermehrung deastn und Wirtsschadigung jedoch
verhindert wird (Rook, 2008). Im Gegensatz zum Kansalismus, bei dem der Wirt
in keiner Weise durch das Vorhandensein eines ,3dées” geschadigt wird, muss beim
Verhéltnis Mensch — Helminthen jedoch immer nochn \Rarasitismus gesprochen
werden, da in vielen Fallen eine Infektion pathaobe Auswirkungen haben kann
(s.0.). In Féllen, in denen die Infektion nahezyngstomatisch verlauft, kann man dies
zum einen auf ein gut funktionierendes menschli¢cheaunsystem zurickfuhren, zum
anderen auf das immunmodulatorische Potential defmiHthen, welches eine
Abtotung des Parasiten verhindert und nicht aufUischadlichkeit des Helminthen
per se (Diaz, 2007). Viele der krankmachenden Asspekner Helminthen-Infektion

entstehen wiederum gar nicht durch Helminthen selbsndern durch die starke
Immunantwort des Wirts. So z.B. bei der Elefaniastinem starken peripheren
Lymphddem, das durch die AbstoRung eines Helmintheh die damit verbundenen

12



Einleitung

Gewebeschaden durch abgetttete Parasiten entskeltor( et al., 2010). Eine
immunsuppressive Antwort des menschlichen Orgarssrauf eine Helminthen-

Infektion kdnnte demnach durch natirliche Selekbemorzugt worden sein.

Trotzdem induzieren Helminthen eine starkes2-Antwort im menschlichen
Organismus. Diese kann zur Limitation der Infektidurch opsonierende Antikorper
vom Typ IgG und IgE beitragen (Fallon and Mangan, 2007; Mc€bwl., 2008) und
schitzt so den Wirt vor einer zu starken InfektiBber auch der Parasit profitiert, da
seine Vermehrung nicht géanzlich erliegt und seinrtWiicht stirbt. In diesem
Zusammenhang wird die Hygiene-Hypothese auch alsl friends hypothesis®
formuliert: Die Ko-Evolution von Mensch und (in dé&fmwelt immer in grof3en
Mengen vorhandenen) Helminthen machte eine Toled®z Parasiten durch den

menschlichen Organismus notwendig (Rook, 2008).

1.3.2 Helminthen induzieren ein antiinflammatorisch es Netzwerk

Nachdem nun in den letzten Jahren auch Helminthfaktionen in den Fokus einer
erweiterten Hygiene-Hypothese gerieten, wurde eiReihe von Helminthen-
Mausmodellen etabliert, um die durch Parasiten drgerufene Immunantwort zu
charakterisieren. Zudem wurden Helminthen-Mausmeduit Asthma-Mausmodellen
kombiniert, um direkte Hinweise auf einen moglich@ntektiven Einfluss und seinen
zugrunde liegenden Mechanismen zu erhalten. Es meissiach klar unterschieden
werden zwischen einer Immunantwort im Rahmen eiggren Helminthen-Infektion
(Wildinfektion) - wie sie in diesem Kapitel dargekt werden soll - und einer durch
eine Infektion veranderten Immunantwort im Aller§ildell mit ,kurativem Ansatz*,

welche im darauffolgenden Kapitel thematisiert wivdl. Kapitel 1.3.3).

Die im Helminthen-Mausmodell hervorgerufenen immogschen Mechanismen
werden als ,modifizierte J2-Antwort* (Diaz and Allen, 2007) oder ,alternativig,2-
Antwort” (Yazdanbakhsh et al., 2002) zusammengef#gsb. 3). Als zentral wird die
Induktion eines antiinflammatorischen regulatoreathNetzwerks mit verschiedenen
charakteristischen Komponenten betrachtet. Daloei ¥urm-Infektionen Induktoren
einer starken g2-Antwort mit hohen systemischen IgE- und {gbnzentrationen
(respektive IgG beim Menschen), ahnlich einer allergischer2-Rntwort. Mit einem
antiallergischen, antiinflammatorischen Potentsdaziiert sind jedoch erhohte IL-10-
13
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und TGFB-Konzentrationen, hohe Zahl und Aktivitat von reajalischen CD4CD25
T-Zellen (Treg und alternativ aktivierten MakrophageAAM) (Mingomataj et al.,
2006; Wilson and Maizels, 2006; Kreider et al., 20GBmits et al., 2010). Ein
regulatorisches Netzwerk wird jedoch nicht bei jeHielminthen-Infektion induziert,
was auch ein moglicher Grund fir die divergentedemiologische Studienlage sein
konnte. Smits et al. formulierten funf wichtige Eaden, die den Schutz vor Allergien
durch eine Helminthen-Infektion positiv beeinflusg&mits et al., 2010):

1. Zeitpunkt der ersten Infektion (frihe Kindheit)

2. Dauer der Infektion (langanhaltende, chronidaoffektion)

3. Intensitat der Infektion (ausreichende Wurmlast)

4. Genetik des Wirts (Nicht-Atopiker)

5. Helminthenspezies

Im Folgenden werden die Schlisselfiguren einesindliainmatorischen Netzwerkes
besprochelfAbb. 3, Abb. 4)

TH,-
Entziindung Schlecht adaptierte Wiirmer
Autoimmunitat ;
Allergien
Akute bakterielle Infektionen
Fibrosis
TH, ) ” TH,
Chronische Infektionen Chronische Wurm-Infektionen™®
(Protozoen, Mycobakterien)

‘ Regulation

Regulierende
T- und B-Zellen

Abb. 3: Modifizierte T 42-Antwort induziert durch Helminthen-Infektion (mod . nach Diaz
und Allen, 2007)

*. Wurm-Infektionen, die den Kriterien nach Smitsad. entsprechen: Infektion in der friihen Kindheit
langanhaltende, chronische Infektion; ausreichenféurmlast, immunsuppressiv. wirksame
Helminthenspezies (Smits et al. 2010).
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Durch Helminthen sezernierte immunmodulatorischesg&unzen

Von Helminthen sezernierte Stoffe kdnnen auf vaestdnen Ebenen mit dem
Immunsystem des Wirts interagieren, von der irgtiaAntigenerkennung bis hin zu
Effektormechanismen der Immunabwehr (Hewitson et 2009). Bekannt ist die
Fahigkeit von Schistosomen-Eiern durch SekretianRi®teins alpha-1, besser bekannt
als ,IPSE" (IL-4 inducing principle of schistosome eggseine robuste [J2-
Immunantwort zu induzieren  (Hewitson et al., 200%ndererseits kbénnen
verschiedene Zellklassen inhibiert (z. B. neutrtg@ranulozyten, T-Zellen) oder zur
Proliferation angeregt werden (z. B. Bl-Zellen, AANIreg) (Smith et al., 2005;
Schnoeller et al., 2008). Haufig nutzen Helmintdabei Zytokinhomologe, die u. a. an
den TGFB-Rezeptor binden (Hewitson et al., 2009; Graingerle 2010). Einigen
Helminthen wurde des Weiteren die Fahigkeit zu kdkrem Mimikry, der Fahigkeit
sich selbst durch Akquirierung von Wirts-Oberflashmlekilen zu schitzen,
nachgewiesen (van Riet et al., 2007). Eine der tgsten Funktionen der von
Helminthen sezernierten Stoffe ist jedoch der Schuar toxischen Metaboliten der
Wirtsabwehr. Hier spielen Protease-Inhibitoren (&yse, Serpine), Antioxidantien,

Acetylcholinesterasen und PAF-Hydrolase eine wgghRolle (Hewitson et al., 2009).

Regulatorische T-Zellen, IL-10 und TGF-

Eine tragende Rolle im regulatorischen Netzwerkdw@D4'CD25 ,natiirlichen*
regulatorischen T-Zellen (Treg) zugeschrieben. Maghandensein von Treg und die
durch sie induzierte Immunsuppression zeigte sichdéis Uberleben von Helminthen
im Wirt unverzichtbar (Taylor et al., 2007). Auchdere Arten von regulatorischen T-
Zellen, wie Trl-Zellen oder Th3-Zellen, werden iiestm Zusammenhang diskutiert.
Alle drei Zellarten sind in der Lage, IL-10 zu laldl IL-10 wird die Rolle als zentraler
Mediator der Helminthen-induzierten Immunsuppressiageschrieben. IL-10 hemmt
direkt und indirekt (Uber APC) die Produktion vomoipflammatorischen [J1-
Zytokinen durch T1-Zellen und Monozyten. Auch hemmt es die Antigeapssierung
und Antigenprasentation von DC bzw. APC, sowie dedytokinproduktion und
Migration zu den lokalen Lymphknoten. Zudem bewirkiL-10 eine
Herunterregulierung von MHC-II-Molekilen auf DC, kazyten und Makrophagen
(Grutz, 2005; Nakagome et al., 2005; Murphy et2009). IL-10 ist in gewisser Weise
der Gegenspieler zu IL-4, einem klassischg@-Zytokin, das B-Zellen, T-Zellen und

Mastzellen aktiviert (Murphy et al., 2009). IL-4fa@ingige Effektormechanismen
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hielten in einemL. sigmodontisModell den Wurm in Schach, wahrend IL-10 das
Uberleben des Wurms sicherte (Specht et al., 20043igmodontisnfizierte Mause,
die eine Uberexpression von IL-10 durch Makrophaganfwiesen, zeigten
dementsprechend eine deutlich erhéhte Wurmlastc(Bge al., 2011b).

CD4'CD25 T-Zellen und Th3-Zellen kénnen auRerdem TGF-aelijekin Zytokin, das
ebenfalls antiinflammatorisches Potential besi¥iigon and Maizels, 2006) u. a. durch
die Hemmung der Proliferation und Aktivierung nailfeZellen, sowie Verstarkung der
Treg-Aktivitat (Salib and Howarth, 2009). Regulasche Th3-Zellen sezernieren grol3e
Mengen an TGH-und wirken hemmend auf dig;I- und T2-Immunantwort. Bei dem
Wundheilungsprozess in den Atemwegen hat B&ae wichtige koordinierende Rolle
inne. Es sorgt fur Fibroblastenaktivierung und lpecation und die Ablagerung
extrazellularer Matrix. Bei der physiologischen \Vdueilung wird dieser Prozess
rechtzeitig beendet. Bei anhaltend hohen Konzeotran von TGH kann jedoch eine
subepitheliale Fibrose die Folge sein (Salib and/&fth, 2009).

Alternativ aktivierte Makrophagen (AAM)

Ebenfalls zentral ist die Rolle von AAM. Diese Abiweellen unterscheiden sich von
anderen Makrophagen durch die Expression spez#fis@berflachenmolekile und
ihrer Eigenschaften. Sie hemmen eingl-Vermittelte Entzindung u.a. durch
Produktion von IL-10, TGH- und Phosphodiesterasen. Auch Wundheilung wirdhdurc
die Produktion pro-fibrotischer Mediatoren beglgisti(u.a. Arginase, Prolin,
Polyamine). Andererseits sorgt diese Zellgruppehatiar eine Begrenzung der
Wurmlast, indem sie die lokale Abwehr durch Attrakt von eosinophilen
Granulozyten zum Helminthen, Granulombildung un#aler T,2-Antwort férdert.
AAM werden durch Helminthen gezielt aktiviert. Innem L. sigmodontisModell
wurde nachgewiesen, dass der Nematode IL-4 abh&wogigllem AAM zum Ort der
Infektion lockt, hingegen kaum neutrophile Granyten und Monozyten (Jenkins et
al., 2011). Das Ausmald der AAM-Aktivitdt scheintnvdnfektionsstatus abhéngig zu
sein. So hat eine prapatente Infektion nur eineal®kLunge) immunsuppressive
Wirkung auf CDZ4 T-Zellen wahrend eine patente Infektion die immuppsessive
Wirkung auch auf die drainierenden thorakalen Lykmaten ausweitet (Taylor et al.,
2006).
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Dendritische Zellen (DC)

Dendritische Zellen erkennen Antigene und werdeohnderen Prozessierung im
regionalen Lymphknoten zu Antigen-préasentierendeglled (APC). Helminthen-
Antigene induzieren die Konversion in einen spéaiel Subtyp von DC mit
regulatorischem CharakterQCred’). Dieser sorgt fur eine vermehrte Aktivierung von
Treg (Rook, 2008). In einein. sigmodontisModell sorgen DC Uber die Sekretion von
CCL17 (chemokine ligand 17ir eine Limitierung der Infektion durch Kontrolter
Mastzell-Aktivitat. (Specht et al., 2011a).

Allergien ‘ ‘ Helminthen-Infektionen ‘

| A TH2-Antwort D IgE A IgG4 |

1 Allergen-spez. IgE ™ Helminthen-spez. IgE
N IL-10
\ regulatorische T-Zellen ™ TGF-
1 Regulatorische T-Zellen
N TH2-Effektormechanismen 1 Alternativ akt. Makrophagen

' TH2-Effektormechanismen

Gewebe-Schaden, Fibrose Reparatur, Wundheilung
Entziindung Kontrolle der Entzindung
Allergischer Phanotyp Immunsupression

l l

\ Helminthen-Asthmamodell ? \

Abb. 4: Immunologische Charakteristika von Allergien und Helminthen-Infektionen

19G,

Helminthen-Infektionen beim Menschen gehen mit ewerstarkten Produktion von
IgG4 (analog IgG bei der Maus) einher. Dabei zeigte sich, dassallem Mikrofilarien
fur die Induktion einer potenten Ig&ntwort verantwortlich sind, weniger die adulten
Wirmer (Adjobimey and Hoerauf, 2010). Bei einer rHigithen-Infektion scheint 1965
den Parasiten vor einer Abtétung durch das Immuesysu schitzen. IgGhindet
dabei verstarkt an Mikrofilarien und verhindert giihd 1gG-vermittelte Helminthen-

toxische Immunreaktionen (Adjobimey und Hoeraufl@0O
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IgE

Die Rolle der IgE-Immunantwort im Rahmen einer Helimen-Infektion und ihr

maoglicher Beitrag zu einem antiinflammatorischentaMerk sind Gegenstand der
aktuellen Diskussion. In erster Linie dient die dRrktion von IgE der Degranulation
von Mastzellen, basophilen und eosinophilen Grazyiém, wodurch ein Helminthen-
toxisches Milieu gebildet wird. Helminthen-Infektien sind starke Induktoren einer
IgE-Antwort mit hohen Gesamt-IgE-Konzentrationen $arum (Yazdanbakhsh et al.,
2002). Dabei gelingt es dem Parasiten nicht sel@en IgE-vermittelten

Effektorfunktionen auszuweichen bzw. diese zu uterken. Eine Unterdriickung
dieser Funktionen konnte durch das Vorhandensamrggulatorischen Zelltypen und
IL-10 (s.0.) erklart werden. Ein anderer Erklarumgsatz ware ein durch eine
Helminthen-Infektion bedingte Alteration des IgEgReoires des Wirts mit

veranderten Eigenschaften, wie z.B. einer heratbzfesePotenz zur Induktion von IgE-
Effektormechanismen.

Insgesamt bleibt festzustellen, dass die Rolle Igésim Rahmen einer Helminthen-
Infektion nur unzureichend geklart ist. Eine auslfithe Charakterisierung des IgE-
Repertoires von Helminthen-infizierten Mausen kénntichtige Hinweise auf die

Funktion des IgE in einem antiinflammatorischenaMedrk liefern.

1.3.3 Wirkung von Helminthen-Infektionen auf den al lergischen

Phanotyp in Mausmodellen

Die divergente epidemiologisch

Infektion

Helminth <« > Wirt

antiinflammatorisches Netzwerk

Studienlage, bedingt durch ein
Vielzahl moglicher Stoérgrol3en
sowie ethische Bedenken b
Untersuchungen am Patiente Protektion
machen die Etablierung vol .

Allergie
Helminthen-Mausmodellen

attraktiv. So wurden in der

Abb. 5: Experimentelles Helminthen-Mausmodé

letzten Jahren zahlreiche Modell kombiniert mit Allergie-Mausmaodell

mit unterschiedlichen

Helminthenspezies entwickelt
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und mit Mausmodellen allergischer Erkrankungen ufdtoimmunerkrankungen
kombiniert. Hier spricht die Studienlage eindeufiiy einen Helminthen-induzierten
Schutz vor uUberschieBender Immunreaktion. Die inranvgegangenen Kapitel
identifizierten Bestandteile eines antiinflammadohien Netzwerkes wéahrend einer
Wildinfektion scheinen auch in den kombinierten Miaodellen mit Helminthen-
Infektion und experimentellem Asthma bronchialeeewmichtige protektive Rolle zu

spielen.

IL-10 scheint nicht nur Uberleben des Helminthen exmdglichen, sondern auch
Asthma zu unterdriicken

Murine Helminthen-Asthmamodelle zeigten - analogaunen Helminthen-Modellen -
hohe IL-10 Konzentrationen bei infizierten Tieré&epletionsversuche mit anti-IL-10-
Antikorpern und mit IL-10-knock-out-Mausen belegtdass der Helminthen-induzierte
Schutz vor Asthma bronchiale IL-10-abhangig war fM&ben et al., 2004; Kitagaki et
al., 2006; Smits et al., 2007; Schnoeller et aD08). Einige Tierversuche wiesen
allerdings auch IL-10-unabhéngigen Schutz vor gideher Atemwegsentziindung nach
(Taylor et al., 2005; Trujillo-Vargas et al., 2007)

Allein bestimmte Helminthen-Antigene schitzten dhiied&tion vor Asthma

So schitzte Cystatin in einem murinen Asthmamodelich Bildung von IL-10-
produzierenden Makrophagen allein und ohne Vorhaswla des Parasiten im
Wirtsmechanismus (Schnoeller et al., 2008). Auck @esamtheit der vorN.
brasiliensis sezernierten Produkte schitzte ohne Anwesenhedt Rigrasiten vor

allergischer Atemwegsentziindung in einem Mausmddelijillo-Vargas et al., 2007).

DC-Transfer schutzte auch ohne Prasenz des Wurms
Liu et al. zeigten in einem murinen Asthma-Modelt 8. japonicumdass allein der
adoptive Transfer von splenischen DC infizierterer&i bei dem Empfanger die

allergische Atemwegsentzindung drastisch redufdiartet al., 2010a).

Hohe IgG-Serumkonzentrationen auchin murinen Helminthen-Asthmamodellen:
Funktion als ,blocking antibody“?
Dem IgG-Antikorper, und analog dem Ig&\ntikorper in Mausmodellen, werden

protektive Eigenschaften im Rahmen allergischerdikungen zugeschrieben. Erhohte
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Konzentrationen von Ig{&sind im Allgemeinen negativ mit allergischen Syampén
assoziiert (Yazdanbakhsh et al., 2002; Aalbersad.eP009). Erklart wird dies mit der
Funktion als blockierendem Antikérperb{pcking antibods) bei direkter Kompetition.
Zum einen konkurriert 1g mit Mastzell-gebundenem IgE um das Allergen und
blockiert die Mastzell-Degranulation. Zum anderéinrt 1gG-gebundenes Allergen
nicht mehr zu einer IgE-vermittelten Antigen-Praaéion durch APC (Aalberse et al.,
2009). In welchem MalRe IgGbei gleichzeitigem Vorhandensein von Helminthen-
Infektion und Allergen-Provokation das immunmodaiagche Potential beeinflusst,
bleibt noch zu klaren. Moglicherweise spielt aues &/erhaltnis der Konzentrationen
von I1gG, zu IgE bzw. zu anderen Immunglobulinen der Klasseeine Rolle
(Adjobimey and Hoerauf, 2010).

Rolle von hohen IgE-Serumkonzentrationen in HelmemAsthmamodellen noch
unklar

Beim gleichzeitigen Vorhandensein von Allergen-simzhen IgE-Molekilen im
Rahmen einer allergischen Sensibilisierung konniéykonales und Helminthen-
spezifisches IgE mit diesen um dencREt konkurrieren und eine Degranulation
vermindern I[QE-Blocking-HypotheggCarvalho et al., 2006). Allerdings zeigten Mitre
et al. in vitro, dass extrem hohe Verhaltnisse von polyklonalem Atiergen-
spezifischem IgE noétig sind, um eine Basophilent@eglation zu blockieren
(Verhaltnis polyklonales IgE/Allergen-spez. IgE wh@stens 500/1) und &ul3erten
Zweifel an der IgE-Blocking-Hypothese. Die MastAetgranulation wurde von Mitre
et al. jedoch nicht mit bertcksichtigt (Mitre et,aP005). Bisher existieren keine
Studien, die sich explizit mit der Rolle von IgEsduzierenden B-Zellen und dem IgE-
Repertoire bei Helminthen-infizierten Mausen ineemmurinen Asthmamodell befasst

haben.

1.3.4 Mausmodell der Helminthen-Infektion mit L. sigmodontis

L. sigmodontiggehért zum Stamm d&emathelmintheéRund- und Schlauchwirmer),
der Klasse deNematoder{(Fadenwirmer) und der Familie détarien. Der naturliche
Wirt von L. sigmodontigst die Baumwollratte§. hispiduy Surrogate kénnen jedoch
auch andere Nager sein, wie z. B. BALB/c-Mause. Debenszyklus vonL.
sigmodontisst in Abbildung 6 dargestellt (mod. nach Hubner et al. 2009). Lilvear
entwickeln sich im natirlichen Vektor, der tropisohRattenmilbe @. bacot), zu
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infektiosen L3-Larven. Uber den Stich der Milbe dem die L3-Larven auf den Wirt
Ubertragen. Innerhalb weniger Tage wandern diedrafiber das Lymphsystem in die
Pleurahthle. Hier entwickeln sie sich innerhalbesiMonats tber L4-Larven hin zu
adulten Wirmern. Ca. 50 Tagest infectionengp.i.) produzieren diese wiederum L1-
Larven (Mikrofilarien), die in Pleurahdhle und Btukulation nachweisbar sind. Ein
chronisches Infektionsstadium ist zu diesem Zekpuwsrreicht. Bei erneutem Stich
durch eine Milbe kénnen wiederum Ll-Larven (berrag werden. Nach

Weiterentwicklung der L1 Uber L2 und L3-Larven begider Zyklus erneut (Hubner et
al., 2009).

Wirt: Nager I o Vektor:
Natiirlicher Wirt: Baumwollratte ~ L3-Larve (infektios) Tropische Ratten-Milbe
Surrogat: (BALB/c-)Mause

l L1->L2->L3
Lymphatisches System Aufnahme
Pleura . Blutzirkulation
13 > 14 > Adulte Wiirmer Produktion L1-Larve
d2-d6 p.i. d25-d30 p.i. d50 p.i.

Abb. 6: Lebenszyklus vorL. sigmodontis (mod. nach Hubner et al. 2009)

L. sigmodontis Mausmodelle wurden entwickelt, um Wurm-Infektionmit Filarien
beim Menschen zu imitieren. Ebenfalls dieser Familkkugehdrig sind die
humanpathogenen FilarienB. malayi (Elephantiasis), L. loa (Augenwurm,
Kamerunbeule)W. bancrofti(Elephantiasis)Mansonella spp(Hautddem, Dermatitis)
und O. volvolus(Flussblindheit) (Hof und Ddérries, 2005; Westheigwl Rieger, 2007).
L. sigmodontis selbst ist nicht humanpathogen, hat jedoch hohektstelle
Ahnlichkeiten und zeigt ein hohes MaR an immundalolgér Kreuzreaktivitat mit seinen
oben genannten humanpathogenen Verwandten (Hoffetaaln, 2000). Mause kdnnen
durchL. sigmodontisauf natiirliche Weise infiziert werden, Larven- Wwidirmstadien
entwickeln sich weitestgehend analog zu humaneekiivihen mit Filarien und
induzieren eine starke yZ-Antwort. Es entwickeln sich regelhaft systemische
chronische Infektionen mit ausreichender Wurmladie durch Mikroskopie von

Flissigkeit aus bronchoalveolarer Lavage (BALF) uBldit einfach nachgewiesen
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werden kann (Hoffmann et al., 2000). All dies smidhtige Grunde fur die Wahl des
Helminthen-Modells, da die Situation wahrend eiiméektion beim Menschen durdh
sigmodontisverwandte Filarien in hohem Mal3e widergespiegéii.wudem ist durch
den Befall der Pleurahdhle mit adulten Wirmern diesondere Situation gegeben:
Eine lokale Immunantwort auf Helminthen kann glemitig lokale Auswirkungen auf
den allergischen Phanotyp beim Asthma zur Folgeemabaher sind.. sigmodontis

Modelle interessante Kandidaten fur die Kombinatiwhmurinen Asthmamodellen.

1.4 B-Zelle und IgE-Repertoire

1.4.1 Struktur des IgE-Antikorpers

Der IgE-Antikorper setzt sich aus zwei schwelgheavy®, H) und zwei leichten
(.light*, L) Ketten zusammen, die wiederum in Doméanen untesieitl (Abb. 7). Eine
schwere Kette besteht aus einer variablen Regiohvier konstanten Regionen. Eine
leichte Kette setzt sich aus einer variablen Regiowl einer konstanten Region
zusammen. Die konstanten Regionen der schweree Kgit Cy3 und Gys bilden den
Fc-Teil (,crystallizable fragmerit kristallines Fragmentdes Antikorpers, der mit den
entsprechenden IgE-Rezeptoren interagieren karemk@stante Region der schweren
Kette Gy1, sowie die variable Region der schweren Keftebifden zusammen mit den
entsprechenden leichten Ketten @nd M die Antigen-BindungsstelleFab-Teil,
Antigen-bindendes Fragmeént

Fab

Abb. 7: Struktur des IgE-
Antikérper-Molekils
(schematische Darstellung)
H: schwere Kette; L: leichte
Kette; c: konstante Region; v:
variable Region; CDR:
Komplementaritat-bestimmende
Region

Fc
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Es gibt zwei verschiedene leichte Ketten, die dyagé werden kbnnen, dkappaf)-
Leichtkette und die Lambdaf)-Leichtkette Die variablen Regionen definieren die
Affinitat und Spezifitdt eines Antikdrpers, die Isian Laufe der B-Zell-Entwicklung
durch priméare Diversifizierung und durch Antigentadt (sekundére Diversifizierung)
verandern konnen. Sie haben eine Lange von caAbdiBosauren (Pezzutto et al.,
2007). Die variablen Regionen werden weiter unilerite vier Gerustregionenfiame
regions: FR-1 bis FR-4)sowie in drei hypervariable Regionen (HV1 bis HVBie
hypervariablen Regionen werden entsprechend ihraunktton auch als
Komplementaritats-bestimmende Regionetonfplementarity determining regions,
CDR-1 bis CDR-Bbezeichnet. Die sechs CDR der leichten und samwietten bilden
Schleifen-Strukturen wahrend die FR-RegiorfeRaltblatt-Strukturen ausbilden. Die
CDR treten bevorzugt in Kontakt mit dem Antigen w&itd die FR als Gerust fungieren
(Murphy et al., 2009). Die besonders variable CDBH8et den ,Kern* der Antigen-
Antikoérper-Bindung (Davis, 2004).

1.4.2 Entstehung und Diversifizierung des Antikorpe rrepertoires

Bis eine B-Zelle zur terminal differenzierten Ariiper-produzierenden Plasmazelle
wird, werden verschiedene Entwicklungsschritte &n dorimaren und sekundaren
lymphatischen Organen durchlauféibb. 8). Von besonderer Bedeutung ist hierbei
die Diversifizierung der variablen Regionen desilkirpers, welche letztendlich Uber
dessen Funktionalitat (Spezifitat, Affinitat zum thgen) entscheidet. Im Folgenden
werden die Mechanismen skizziert, die zu der hoberersitdt des humanen und

murinen Antikorperrepertoires fihren.
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Primare Diversifizierung
(Knochenmark)

Kombinatorische Vielfalt:

- VyDyJy-Rekombination reife, aktivierte,
- V,J,-Rekombination klassengewechselte B-Zelle

- paarweise Zusammenlagerung (Plasmazelle, B-Gedachtniszelle)
von schweren und leichten Ketten

Junktionale Vielfalt:
- Hinzufigen/Entfernen von N-/P-Nukleotiden
wahrend V,,D,,J4-Rekombination

Sekundéare Diversifizierung
(sek. lymphatische Organe)

] ) - Somatische Hypermutation
reife, naive B-Zelle @———

(IgM,IgD) - Klassenwechsel

Abb. 8: Diversifizierung des Antikérperrepertoires

Die Diversifizierung des Antikorperrepertoires imtitnen der B-Zell-Entwicklung gliedert sich in einen
priméren und einen sekundaren Abschnitt. Prodigd priméaren Diversifizierung ist die reifaaive
B-Zelle, die ins Blut abgegeben wird. Nach Antigentakt in den sekundaren lymphatischen Organen
(B-Zell-Follikel in Lymphknoten, Milz) beginnt disekundére Diversifizierung. Im Rahmen der positiven
Selektion kdnnen klassengewechselte aktivierte BeZ€¢Plasmazellen) entstehen.

Die fur die variablen Regionen kodierenden Immuhglm-Gene sind beim Menschen
auf Chromosom 14 (schwere Kette), Chromosom-Rejchtkette) und Chromosom 22
(A-Leichtkette) lokalisiert. Bei der Maus gibt es emhalb verschiedener Spezies
Unterschiede in der Lokalisation der entsprechert@ieme. Die BALB/c-Maus ist in der
Literatur am besten beschrieben. Die Gene der semwKette befinden sich auf
Chromosom 12, ¥-Gene auf Chromosom 6,,3Gene auf Chromosom 16 (Schroeder
2006). Die V-Region der schweren Kette setzt sicls @alen Gensegmenten V
(, Variabilitat”), D (,Diversitat) und J (joining“, verbindend) zusammen. DasV
Gensegment besteht beim Menschen aus ca. 40 Glawh;-Gensegement aus ca. 25
Genen, dasydGensegment aus 6 Genen. Bei der BALB/c-Maus gibifileer 150 M-
Gene, 13 P-Gene und 4 3Gene (Schroeder 2006). Insgesamt kodiert die VidReg
fur ca. 110 Aminosauren. Hinzu kommen 9 Gene dgfRegion beim Menschen und 8
bei der BALB/c-Maus, die fur die Klasse des entsteten Antikorpers kodieren (C
Cs, Ca, C1, Cut, Cpo, Cy, G, Cound G, G5, Cy1,C 3, Cyan, Cp2a G, ). Die V-Region
der leichten Ketten besteht nur aus V- und J-Gensaten. Es existieren ca. 35
funktionelle \k-Gene beim Menschen und 93 bei der BALB/c-MausnBBlenschen
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gibt es wiederum 35 MGene, bei der BALB/c-Maus sind es 3-8ene. Bei Mensch
und Maus gibt es 5kdGene, bei der BALB/c-Maus 3-Gene. Weiterhin existieren
Typen-spezifizierende Gene der konstanterR€gion (G, Cy, Cn, C3). Es existiert

kein Leichtketten-D-Gen. Besondere Bedeutung kormdent Kodierung der CDR der
schweren Kette zu. Wahrend CDR-H1 und CDR-H2 dinek¥y-Gensegment kodiert
sind, wird CDR-H3 aus der gesamten VDJ-Sequenzldgthiwas ein Grund fir die
besonders hohe Variabilitét in dieser Region igz@atto et al., 2007; Murphy et al.,
2009; Schroeder 2006).

Die ErhOohung der Antikorpervielfalt wird primar dir eine Reihe von Gen-
Umlagerungen wahrend der B-Zell-Entwicklung (kon#torische Vielfalt), sowie das
zufallige Einfigen und Entfernen von Nukleotiden den Schnittstellen dieser Gene
(junktionale Vielfalt) erreicht. Diese Prozessed&n im Knochenmark statt und
minden in der Produktion reifer naiver B-Zelleng digM und IgD auf ihrer
Zelloberflache exprimieren. Diese Zellen gelangdreridie Blutzirkulation in die
sekundéaren lymphatischen Organe (Lymphknoten, Mimjo Uber APC und
Antigenkontakt somatische Hypermutation in der aflen Region, sowie ein
Klassenwechsel induziert werden kann (sekundare erBifizierung des
Antikorperrepertoires; (Murphy et al., 2009). Die-ZBlle hat wéahrend ihrer
Entwicklungsphasen zwei mdgliche Schicksale: KlendDeletion vs. klonale
Proliferation (Goodnow et al., 2010). Durch einesl¢ahl von Kontrollmechanismen
werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrendd2ell-Entwicklung die Toleranz
gegenuber korpereigenen Zellen dberpruft und aalktre Zellen apoptotisch
(negative Selektion). Gleichzeitig reifen nur jetelen zu Antikdrper-produzierenden
Plasmazellen heran, die eine hochaffine und sgebé# Antigen-Antikorper-Reaktion
gewahrleisten (positive Selektion) (Rajewsky, 199Bjese Mechanismen wurden
erstmals von Burnet in der klonalen Selektionstisenusammengefasst (Burnet, 1959).

VDJ-Rekombination (primare Diversifizierung)

In hamatopoietischen Stammzellen des Knochenméa&gern die Gene der V-Region
noch in der Keimbahnkonfiguration vor. Die VDJ-ReKanation beginnt in der frithen
Pro-B-Zelle mit der D-J-Umlagerun@bb. 9). In der spaten Pro-B-Zelle findet dann
die V-DJ-Umlagerung statt. Aus der neu entstandevibd-Sequenz wird nun eine
VDJ-C,-mRNA abgelesen und ein VDJ-Protein synthetisiert. So entsteht die grof3e
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Pra-B-Zelle, die vollstandige schwere Ketten alg des Pra-B-Zell-Rezeptors auf ihrer
Oberflache exprimiert. Es folgen Zellproliferatiamd Zellteilungen (Stadium der
kleinen ruhenden Pra-B-Zelle) und die VJ-Umlageamder leichten Ketten. Wahrend
der VuDJy- und Vi J -Rekombinationen werden zudem an den Enden deelardien

Sequenzen P- und N-Nukleotide hinzugefligt odereemtf was die Diversitat des
Aminosaurerepertoires noch deutlich erhdoht. Naah \del-Umlagerungen der leichten
Kette kann ein vollstandiges IgM- oder IgD-Molekaluf der Zelloberflache der
unreifen B-Zelle exprimiert werden. Findet eine tzale Toleranz statt, werden die
Uberlebenden reifen naiven B-Zellen in den Blutderif abgegeben. Gleichzeitig
werden autoreaktive Zellen negativ selektiert. Eiaglicher Zellverlust kann zudem
nach nicht erfolgreichen Gen-Umlagerungen der terthund schweren Ketten in

friheren Entwicklungsstadien auftreten (Pezzutil.e2007; Murphy et al., 2009).
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VH DH JH CH
ca. 40 Gene ca. 25 Gene 6 Gene 9 Gene
cemban —sr{{H{--gam
l Somatische Rekombination l /

V- DHNJH - Verkntipfung (DNA) WW
l Somatische Rekombination \ /

VHNDHNJIH - Verknipfung (DNA) R O D D O II . ...

l Transkription, Alternatives Spleif3en \ /
VHNDHNJIHCp - Verkniipfung (MRNA) —-jj]

I

l Translation CDR12

IgM-Antikorper (Protein)

&

Abb. 9: Somatische Rekombination der ImmunglobulinGene der schweren Kette,
Transkription und Translation des IgM-Antikdrpers

variability- (V), diversity- (D), joining- (J) undkonstante Gene der schweren Kette werden durch
Aneinanderlagerung von P und J-Genen und Hinzufigen von N-Nukleotiden durch TdT den
Schnittstellen, sowie Verkniipfung der entsteherided-Sequenz mit einer V-Sequenz unter Entstehung
einer neuen YWNDyNJ;-Sequenz somatisch rekombiniert. Nach Transkriptdternativem Splei3en und
Translation kann ein IgM- oder IgD-Antikorper awdrdZelloberflache der B-Zelle exprimiert werden.

Somatische Hypermutation (sekundare Diversifizigfun

Die durch somatische Rekombination im Knochenmatktandenen reifen naiven B-
Zellen zirkulieren solange in Blutbahn und LympHas sie zu den sekundaren
lymphatischen Organen gelangen. Hierzu zahlen Lyaligtel enthaltende Strukturen
wie Lymphknoten, Milz, Peyersche Plaques in Mukogsad Submukosa des
Dunndarms, sowie Tonsillen. In Keimzentren von Selufollikeln prasentieren APC
naiven B-Zellen zuvor aufgenommenes und prozessightigen. Der Antigenkontakt
fuhrt wahrend der Proliferation der B-Zellen zu &ph Raten somatischer

Hypermutation in den CDR von leichten und schwedemmunglobulin-Genen.
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Hierdurch wird die Affinitat und Spezifitat fur del APC prasentierte Antigene erhoht
(Affinitatsreifung bzw. Immunologisches Lernen’R§jewsky, 1996). Mutationen in
den FR fuhren meist zu Stérungen in der struktemellntegritat des produzierten
Antikorpers, was wiederum eine negative SelektimnFolge hat (Murphy et al., 2009).
Somatische  Hypermutation  beinhaltet das  schriteveisEinfigen  von
Nukleotidsubstitutionen in den variablen ImmungliiGenregionen tber mehrere B-
Zell-Generationen eines naiven B-Zell-Klons Einenzeine Mutation kann eine
Verzehnfachung der Antikdrperaffinitat zum Antigear Folge haben (Gould et al.,
2003).

Vielfalt der Antikorper-Diversifizierung

Die Antikorper-Vielfalt, die sich aus den oben Hesebenen Mechanismen beim
Menschen summiert, lasst sich wie folgt schatzeahi®nd der MDJy-Rekombination
sind bei 50 V-, 25 Dy und 6 J-Segmenten 7,5 x fKombinationen der schweren
Kette moglich (50 x 25 x 7). Bei derLeichtkette ergeben sich aus 3%-\und 5 J-
Gensegmenten 175 Kombinationen (35 x 5). Eine éhaliZahl wird fur diei-
Leichtkette vermutet (Pezzutto et al., 2007). Dechrergibt sich eine kombinatorische
Vielfalt von 2,6 x 16 (7,5 x 16 x 175 x 2). Durch Hinzufiigen und Entfernen von N-
und P-Nukleotiden, sowie durch somatische Hypertimtavird die Vielfalt noch stark
erhoht. DiNoia und Neuberger gehen von einer Mielfan 10 aus, Moura et al. sogar
von Uber 16° (Di Noia und Neuberger, 2007; Moura et al., 200B¢i der Maus
ergeben sich aus 1504V 13 Dy und 4 J-Segmenten rechnerisch 7,8 x310
Kombinationen der schweren Kette (150x13x4). D@8hvk-Gene, 3 Y-Gene, sowie
5 Xk-Gene und 3,3Gene erhoht sich die kombinatorische Vielfalt 81§ x 10 (7,8 x
10°x 93 x 5 x 3 x 3) (Schroeder 2006).

1.4.3 Klassenwechsel

Der Klassenwechsel von IgM hin zu 1gG, IgA oder IgBdet ebenfalls in den
Keimzentren der B-Zell-Follikel statt und wird vallem durch das vorliegende
Zytokinmilieu gesteuert (so fuhrt z. B. IL-4 zu em Klassenwechsel hin zu lg@der
IgE). Grundlegender Mechanismus ist die Neuverkmigfder \,DJy-Sequenz mit
einer neuen stromaufwarts liegenden-, CC,- oder GC-Sequenz anstelle der
urspringlichen ¢ (Cs-)Sequenz (Kracker und Durandy, 2011). Die fertige
rekombinante DNA der V-Region kann nun abgeleseth eim klassengewechseltes
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Immunglobulinmolekil synthetisiert werden (Gouldakt 2003; Murphy et al., 2009;
Kracker und Durandy, 2011).

1.4.4 Das IgE-Repertoire in Allergie-Mausmodellen u  nd bei Allergikern

Das murine und humane IgE-Repertoire im RahmenAdlergie-Antwort lasst sich

durch eine Vielzahl von Parametern charakterisieBenzeigten Kerzel et al. in einem
murinen Modell der akuten allergischen Atemwegs@mdzing, welch fundamentalen
Einfluss die Aminosaure-Komposition des IgE-Repgegound die damit verbundene
Hydrophobizitat der Antigenbindungsstelle auf deviéicklung des Asthma-Phénotyps
hatte (Kerzel et al., 2009; Kerzel et al., 20119. Bar ein Uberwiegend neutrales
Repertoire der CDR-H3 fur die Entwicklung eines lsta-Phanotyps notwendig, ein
unnaturlich hydrophobes Repertoire flihrte zu einalmgeschwéchten Asthma-
Phanotyp. Rogosch et al. zeigten, dass das AngkdRepertoire von IgE-Plasmazellen
im Vergleich zum IgM-Repertoire nach allergischexnSibilisierung durch erhéhte
somatische Mutationsraten, einen erhdohten Antetigén-selektierter Sequenzen und
eine niedrigere klonale Diversitat gekennzeichrs¢t(Rogosch et al.,, 2010). Diese
Daten sprechen dafur, dass die entsprechenden r&equelurch oben beschriebene

klassische Affinitatsreifung entstanden sind urchtdurch alternative Prozesse.

Bei einer groRen Sammlung von IgE-Sequenzen aus Semm von Kindern mit
Asthma fanden Kerzel et al. Belege dafir, dasssideBe Affinitatsreifung auch die
treibende Kraft bei der Entwicklung des humanen-Regpertoires darstellt (Kerzel et
al., 2010). Auch Davies und O Hehir kamen zu eirdédmlichen Ergebnis (Davies und
O'Hehir, 2004). Einige andere Autoren kamen altegdi zu widersprtchlichen
Ergebnissen und bezweifelten die Relevanz klassisélffinitatsreifung im Rahmen
allergischer Erkrankungen (Snow et al., 1995; Jaretzal., 1998; Dahlke et al., 2006).

1.4.5 Das IgE-Repertoire in Helminthen-Mausmodellen und bei

Parasiten-infizierten Menschen

Das IgE-Repertoire Helminthen-infizierter Mause dairbis dato kaum beschrieben.
McCoy et al. untersuchten im Rahmen einer Infektioidt Heligmoides polygyrus,
einem Darmparasiterdie Antikorper-Antwort auf wiederholte Infektionemit dem
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Helminthen (McCoy et al., 2008). Sie fanden Hinwemuf eine dauerhaft erhdhte
Diversitat des IgE-Repertoires bei infizierten €mer Anzeichen fir klonale Selektion
und klassische Affinitatsreifung fanden sich hingegerst bei wiederholter Infektion

mit dem Helminthen nach zwischenzeitlicher Entwungnu

Erste Hinweise auf das IgE-Repertoire Parasitemtarfer Menschen lieferten kirzlich
Wang et al., die Serumproben aus einem EndemieeG&bi parasitare Infektionen in
Papua Neu Guinea untersuchten. Die Autoren fanadegB flr eine erhdohte Diversitat
des IgE-Repertoires, jedoch kaum Anzeichen fiur Biegstehung durch klassische
Affinitatsreifung (Wang et al., 2011).

Es existieren hingegen bis dato keine Arbeiten, aiiie Helminthen-Mausmodell mit
einem Allergie-Mausmodell kombiniert und das IgEpReoire der Tiere charakterisiert
haben. Solch eine Arbeit konnte jedoch neue Erkesse Uber das protektive Potential
von Helminthen-Infektionen liefern und helfen dieht eindeutige Rolle des IgE-

Antikorpers bei Helminthen-Infektion und Allergie Klaren.

1.5 Hypothese

Hintergrund dieser Arbeit ist die erweiterte Hygiene-Hypotheske neben einer
Abnahme bakterieller frihkindlicher Infektionen aueine Abnahme von parasitaren
Infektionen mit Helminthen als einen zentralen Bakflur die steigende Zahl
allergischer Erkrankungen in den Industrienationernvermutet. Ein

Hauptcharakteristikum sowohl bei Helminthen-Infekién als auch bei allergischen
Erkrankungen ist eine starke humoraleg2dmmunantwort mit hohen IgE-

Serumkonzentrationen.

HypotheseEine vorbestehende Helminthen-Infektion misigmodontideeinflusst die
allergische Sensibilisierung und fiihrt zu einem imdrten IgE-Antikdrperrepertoire

im murinen Asthmamodell.
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2.1 Mausmodell und Tierhaltung

Fur die Durchfihrung der Tierversuche lag eine metshende Genehmigung des
Regierungsprasidiums Giel3en vor (V54-19c 20-15 MR 2).

Die Mause wurden unter pathogenfreien Bedingungerimzeln bellfteten Kafigen

gehalten. Bis zu funf Tiere teilten sich einen §afsie erhielten Ovalbumin (OVA)-

freies Futter und Wasser nach Belieben. Die ToumrgTiere erfolgte durch zervikale

Dislokation.

2.1.1 Nicht infizierte Kontrolltiere

Verwendet wurden BALB/c-Mause. Nicht infizierte Kaoll-Tiere (,ni-Tiere) wurden
bezogen von Harlan Winkelmann (Borchen, D). Dier@iearen zu Versuchsbeginn

zwei bis drei Monate alt.

2.1.2 Mit L. sigmodontis infizierte Tiere

L. sigmodontignfizierte Tiere (Lito-Tieré) wurden uns freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von der AG Katrin Gentil (Institfiir Medizinische Mikrobiologie,
Immunologie und Parasitologie, Rheinische Friedk¢ithelms-Universitat, Bonn). Bei
den Tieren handelte es sich ebenfalls um BALB/c-$#aWDie Tiere wurden im Alter
von sechs Wochen mit dem Nematoden infiziert. DieKktion mit L3-Larven erfolgte
dabei wie von Al-Qaoud et al. beschrieben Uber mittirlichen Infektionsweg durch
den Stich des Vektor®. bacoti (Tropische Rattenmilbe)Abb. 7) (Al-Qaoud et al.,
1997). 60 Tage nach Kontakt der Mause mit dem \Wektio h. im chronischen
Infektionsstadium, begannen die Versuche im muristhmamodell. Im chronischen
Infektionsstadium waren adulte Wirmer in der Pleurd L1-Larven (Mikrofilarien) im
Blut vorhanden. Die Tierhaltung erfolgte analogidemni-Tieren.

2.1.3 Murines Asthmamodell

Materialien:
Ovalbumin Grad V Sigma; Deisenhofen, D
Ovalbumin Grad VI Sigma; Deisenhofen, D
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InjectAlum (AI(OH)s) Pierce; Rockford (IL), USA
Dulbecco’s PBS PAA; Pasching, A

1 ml-Spritzen BD; Heidelberg, D
Kanile 26 G (0,45 x 13 mm) BD, Heidelberg, D
Gerate:

Plexiglas-Verneblungskammer Eigenanfertigung
Aerosolgenerator Pariboy Pari-Werke; Starnberg,

Im  Mausmodell der akuten allergischen Atemwegsemnailg wurde das
Modellallergen Ovalbumin (OVA) verwendet. Die Tienaurden nach dem Protokoll
von Kerzel et al. an den Tagen 1, 14 und 21 intiegresal (i. p.) auf OVA sensibilisiert
(Kerzel et al., 2003). Hierfur wurden jeweils 1§ Ovalbumin Grad VI mit 1,5 mg
Adjuvans (Aluminiumhydroxid) auf 20Qul sterile PBS langsam i. p. injiziert.
Kontrolltiere erhielten 20Ql PBS. An den Tagen 26, 27 und 28 folgte eine adiszhe
Provokation mit 1% (w/v) OVA Grad V-Aerosol. Diesesurde Uber eine
Verneblerkammer aus Plexiglas mithilfe eines Aelgmoerators dber 20 Minuten
appliziert. Kontrollgruppen erhielten PBS-AerosoAn Tag 30 erfolgte die
Versuchsauswertun@bb. 10, Tab. 1)

Aerosolische

Sensibilisierung i. p. Provokation
Lito-Infektion
l l l I I I Analyse
Tag 0 1
ab 1 21 6 27 28 30
Tag 60
| | L 1 1 ]

Abb. 10: Versuchsaufbau
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Tab. 1: Versuchs- und Kontrollgruppen

Gruppe Infektion miF OVA_ OVA__ Tierzahl
L. sigmodontis Sensibilisierung Provokation
ni,PBS - - - 12
Lito,PBS + - - 11
ni,OVA - + + 10
Lito,OVA + + + 14

2.1.4 Blutentnahme

Material:

Reaktionsgefale 1,5 ml Eppendorf, Hamburg,D
EDTA-Gefal’ Sarstedt; Numbrecht, D
Gerate:

Blutentnahme-Block Eigenanfertigung
Zentrifuge (5417R) Eppendorf; Hamburg, D

Die Blutentnahme erfolgte durch ein Inzision detes@n Schwanzvene und Auffangen
der Blutprobe im Eppendorf-Gefald (Serum) bzw. imrBBGefal? (Nachweis von L1-
Larven). FiUr die Serumgewinnung wurde die Blutprobendestens 1 h bei
Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend4ds¥l rpm 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand (das Serum) wurde @étgiert und bei -20°C bis zur

weiteren Untersuchung eingelagert.

2.1.5 Nachweis der Helminthen-Infektion

Materialien:

EDTA-Blutprobe (s.0.)

Hinkelmann’sche Lésung:

0,5 % w/v Eosin Y Sigma; Deisenhofen, D
0,5 % w/v Phenol Sigma; Deisenhofen, D
0,185 M Formaldehyd Sigma; Deisenhofen, D
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in 500 ml destilliertem Wasser

Geréte:

Zentrifuge (5417R)
Lichtmikroskop

Eppendorf; Hamburg, D
Optech; Miunchen, D

Die Infektion mitL. sigmodontisvurde auf zwei Arten bestétigt: Zum Einen durck da

Aufsuchen von adulten Wirmern im Pleuraraum nactffiiitng des Brustkorbes

(makroskopisch und durch Zuhilfenahme der Lupe)mZénderen durch den

mikroskopischen Nachweis von L1-Larven (Mikrofiem) in EDTA-Blut nach

Anfarbung mit Hinkelmann’scher Lésung. Hierzu wurdsO ul EDTA-Blut mit 300 pl

Hinkelmann’scher L6sung 30 Minuten bei Raumtemperatkubiert. Anschliel3end

wurden die Proben funf Minuten bei 1800 rpm und iRi@mperatur zentrifugiert. Der

Uberstand wurde bis auf 20 Restflissigkeit verworfen. In der Restfliissigkeitrde

das Sediment resuspendiert, auf Objekttrager atsdesn und unter dem Mikroskop

nach Mikrofilarien durchsucht.

2.2 Bronchoalveolare Lavage und Zelldifferenzierun g

Materialien:

Dulbecco’s PBS

Bovines Serumalbumin (BSA)
Proteinase-Inhibitor Complete
Reaktionsgefale 1,5 ml
Kanule 26 G (0,45 x 13 mm)
Diff-Quick

Objekttrager

Casyton Verdinnungslésung

Casycup

Gerate:

1 ml Spritzen

PAA; Pasching, A
Sigma; Deisenhofen, D
Roche; Mannheim, D
Eppendorf; Hamburg,D
BD; Heidelberg, D
Dade Behring; Marburg, D
Paul Marienfeld GmbH, Lauda-
Kdnigshofen, D
Scharfe System; Reeth, D
Scharfe System; Reutlingen, D

BD; Heidelberg, D
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Casy Cell Counter + Analyser System

(Modell TT) Scharfe System; Reutlingen, D
Lichtmikroskop Optech; Miunchen, D
Zytozentrifuge ShanDon Cytospin 4 Thermo Scientifimburg, D

Die bronchoalveoléare Lavage (BAL) diente der Gewimnvon Probenmaterial (BAL-
Flissigkeit: BALF) aus den peripheren Atemwegerhiifi@ einer Spulflissigkeit. Ziel
war die Quantifizierung und Differenzierung von keayten als Indikator der akuten

Atemwegsentzindung in der Lunge.

2.2.1 Durchfiihrung der bronchoalveolaren Lavage

Nach Totung der Tiere durch zervikale Dislokationrgke der Brustkorb erdffnet und
die Trachea frei prapariert. Anschlieend wurdeagekale Teil der Trachea mit einer
OP-Klemme abgeklemmt und fixiert. Mithilfe einer@é&andile und einer 1 ml-Spritze
wurde 1 ml einer mit Proteinase-Inhibitor verseizteBS in Trachea und Lunge
gegeben und anschliel3end die gleiche Menge reaxspiri

2.2.2 Zytozentrifugation und mikroskopische Zelldif ferenzierung

Fur die Zytozentrifugation wurden 50 pl der BALFtni50 ul PBS verdinnt und
mittels Zytozentrifugation bei 700 rpm auf Obje&ger aufgebracht. Nach mindestens
einer Stunde Trockenzeit wurden die Objekttragethitfe der Diff-Quick-Farbung
nach Angaben des Herstellers gefarbt. Es folgtendighologische Begutachtung unter
dem Mikroskop bei 400-facher Vergro3erung. Pro Bralirden zweimal 100 Zellen
ausgezahlt und differenziert.

2.2.3. Zellzahlung

Die Bestimmung der Zellzahlen in der BALF wurde hilie eines Zell-Zahlgerates
(Scharfe System, Reutlingen, D) vorgenommen, dadem Prinzip der elektronischen
Pulsflachenanalyse beruht. Hierbei l6sen in der ddesbe enthaltene Zellen beim
Durchtritt durch ein Niederspannungsfeld ein elsktres Signal aus, das digital
registriert und ausgewertet wird. Auf diese Art uWkise kdnnen unter anderem

ZellgréRe und Zellzahl in einer Probe bestimmt werdGemessen wurden Zellen im
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GroRRenbereich von 5,98n bis 15um. Zur Messung wurde die Probe aus der BALF
1:2000 in Casyton-LOosung verdunnt. Mit Hilfe dempentualen Zellanteile (2.2.2)
erfolgte die Berechnung der Konzentration spezifiscZellklassen mit folgender
Formel:

Zellen/ml x Zellklasse in Prozent / 100

2.3 Bestimmung von Antikérperkonzentrationen im Ser um

Materialien:

96-well-Flachbodenplatten Nunc; Wiesbaden, D
Natriumhydrogencarbonat 0,1 M (Na(HGP)  Merck; Darmstadt, D
PBS Sigma; Deisenhofen, D
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma; Deisenhofen, D
Tween20 Sigma; Deisenhofen, D
Streptavidin-Peroxidase Calbiochem; Bad SoBen,
POD-Substrat BM blue Roche; Mannheim, D
Schwefelsaure 2 M (}$0,) Roth; Karlsruhe, D
Primarantikorper/Allergen:

Anti-murines IgE, 19G, 1gGz, IgM BD; Heidelberg, D
Ovalbumin Grad VI Sigma; Deisenhofen, D

Sekundarantikorper:
Biotinyliertes anti-murines IgE, 19G1gGy, IgM  BD; Heidelberg, D
Standard:

Murines IgE, 19G, 1gGy, IgM BD; Heidelberg, D

Murines anti-OVA IgE, 1gG Sigma; Deisenhofen, D

Gerate:

Mehrkanalpipette Eppendorf; Hamburg, D

Ruttler Bihler; Hechingen, D
Mehrkanal-Washer ASYS Hitech GmbH; Eugendarf,
ELISA-Reader ASYS Hitech GmbH; Eugendorf, A
Reader-Software Mikrotek; Overath, D
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Die Messung von Antikérperkonzentrationen im Serenolgte mittels sandwich
ELISA (enzyme linked immuno sorbent a3gs&jiese Methode beruht auf der Bildung
von Antigen-Antikorper-Komplexen und einer darankagpelten enzymatischen
Farbreaktion. Die Farbreaktion wird durch MessuagAbsorption bei Durchleuchtung
mit Licht einer definierten Wellenlange quantifizie Durch das Auftragen von
definierten Standardkonzentrationen in einer Stairddne, kann aus der gemessenen

Absorption der Probe eine Konzentration berechreztien.

Durchfihrung

Die Verdinnung der verwendeten Primarantikdrper desl Allergens erfolgte in 0,1 M
Na(HCO}, die der restlichen Reagenzien in PBS / 3% BSA. Wlaschpuffer diente
PBS, versetzt mit 0,1% Tween. Zun&chst wurden 98-Pachbodenplatten mit dem
Primarantikdrpers bzw. dem Allergen beschichtety (5oro Vertiefung)(Tab. 2). Nach
der Inkubation bei 4°C tber Nacht und viermaligeraséhen wurde PBS / 3% BSA als
Blockpuffer aufgetragen (154 pro Vertiefung) und zwei Stunden bei Raumtempearat
auf dem Ruttler inkubiert. Dies diente dem Sattifremer Proteinbindestellen und der
Verhinderung unspezifischer Hintergrundaktivitdt.add wiederholtem Waschen
wurden die Standardreihe, sowie die verdinnten dProbufgetragen (5Ql pro
Vertiefung) und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Ndghfmaligem Waschen wurden nun
die entsprechenden Sekundarantikdrper (BOpro Vertiefung) aufgetragen und
eineinhalb Stunden (bzw. zwei Stunden fir den OYB-ELISA) inkubiert. Nach
wiederholtem Waschen wurde das Enzymkonjugat Stvepih-Peroxidase (1:1000)
aufgetragen (5@l pro Vertiefung) und 30 Minuten bei Raumtemperam Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend folgte ein besonders gricghér Waschgang (acht Mal
Waschen), um ungebundenes Enzym zu entfernen. Nudew 150ul Peroxidase-
Substrat pro Vertiefung aufgetragen. Die Enzym-Reakwurde dann nach maximal
30 Minuten durch Zugabe von ©02 M-Schwefelsdure gestoppt. Es folgte unmittelbar
die Messung der Absorption mithilfe des ELISA-Lesggs bei einer Wellenlange von
450 nm gegen eine Referenzwellenlange von 570 nne [DInmunglobulin-
Konzentrationen wurden mit der ELISA-Reader-Sofevauf Basis der Standardkurve

berechnet.
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Tab. 2: Konzentrationen und Verdinnungen der Reagerien fur den Immunglobulin-

ELISA
Analyt [1°-Antikdrper] [2°-Antikdrper] Enzym - Verdiinnung der Proben Standardreihe

bzw. [Allergen] Konjugat Infektion / Sensibilisierung?

JA NEIN

Gesamt-IgE 1 pg/ml 2ug/ml 1:10.000 1:5000 1:10 100 — 1,6 ng/ml
Gesamt-lgG, 2 ug/ml 2,5ug/ml 1:10.000 1:1.000.000 1:10 250 - 0,3 igim
Gesamt-1gG,, 2 pg/ml 2ug/ml 1:250 1:5.000 1:10 500 — 0,1 ng/ml
Gesamt-IlgM 2 pg/ml 2,5ug/ml 1:10.000 1:100.000 1:10 500 — 0,1 ng/ml
OVA-spez. IgE 20 ug/ml 2,5ug/ml 1:1.000 1:1.000 1:10 200 — 0,4 ng/inl
OVA-spez. IgG, | 100pug/ml 2,5ug/ml 1:10.000 1 :1.000.000 1:10 100 — 1,6 ng/ml |

2.4 B-Zell-Differenzierung mittels Durchflusszytome

Material:

CellWash
ZellFix

Zellsiebe 100 um

50ml Falconréhrchen
Stripping Buffer (pH4):
0,05 M Natriumacetat (NaGiE@OOH)

0,01 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
0,005 M Kaliumchlorid (KCI)

0,085 M Natriumchlorid (NaCl)
Cytofix/Cytoperm
FACS Ro6hrchen

FACS Clean
FACS Rinse

FACS Flow
Antikorper:

CD138 - PE
CD19 - PerCP

CD19 - PE

trie

BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D

Nunc GmbH & Co. KG;
Wiesbaden, D

Eppendorf ; Hamburg, D

Sigma; Deisenhofen, D
Sigma; Reisofen, D
Sigma; Deisenhofen, D

Sigma; Deisenhofén,
BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D

BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D
BD; Heidelberg, D
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Gerate:

Zentrifuge 5810R Eppendorf ; Hamburg, D
FACS Calibur BD; Heidelberg, D

Mixer Vortex Reax top Fa. Kobe; Marburg, D
Software CELL Quest Pro BD; Heidelberg, D

Die Durchflusszytometrie oder auchfFACS“-Analyse (fluorescence activated cell
sorting) ist eine Methode zur quantitativen und qualitativ€harakterisierung von
Zellen und Zellpopulationen. Dabei kdnnen Zellennsightlich ihrer Grol3e,
Granularitat, Oberflacheneigenschaften und intralBgen Zusammensetzung
unterschieden werden. Das Messprinzip beruht aufAdeegung der zu untersuchenden
Zellen mit einem Laser. Trifft dieser Laser auf I2e|] die durch Antikdrper mit
Fluorochrom markiert sind, so regt er das Fluoroohan. Dies hat die Emission von
Licht einer bestimmten Wellenland&ab. 3) zur Folge. Ein komplexes System aus
Spiegeln und Filtern biindelt und zerlegt das eentti Licht, was ein spezifisches
Signal fur dieses Fluorochrom liefert. Beim Durdhtdurch die Messkammer kénnen
zudem Zellen aufgrund ihrer GroRe und Granuladitierenziert werden, da sie das
Laserlicht auf charakteristische Weise im Vorwdaredicht FSC, forward scattgrund

im Seitwartsstreulicht§CS, side scatteteilen. Vorwartsstreulicht, Seitwéartsstreulicht
und die vier verwendeten Fluorochrome koénnen naeh Mlessung in einem
zweidimensionalen Punktdiagramrdof blo) gegeneinander betrachtet werden. Fuir
diese Arbeit wurde das Gerat FACS-Calibur der FiBezton Dickinson verwendet.
Fur die anschlielende computergestitzte Analyselevdire Software Cell Quest Pro
von BD genutzt.

Tab. 3: Ubersicht tUber die verwendeten Fluorochrome

Fluoreszenzkanal| Fluorochrom Absorptions - Emissions - Anregungs -
maximum maximum wellenldnge

FL2 PE 480; 565 nm 578 nm 488 nm; 532 nm

FL3 PerCP 482 nm 678 nm 488 nm; 532 nm
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2.4.1 Probengewinnung und Zellaufbereitung der Milz

Die Milzen der Versuchstiere wurden umgehend nadtuig der Tiere freiprapariert,
auf Eis gelagert und innerhalb von drei Stundentewererarbeitet. Zur Herstellung
einer Einzelzellsuspension wurden die Milzen dweithZellsieb der Maschendicke 100
um gedrickt und in 50 ml PBS / 1% BSA aufgenommensdhlieRend wurden die
Proben drei Minuten mit 1 ml CellWash (BD, HeidetipeD) gewaschen (1500 rpm,
4°C) und der Uberstand verworfen. Die zuriickgelgifem Zellen wurden in 1 ml
Stripping Bufferaufgenommen, eine Minute auf Eis inkubiert und dvienuten bei

1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Es folgte ein weatéNVaschgang.

2.4.2 Oberflachenfarbungen mit B-Zell-Antikdrpern

Zu den weiter verarbeiteten Milz-Proben wurdenpd Anti-FcyR-Antikérper (1:500)
hinzugegeben und 15 Minuten inkubiert. Dieser FaeBl diente der Minimierung
unspezifischer Bindungen von Fluorochrom-markieAatikorpern an den Rezeptoren
FcyRIl (CD23) und FgRIII (CD16). So wurden falsch positive Signale reiéut. Im
nachsten Schritt wurden jep2 Oberflachen-Antikoérper hinzugegeben und 30 Minute
auf Eis im Dunkeln inkubiert. Ein letzter Waschgamgtfernte Uberschiissige
Reagenzien. Die Zellen wurden nun in 3@0CellFix resuspendiert. Es folgte die
Kompensation und Messung am FACS-Gerét. Als Obmdéia-Antikbrper wurden
CD19 PE, CD138 PE, und CD19 PerCP verwendet.

2.4.3 B-Zelldifferenzierung

Lymphozyten wurden zunachst imForward-/Sidewardscatter eingegrenzt
(Lymphozytengaje(Abb. 11A). B-Zellen wurden in CD138und CD138CD19" B-
Zellen differenziert(Abb. 11B). CD138-Zellen wurden analog zu Rogosch et al. als
Plasmazellen definiert, CD138CD19-Zellen als Nicht-Plasmazellen bzw.
Gedéachtniszellen (Rogosch et al., 2010).
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A) B)
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Abb. 11: Lymphozyten Gate, B-Zellmarker CD138 und ©19

A) Identifizierung von Lymphozyten durch charaktésishe Streuung im Vorwarts- und
SeitwartsstreulichtB) Differenzierung in CD138 Plasmazellen (rétliche Schattierung) und CD138
CD19" Nicht-Plasmazellen (,Gedachtniszellen®, blaue $tidvaing).

0 64

2.5 Charakterisierung des IgE-Repertoires in der Mi 1z

2.5.1 RNA-Extraktion

Material:

Flassigstickstoff Klinikumsapotheke
Universitatsklinikum Marburg;
Marburg, D

RNeasy Mini Kit Qiagen; Hilden, D

QIAshredder Qiagen; Hilden, D

RNase freies Wasser Eppendorf ; Hamburg, D

B-Mercaptoethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, D

DNAse Zap Ambion/Applied Biosystem;
Darmstadt, D

Gerate:

Zentrifuge (5417R) Eppendorf; Hamburg, D

Mixer Vortex Reax top Heidolph, Schwabach, D

Thermoschdttler HLC HLC Biotech; Bovenden, D
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Durchfihrung:

Fur die RNA-Extraktion aus der Milz wurde das RNelBni Kit (Quiagen; Hilden, D)

gemal Anleitung des Herstellers verwendet. Die &filzvurden in Flussigstickstoff
tiefgefroren und anschlieRend mit einer Schereleieet. Dann wurde RLT-Puffer mit
B-Mercaptoethanol zwecks Lyse hinzugegeben. Dastlwsede auf den Quiashredder
Uberfuhrt und zentrifugiert. Das gewonnene Filtvairde mit 70%igem Ethanol
versetzt, auf eine RNeasy Mini-Saule Ubertraged pentrifugiert. Es folgten drei
weitere Waschgénge mit verschiedenen Puffern. Dielar Saule enthaltene RNA

wurde durch Zugabe von RNase-freiem Wasser herissgad bei -80°C gelagert.

2.5.2 Reverse Transkriptase-PCR fur murines IgE

Material:

OneStep RT-PCR Kit Qiagen; Hilden, D

Taq DNA Polymerase Qiagen; Hilden, D
MgCl,-Lsg. [50 mM] invitrogen; Karlsruhe, D
10 x PCR Puffer invitrogen; Karlsruhe, D
dNTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) invitrogen; Kemihe, D
RNase freies Wasser invitrogen; Karlsruhe, D
RNase Out invitrogen; Karlsruhe, D
Gerate:

Thermocycler Applied Biosystems Veriti Applied Bistems; Darmstadt, D
Durchfihrung:

Es wurde einesemi-nested reverse Transkriptase-Polymeraseket&tion (RT-PCR)
genutzt um aus RNA komplementare DNA (cDNA) herellst und zu vervielfaltigen.
Hierzu wurde das von Rogosch et al. beschriebeawlRill befolgt (Rogosch et al.,
2010). Dabei wurde das One-Step RT-PCR-Kit von @ena(Hilden, D) verwendet.
Tabelle 4 zeigt die verwendeten Primer. Die Reaktionsgeneisehrden gemafld dem
Pipettierschema ifabelle 5und Tabelle 6 hergestellt. Als Positivkontrolle wurde das
GAPDH-Gen amplifiziert. Als Negativkontrolle dieneen RT-PCR Ansatz, dem statt
RNA steriles RNase-freies Wasser zugegeben wurde.
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Tab. 4: Verwendete Primer fur die murine IgE-RT-PCR

Primer Sequenz Tm
Cel-21r 5'-CCT TTA CAG GGC TTC AAG GGG TAG-3 64,4°C
(antisense)

Cel-232r 5-TTC GTT GAATGATGG AGG ATG TGT-3 59,3°C
(antisense)

Vyall 5-AGG T(GC)(AC) A(AG)C TGC AG(GC) AGT C(AT)G G-3' | 64,0°C
(sense)

Murine GAPDH | 5-GGG GTG AGG CCG GTG CTG AGT AT-3’ 71,4°C
4591

Murine GAPDH | 5'-CAT TGG GGG TAG GAA CAC GGA AGG-3’

459 2

Tm: ,temperature-melting“, Schmelztemperatur

Tab. 5: Primaramplifikation von RNA (Pipettierschema)

Reagenzien Volumen (pl)
RNase-freies Wasser 12,85
Qiagen 5 x Puffer 5

dNTPs [10 mM] 1

Primer: G1-232r [10 pmol/pl] | 1,5

Primer: \jjall [10 pmol/ul] 1,5
Enzym-Mix 1

RNAseOut [40 U/ul] 0,15

RNA 2
Gesamtreaktionsvolumen 25

Tab. 6: Reamplifikation des Primaramplifikats (Pipettierschema)

Reagenzien Volumen (ul)
RNase-freies Wasser 10,8
dNTPs [10 mM] 1
Qiagen 10x Puffer 2,5
Q solution 5 x 5
MgCl, [25 mM] 1
Primer: G1-21r [10 pmol/ul] 15
Primer Vjall [10 pmol/ul] 15
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,2
Primar-Amplifikat 15
Gesamtreaktionsvolumen 25
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Fur die Primaramplifikation durchliefen die Prolfefgendes Thermocycler-Programm:

1.) Reverse Transkription von RNA in cDNA fur 30 Minatbei 50°C
2.) Initiale Denaturierung bei 94°C fir 15 Minuten

3.) Denaturierung bei 94°C fur 30 Sekunden

4.) Primer-Anlagerung bei 60°C fur 30 Sekunden

5.) Elongation bei 72°C flr eine Minute

Schritte 3.) bis 5.) wurden 40 Mal wiederholt.

6.) Terminale Elongation bei 72°C flr zehn Minuten

7.) Kuhlung auf 4°C

Nach Ansetzung des Reaktionsgemisches fur die Réd#agon und Zugabe des
Primaramplifikats durchliefen die Proben im Theryaer folgendes Programm:

1.) Initiale Denaturierung bei 94 °C fir zweieinhalbridten
2.) Denaturierung bei 94°C fiur 30 Sekunden

3.) Primer-Anlagerung bei 60°C fur 30 Sekunden

4.) Elongation bei 72°C fir eine Minute

Schritte 2.) bis 4.) wurden 35 Mal wiederholt.

5.) Terminale Elongation bei 72 °C fir zehn Minuten

6.) Kuhlung auf 4°C

2.5.3 Gel-Elektrophorese und DNA-Extraktion

Material:

LE GP Agarose Biozym; Hessisch Oldendorf, D
100 Base-Pair Ladder Amersham; Braunschweig, D
6 x Orange Loading Dye Solution Fermentas; 8tn-Rot, D
Ethidiumbromid Sigma; Deisenhofen, D
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen; Hilden, D

1 x TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer:)
in 500 ml destilliertem Wasser gelost:

5,4 g Tris Base Acros Organics; Geel, Belgien
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2,75 g Borsaure Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe,
D

0,465 g EDTA Sigma; Deisenhofen, D

Gerate:

Gelkammer owl; Portsmouth, USA
Spannungsquelle (E143) onsort; Turnhout, GB

Fotoeinheit (06 133390) Vilber Lourmat; Ebedwwil, D
Durchfihrung:

Bei der Gel-Elektrophorese wurden die RT-PCR-Preelmlach Lange aufgetrennt und
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Hierfir wurde 5% Agarose-Gel in TBE-Puffer
mit 0,012 ul Ethidiumbromid/ml hergestellt. 16l Probe wurden mit 4l Ladepuffer

gemischt und aufgetragen. Als Referenz diente &id@ bp-Leiter. Die IgE-Bande
wurde unter UV-Licht an der erwarteten Lange (490 &usgeschnitten und die DNA
mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagertilden, Deutschland) gemali

Herstellerangaben extrahiert.

2.5.4 Ligation, Transformation und Klonierung

Material:

TOPO TA Cloning Kit Dual Promoter Invitrogen; Ksnuhe, D
E. col+Zellen Invitrogen; Karlsruhe, D
LB Agar Sigma,; Steinheim, D
LB Broth Base Sigma; Steinheim, D
Ampicillin Sigma; Steinheim, D
X-Gal Promega; Mannheim, D
Gerate:

Thermomixer HLC; Bovenden, D
Brutschrank (B15) Heraeus; Hanau, D

Die extrahierten DNA-Amplifikate wurden mithilfe deTOPO TA Cloning Kit Dual
Promotor von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschlandmg® Herstellerangaben in ein
Plasmid (PCR-TOPO-Vektor) ligiert und in kompeteige coli transfiziert. Fur die
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Transformation wurden der Ligationsansatz undHlieoliZellen fir 30 Minuten auf
Eis inkubiert und dann fur genau 30 Sekunden inasserbad bei 42°C gegeben. Dies
fuhrte zur Permeabilisierung der Membranen. Estdodgne Inkubation auf Eis fur zwei
Minuten und eine Inkubation in Nahrmedium (LB-Mediuftr eine Stunde bei 37°C.
Die transfizierten E. col+Zellen wurden dann auf speziellen Nahrbéden (LB-
Agarplatten) ausgestrichen. Diese Nahrb6den wauwgarzmit Ampicillin (100ul / 100
ml) versetzt und miK-Gal (35 ul / LB-Agarplatte) bestrichen worden. Dies dientr d
Selektionierung der heranwachsenden Kolonien. Da RBlasmid ein Gen flr eine
Ampicillinresistenz beinhaltete, wuchsen somit Bakterienzellen mit erfolgreicher
Transfektion des Plasmids. Auch ein Insert fir ldaZ-Gen,als Bestandteil delsic-
Operonsder Bakterienzelle, war im Plasmid enthalten. RaZ-Genkodiert fir das
Enzympg-GalaktosidaseWurde das Plasmid mit dem Insert in das lacZ-&egebaut,
so konnte dieses kein Enzym mehr herstellen, s& demnsfizierte Zellen die
Indikatorsubstanz X-Gal nicht mehr abbauen konniea.Kolonien zeigten sich weil3.
Nicht erfolgreich transfizierte Zellen spaltetentmife derf-Galaktosidase X-Gal auf,
die Kolonie farbte sich blau (sogenann®@sie/White-Screening Pro PCR-Produkt
wurden 40 — 50 Kolonien gepickt und in LB-MediumetitNacht bei 37°C auf dem
Schttler inkubiert.

2.5.5 Extraktion und Aufreinigung der DNA

Material:

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen; Hilden, D
Gerate:

Zentrifuge (5417R) Eppendorf; Hamburg, D

Die Extraktion und Aufreinigung der vervielfaltigteDNA wurde mit dem QIlAprep
Spin  Miniprep Kit (Quiagen; Hilden, Deutschland) ng&? Herstellerangaben

vorgenommen.
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2.5.6 Insert-Kontrollverdau

Materialien:

destilliertes Wasser

Enzym EcoR1 (20 U/ul) New England Biolabs; FramkfD
NE Puffer EcoR1 New England Biolabs; Frankfurt, D
Gerate:

Brutschrank Heraeus; Hanau, D

Durchfihrung:

Der Insert-Kontrollverdau diente der Bestatigungssl das Plasmid tatsachlich das
gewinschte DNA-Amplifikat enthielt. Hierfur wurdeittmlfe des Enzyms EcoR1 das
Plasmid aufgeschnitten und das Amplifikat herawdgelDurch Gel-Elektrophorese
(s.0.) wurde Uberprift ob eine DNA-Sequenz gewltlesdange im Plasmid eingebaut
war. Nur dann folgte eine Sequenzierung der entherelen Proben. Im
Reaktionsgemisch enthalten waren 1 il EcoR1 (2Q)U1pul NE Puffer EcoR1, 17d
destilliertes Wasser, dl Probe. Es folgte eine Inkubation bei 37°C furM#uten und
eine Elektrophorese mit gl Ladepuffer im Agarosegel bei 110 V fur 30 Minuten
Befand sich anschlieBend eine Bande bei 420 bp @00Insert plus 20 bp
Plasmiduberhang), so wurde die Probe zur Sequemgesingeschickt.

2.5.7 Sequenzanalyse

Die Sequenzierung wurde durch einen kommerziellemidter (GATC; Konstanz,
Deutschland)  durchgefihrt. Zum Einsatz kam dort eeinmodifizierte
Kettenabbruchmethode nach Sanger. Genutzt wurdei daip Primer T7 (TAA TAC
GAC TCA CTA TAG GG). Eine Beispielsequenz zeigtbbildung 12. Die
Nukleotidsequenzen wurden mit der Keimbahnsequdler bekannten MDJy-Gen-
Segmenten abgeglichen. Dabei wurde die Vquest-@oftwind die IMGT/V-Quest-
Datenbank im Zeitraum von Oktober 2009 bis Oktob2010 genutzt
(http://www.imgt.org/IMGT _vquest/vquest?livret=0&@pn=mouselg). Der Abgleich

mit Vquest ist ebenfalls ikbbildung 12 dargestellt. Die hieraus gewonnenen Daten

47



Material und Methoden

wurden mit einem etablierten Auswertungsalgorhytariw Microsoft Excel analysiert
(Rogosch et al., 2012).

>Sequ001_lito,OVA_IGE
aggtgcagctgcgggagtcaggggaggcttagtgcagecctggagggazagtctcctgtgcagectctggattcactttcagtagetttggaatg

cactgggttcgtcaggctccagagaaggggctggagtgggtegeatgaajtggcagtagtaacatctactatgcggacacagtgaagggecg
attcaccatatccagagacaatcccaagaacaccctgttcctgcamafgagaggtctgaggacacggccatgtattactgtgcaagatttggtta

cgactgggggtttgcttactggggccaagggactctggtcactgtagtotctatcaggaaccctcagetctaccecttgaagecctgtaaagg

Result summary:

Productive IGH rearranged sequence (no stop caddnn-frame junction);

V-GENE and allele;IGHV5-17*02; score =1254;  idgnt 93,36% (267/286 nt);

J-GENE and allele;IGHJ3*01; score = 213; idgMtit93,75% (45/48 nt);

D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis;_juncti®@HD2-2*01;D-REGION is in reading frame 3
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT] lengths and AA JUNITON;[8.8.11]

V-REGION Translation

IMGT-Position 1 5 18 15 28
Bttt FR1 - IMGT ------—-——-m—mmmmm oo

SequeB1_lito,0VA_IGE ..a ggt gca qct gcg gga gtc agg gga ... ggc tta gtg cag cct gga gggq tcc cgg aaa ctc tce tgt
AJB51868 IGHUS-17=82 gat -tg cag ctg -t- -ag tct g—- --—- se. TTT TTT TTT ST ST STo o mms mmm o mmm o e
IMGT-Position 25 3n 35 48 45

——————— > COR1 - IMGT < FRZ2 - IHGT
Sequ@B1_1lito,0VA_IGE gcc tct gga ttc act ttc ... ... ... ... agt agc ttt gga atg cac tgg gtt cqgt cag gct cca gag aag
AJB51868 IGHUS-A7+B2 --- -—- -—- -—- -—= -== ... ... ... ... TTT 77T ST ST STo ST mos mms oo oo oo oo o oo
IMGT-Position 58 5L 1] 65 78

——————————————————————— > CDR2 - THGT oo
Sequ@B1_lito,0UA_IGE ctg gag tgg gtc gca tac att agt agt ggc ... ... agt agt aac atc tac tat gcg gac aca gtg aag ...
AJBS1868 IGHUS-17#B2 -—-- ——- ——— ——= ——— ——— ——— ——— ——— ——— ___ . e e e e R i Rt
IMGT-Position 75 1] 85 o8 95

———————————————————————————————————————— FR2 - IMGT --——--—--—

Sequ@B1_lito,0UA_IGE ggc cga ttc acc ata tcc aga gac aat coc aag aac acc ctg ttc ctg caa atg acc agt cta agg tct
AJB51868 IGHUS-17%#B2 -—- ——— ——= ——= —=[ === === === === === —oo Som mmm Smm oo mmm mmm s mmm mmm e —mm e

IMGT-Position 100 104
——————————————————————————— > GDR3 - IMET

SequPB1_lito,0VUA_IGE gac acg gcc atg tat tac tgt gca aga ttt ggt tac gac tgg ggg ttt gct tac tgg ggc caa ggg act
AJE51868 IGHUG-17#B2 -—- ——— ——— - —om —om —m —m oo

IMGT-Position

SequBf1_lito,0un_IGE 9tc act gtc tct geca gee tet ate agg aac cct cag ctec tac ccc ttg aag ccc tgt aaa gg
AJE51868 IGHUG-17=82

Abb. 12: Sequenzanalyse mithilfe von V-Quest-Softwa und IMGT-Datenbank

Dargestellt ist die Analyse der Beispielsequeg®equ001_lito,OVA_IGE". Der Teil result summary*

zeigt zusammenfassend die Zuordnung zu den auBatenbank bekannten Genabschnitten sowie den
vorhandenen Leseraster. Der TAHREGION Translation” zeigt den direkten Abgleich der DNA-
Sequenz an gegebener IMGT-Position mit der bekarlM&T-Sequenz (,AJ851868 IGHV5-17*2") um
Abweichungen zu identifizieren.
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Material und Methoden

Nutzung von M, D-, Jy-Gen-Segmenten

Mithilfe der IMGT/V-Quest-Datenbank wurden die Segmen auf ihre Nutzung von
Vy-, D- und $-Gen-Segmenten untersucht. Zur ldentifizierung €iDeGenes waren
minimal sechs nicht mutierte Nukleotide mit min@est zwei nicht mutierten
Nukleotiden an den Enden noétig. Nur ein D-Gensegmam Sequenz wurde

zugelassen.

Charakterisierung der CDR-H3

Die CDR-H3 wurde definiert als das Stuck zwischemdkonservierten Cystein (C104)
der FR-H3 und dem konservierten Tryptophan (W1H)FRR-H4. Die Lange der CDR-
H3, sowie deren Komposition aus ¥ D- und J-Gen-Segmenten wurde
charakterisiert. Mithilfe der IMGT/V-Quest-Datenlkanwurden die kodierenden
Sequenzen der CDR-H3 in Aminosauren ubersetzt. @hsolute Haufigkeit der
verschiedenen Aminoséauren, der Anteil der Aminasdudie an gegebener IMGT-
Position auftraten, sowie die Aminosaure-Variadilivurden registriert. Hierflr wurde
die Shannon-Entropie (Shannon, 1949; Stewart etl@887) und die Variabilitdt nach
Kabat-Wu (Wu and Kabat, 1970) an gegebener Aminmegésition bestimmt.

Zudem erfolgte die Berechnung der HydrophobizititimKyte und Doolittle (Kyte und
Doolittle, 1982). Schleifen wurden ab einem Kyteeitie-Index <0,700 als geladen
eingestuft, bei >0,6 galten sie als hydrophil.

Mithilfe einer von Shirai et al. entwickelten Mett® (Shirai et al., 1999) konnte wurde
die Tertiarstruktur der fir die CDR-H3 kodierendédequenzen als Modell
vorhergesagt. Diese Methode bezieht die Primarsequelie Lokalisation der
Aminosauren, ihre Hydrophobizitat und die GréReilBeitenketten in die Berechnung

ein.

Somatische Mutationsrate

Gemessen wurde die somatische Mutationsrate in BDR-R-2, CDR-H2 und FR-H3
gegenuber der Keimbahnsequenz des korrespondier&déens. Mutationen kénnen
eingeteilt werden in sogenanrdgigent Mutationen (S) und iflReplacemenrMutationen
(R). Nur ReplacemenrMutationen filhren zu einer Anderung der Aminosgeggienz.
Die Summe aller Mutationen in oben genannter Reggirilt durch die Gesamtzahl an

Nukleotiden wurde als somatische Mutationsratendifi. Zur Ermittlung des Tag-
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Polymerase-Fehlers wurde eine Mutationsanalyse2@iNukleotiden der konstanten
Region Gy; durchgefihrt.

Antigenselektion

Um zu analysieren, ob die IgE-Sequenzen unter deriuEs einer Antigenselektion
entstanden sind, wurde die Methode von Lossos.efLaksos et al., 2000) in der
modifizierten Form von Kerzel et al. genutzt (Kdrzg al., 2010). Mit diesem
statistischen Modell kann die Wahrscheinlichkeibheei zufélligen Anhaufung von
Replacement Mutationen in der \M-Region errechnet werden. Die tatsachlichen
Mutationen wurden hierzu in Relation gesetzt. Mighder Methode von Chang und
Casali (Chang und Casali, 1994) wurden die 95% idenkintervalle fur die
Anreicherung vonReplacemenMutationen in den CDR errechnet. Diese sind in
Abbildung 35 als hellgraue Flachen dargestellt. Ein Datenpusmk®erhalb dieses
Konfidenzintervalls reprasentiert eine SequenzsdieieleReplacemeniMutationen in
den CDR enthélt, dass die Wahrscheinlichkeit em#éalligen Anhaufung kleiner 5%

ist. Eine solche Sequenz wurde als signifikantgamselektiert bewertet.

Klonotypische Diversitat und phylogenetische Baume

Zur Charakterisierung der Diversitat des sekundd@metikorperrepertoires wurde die
Anzahl der Klonotypen zu der Anzahl an funktionell8equenzen ins Verhéltnis
gesetzt. Um die klonale Expansion graphisch daeflast wurden phylogenetische
Baume mithilfe der Programme Clustal X (www.clusted) (Larkin et al., 2007) und

TreeDyn (www.treedyn.org, Chevenet et al., 2006)edit.

2.6 Statistik

Soweit nicht anders angegeben, wurden Ergebnisse Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt. Die Normalvertgilwurde mit dem Kolmogorov-
Smirnow-Test Uberprift. Die statistische Signifikader Unterschiede zwischen zwei
Gruppen wurde fur normalverteilte Werte mit dem ®eitigen t-Test fir unverbundene
Stichproben nach Student Uberprift. Lag keine Norenteilung vor, wurde die
statistische Signifikanz mit dem U-Test nach ManhitWey untersucht. Kategorische

Daten wurden mittels ChiTest mit post-hoeAnalyse untersucht. p-Werte < 0,05
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wurden als signifikant bewertet (,**). In den Abbungen werden folgende Symbole
fur die Signifikanzniveaus verwendet: p < 0,05 (Fx 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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3. Ergebnisse

3.1 Alle Tiere der Helminthengruppe waren Wurm-infi  ziert

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Wurm-Infektion nstan die Tiere der Lito-Gruppe
auf den Befall mitl.. sigmodontisuntersucht. Bei allen analysierten Mausen gelamg e
Nachweis der Helminthen-Infektion. Interessantes&diorrelierte eine hohe Anzahl an
L1-Larven im Blut nicht immer mit einer hohen Antakulter Wirmer in der Pleura.

Abb. 13: L. sgmodontis

A) Adulter Wurm aus dem Pleuraraum, makroskopisch&aBltung, B) Adulter Wurm aus dem
Pleuraraum. 400-fache VergroReru®). L1-Larve nach Anfarbung mit Hinkelmann-Lésung B€0-
facher VergroRerung.

3.2 Infektion mit L. sigmodontis verhinderte eosino philen
Zellinflux in die Atemwege

Die BALF diente der Beurteilung der allergischenedivegsentziindung. Hierfur
typisch ist ein Influx an eosinophilen Granulozyterd Lymphozyten in die Atemwege,
was eine Erhdhung der Gesamtzellzahlen in der BAlrH-olge hat. Erwartungsgemar
waren nicht sensibilisierte  Kontrolltiere (,ni,PBS-Tiere*) durch niedrige
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Gesamtzellzahlen charakterisiert. Nicht infizie®®/A-sensibilisierte Tierd,ni,OVA-
Tiere*) hingegen zeigten im Vergleich eine starke Zelledidhung (+450% + 62%, p
< 0,0001). Bei der.. sigmodontignfizierten Tieren zeigten OVA-sensibilisierte Tiee
(,Lito,OVA-Tiere*) im Vergleich zu Kontrolltieren (,Lito,PBS-Tiere*) keine
signifikant erhohten Zellzahlen ( p = 0,36). Im e#iten Vergleich der OVA-
sensibilisierten Untersuchungsgruppen zeigten mnftzierte Tiere fast dreifach héhere
Zellzahlen als Lito-infizierte Tiere (+262% * 40%< 0,0001)YAbb.14).

p=0,36

*kk *kk

1000+

8004

600+

400+

Zellen/ pl

200+

ni,PBS Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA

Abb. 14: Gesamtzellzahlen in der bronchoalveolarehavage

Bei nicht infizierten Tieren flihrte eine OVA-Sen$i#ierung und Provokation zu einer starken
Zellzahlerh6hung (p < 0,0001). Bei Lito-infiziert@ieren (Lito,OVA) blieb die Zellzahlerh6hung ays (
= 0,36). Lito-infizierte Tiere hatten nach OVA-Siiksierung deutlich niedrigere Gesamtzellzahlen
verglichen mit nicht infizierten sensibilisiertefefen (p < 0,0001).

In der Zelldifferenzierung der BALF pragten Alveoteakrophagen das Zellbild bei
ni,PBS-Tieren. Gleiches galt fur Lito,PBS- und L@¥A-Tiere (Abb. 15A). Weiterhin
zeigte sich, dass die deutlich erhdhten Zellzablkeinni,OVA-Tieren auf einen starken
Influx von eosinophilen Granulozyten zurtckzufihrearen (p < 0,0001 vs. ni,PBS)
(Abb. 15C). Dieser starke Influx blieb bei Lito,OVA-Tieren Nig aus (p < 0,0001 vs.
ni,OVA). Auch die Zahl der Lymphozyten stieg beciti infizierten Tieren nach OVA-
Sensibilisierung signifikant an (p < 0,05 vs. niZBAbb. 15D), wahrend sie zwischen
Lito,OVA-Tieren und Lito,PBS-Kontrollgruppe nichifférierte (p = 0,83). Verglichen
mit der ni,OVA-Gruppe hatte die Lito,OVA Gruppe keisignifikante Anderung der
Lymphozytenzahlen (-67% + 42%, p = 0,13). In demKallgruppen zeigten Lito-
infizierte Tiere jedoch signifikant hohere Zahlen aymphozyten in der BALF
(Lito,PBS vs. ni,PBS: +334% * 126%, p < 0,05). Dmhl der neutrophilen

Granulozyten unterschied sich nicht signifikantsaiien den Untersuchungsgruppen.
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Neutrophile Granulozyten

A Makrophagen B .
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Abb. 15: Differenzierung der Leukozyten in der brorchoalveolaren Lavage (absolute
Zahlen).

Die Sensibilisierung und Provokation mit OVA fiihidei nicht infizierten Tieren zu einer Dominanz von
eosinophilen Granulozyten. Bei Lito-infizierten Téa pragen Makrophagen auch nach Sensibilisierung
das Zellbild. ni,OVA-Tiere zeigten einen starkefiur an eosinophilen Granulozyten ( p < 0,0001) und
eine signifikante Erhéhung der Lymphoztenzahlen<(®,05) im Vergleich zu Kontrolltieren. Bei
Lito,OVA-Tieren fand zwar auch ein Influx an eogpiilen Granullozyten statt (+27% + 11% verglichen
mit Lito,PBS, p < 0,05), dieser war jedoch um eiielfaches geringer als bei ni,OVA-Tieren (-94% +
14%, p<0,0001).

3.3 Der Anteil splenischer Plasmazellen nach allerg  ischer
Sensibilierung war bei Helminthen-infizierten Mause  n deutlich
reduziert

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Spigiem ergab in allen untersuchten
Gruppen d&hnlich hohe Anteile an CD13GB19-Zellen (Nicht-Plasmazellen) im
Lymphozyten-Gate. Etwa die Halfte der splenischggmphozyten waren Nicht-
Plasmazellen. Anders verhielt es sich mit CD1&8llen. Wahrend bei ni,OVA-Tieren
4,6% der splenischen Lymphozyten Plasmazellen alliest, zeigten Lito-infizierte
Tiere hier nur geringe Anteile von weniger als emgalben Prozent (p < 0,001).
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Tab. 7: B-Zell-Differenzierung von Lymphozyten ausder Milz in Plasmazellen und

Nicht-Plasmazellen

Féarbung ni,PBS Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA
CD138 0,73% 0,33% 4,6% 0,46%
(Plasmazellen)

CD138CD19 47% 50% 47% 55%
(Nicht-Plasmazellen)

(Anteile an allen gemessenen Lymphozyten in dezMil

3.4 Sowohl OVA-Sensibilisierung als auch Infektion

L. sigmodontis waren starke

Immunantwort

3.4.1 Gesamt-IgM

IgM ist der Antikorper, der vom Immunsystem in #etihphase einer Infektion gebildet

wird. Nach einigen Wochen kommt es meist zum Isey@/echsel, bei Vorhandensein

Induktoren einer humora

mit

len

von Gedachtniszellen auch friher. Interessant sl IgM-Konzentrationen im

Hinblick auf die Helminthen-Infektion als Markerneis akuten Infektionsgeschehens.

Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns waren minde€iénsage nach Stich durch den

Vektor vergangenAbb. 6). Im verwendeten Modell hatten Lito-infizierte Teezu

diesem Zeitpunkt hohe IgM-Konzentrationen verglicimait nicht infizierten Tieren (p

< 0,0001). AnschlieBend zeigten sich bei Lito-Tmere der Zeitspanne von 60 - 90

Tagen post infectionem keine signifikanten Andeemgler IgM-Konzentrationen
(Lito,PBS: p = 0,2; Lito,OVA: p = 0,14JAbb. 16A). Bei nicht infizierten Tieren
hingegen stiegen die IgM-Konzentrationen nach ®drsserung stark an (+576% =+
158%, p < 0,01). Letztendlich kamen infizierte umdht infizierte Tiere nach OVA-
Sensibilisierung auf &hnlich hohe Gesamt-lgM-Konzionen (p=0,49jAbb. 16B).
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A Gesamt-IgM: Verlauf
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Abb. 16: Gesamt-lgM-Konzentration

A) Verlauf: Vor der Sensibilisierung hatten Lito-infizierte efé bereits hohe IgM-Konzentrationen,
verglichen mit nicht infizierten Tieren (+1018% 37R6, p < 0,0001). Bei nicht infizierten Tieren kas
nach Sensibilisierung zu einem starken AnstieglglgrKonzentration (+576% + 158%, p<0,01). Fand
keine OVA-Sensibilisierung statt, so blieben dienEentrationen konstant niedrig (ni,PBS, p = 0,88).
Lito-infizierten Tieren kam es im Laufe der Senksiierung mit OVA zu keiner signifikanten Anderung
der IgM-Konzentrationen (-26% + 17%, p = 0,14). Aun der Lito,PBS-Kontrollgruppe anderten sich
die IgM-Konzentrationen nicht (-29% + 21%, p = 0,20

B) nach Sensibilisierung: Sowohl die Lito-Infektion (Lito,PBS und Lito,OVAals auch die OVA-
Sensibilisierung bei nicht infizierten Tieren (ny/@) fiihrten zu vergleichbaren IgM-Konzentrationem i
Serum.

3.4.2 Gesamt-IgE

Bereits vor Sensibilisierung zeigten sich bei Llieren stark erhohte IgE-
Konzentrationen (+4516% + 995% verglichen mit ni,<p0,0001). Nach OVA-
Sensibilisierung waren diese Konzentrationen noeltew angestiegen (+165% + 29%,
p < 0,0001YAbb. 17A). Ein analoger Verlauf zeigte sich auch bei deo, BBS-Gruppe
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(+159% =+ 52, p < 0,01)Abb. 17B). Nicht infizierte Tiere zeigten im Rahmen der
allergischen Sensibilisierung auf OVA eine starkehdbung der Gesamt-IgE-
Konzentration (+3894% + 815%, p < 0,0001), wie di#s Balb/c Mause in
verwendeten murinen Asthmamodellen beschrieber(Kistzel et al., 2003). Diese
Erhéhung blieb bei der nicht-sensibilisierten nidP8ruppe erwartungsgemal aus.
Interessant ist, dass die IgE-Konzentrationen vibo-ibfizierten Tieren deutlich tGber
denen von nicht-infizierten aber OVA-sensibilisggriTieren lagen (+206% + 37%, p <
0,0001)(Abb.17B).

A) Gesamt-IgE: Verlauf
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B) Gesamt-IgE nach Sensibilisierung
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Abb. 17 : Gesamt-IgE-Konzentration

A) Verlauf: Lito-Tiere zeigten schon vor Beginn der OVA-Seilglerung sehr hohe Gesamt-IgE-
Konzentrationen. Diese stiegen im Verlauf noch @reitn — unabhéangig von einer Behandlung mit OVA
oder PBS. Auch die Sensibilisierung von nicht iigfiten Tieren mit dem Modellallergen OVA fiuhrte zu
einem starken Anstieg der IgE-Konzentrati@®). nach Sensibilisierung: Lito-infizierte Tiere zeigten
vergleichbare Gesamt-IgE-Konzentrationen in deo,0WA- und der Lito,PBS-Gruppe (p = 0,93). Bei
den ni-Tieren kam es nach OVA-Sensibilisierung Zoem deutlichen Anstieg der Gesamt-IgE-
Konzentrationen (p < 0,0001). Diese lagen jedoctmémnoch unter den IgE-Konzentrationen beider
Lito-infizierten Gruppen (p < 0,01).

57



Ergebnisse

3.4.3 Ovalbumin-spezifisches IgE

OVA-spezifisches IgE konnte nur in den OVA-senssi@iten Versuchsgruppen
nachgewiesen werden. PBS-behandelte Tiere und VmreSensibilisierung zeigten
keine nachweisbaren Konzentrationen. Nach OVA-®disserung zeigten Lito-Tiere
signifikant erhdohte OVA-spezifische IgE-Konzentoaiien als nicht infizierte Tiere
(+158% + 51%, p < 0,01).

**
1.5x10% =
A
1.2x10% =
_ 9.0x103 =
E
£ 6.0x0%- Aa
3 - A
3.0x10 .. A
[ ]
0 °,

ni,PBS Lito,PBS ni.OVA Lito,OVA

Abb. 18: OVA-spezifische IgE-Konzentration nach Sesibilisierung

Sowohl nicht infizierte Balb/c M&use als auch Limdizierte Tiere zeigten nach Sensibilisierung mit
OVA einen starken Anstieg der OVA-spezifischen K&nzentration. Dieser war bei den Lito-Tieren
besonders deutlich ausgepragt. PBS-behandelte Zagten keine nachweisbaren OVA-spezifischen
IgE-Konzentrationen.

3.4.4 Gesamt-IgG ,

Lito-infizierte Tiere hatten schon vor Sensibilisieg deutlich erhdhte Gesamt-1gG
Konzentrationen im Vergleich zu nicht infizierteneflen (+6000% + 779% bzw.
61fach, p < 0,0001). Nach OVA-Sensibilisierung wadée Konzentrationen nochmals
signifikant angestiegen (+72% + 18%, p < 0,001)hread in der Lito,PBS-Gruppe
kein signifikanter Anstieg zu verzeichnen war (+25%4%, p = 0,3). Auch die OVA-
Sensibilisierung nicht infizierter Tiere fuhrte elb@ls zu einem starken Anstieg der
Serum-lgG-Konzentration (115-fach, p < 0,0001). Nach Selfisibrung zeigten
sowohl Lito,OVA-Tiere als auch ni,OVA-Tiere GesalgGi;-Konzentrationen auf
vergleichbarem Niveau (p = 0,/Abb. 19).
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A) Gesamt-IgG ;: Verlauf
2.0x107 -
1.5x107 ~ —— Lito,OVA
*kk
€ - nj,OVA
> 1.0x107 1
c -~ Lito,PBS
**k*%
5.0x10° -= ni,PBS
0 —n

Sensibilisierung

B) Gesamt-lgG ; nach Sensibilisierung
p =0,20
Kk p=0,70
3.0x107 ~
[ J
2.4x107 - v °
[ J A A
v A,
= 1.8x107
Es) v og A
S 1.2x107 - ° A
v [} AA
6.0x10° v N
Yy ° 4
v
0_

1 1 1
ni,PBS Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA

Abb. 19 : Gesamt-lgG-Konzentration

A) Verlauf: Lito-infizierte Tieren zeigten vor OVA-Sensibilisung deutlich erhdhte Gesamt-lgG
Konzentrationen (p < 0,0001). Nicht infizierte T@eeeigten erst nach OVA-Sensibilisierung einen
starken Anstieg der Konzentration (p < 0,0001). iAbei Lito,OVA-Tieren stiegen die Konzentrationen
noch einmal signifikant an (p < 0,001). Der Anstiagder Lito,PBS-Gruppe war nicht signifikant (p =
0,30).B) nach Sensibilisierung:Nach OVA-Sensibilisierung hatten Lito-infiziertendl nicht infizierte
Tiere vergleichbare Gesamt-lg&onzentrationen (p = 0,70).

3.4.5 Ovalbumin-spezifisches IgG ;

Nach OVA-Sensibilisierung kam es sowohl in Litotmrten als auch in nicht
infizierten Tieren zu einer starken Induktion vovAspezifischem IgG wobei der
Anstieg bei den Lito-infizierten Mausen im Vergleizu ni,OVA-Tieren geringer
ausfiel (p < 0,05XAbb. 20). Bei Vergleich der OVA-spezifischen mit den Gesamt

IgG;-Konzentrationen fallt auf, dass die OVA-spezifieohlgG-Konzentrationen bei
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Lito,OVA-Tieren um den Faktor 1,4 und bei ni,OVAefen um den Faktor 3,1 tber
den Gesamt-lgeKonzentrationn lagen. Bei den hier vorliegenden hdm
Antikérperkonzentrationen (Verdiinnung 1:1.000.08@d aus methodischen Griinden
die Moglichkeiten zur exakten Bestimmung der Abseérte limitiert. Es kann jedoch
fur beide Untersuchungsgruppen davon ausgegangerdeme dass die Igs
Konzentrationen nach Sensibilisierung nahezu \wildig aus OVA-spezifischen

Antikérpern bestanden.
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°
9.0x107 =
£ 7 %
? 6.0x10 °
o A
° A
3.0x107 1 . Apad
[ A,
C * A A A

NiPBS Lito.PBS niOVA Lito,OVA

Abb. 20: OVA-spezifisches IgG nhach Sensibilisierung

Sowohl Lito-infizierte Tiere als auch nicht infizie Tiere zeigten nach OVA-Sensibilisierung einen
starken Anstieg der OVA-spezifischen lgkonzentration gegenuber nicht sensibilisiertenr@ie(p <
0,0001), wobei der Anstieg in der Lito-Gruppe ggenausfiel (p < 0,05).

3.4.6 Gesamt-IgG ,,

Vor Sensibilisierung hatten Lito-infizierte und hicinfizierte Tiere vergleichbar hohe
Gesamt-lgG;-Konzentrationen (p = 0,56fJAbb. 21). Eine OVA-Sensibilisierung
bewirkte bei beiden Gruppen einen signifikanten albéim mehr als ein Drittel des
Ausgangswerts (Lito,OVA: -38% + 16%, p < 0,05; WA -42% + 20%, p < 0,05).
Die jeweiligen PBS-Kontrollgruppen hingegen zeigkeine signifikante Anderung der
Gesamt-lgG;-Konzentrationen (Lito,PBS: +40% + 41%, p = 0,34PBS: +115% +
57%, p = 0,06). Nicht infizierte OVA-Tiere zeigterach Sensibilisierung niedrigere
Konzentrationen als die jeweiligen PBS-Tiere (-78%6%, p < 0,05). Lito,OVA-Tiere
hingegen zeigten keine signifikant erniedrigten Kemtrationen verglichen mit
Lito,PBS (-56% * 27%, p = 0,06).
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A) Gesamt-IgG ,,: Verlauf
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Abb. 21: Gesamt-lgG2a

A) Verlauf: Sowohl Lito-infizierte Tiere (p < 0,05), als aucitht infizierte Tiere (p < 0,05) zeigten nach
OVA-Sensibilisierung signifikant erniedrigte GesagG,.-Konzentrationen.

B) nach Sensibilisierung: Die beiden OVA-Gruppen zeigten im direkten Vergtei nach
Sensibilisierung keine signifikanten UnterschiedgOVA-Tiere zeigten, jedoch signifikant erhdhte
Konzentrationen, verglichen mit ni,PBS-Tieren, L@¥A-Tiere hingegen zeigten keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede verglichen mit Lito,PBS.

3.5 Eine Helminthen-Infektion modifizierte das IgE-  Repertoire

Die beiden OVA-sensibilisierten Gruppen ni,OVA uitb,OVA, sowie die Lito,PBS-
Gruppe zeigten nach IgE-RT-PCR einen Bandenschimer400 bp in der Gel-
Elektrophores€Abb. 22). 400 bp entsprach der Lange des PCR-Amplifikats\te
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Region des IgE-Antikdrpers. In der ni,PBS-Gruppenrken keine IgE-Banden
festgestellt werden.

ni,OVA ni,OVA GAPDH Pos.

Abb. 22: IgE-Gel-Elektrophorese

Abgebildet ist die Gelelektrophorese einer IgE-RTRPvon ni,OVA-Tieren. Es zeigten sich IgE-Banden
bei 400 bp. Als Positivkontrolle diente die Amgt#ition von GAPDH (positive Bande bei 450 bp).
Leerwerte wurden mit Wasser titriert. bp: Basenpaar

In der Lito,OVA-Gruppe konnten aus zwei Milzen 88g8enzen gewonnen werden,
wovon 81 funktionell waren. Aus drei ni,OVA-Milzemvurden 136 Sequenzen
gewonnen, davon 126 funktionell. Aus zwei Lito,PB8zen wurden 73 Sequenzen
gewonnen, davon 71 funktionell.

3.5.1 Zuordnung zu V 4-, D- und J 4-Genfamilien

Die Komposition des ¥-Gensegments setzt sich in der Regel aus derhfiuffgsten
Gen-Familien V1, V2, V3, V5 und V14 zusammeAbbildung 23 zeigt die
Komposition der \-Gensegmente in den Untersuchungsgruppen. Die Ksitiggodes
D-Gensegments setzt sich in der Regel aus den @erli€n D1 bis D6 zusammen
(Abb. 24). Abbildung 25 zeigt die Komposition des;dJsensegments, mit den Gen-
Familien J1 bis J4.
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Im Chi-Test mit Post-Hoc-Analyse zeigten sich in deg-,VD- und J-Familien-
Nutzung  keine  statistisch  signifikanten  Unterschied zwischen  den

Untersuchungsgruppen.

V1 war bei allen drei Gruppen die am starksten ggauGenfamilie (Lito,OVA: 71%;
Lito,PBS: 58%; ni,OVA: 42%). V3 wurde von keinertarsuchten Gruppe genutzt.
ni,OVA-Tiere wiesen zudem gar keine Nutzung von a2, wahrend diese von Lito-
infizierten Tieren immerhin noch mit ca. 3% genutztrden (Lito,OVA: 3,2%,
Lito,PBS: 2,9%).

80
Lito,PBS
% Bl ni,OVA
60 S Z Lito, OVA
N %
c 0l Nl
NE| \
NE| N\
20 § g §
- \ / \
M | \
NE| N\
NEBU N

V1 V2 V5 V14

Abb. 23: Nutzung von \j;-Genfamilien
Es zeigten sich keine statistisch signifikantenddstthiede in der Nutzung der VH-Genfamilien.

Bei der Nutzung des D-Gensegments zeigten die $8eqoe aller

Untersuchungsgruppen eine Praferenz fir D1 (Lit§ RB%, ni,OVA 24%, Lito,OVA

18%) und D2 (Lito,PBS: 47%, ni,OVA 28%, Lito,OVA &). In Lito,PBS-Sequenzen
wurde zudem auch D6 genutzt (Lito,PBS 3%).

501
N N Lito,PBS
N .
40- § Bl ni,OVA
N .
§ A Lito,OVA
30 N_p
NER
X NER
NR
20- N| |4 %
N |7 ¢
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P 1 NERU %
% 1 NBU %
10 % 1 NRU %
1 NB NB Rl
% 1 N % %
% 1 N % %
o U A NRV %

keinD D1 D2 D3 D4 D6

Abb. 24: Nutzung von D-Genfamilien
Es zeigten sich keine statistisch signifikantenddstthiede in der Nutzung der D-Genfamilien.
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Bei der Komposition desydGensegments zeigten alle drei Gruppen eine Priddig
die Genfamilie J3 (Lito,PBS 34%, ni,OVA 46%, Litd/B 36%).

50 _
Lito,PBS
40+ Bl ni,OVA
Lito,OVA
304

A Y
V222222222222
A Y
V22222224

J1 J2 J3 J4

Abb. 25: Nutzung von J;-Genfamilen
Es zeigten sich keine statistisch signifikantenddstthiede in der Nutzung deFGenfamilien.

3.5.2 D-Leseraster-Praferenz

Betrachtet man RNA, aus der die Sequenzen urspctingbgeleitet wurden, gibt es
drei mogliche Leseraster oder auchading frames (RF)fir die Translation in

Aminosauren, gemald den drei Nukleotiden in einerseBtiplet. Gibt es ein Start-
Codon (AUG) und eine Anzahl an Aminosauren, die\éggfaches von drei ergeben,
so existiert einopen reading frame (ORF)nd eine Translation ist moglich. Die
Analyse, ob eine Préaferenz fir RF1, RF2 oder RFBagp zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede (CHTest mit post-hoc-Analyse).

Sequenzen aller 3 Untersuchungsgruppen zeigtenRaigkerenz von RF1 (Lito,PBS
82%, ni,OVA 43%, Lito,OVA 64%).

100~ Lito,PBS
S - Bl ni,OVA
§ Lito, OVA
60 § 7
1
INBI

RF1 RF2 RF3
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Abb. 26: D-Leseraster-Praferenz
Es zeigten sich keine statistisch signifikantenddstthiede in der DH-Leseraster-Praferenz.
RF: reading frame, Leseraster

3.5.3 CDR-H3-Komposition

Abbildung 27 zeigt die absolute Komposition der CDR-H3-Sequeras V,, D, L-
Gensegmenten, sowie von wéhrend der somatischemmi®ékation eingefligten N- und
P-Nukleotiden. Lito,OVA-Sequenzen wiesen, verglichenit ni,OVA-Sequenzen,
signifikant kirzere V-Segmente auf (p = 0,0321). 8equenzen der Lito,PBS-Gruppe
war dieser Befund noch ausgepréagter (p = 0,006§ligken mit ni,OVA). Zudem
wurden in Lito,OVA-Sequenzen signifikant wenigeMBkleotide zwischen dem V-
Segment und dem D-Segment eingebaut (p = 0,002igh Aei Lito,PBS-Sequenzen
war der Einbau von P-Nukleotiden zwischen V-Segnoadt D-Segment verringert (p <
0,0001 verglichen mit ni,OVA; p = 0,05 verglichentrhito,OVA). Zuletzt zeigten
Lito,OVA-Sequenzen einen starkeren Einbau von Nibliiden zwischen dem D-
Segment und dem J-Segment verglichen mit nichtierten Tieren (p = 0,0012) und
Lito,PBS-Sequenzen (p = 0,0009). Die Betrachtungkaenposition ergab zudem, dass
die im Durchschnitt langeren CDR-H3 bei Lito,PB®{EnN (s.u. Abb. 28) primar
aufgrund eines verstarkten Einbaus von N-Nukleaotiischen dem V-Segment und
dem D-Segment (p < 0,0001 verglichen mit ni,OVA;=p0,0001 verglichen mit
Lito,OVA), langerer D-Segmente (p = 0,0314 vergichmit ni,OVA: ; p = 0,006
verglichen mit Lito,OVA), und langerer J-Segmenfe £ 0,0549 verglichen mit
ni,OVA; p = 0,029 verglichen mit Lito,OVA) zustandemen. Bei ni,OVA-Tieren
wurde in 19,61% der Sequenzen kein D-Segment emgelBei Lito,OVA-Tieren
betrug dieser Anteil 14,52%, bei Lito,PBS-Tieren862o.

IGHV P N1 P IGHD P N2 P IGHJ

topes ToTHER | N | DN | N | D cc

(Nukleotide) 4.4 0.1 47 021 120 0.02 2.8 05  13.1

niova TGTHENL | I | | | B cc

(Nukleotide) 5.3 0,7 24 0.05 10.7 0.05 26 0.1 12.1

Litoova TGTHIN | B (I B

(Nukleotide) 5.0 0.3 2,6 0 10.3 0.02 38 0 11.4

Abb. 27: CDR-H3-Komposition
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Lito,OVA-Tiere zeigten kirzere V-Segmente (p < Q,08nen geringeren Einbau von P-Nukleotiden
zwischen V- und D-Segment (p < 0,01), sowie einerstérkten Einbau von N-Nukleotiden zwischen D-
und J-Segment (p < 0,01), verglichen mit ni,OVAfEi® Signifikant langere CDR-H3-Regionen bei
Lito,PBS-Tieren kamen primar aufgrund eines vekstdr Einbaus von N-Nukleotiden zwischen V- und
D-Segment, langeren D-Segmenten und langeren J€egmzustande. In dieser Abbildung wurden nur
die Sequenzen berlcksichtigt, die Uberhaupt eine@tnt in ihre CDR-H3-Region einbauten. Bei
ni,OVA-Tieren wurde in 80,39% der Sequenzen daseDr¥nt genutzt, bei Lito,OVA-Tieren in
85,48%, bei Lito,PBS-Tieren in 87,14%.

3.5.4 CDR-H3-Lange

Sequenzen von Lito-infizierten Tieren zeigten inrdleich zu nicht infizierten Tieren
eine vergleichbare absolute Lange der CDR-H3 (p34)0 Sequenzen von Lito,PBS-
Tieren hingegen zeigten signifikant lAngere CDR-8. ni,OVA: p = 0,0004; vs.

Lito,OVA: p = 0,0028)(Abb. 28). In Abbildung 29 ist das Verteilungsmuster der
unterschiedlichen CDR-H3-Langen dargestellt. LIBGP und Lito,OVA-Tiere zeigten

keine signifikant verstarkte Nutzung einer bestiemiCDR-H3-Lange im direkten
Vergleich. Lito,OVA-Tiere zeigten verglichen mit ,@VA-Tieren einen signifikant

starkeren Einbau einer CDR-H3-Ldnge von 24 Nukiesoti (p<0,01). Lito,PBS-

Sequenzen hatten haufiger eine CDR-H3-Lange voNukleotiden zu verzeichnen als
ni,OVA-Sequenzen (p<0,05).

**k

w IN
e 9

Nukleotide
N
@

104

Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA

Abb. 28: CDR-H3-Lange

Lito,OVA-Sequenzen unterschieden sich in ihrer Hsetinittichen CDR-H3-Lange nicht signifikant von
ni,OVA-Sequenzen (p=0,34). Sequenzen von nicht ilséie®erten Lito-Tieren hingegen hatten
signifikant langere CDR-H3-Regionen in ihrem Antigérrepertoire (vs. ni,OVA: p = 0,0004; vs.
Lito,OVA: p = 0,0028).
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Abb. 29: CDR-H3-Langen-Verteilungsmuster

Lito,PBS- und Lito,OVA-Tiere zeigten keine sign#ikt verstarkte Nutzung einer bestimmten CDR-H3-
Lange im direkten Vergleich. Lito,OVA-Tiere zeigteerglichen mit ni,OVA-Tieren einen signifikant
starkeren Einbau einer CDR-H3-Lange von 24 Nukéksti (p<0,01). Lito,PBS-Sequenzen hatten
haufiger eine CDR-H3-Lange von 42 Nukleotiden zizgehnen als ni,OVA-Sequenzen (p<0,05)

3.5.5 CDR-H3-Aminoséaurefrequenz

Bei der Analyse der relativen Aminosaurefrequendaen CDR-H3-Region zeigte sich,
dass in allen Untersuchungsgruppen primar neukaknoséuren eingebaut wurden
(Lito,OVA 67%, Lito,PBS 63%, ni,OVA 48%). Die neaten Aminosauren Tyrosin
und Glycin waren bei allen UntersuchungsgruppenrrépeidsentierfAbb. 30). Ein

signifikant verstarkter Einbau einer bestimmten Aosidaure konnte nur fir die
neutralen Aminosauren Tyrosin und Prolin bei LiBSPTieren nachgewiesen werden

(p<0,05). Weitere Unterschiede waren statistischtrsignifikant.
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R K N D Q E H P Y w S T G A M C F L \% I

hydrophil / polar neutral hydrophob

Abb. 30: Aminosaurefrequenz in CDR-H3 (relative Hadigkeiten)
Identifizierung der Aminosduren gemafll dem Einbwdiex-Code in steigender Hydrophobizitéat von
links nach rechts. In allen Untersuchungsgrupperdem priméar neutrale Aminosauren eingebaut.

3.5.6 CDR-H3-Hydrophobizitat nach Kyte und Doolittl e

Die Hydrophobizitat der CDR-H3-Bindungsstelle wurdgthilfe des normalisierten
Kyte-Doolittle-Index charakterisiert. Der durchsidtithe Kyte-Doolittle-Index
unterschied sich nicht signifikant zwischen denddsiichungsgruppen (Lito,OVA:
-0,04, ni,OVA: -0,05, Lito,PBS: -0,13Abb. 31)

Betrachtete man allerdings die Verteilungen deicksl so zeigte sich, dass ein nicht
unbedeutender Teil der Lito,OVA-Sequenzen nach Kyié Doolittle fir hydrophobe
CDR-H3-Schleifen kodierte (> 0,600). In 8,34% ddtoiSequenzen wurde dieser
Definition entsprochen. Lito,PBS-Sequenzen kamemenhin noch auf einen Anteil
von 2,9%. ni,OVA-Sequenzen hingegen kodierten gantritir hydrophobe CDR-H3-
Schleifen. Lito,OVA- und Lito,PBS-Sequenzen kodierten zudemsehr geringem
Male fiur geladene CDR-H3-Schleifen (< -0,700) (lOtgA: 1,67%; Lito,PBS:
1,45%). Bei nicht infizierten Tieren war dies niclar Fall.
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Abb. 31 Durchschnittlicher Kyte-Doolittle-Index

Die durchschnittliche Hydrophobizitat unterschieighs nicht signifikant zwischen Lito,OVA- und
ni,OVA-Sequenzen: Lito, OVA vs. ni,OVA -0,05, p :5@; Lito,PBS vs. ni,OVA, p = 0,06; Lito,PBS vs.
Lito,OVA p = 0,15).

3.5.7 CDR-H3-Struktur nach Shirai

Entsprechend den Regeln von Shirai et al. war 8inekturvorhersage fur die CDR-
H3-Basis mdglich (Shirai et al., 1999; Kuroda ef aD08). Die Vorhersage ergab fur
alle Untersuchungsgruppen eine Praferenz fir getso@g&inked”: k), weniger fir
geknickte(,extra-kinked": k+) oder gestreckté,extended“: E) Basis-Strukturen. Bei
Lito,OVA-Sequenzen war jedoch der Anteil an gedttee Basis-Strukturen deutlich
erhoht (32,26% vs. 1,96% bei ni,OVA; p < 0.001). itéle Unterschiede waren
statistisch nicht signifikar(tAbb. 32).

100- _
NN Lito,PBS

80+ El ni,OVA
Lito, OVA

N |

k- k+ E

Abb. 32: CDR-H3-Struktur nach Shirai

CDR-H3-Basis gebogen,kinked“: k-), geknickt (extra-kinked: k+), gestreckt (gxtended": B.
Lito,OVA-Tiere zeigten einen signifikant erhéhtemtail von gestreckten CDR-H3-Basisstrukturen im
Vergleich zu nicht infizierten Tieren (p < 0,001).
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Unterschiede in Anteilen an deformierten Haarndadétturen und intakten Wasser-
Stoff-Bindungsleitern waren statistisch nicht sfigaint (Abb. 33A und Abb. 33B)

A) Deformierte Haarnadelstrukturen  B) Intakt e Wasserstoff-Bindungsleiter

154 301

Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA

Abb. 33: CDR-H3-Struktur nach Shirai
A) und B) Es zeigten sich keine statistisch signifkanten ehtthiede in Anteilen deformierter
Haarnadelstrukturen und intakter Wasserstoff-Bingbleitern.

3.5.8 CDR-H3-Variabilitat nach Shannon und Kabat un d Wu

Es erfolgte ein Vergleich von CDR-H3, die siebes b6 Aminoséauren lang waren
(siehe Anhang). Dies entspricht dem gesamten CDR-H3-Langen-Reperteon
ni,OVA-Sequenzen und ist ein Ausschnitt aus denfigmén Langen-Repertoire von
Lito-Tieren (s.0.). Die hochste Variabilitat an gbgner Stelle wurde mithilfe einer
Rangfolge (Rang eins bis drei, Daten nicht abgebildir jede einzelne CDR-H3-
Lange, die sich aus den einzelnen Shannon-Entrepgab, bewertet. Diese Ergebnisse
wurden zu einer gesamten Rangfolge zusammengéféitang X bei gegebener CDR-
H3-Lange) / Anzahl der zu bewertenden CDR-H3-Langen

Es zeigten sich im direkten Vergleich der Lito-Guap keine signifikant veréanderten
Shannon-Entropien. Beide Lito-Gruppen wiesen jedartivhte Shannon-Entropien auf
verglichen mit ni,OVA-Tieren (Lito,PBS vs. ni,OVA1<0,01; Lito,OVA vs. ni,OVA:
p<0,05).

3.5.9 Somatische Mutationsrate

Sequenzen von Lito-infizierten Tieren zeigten na@VA-Sensibilisierung eine

signifikant héhere Mutationsrate in CDR-H1 bis FR-Bls Sequenzen nicht infizierter
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Tiere (38,48 Mutationen / 1000 Nukleotide vs. 27\84tationen /1000 Nukleotide, p <
0,01) (Abb. 34). Sequenzen der Lito,PBS-Gruppe unterschiedenrsatit signifikant
von der Lito,OVA-Gruppe (42,59 Mutationen / 1000kMotide, p = 0,38).

Die Fehlerrate der Tag-Polymerase betrug 3,09 Ndkle (nt) pro 1000 nt bei
Lito,OVA-Tieren, 2,78 nt pro 1000 nt bei ni,OVA-Ten und 0,7 nt pro 1000 nt bei
Lito,PBS-Tieren.
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Abb. 34: Somatische Mutationsrate (CDR1-FR3)

Lito-infizierte Tiere zeigten im murinen Asthmamddsignifikant erhdhte somatische Mutationsraten
verglichen mit nicht infizierten Tieren (Lito,PBS.wni,OVA, p < 0,01; Lito,OVA vs. ni,OVA p<0,0001)
Balken reprasentieren den Mittelwert, der zus&izils Zahl angegeben ist.

3.5.10 Antigenselektion

Mit der vorgegebenen Definition (siehe 2.5.7) zeigich, dass bei Lito,OVA-Tieren
11,29% der IgE-Sequenzen unter Antigenselektiostamden waren. Bei Lito,PBS-
Sequenzen entstanden 8,57% der Sequenzen untegeAseiektion. ni,OVA-Tiere
hingegen zeigten in 5,88% der Falle einen Antigelei8ionsdruck (Abb. 35). Die

Unterschiede zwischen den Gruppen waren statististi signifikant.
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Abb. 35: Antigenselektion

Antigenselektierte Sequenzen, statistisch ermittéthilfe der Methoden von Chang und Casali (Chang
and Casali, 1994) und Lossos (Lossos et al., 200i@).hellgrauen Bereiche reprasentieren das 95%-
Konfidenzintervall, die dunkelgrauen Bereiche d@®oKonfidenzintervall. Jenseits dieser Bereiche

(weiBe Flache) gelten Sequenzen als Antigen-selékidie Nummern an den Datenpunkten zeigen die
Anzahl der Sequenzen, die dieser Datenpunkt reptiése
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3.5.11 Klonotypische Diversitat

Die klonotypische Diversitat der Untersuchungsgaipfkann Tabelle 8 entnommen
werden. Die klonotypische Diversitdt von Lito,PB8gBenzen war signifikant

gegenuber der von ni,OVA-Tieren erhoht (Lito,PBS/68s. ni,OVA 53%, p<0,001).

Die klonotypische Diversitat von Lito,OVA-Tieren wgegeniber ni,OVA-Tieren nicht
signifikant erhoht ( Lito,OVA 53% vs. ni,OVA 42%,=0,26). Zwischen Lito,PBS-

Sequenzen und Lito,OVA Sequenzen bestand kein sbttied (p=0,25).

Tab. 8: Gewonnene Sequenzen und klonotypische Disiét.

Lito,PBS ni,OVA Lito,OVA
Anzahl Tiere 2 3 2
Anzahl Sequenzen 73 136 85
- davon funktionell 71 126 81
- davon einmalig 70 102 62
- Anzahl Klonotypen 48 53 43
Klonotypische Diversitat 68% 42% 53%
(Klonotypen / funktionelle Sequenzen):

Die klonale Expansion ist ibbildung 36 mithilfe von phylogenetischen Baumen
graphisch dargestellt. Die Untersuchungsgruppenenvadurch ahnliche klonale
Expansionsmuster charakterisiert. Als Referenz tdrerdie Sequenzen von IgM-
Plasmazellen (189 Sequenzen, 94% klonale DivergRagosch et al., 2010).
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A) Lito,PBS (68%) B) ni,OVA (42%)

C) Lito,OVA (53%) D) IgM (94%)

I =%

Abb. 36: Phylogenetische Baume
Die IgE-Transkripte der drei Untersuchungsgruppeigen ein ahnliches klonales Expansionsmuster. Als
Referenz diente IgM mit einer sehr stark polyklemaExpansion (94% klonale Diversitét).
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die gewonnenen Erkenntnisse Uber eine Infektion it sigmodontisin dem

verwendeten murinen Asthmamodell lassen sich Wit fmsammenfassen:

Die Infektion verhinderte einen fur die allergiscidemwegsentziindung typischen
Influx an eosinophilen Granulozyten in der Lungegliehen mit nicht infizierten

Tieren..

Die Infektion bewirkte eine starke humorale Immumnemt des Wirts.Bereits vor
Versuchsbeginn zeigten Lito-Tiere stark erhdhte -gMigG- und IgE-

Serumkonzentrationen verglichen mit nicht infizéer{Tieren.

Die Infektion modifizierte die allergische Sensgidrung des Wirts.Bei nicht

infizierten Tieren bewirkte eine SensibilisierungduProvokation mit dem Allergen
OVA eine starke humorale Immunantwort. Wurden hgegeinfizierte Tiere mit OVA
sensibilisiert, so fuhrte dies zu keiner weiteraduktion einer IgE-Antwort. Der
Prozess der allergischen Sensibilisierung wurdechdudie Helminthen-Infektion
grof3tenteils ,Uberschattet®. Zwar wurden auch bérierten Tieren OVA-spezifische
IgE-Antikdrper gebildet — sogar mehr als bei nigffizierten Tieren - jedoch in zu
geringem MalRe, um die Gesamt-IgE-Konzentrationifskgmt zu verandern. Anders
verhielt es sich mit IgGAntikrpern. Hohe Gesamt-lg&konzentrationen waren
sowohl mit einer Helminthen-Infektion assoziierts ahuch mit einer allergischen
Sensibilisierung auf OVA bei nicht infizierten Tesr. Wurden jedoch Lito-Tiere
sensibilisiert, erhohten sich die Gesamt-lg®nzentrationen signifikant durch

Bildung OVA-spezifischer Ig&Antikorper.

Weniger Plasmazellen und mehr GedachtniszellereirMvilz infizierter Tiere Bei der

FACS-Analyse zeigten sich bei infizierten Tieremvger Plasmazellen in der Milz.

Das murine IgE-Antikorperrepertoire wurde durch eitnfektion mit L. sigmodontis

modifiziert. In Sequenzen von infizierten Tieren wurden erhdlsematische
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Mutationsraten nachgewiesen. Die CDR-H3 wurde S8lgmt verandert. Lito,PBS-
Tiere hatten langere CDR-H3 als ni,OVA und als [fgA. ni,OVA-Gruppen und
Lito,OVA-Gruppen unterschieden sich nicht signifikan der Lange der CDR-H3-
Sequenzen. Eine Infektion fuhrte auch zu einer g@&f Anzahl genutzter CDR-H3-
Langen. Die CDR-H3-Komposition anderte sich durde ®&ildung korzerer V-
Segmente, den Einbau weniger P-Nukleotide zwisaen V- und dem D-Segment
und den vermehrten Einbau von N-Nukleotiden zwiadbeund J-Segment.

Die CDR-H3 war bei Lito,PBS-Tieren durch einen Wérsten Einbau von Tyrosin und
Prolin charakterisiert; die Aminosaure-Variabilitgr CDR-H3 war nach Shannon und
Kabat-Wu bei den Lito-Gruppen erhoht, verglichen nicht infizierten Tieren, zudem
konnten bei Lito,OVA-Tieren mehr gestreckte CDR-Bi&sis-Strukturen nachgewiesen
werden als bei ni, OVA-Tieren.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiedaelem IgE-Repertoires hinsichtlich
Diversitat, klonalem Expansionsmuster, Antigen-iibe, Hydrophobizitat der CDR-
H3 nach Kyte-Doolittle, der Leseraster-Praferend der \;-,D- und §-Genfamilien-

Nutzung.

4.2 Kritische Betrachtung des Tiermodells

4.2.1 Mausmodell der akuten allergischen Atemwegsen  tziindung

Zahlreiche Mausmodelle der akuten allergischen Ategsentziindung wurden in den
vergangenen Jahren etabliert, erfordern aber eirtescke Betrachtung. Mause
entwickeln natirlicherweise kein allergisches Asthrronchiale. Dennoch kann
experimentell durch Sensibilisierung auf ein Aliemgund anschlieRende inhalative
Provokation ein Asthma-ahnlicher Phanotyp hervarggr werden, der mit
eosinophiler Atemwegsentziindung, Atemwegshyperngtitf Schleimhypersekretion
in den Atemwegenairway remodellingund hohen systemischen IgE-Konzentrationen
einhergeht (Epstein, 2004). Eine Ubertragung deMausmodell gewonnenen Daten
auf den Menschen gelingt nicht immer. So muss leaeterden, dass es sich beim
allergischen Asthma bronchiale um eine chronischrankheit handelt, die durch
Modelle der akuten allergischen Atemwegsentziindomg bedingt simuliert werden
kann. Bewéhrt haben sich etablierte Modelle bei datersuchung von beteiligten

Zelltypen und Entzindungsmediatoren (Nials und bddD08). Das Modell-Allergen
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Ovalbumin ist zwar Klinisch als Inhalationsallergémelevant, induziert aber in
BALB/c-Mausen zuverlassig eing;2-Antwort und oben genannte Charakteristika des
allergischen Asthma bronchiale. Insgesamt lasdt smgen, dass Mausmodelle der
akuten allergischen Atemwegsentziindung zwar Schaevablei einer Ubertragung auf
das chronische Asthma bronchiale beim Menschennhaddger als Modelle etabliert
sind, um grundlegende Immunpathomechanismen zwhdasseln. Nichtsdestotrotz
kann ein Mausmodell nur beispielhaft grundlegendspekte der komplexen und
chronischen Krankheit Asthma bronchiale beleuckitéals und Uddin, 2008)

Bei der kritischen Interpretation der Ergebnisse 8Sequenzierung von IgE-mRNA-
Transkripten zeigt sich, dass die Genkompositiom betroffenen Gensegmente
zwischen Mensch und Maus im Allgemeinen sehr ahnéiafgebaut ist. Auch die
Mechanismen der Antikorper-Diversifizierung gleiohgich im Prinzip. Im Detall

zeigen sich jedoch leichte Unterschiede (Schro2086). So unterscheiden sich z.B.
die Anzahl der an der Diversifzierung beteiligteen® oder die CDR-H3-Langen-
Distribution und -komposition zwischen Mensch unéud. In zunehmendem Alter
nehmen die Unterschiede zu. Bei Mensch und Maud die Diversitat des B-Zell-

Repertoires in der Ontogenese reguliert und ish keines Zufallsprodukt von Gen-

Rearrangements (Schroeder 2006, Zemlin 2003).

4.2.2 Das kombinierte Mausmodell von Helminthen-Inf  ektion und

Asthma bronchiale

In 1.3.2 wurde die Induktion eines antiinflammadohien und antiallergischen
Netzwerks durch Helminthen beschrieben. Es komuhbge nicht in jedem Fall zur
Ausbildung eines solchen Netzwerks. In bestimmtélieR kbnnen Helminthen eine
starke Immunreaktion mit Ausbildung eines inflamonsichen und den Wirt
schadigenden Phanotyps induzieren. Damit dies miaksiert und das antiallergische
Potential von Helminthen in der Mensch-Helminthesei#hung zum Tragen kommit,

sind folgende essentielle Faktoren von Bedeutugh 1v3.2, Smits et al., 2010):

1. Zeitpunkt der ersten Infektion (frihe Kindheit)
2. Dauer (langanhaltende, chronische Infektion)

3. Intensitat der Infektion (ausreichende Wurmlast)
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4. Genetik des Wirts (Nicht-Atopiker)

5. Helminthenspezies

Im Folgenden wird diskutiert, in wie weit diese Eakn im verwendeten Modell

bertucksichtigt wurden.

Beginn, Dauer und Intensitat der InfektioDie Versuchstiere wurden im Alter von
sechs Wochen mit dem Helminthén sigmodontisauf natirliche Weise durch den
Stich des Vektors (tropische Ratenmilbe) infizidtach weiteren 60 Tagen wurde mit
dem Versuch begonnen. Der Zeitpunkt der Infektey dlso deutlich vor Beginn des
Versuchs. Durch das zweimonatige Zuwarten nachkiiofe konnte eine chronische
Infektion unterstellt werden (siehe 1.3(Abb. 6). Zu diesem Zeitpunkt sollte also eine
systemische, chronische Infektion mit adulten Wiirme der Pleura, sowie L1-Larven
(Mikrofilarien) im Blutkreislauf vorliegen. Der lektionsstatus wurde zu Ende des
Versuchs anhand von mikroskopischen und makros&ogis Methoden verifiziert.

Eine systemische Infektion konnte bei allen Tiesieher nachgewiesen werden.

Helminthenspezies und WirtBALB/c-Mause stellen einen Surrogat-Wirt fur
L. sigmodontisdar. Der nattrliche Wirt ist die Baumwollratt&. (hispidus Der
Entwicklungszyklus des Nematoden lasst sich jedeehlasslich in Labortieren
nachvollziehen (Hubner et al., 2009). Aus evolulmologischer Sichtweise zeigt das
Verhéltnis zwischerL. sigmodontisund seinem murinen Wirt und das Verhaltnis
zwischen humanpathogenen Helminthen und MenscHiceutParallelen. Es hat sich
wahrscheinlich Uber &hnliche Zeitraume entwicketid ubietet sich somit fur die
Forschung an. Zudem zeigt der Nematode hohe stailtuAhnlichkeiten mit
humanpathogenen Helminthen, was eine mogliche tiggrarkeit des murinen
Modells auf den Menschen erleichtert (Hoffmann let 2000). Des Weiteren zeigte
L. sigmodontisn vorherigen Studien das Potential zur Indukigames regulatorischen
antiinflammatorischen Netzwerks (Taylor et al., 200ittrich et al., 2008) und nicht
etwa zur Exazerbation eines experimentellen Asthwiassie in anderen Helminthen-

Modellen u.a. miToxocara canisiachgewiesen wurde (Pinelli et al., 2008).

Bei kritischer Betrachtung des Modells muss ebénfigr Aspekt des Infektionsweges

beriicksichtigt werden. Es gibt verschiedene Methad® M&use mit Helminthen zu

78



Diskussion

infizieren. Dittrich et al. wahlten die Implantatiovon adulten Wirmern in die
Peritonealhohlel( sigmodontiy Hibner et al. und Taylor et al. die subcutanekiion
von L3-Larven [.sigmodontis Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Method
entspricht dem natirlichen Infektionsweg bei deubés.o.). Bei der Implantation von
adulten Wirmern ist das Stadium der infektiosen_aBse im infizierten Organismus
nicht aufzufinden. Naturlicherweise durchwandern -UaBven Gewebe und
Lymphsystem bis in die Pleurahdhle. Diese ,Gewebddieuchung® fallt in den
genannten Modellen weg. Inwieweit bei der Injektionn L3-Larven ggf. nur
bestimmte Lymphbahnen und Gewebe durchseucht werstefraglich. Jedoch kann
bei den Implantations- und Injektionsverfahren @adgm Fall eine vorher definierte
Menge von Infektionsmaterial appliziert werden. Ber naturlichen Infektion ist die
Anzahl der durch Milbenstich applizierten L3-Larveitht genau zu verifizieren und
kénnte von Tier zu Tier variieren. Auf den erstdiclBmag dies als nachteilig gewertet
werden. Die hier verwendete Methode ist der kohémdén subkutanen Applikation
jedoch zumindest gleichwertig und fuhrte trotz niggr Schwankungen der initialen
L3-Larven-Last zu einem Schutz vor allergischer mMgegsentziindung. Auf3erdem
dirfte eine Variation der Wurmlast bei Versuchstieeher der Ubertragbarkeit des
Modells auf den Menschen zutraglich sein. Prindipist die Ubertragbarkeit des
verwendeten kombinierten Mausmodells auf den Messdhegrenzt (s.0.). Es stellt
jedoch eine sinnvolle Ergdnzung zu Klinischen Sndidar, um in einem
uberschaubaren, weitgehend kontrollierten Versudhsa das antiallergische Potential
von Helminthen-Infektionen zu untersuchen.

In Industrielandern gestaltet sich die erfolgreidbekrutierung geeigneter Probanden
mit einer Helminthen-Infektion und klinischem Astanbronchiale als schwierig.
Epidemiologische Studien zeigen, dass in Entwidgdlémdern mit einer
entsprechenden Helminthen-Durchseuchung eine iaveiRelation zwischen
Helminthen-Infektion und allergischen Erkrankundpasteht (vgl. 1.1). Somit ist es in
diesen Landern schwieriger Patienten mit allergackrkrankungen fur Studien zu
rekrutieren. Die rein deskriptive Beschreibung diutikologische Studien, die den
Zusammenhang zwischen Helminthen-Infektionen uniérgischen Erkrankungen
untersuchen, wird durch eine Vielzahl von Storfadto beeinflusst, welche unter
Laborbedingungen nicht zum Tragen kommen (u. allekinfektionen mit Bakterien,

Viren und Parasiten; Mangelernahrung; ImpfungertjAotika).
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4.3 Eine Helminthen-Infektion schutzt vor allergisc  her

Atemwegsentziindung

Charakteristisch fur die akute allergische Atemveaggiindung ist ein massiver Influx
von eosinophilen Granulozyten in das Lungengewdheses Phanomen blieb bei
infizierten Tieren fast vollstandig aus. Darausstasich schlie3en, dass eine Infektion
mit L. sigmodontisdie allergische Atemwegsentziindung im verwendedkoten
Asthma-Modell signifikant unterdriickte. Dabei gidge Infektion an sich schon mit
erhohten Lymphozytenzahlen in der BALF einher. Dissggeriert, dass eine
Helminthen-Infektion keineswegs nur mit unspeztiesc lokaler Immunsupression
gleichzusetzen ist, sondern vielmehr eine lokalemimmodulation beinhaltet.
Trotzdem wurde eine durch OVA-Sensibilisierung loegerufene signifikante
Erh6hung der Lymphozytenzahlen durch die Infekti@rhindert. Die gewonnenen
Ergebnisse sind koharent mit verschiedenen Studien,in den letzten Jahren mit
murinen Helminthen-Asthmamodellen durchgefihrt veardvgl. 1.3.3). Neu ist in
diesem Zusammenhang das verwendete Infektionsmibtak L. sigmodontiswelches
ebenso, wie die vorherigen Methoden (s.0.) zuveiddsn Asthmamodell schitzte.
Insgesamt stltzen diese Ergebnisse die in der tenexi Hygiene-Hypothese

diskutierten Uberlegungen zum mechanistischen Zosamhang.

4.4 Eine Helminthen-Infektion  konkurrierte* mit de r

allergischen Sensibilisierung

Die naturliche Infektion miL. sigmodontiszeigte sich als ein hochpotenter Induktor
einer Ty2-Immunantwort in den Wirtstieren. Die Antikdrperiaentrationen fast aller
Klassen lagen deutlich tGber denen von nicht infieie Tieren. Erst eine OVA-
Sensibilisierung und —Provokation loste bei ni,OViéren eine ahnlich starke
Antikorperproduktion aus. Diese unterschied sicthogh in ihrem Charakter immer
noch deutlich von den Lito-Tieren. Bei Lito,PBS-Ea konnte man weiterhin die
Immunantwort des Wirts auf den Parasiten verfolgeahrend bei Lito,OVA-Tieren

nun zwei Prozesse parallel abliefen und miteinanden die Immunantwort
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konkurrierten: Zum einen das Infektionsgeschehamn zanderen die allergische
Sensibilisierung.

4.4.1 Trotz ausgepragter humoraler Immunantwort: We nig

Plasmazellen in der Milz

Die Analyse von Plasmazellen uiticht-PlasmazellerfGedachtniszellen) in der Milz
zeigte, dass beide Zelltypen in allen Untersuchgnggpen nachweisbar waren. Bei
Lito-infizierten Tieren zeigten sich nur sehr ggenAnteile von Plasmazellen an allen
gemessenen Lymphozyten in der Milz (< 1%). ni,OVigf€ hingegen zeigten
signifikant mehr Plasmazellen in der Milz und kanaeri einen Anteil von 5%. Sowohl
ni,OVA-Tiere, als auch die Lito-Gruppen zeigten 8erum jedoch eine ausgepragte
humorale Immunantwort. Bei Lito-infizierten Tierdmefanden sich die Antikorper
produzierenden Plasmazellen mdglicherweise vermahanderen Organen. Denkbar
ware eine vermehrte lokale - dem Infektionsgesamaiehe - Antikdrperproduktion
(z.B. Pleuraraum, Lymphgewebe). Um diese Fragelatetk, sind weitere Versuche
notwendig.

Gedéachtniszellen wurden bei einer Helminthen-Inéekt gebildet und waren in
Splenozyten infizierter Tiere nachweisbar. Einecktibn mit L. sigmodontisscheint
somit die Bildung von Gedachtniszellen in der Miizihnlichem Mal3e anzuregen, wie
eine Allergen-Sensibilisierung. Eine moégliche Auigader Gedachtniszellen ware die
Produktion von Helminthen-spezifischen Antikorpemne sie Mitre und Nutman Jahre
nach eradizierter Infektion mBrugia malayinachgewiesen haben (Mitre and Nutman,
2006).

4.4.2 Die Helminthen-Infektion fuhrte zu einer daue rhaften IgM-

Produktion

Die Produktion von polyklonalen IgM-Antikérpern mihiedriger Affinitdt und
Spezifitat sind Ausdruck der unspezifischen primdremunantwort. In der Regel folgt
ein Klassenwechsel hin zu anderen Antikérperklassé8ei den meisten
Infektionskrankheiten sind hohe IgM-Konzentrationegin Marker fur frihe
Infektionsstadien. Im verwendeten Modell zeigtefiziarte Tiere noch hohe IgM-
Konzentrationen im chronischen Stadium (60 Tage),pdie sich bis Versuchsende 90
Tage p. i. nicht signifikant veranderten. Es spidliterbei keine Rolle, ob die infizierten
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Tiere mit OVA sensibilisiert worden waren oder ricBemnach scheint die Infektion
mit L. sigmodontizu einer anhaltenden Stimulierung der unspeziésdmmunantwort
mit Produktion von niedrigaffinen IgM-Antikérpernuzfihren. Mdoglicherweise ist
dieses Phanomen Ausdruck einer Defiziedes Wirts, eine spezifischere und
effektivere Immunantwort durch Klassenwechsel hetdéhren. Die Verhinderung des
Klassenwechsels koénnte jedoch auch einen weitergolut@ndren aktiven
Schutzmechanismus von Helminthen gegeniber dem dWlens (und der Maus)
darstellen. Auch eine wechselnde Expression iorsigmodontisAntigenen durch
immer neue Produktion und Wachstum von Mikrofilariend Wirmern kénnte die
dauerhaft erhdhte IgM-Konzentration erklaren. Aaf dnderen Seite kommt auch der
unspezifischen IgM-Antwort eine wichtige Rolle iarcKontrolle der Infektion und dem
Schutz vor Exazerbation zu (Ehrenstein und Not2§10). So fiihrte eine IgM-
Defizienz in einenBrugia phalangiModell zu einer erhéhten Parasitdmie (Rajan et al.
2005). Auch in einenTrypanosoma evansilodell zeigten sich Uberlebensraten des
Wirts und Kontrolle der Parasitdmie nach Infektads kritisch abhangig von der IgM-
Antwort (Baral et al., 2007). In eineiirypanosoma brucei-Mode#indererseits wurde
dem IgM-Antikérper nur eine limitierte Rolle in deKontrolle der Parasitamie
zugewiesen (Magez et al., 2008). Der Stellenwertn vigM-Antwort und
Klassenwechsel hin zu anderen hoher-affinen Anpétklassen kénnte somit auch von

der Helminthenspezies abhangig sein.

4.4.3 Die 1gG;-Blocking-Hypothese zeigte sich in dem hier

verwendeten Modell nicht

Die Rolle von humanem IgGbzw. murinem Ig@ im Rahmen von Helminthen-
Infektionen und Asthma bronchiale ist nicht eindgggeklart. In einenk.. sigmodontis
Asthma-Mausmodell wurde von Dittrich et al. erhohggs;- und OVA-spezifische
IgG:-Konzentrationen nachgewiesen (Dittrich et al., 80h einemH. polygyrus
Mausmodell einer enterischen Helminthen-Infektiomrade gezeigt, dass IgCGdie
Infektion limitierte (McCoy et al, 2008). Andereitsescheint IgG beim Menschen
Mikrofilarien und adulte Wirmer zu opsonieren und dadurch vor der Abtdtung
durch das Immunsystem zu schitzen (Adjobimey unér&ld 2010). Anscheinend
werden durch die Opsonierung Abwehrmechanismenefistg die stark genug sind,

die Infektion zu limitieren, die Helminthen jedociuch vor einer effektiveren
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Immunantwort, z.B. durch Helminthen-spezifisches€,lgdas zu einer Mastzell-
Degranulation fuhrt, zu schitzen (Adjobimey und ko€ 2010). Als starkste
Induktoren von IgGgelten Mikrofilarien (Adjobimey und Hoerauf, 2010)

Im hier verwendeten Helminthen-Mausmodell zeigiehdi. sigmodontisals starker
Induktor einer IgG@Antwort. Die Gesamt-lggKonzentrationen blieben bei Lito,PBS-
Tieren auf konstant hohem Niveau, wahrend sie h&,QVA-Tieren signifikant
anstiegen. Es zeigte sich, dass dieser Anstieghddie Produktion von OVA-
spezifischem IgG (OVA-IgG;) bedingt war. Nahezu die gesamte jg&htwort bei
Lito,OVA-Tieren bestand nach Sensibilisierung au¥AQgG;. Auch bei nicht
infizierten Tieren fuhrte eine OVA-Sensibilisieruagalog zu einer starken OVA-IgG
Produktion. Wahrend also Igntikérper bei Lito-Tieren vor Sensibilisierung
ausschlieBlich durch den Parasiten induziert warsn, zeigte sich nach der
Sensibilisierung ein vollig anderes Bild. SamtlisHgG, war nun gegen das Allergen
gerichtet. Diese Ergebnisse lassen verschiedengddbagen zu:

Die 1gG;-Blocking-Hypothese postuliert, dass Ilg@ntikdrper - z.B. induziert durch
eine Helminthen-Infektion - durch Kreuz-Reaktionenit Allergen-spezifischem IgE
und durch Kompetition mit Allergen-spezifischem Igih den FeRI auf Mastzellen
und basophilen Granulozyten allergische Effektofmecsmen verhindert (Carvalho et
al., 2006).

Die Versuchsergebnisse legen nahe, dass nach@wiSensibilisierung auch bei mit
Helminthen infizierten Tieren nahezu das gesam@® Ighn Serum OVA-spezifisch ist.
Somit ware kein Helminthen-spezifisches oder pagkles IgG mehr tbrig, um an
einem 1gG-Blocking mitzuwirken. Bei vergleichbaren Ig®&onzentrationen nach
Sensibilisierung waren Lito,OVA-Tiere vor Asthmasghutzt, ni,OVA-Tiere hingegen
nicht. Mit Helminthen infizierte Tiere scheinen @landere, nicht IgGvermittelte
Schutzmechanismen entwickelt zu haben (z.B. eindifinierte IgE-Antwort mit
ausbleibenden Effektormechanismen, vgl. 4.4.4 Ynten

Da das Allergen OVA bei Lito,OVA-Tieren zu einersaghlie3lichen Bildung von
OVA-IgG; gefuhrt hat, war zu diesem Zeitpunkt kaum nochntiighen-spezifisches
bzw. polyklonales Ig&im Serum vorhanden. Den Ergebnissen von McCoy. etnal
Spencer et al. folgend héatte dies theoretisch merdtxazerbation der Wurminfektion
fuhren mussen, da diese insbesondere durch dieulrad Helminthen-spezifischer

und polyklonaler IgG@Antikdrper limitiert werde (Spencer et al., 2008¢Coy et al.,
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2008). Anzeichen fur eine Exazerbation der Infektrearen mit den hier verwendeten
Untersuchungsmethoden nicht nachweisbar. Infizig€t@A-sensibilisierte Mause
zeigten im Beobachtungszeitraum keine erhdhterb&taten verglichen mit ni-Tieren
und keine erhohte WurmlastMdoglicherweise war hierfir aber auch der
Beobachtungszeitraum zu kurz und die Fallzahl mdlng. Es ware maoglich, dass eine
Exazerbation deL. sigmodontidnfektion durch Mangel an Helminthen-spezifischen
und polyklonalen Ig@Antikdrpern zugunsten von OVA-IgGn einem Modell der
chronischen Atemwegsentzinduragm Tragen kame. Andererseits kdnnte ein
Wegfallen von Helminthen-spezifischem und polyklena IgG durch die bereits
beschriebene dauerhaft starke IgM-Antwort kompehsgierden sein.

4.4.4 IgE-Blocking-Hypothese: Ein mdglicher Schutzmechanismus

Infizierte Tiere zeigten bereits vor Sensibilisiegusehr hohe IgE-Konzentrationen.
Diese stiegen zwar nach OVA-Sensibilisierung naghiskant an, allerdings galt dies
analog auch fur die Lito,PBS-Gruppe. Der Faktort Zghien hier im Rahmen des
Infektionsgeschehens die entscheidende Rolle zelespi Es handelte sich um den
Zeitraum acht bis zwdlf Wochen post infectionemnKlsar ware die schubweise und
maoglicherweise in diesem Zeitraum verstarkte Prddokvon L1-Larven durch adulte
Wirmer und die Abgabe der Larven in den Blutkreisld1-Larven gelten als starke
Induktoren der IgE- und IgZAntwort bei der Maus (McCoy et al., 2008; Adjobiyne
und Hoerauf, 2010).

Murine oder humane IgE-Antikorper, die sich gegeelninthen-Antigene richten,
konnen sowohl polyklonal, als auch Helminthen-siggz konfiguriert sein. Bei der
Formulierung ,Helminthen-spezifisch* ist allerding®rsicht geboten. Man darf dabei
nicht von einem einzigen Helminthen-Antigen ausgeligie relativ groRen Parasiten
zeigen meist eine Vielzahl von Oberflachen-Antigemeler sezernierten als Antigen
wirkende Stoffe. Art und Zahl variieren von SpezeasSpezies (McCoy et al. 2008). Im
Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Stud@Vii-Tiere nur mit OVA
konfrontiert. Lito,OVA-Tiere wurden mit Helminthesntigenen und OVA
konfrontiert. Interessanterweise zeigten Lito,OVIE signifikant hohere OVA-
spezifische IgE-Antikérper-Konzentrationen als nNMTiere. Dies verwundert
allerdings nicht, wenn man bedenkt, dass die HelremInfektion im Wirtsorganismus
eine potente, ,globale” R-Antwort auslost (Yazdanbakhsh 2002). In diesem
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Zusammenhang scheint es plausibel, dass auch ldigéh-spezifische B-Zell-Antwort
.getriggert*  bzw. verstarkt wurde. Dennoch wurde die allergisch
Atemwegsentzindung in der Lunge verhindert. Demnacheint die Hohe von
Allergen-spezifischem IgE allein nicht ausschlaggeb fur die Entwicklung eines
Asthma-Phénotyps zu sein. Moglicherweise werdenEdiektormechanismen, die der
Produktion von Allergen-spezifischem IgE folgen, raddu andere Mechanismen
verhindert. Aufgrund der hohen Gesamt-IgE-Konzéiumaliefert die IgE-Blocking-
Hypothese hier eine mdgliche Erklarung (Carvalho et al., @00Es kdnnten
Helminthen-spezifische Antikorper die IgE-Rezeptorder Effektorzellen blockiert
haben.

Andererseits wiesen McCoy et al. nach, dass pahgdtes Helminthen-spezifisches IgE
und 1gG entscheidend =zur Limitierung der Infektion beigng indem die
Eierproduktion und das Wachstum adulter Wirmer inem Heligosomoides
polygyrusModell gehemmt wurden (McCoy et al., 2008). Spermteal. zeigten zudem
in einemBrugia malayiModell, dasdgE-Knockout-Mauseine verschlechterté/urm-
Clearancewéhrend einer Priméarinfektion aufwiesen. In ei8ekundéarinfektion zeigten
infizierte IgE-Knockout-Tiere allerdings schon ewerbesserte Clearance (Spencer et
al., 2003).

Man konnte mit der IgE-Antwort somit zwei Aspekisaziieren: Zum einen erfllt sie
ihre naturliche Rolle, ndmlich Schutz des Wirts der Exazerbation einer Helminthen-
Infektion (bei manchen Helminthen-Arten fiuhrt dideemunantwort womaoglich auch

zu einer Eradikation des Parasiten); anderersaitsder Helminth- durch eine von ihm

herbeigeflhrte Modulation der IgE-Antwort - mittédg=-Blocking geschutzt.

4.5 Eine Helminthen-Infektion veranderte das IgE-Re  pertoire

Es ist wenig bekannt Uber das IgE-Antikérperrepertmach Helminthen-Infektion.
Erste Arbeiten imHeligosomoides polygyreilausmodell deuten auf die Induktion
eines Repertoires mit sowohl polyklonalem als audklminthen-spezifischem
Charakter hin (McCoy et al., 2008). Rogosch ewaksen eine erhohte klonotypische

Diversitat beiL. sigmodontignfizierten Tieren nach (Rogosch et al., 2010).ng/at al.
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untersuchten humane IgE-Transkripte gewonnen augpmben von Probanden aus
Papua-Neuguinea, die in einem Endemiegebiet fuadian lebten. Eine genaue
Differenzierung der Parasiten blieb jedoch aus.stleedene Helminthen-Arten, aber
auch Malaria sind dort endemisch. Eine Testungeaué vorhandene Infektion blieb
aus. Die IgE-Transkripte der Probanden zeigten a@r@hte Diversitdt des IgE-

Repertoires und hohe somatische Mutationsratemylba&ihzeitig wenig Anzeichen fur

Antigenselektion (Wang 2011). Die vorliegende Ditseon beschreibt erstmals das
IgE-Antikdrperrepertoire Helminthen-infizierter MéeL Es war moglich fur Lito,PBS-,

Lito,OVA- und ni,OVA-Gruppen IgE-Transkripte zu gemen. In ni,PBS-Tieren fand

sich, durchaus erwartungsgemalf3, keine nachweisifaraRNA.

4 5.1 Veranderter Charakter der CDR-H3

In der Tat zeigte sich, dass die CDR-H3 in Lito,PB&juenzen signifikant langer war
als bei Lito,OVA- und ni,OVA-Sequenzen. Es ist hakia dass bestimmte Typen von
Antigenen ein charakteristisches CDR-Langen- undju&ezmuster hervorrufen
(Johnson und Wu, 1998; Collis et al., 2003). CDRU48ge und -Sequenz haben
starke strukturelle Konsequenzen fir den Aufbau dertigenbindungsstelle.
Letztendlich kbnnen Taschen, Rillen, Auswiichse dldehe Bindungsstellen geformt
werden. Lange CDR-H3-Schleifen tendieren dazu, graftigene mit einer flachen
oder auswuichsigen Bindungsstelle zu binden. KurBR-Ei3-Schleifen hingegen
neigen zur Bindung kleinerer Antigene durch Formuag Taschen oder Rillen (Collis
et al., 2003). Die Vorhersage der raumlichen CDRS#8ktur nach Shirai et al. zeigte,
dass die CDR-H3-Basis bei infizierten Tieren vidufiger gestreckt war. Mit einer
somit langeren CDR-H3-Schleife ware das IgE-Moldkidler Lage, grofRere Antigene
zu binden (Shirai et al., 1999). Moéglicherweise delh es sich bei den Helminthen-
Antigenen in einerL. sigmodontidnfektion um grél3ere Moleklle als das Antigen
OVA.

Interessant sind in diesem Zusammenhang nicht mer Uhterschiede zwischen
Lito,PBS-Sequenzen - die ja nur die Immunantworf das Infektionsgeschehen
darstellten — und ni,OVA-Sequenzen, sondern auderdechiede zwischen Lito,PBS-
und Lito,OVA-Sequenzen. Die Sensibilisierung aus éddlergen OVA scheint auch in
der CDR-H3 des IgE-Repertoires infizierter Tiermulsturelle Spuren zu hinterlassen.
Abgesehen von der durchschnittichen CDR-H3-Langeigte sich auch die
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Langenvariabilitat bei infizierten Tieren erhohd,vgurde also ein breiteres Spektrum an
maoglichen CDR-H3-Ladngen und strukturellen CDR-H3algurationen abgedeckt
(Lito,PBS und Lito,OVA > ni,OVA). Ein Grund hierflkbnnte das vermutlich breitere
Antigenspektrum sein, mit dem die Versuchstiere resath der Helminthen-Infektion
konfrontiert wurden. Eine breitere Antigenstimubati hatte demnach ein breiteres
CDR-H3-Langen-Spektrum zur Folge - entsprechend ereinoligoklonalen

Immunantwort auf mehrere Helminthen-Antigene.

Die Untersuchung der CDR-H3-Komposition zeigte,sdasi Lito,PBS-Tieren langere
CDR-H3 vorkamen. Dies ist zum einen dem verstarigerbau von N-Nukleotiden
(zwischen V- und D-Segment) geschuldet, aber arperen D- und J-Segmenten. Der
vermehrte Einbau von N-Nukleotiden zwischen V- im&egment, langere D- und J-
Segmente kompensierten die Nutzung von signifikaimzeren V-Segmenten. Auch
Lito,OVA-Sequenzen hatten signifikant kirzere V-®egte. Die Nutzung kurzerer V-
Segmente und eine verstarkte N-Nukleotid-Additienszhen V- und D-Segment sind
Phanomene, die von Rogosch et al. bei der Unteusigchon IgE-Plasmazellen im
Vergleich zu IgE-Nicht-Plasmazellen (IgE-Gedactzaiken) und IgM produzierenden
Zellen festgestellt wurden (Rogosch et al., 20Hihe mdogliche Erklarung fur die
Strukturverdnderungen wére, dass Sequenzen vorTidten in groRerem Malde die
Sequenzen von IgE-Plasmazellen dargestellt halsedaal bei nicht infizierten Tieren

der Fall gewesen ist.

Eine Helminthen-Infektion flhrte zu einem signifitaerhéhten Einbau der neutralen
Aminosauren Tyrosin und Prolin, wahrend sich dies#et-Hydrophobizitat der CDR-
H3 nicht signifikant &nderte. Die Aminosaurezusamset¢zung und die Polaritat haben
starkeAuswirkungen auf die Immunfunktion. Sie scheinegaceine wichtigere Rolle
einzunehmen als der Grad der Diversitat. So zei@ehelonka et al., dass eine
Limitierung der Diversitat durch Reduktion auf emzelnes normales JPSegment
unter Beibehaltung des Polaritatsgrads des AmimesgpertoiresAD-DFL-Tiere) eine
robuste humorale Immunfunktion mit normalen B-Z&dlhlen im Mausmodell zur
Folge hat (Schelonka et al., 2005). Auch die Erkiluicg eines allergischen Phanotyps
ist mit reduzierter Diversitat und neutralem Amiaoserepertoire beiD-DFL-Tieren
maoglich (Kerzel et al., 2011). Eine Veranderung Alerinoséurefrequenz hingegen, die

die Polaritat hin zu einem hydrophoben Aminosayrem®ire unter Beibehaltung des
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RF verschiebt, fuhrt zu einer eingeschrankten B-Eetwicklung und
Antikorperbildung (Ippolito et al., 2006). Im mudan Asthmamodell haben solch®-
iD-Tiere eine eingeschrankte Fahigkeit zur Entwicklung einallergischen
Sensibilisierung und akuten Atemwegsentziindungz@est al., 2009). Bestatigt wurde
die Relevanz der Polaritat des Aminosaurerepegairglem durch die Untersuchung
von 4D-DuFS-MausstammenrAufgrund einedrameshiftsvon RF1 hin zu RF2 unter
Verwendung eines einzelnen mutierten D-Segmentsreigrten diese weniger Tyrosin
und Glycin zugunsten von Valin. Dadurch wurde ebisf ein hydrophobes
Aminosaurerepertoire generiert, was zu reduziediagmen von reifen B-Lymphozyten
in Knochenmark und Milz, sowie einer abgeschwacht&ntigen-spezifischen
Antikorper-Produktion fuhrte (Schelonka et al., 20@emlin et al., 2008). Im hier
vorgestellten Versuch zeigte sich, dass alle Untdnsngsgruppen ein zum grofdten Teil

neutrales und somit funktionelles Aminosaure-Repertausbildeten.

45.2 Eine Helminthen-Infektion induzierte im Asthm amodell ein

oligoklonales IgE-Repertoire durch klassische Affin itatsreifung

In Lito-IgE-Transkripten mit und ohne Sensibilisiag wurden signifikant erhdhte
somatische Mutationsraten nachgewiesen. Eine sschatiHypermutation ist Ausdruck
einer starken sekundaren Diversifizierung des Ampkrrepertoires im Rahmen der
Antikorperreifung in den sekundaren lymphatischergaden. Als Ergebnis dieses
Prozesses entstehen Antigen-selektierte Sequerimenhier verwendeten Modell
zeigten alle Untersuchungsgruppen Anzeichen furgénselektion nach Lossos et al.
(Lossos et al., 2000). Als Referenz kann hierzu hd-Repertoire herangezogen
werden, welches von unreifen, naiven B-Zellen na@marer Diversifizierung gebildet
wird. Das IgM-Repertoire zeigte nach Rogosch etrat. 0,6% kaum Anzeichen fur
Antigenselektion (Rogosch et al., 2010). Antigeekgbn kann im Rahmen einer
Helminthen-Infektion als eine fokussierte und guf a@en Helminthen eingestellte
Immunabwehr interpretiert werden. Auch die erhoWminosaurevariabilitat an
gegebener IMGT-Position (Shannon-Entropie) ist Auskl einer gut adaptierten
Immunantwort. Die hier erhobenen Daten unterstiiaetiesem Sinne Ergebnisse, die
dem IgE-Antikorperrepertoire eine hohe Bedeutung lkder Limitierung der
Helminthen-Infektion beimessen. Nur mit optimal gpanden® Helminthen-

spezifischen, affinitatsgereiften Antikérpern dérieine erfolgreiche Limitierung der
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Infektion mdglich sein. Auch die Funktion d¢ocking antibodyim Rahmen delgE-
Blocking-Hypothes#sst sich mit den Ergebnissen vereinbaren (s.o.).

Hohe somatische Mutationsraten und Anzeichen fiirg&nselektion sprechen flr eine
klassische Affinitatsreifung wahrend der sekundaren Diversifizierung des
Antikorperrepertoires. Alternativ denkbar ware auatie Aktivierung durch
Superantigene. Die vorliegenden Ergebnisse sineinkggr mit einer klassischen
Affinitatsreifung, sowohl als Folge der Lito-Inféth als auch durch reine OVA-
Sensibilisierung. In Anbetracht hoher somatischentdlonsraten und Anzeichen
klassischer Affinitatsreifung scheint eine Infektimit L. sigmodontismitnichten nur
eine ,unspezifische” IgE-Antwort zur Folge zu habafielmehr gibt es deutliche

Belege flr eine spezifische und gerichtete olignéle IgE-Antwort.

Gleichzeitig war die klonale Diversitat bei Lito,BBlieren gegentber ni,OVA-Tieren
erhoht. Dies spricht fur eine polyklonale Immunamtinbei diesen Tieren. Aber auch in
Lito,PBS-Transkripten waren somatische Mutatiorgragegentber ni,OVA-Tieren
erhoht, was ein Anzeichen fur klassische Affinitéfsing ist. Moglicherweise wurden
letztlich in diesem Prozess trotz der hohen somfais Mutationsraten weniger

Transkripte Antigen-selektiert, so dass eine geavidalyklonalitat erhalten blieb.

Bei der Beurteilung von Poly- und OligoklonalitaeibTranskripten von infizierten
Tieren muss beachtet werden, dass es sich hieinerugklare Anzahl von relevanten
Antigenen handelte, wahrend bei ni,OVA-Tieren niar &ntigen eine Rolle spielte. Es
ist unklar, wann und in welchem Mal3e diese Antigergrimiert wurden. So kdnnte
das IgE-Repertoire von infizierten Tieren auch iraute einer Infektion variieren.
Zudem handelt es sich hier um ein reihesigmodontisModell. Die Expression von
Antigenen in anderen Tiermodellen mit anderen Helh@nspezies kann ein ganzlich

anderes IgE-Repertoire induzieren.
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4.6 Fazit

Eine Infektion mitL. sigmodontisbeeinflusst die allergische Sensibilisierung und
schuitzt vor allergischer Atemwegsentziindung im Madell.

Das IgE-Repertoire infizierter Tiere zeichnet sidarch eine veranderte CDR-H3-
Komposition und -struktur, klassische Affinitat$usig und oligoklonalen Charakter

aus.

Die Ergebnisse sind kompatibel mit der Theorie dg&-Blocking bei Helminthen-
Infektion. Diese postuliert, dass Helminthen-spseife IgE-Antikérper durch Kreuz-
Reaktion mit Allergen-spezifischem IgE oder Kompeti um den FeR1 eine
Effektorzell-Degranulation verhindern. Die Theoraes ,gGi-Blocking, welche
Helminthen-spezifischem IgGdiese Eigenschaften zuschreibt, scheint in diesem

Modell unwahrscheinlich.
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5. Deutsche und englische

Zusammenfassung

5.1 Inhalt

Die Hygiene-Hypothese identifizierte vor Uber 20hréam u. a. humanpathogene
Helminthen als moglichen Schutzfaktor gegeniber déwntreten allergischer
Erkrankungen. Viele epidemiologische Studien zeigtine inverse Korrelation
zwischen dem Vorhandensein einer Helminthen-Indektiund der Pravalenz
allergischer Erkrankungen, wie z. B. Asthma broalghiln den letzten Jahren wurden
zunehmend Mausmodelle eingesetzt, um wichtige Faktalie fir das antiallergische
und immunmodulatorische Potential von Helminthenram@vortlich sind, zu
identifizieren. Die durch eine chronische HelmimHtefektion induzierte
Immunantwort wird auch als alternativgZFAntwort bezeichnet (Yazdanbakhsh et al.,
2002). Meist liegt — ahnlich wie bei allergischerkfankungen - eine starkeyd-
Antwort mit hohen systemischen IgE-Konzentrationeor, jedoch fehlt jegliche
Pathologie und Symptomatik. Diesgselminthen-Paradoxon“(Smits et al., 2010) und
insbesondere die Rolle der IgE-Antikdrper-Antwoiilt @s zu entschlisseln. Hierflr
wurden BALB/c-Mause mit. sigmodontidiber den Biss des nattrlichen Vektors - der
Tropischen RattenmilbeQ( bacot) - infiziert. Der Phénotyp der Mause wurde
anschlie3end in einem etablierten Modell der akatlmgischen Atemwegsentzindung
untersucht und mit nicht infizierten Mausen vergdin. Fraglich war, ob die Wurm-
Infektion im verwendeten Modell vor Asthma schitzemirde und welche
Auswirkungen sie auf den Prozess der allergiscletsiBilisierung und den Charakter
des IgE-Antikorper-Repertoires haben wirde. Dieliegende Arbeit charakterisiert
erstmals das IgE-Repertoire von Helminthen-infiger Tieren in einem murinen
Asthmamodell. Hierfir wurde splenische RNA extrathiemgeschrieben und mit einer
RT-PCR amplifiziert. Das Produkt wurde in ein Plagingiert, welches wiederum in
kompetente E. coli-Zellen transferiert und kloniamirde. Das monoklonale DNA-
Amplifikat, das fur die variable Region der schwetéette des IgE-Molekuls kodierte,
wurde von einem kommerziellen Anbieter sequenzied anschlieRend durch einen
etablierten Algorithmus analysiert. Zudem wurdentikirper-Serumkonzentrationen
mittels ELISA bestimmt, splenische B-Zellen mittBlarchflusszytometrie differenziert

und als Indikator der allergischen Atemwegsentziigdwer Influx eosinophiler
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Granulozyten in die Lunge mittels maschineller undhikroskopischer

Zelldifferenzierung. gemessen. Wahrend nicht iefita Tiere einen starken Influx an
eosinophilen Granulozyten in die Lunge zeigten,enér. sigmodontisnfizierte Tiere -

analog zu der erweiterten Hygiene-Hypothese - Mergaischer Atemwegsentziindung
geschutzt. Sie zeigten eine robusig2-lvendige Immunantwort, viel starker als bei
nicht infizierten OVA-sensibilisierten Tieren. Disnmunantwort auf OVA wurde von

der Helminthen-Infektion moduliert. Das IgE-Repé@dounterschied sich von dem
Repertoire nicht infizierter Tiere in der CDR-H34Kposition, durch langere CDR-H3,
vermehrte Nutzung von gestreckten CDR-H3-Basisairek und durch hohere
Variabilitdt. Es konnten erhOhte somatische Mutedraten und Anzeichen fir
Antigenselektion nachgewiesen werden. Dies spridlit eine oligoklonale

Immunantwort, hervorgerufen durch klassische Aféitsreifung. Es zeigt sich
demnach, dass eine Infektion rhitsigmodontisn dem hier genutzten Mausmodell vor
Asthma bronchiale schitzt und das IgE-Repertoi@tioktur und Funktion beeinflusst.
Die Ergebnisse sind kompatibel mit der ,IgE-BloakiHypothese”, welche postuliert,
dass Helminthen-spezifische IgE-Antikdrper durcheusa-Reaktion mit Allergen-

spezifischem IgE oder Kompetition um deneRt eine Effektorzell-Degranulation

verhindern.

5.2 Summary

Twenty years ago the hygiene hypothesis was intedluidentifying pathogenic
helminths as potential protectors against alledisease. Epidemiologic studies showed
an inverse relationship between helminth infecteomd the prevalence of allergic
disease such as allergic bronchial asthma. Duhiadast few years the intention was to
identify key players responsible for immunomodwatand antiallergic potential during
helminth infection. The immune response inducedchsonic helminth infection has
been proposed as alternative2iresponse which is characterized by high systemic
levels of IgE antibodies yet without pathology asyimptoms (Yazdanbakhsh et al.,
2002). This*helminth paradoxon”(Smits et al., 2010) remains to be solved. Esfigcia
the role of IgE is uncertain. For this reason BAt.Biice were infected with L3 larvae
of the nematodé.sigmodontisby bite of the natural vect@®. barcoti The phenotype

of infected mice was then being investigated in ell westablished model of acute
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allergic airway inflammation. The first question svavhether infection withL.
sigmodontiswould protect against allergic asthma. Secondéyedffect of infection on
the process of allergic sensitization and the dtareof the IgE repertoire was to be
determined. This study is the first to describe ldje repertoire of helminth infected
animals in a murine model of allergic asthma. Hus treason splenic RNA was
extracted, transcribed and amplified using RT-PORa& defined area of murine IgE
including the variable region of the H-chain. Thapdification product was further
ligated into a plasmid which was transferred tdyfabmpetente. coli cells and being
cloned later on. The monoclonal IgE amplificats evelequenced by a commercial
provider and analyzed by an established algorithunthermore serum antibody levels
were measured by means of ELISA, splenic b celleweunted and characterized by
means of FACS and allergic influx of eosinophilsswaeasured by automatic cell
counting and microscopic differentiation of BALF.ohtinfected animals showed a
strong influx of eosinophils indicating allergicnaay inflammation.L. sigmodontis
infection however — as predicted by the hygieneoltypsis — protected against airway
inflammation. These animals showed a much strofig8rresponse than non-infected
OVA-sensitized animals. The immune response to OWAs overshadowed by
helminth infection. The IgE repertoire of infectacimals differed with respect to CDR-
H3 composition, longer CDR-H3, enhanced use ofreléd CDR-H3 base structures
and higher variability. There were also higher sabé somatic mutation and signs of
antigen selection indicating an oligoclonal immuesponse driven by classic affinity
maturation. One can conclude that an infection Witlsigmodontisprotected against
allergic asthma in this specific mouse model infltiag the IgE repertoire in structure
and function. The results support tHgE blocking hypothesisvhich postulates that
helminth specific IgE antibodies act as compefitorFccR1 with allergen specific IgE

thereby prohibiting effector cell degranulation.
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6. Abklrzungsverzeichnis

AAM
AID
APC
APE 1
BAL(F)
BALB/c
Breg
CCL17
DC
DCreg
E. coli
FcR
Flzz1
GM-CSF

9
IL
Lito,OVA

Lito,PBS

Lito-Tiere
MHC

MMP12
ni,OVA

ni,PBS
ni-Tiere
PAF
PD

p.i.

Alternativ aktivierte Makrophagen
Aktivierungs-induzierte Deaminase
Antigen-prasentierende Zellen
Apurinische/apyrimidinische Endonuclease 1
bronchoalveolare Lavage(-flissigkeit)

Mausstamm

regulatorische B-Zellen

chemokine ligand 17

dentritic cell(s), dendritische Zellen

regulatorische dendritische Zellen

Escherichia coli

fragment cristallizable receptor, Fc-Rezeptor

found in inflammatory zone 1

granulocyte macrophage colony stimulatiragaia Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Immunoglobulin

Interleukin

Mit L. sigmodontisnfizierte BALB/c-M&ause, die mit OVA
sensibilisiert wurden

MitL. sigmodontisnfizierte BALB/c-Mause, die mit PBS
behandelt wurden

Mit L. sigmodontisnfizierte BALB/c-Méause

major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex
Matrix-Metallopeptidase 12

nicht infizierte BALB/c-Mause, die mit OVAensibilisiert
wurden

nicht infizierte BALB/c-M&ause, die mit PB8Handelt wurden
nicht infizierte BALB/c-M&ause

platelet activating factor

Phosphodiesterase

post infectionem
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RELMa resistin-like molecule

smCKBP schistosoma mansoni chemokine binding protei
TGF tumor growth factor

Tu-Zelle T-Helfer-Zelle

Treg regulatorische T-Zellen

UNG Uracil-DNA-Glykosylase

VEGF vascular endothelial growth factor
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7. Anhang

7.1 Shannon-Entropie und Kabat-Wu-Plot
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Shannon-Entropie und Kabat-Wu-Plot

Abgebildet sind CDR-H3, die sieben bis 16 Aminosfiuang waren. Dies entsprach allen verfugbaren
CDR-H3-Langen von ni,OVA-Tieren. Lito-infizierte diie verfligten Uber ein erweitertes CDR-H3-
Langen-Repertoire (nicht abgebildet).
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