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1 Einleitung

Blut- und Gewebeeosinophilie ist ein wesentliches Merkmal parasitarer Infektionen. Eine
massive Vermehrung von Eosinophilen Granulozyten wird in Verbindung mit einer
Steigerung ihrer Aktivitat insbesondere in Helmitheninfektionen regelmaRig beobachtet
(Capron, 1991; Rothenberg, 1998; Janeway & Travers (eds.), Immunology, 1999).
Im Falle der in tropischen Regionen der Erde verbreitet vorkommenden Schistosomiasis
(Bilharziose) konnten eine Vielzahl von in vitro Studien und einige in vivo
Untersuchungen  auch  helminthotoxische  Eigenschaften Eosinophiler  an
Schistosomenlarven aufzeigen (Butterworth et al., 1974, 1979 (a) (b); Mc Laren et al.,
1978; Weller et al., 1991; Scepek et al., 1994). In wenigen in vitro und in vivo Studien
wurde dariberhinaus die schistosomiazidale Kapazitat der Eosinophilen auch fir
Schistosomeneier untersucht und nahegelegt (James & Colley 1976, 1978; Racz et al.
1982 (a), (b); Kephart et al, 1988; Wiildenburg et al., 1994).

Bisher stand die durch exozytotische Degranulation der Eosinophilen vermittelte
Ausschiittung toxischer Granulaproteine als angenommener Hauptpathomechanismus
der T6tung von im Wirtsgewebe liegengebliebenen Schistosomeneiern im Mittelpunkt
des Untersuchungsinteresses. Dies wird auch durch die wenigen Untersuchungen
verdeutlicht, die sich mit der ausgepragten granulomatésen Entziindungsreaktion, der
als importierte Reisekrankheit auftretenden akuten und schweren Verlaufsform der
Schistosomiasis (Akute Schistosomiasis, Katayama Krankheif) befassen, um die es in

der vorliegenden Arbeit geht.

Viele Untersucher sehen bis heute in der durch Degranulation Eosinophiler getriggerten
granulomatésen Gewebezellentzindung und Gewebezellnekrose im Umfeld der
Schistosomeneier eine wesentliche Ursache typischer Organveranderungen in Leber,
Darm oder Harnblase. Im Rahmen einer experimentellen Untersuchung an Hamstern, in
der die morphologischen Unterschiede der Infektion durch verschiedene
Schistosomenspezies untersucht worden sind, berichteten von Lichtenberg et al. (1973)
neben einer Hepatozytennekrose von einer zentralen, Schistosomeneier
umschlieBenden granuldren eosinophilen Nekrose. Diese Nekrose mit exudativ-
nekrotischem Charakter trat vor allem bei akuter, schwerer Infektion durch Schistosoma
japonicum auf (Lichtenberg et al., 1973; Andrade, 1987). Im Falle einer akuten Infektion
durch Schistosoma mansoni lieR sich diese Beobachtungen spater als zentrale
Ansammlung zugrundegehender Eosinophiler konkretisieren (von Lichtenberg &
1



Lehmann, 1986; von Lichtenberg 1987). Andere Untersucher berichteten im
Zusammenhang mit S. japonicum in infizierten Mausen Uber abszesséhnliche Lasionen

bei Pradominanz von Eosinophilen Granulozyten (Warren et al., 1975).

Die in der Untersuchung von von Lichtenberg & Lehman (1986) beobachtete Nekrose
weist morphologische Ahnlichkeit mit dem von uns beobachteten Phinomen bei
humaner Akuter Schistosomiasis auf. Im Untersuchungsmaterial aus Darm- und
Lebergewebeproben konnten wir bereits mit Hilfe der zu Diagnosezwecken
angefertigten Ubersichtsfarbung (Hamatoxylin & Eosin) innerhalb durch eine schwere
Uberempfindlichkeitsreaktion gepragter sogenannter hyperergischer Eigranulome einen
massiven Zerfall Eosinophiler Granulozyten sehen. Daneben schien das Areal
nekrotischer Nekrobiose von groRen Mengen extrazellularen Materials durchsetzt, das
sich gleichermalfien spezifisch eosinophil anfarbbar zeigte wie das Zytoplasma intakter

Eosinphiler.

Obgleich es neben Zeichen einer Degranulation, bei der die Zellen typischerweise intakt
bleiben, verschiedentlich auch Hinweise fur Degeneration und Sterben von Eosinophilen
in Schistosomeneigranulomen gab, findet man keine weiterfihrenden Untersuchungen,
in denen die Uberlebensfahigkeit von Eosinophilen in Schistosomeneigranulomen
untersucht wurde. Das relativ seltene aber eindrucksvolle Phdnomen der periovalen
eosinophilen Nekrose ist bisher nicht n&aher beschrieben oder eingehender
immunhistochemisch und immunologisch untersucht worden. Es hat bis heute keinen

Eingang in die Lehrbuchliteratur gefunden.

Die pathomorphologische Untersuchung der durch das massive Zugrundegehen
Eosinophiler Granulozyten gekennzeichneten nekrotischen Nekrobiose und die
pathogenetische Bedeutung dieses im Zusammenhang mit Akuter Schistosomiasis

wiederholt gesehenen Phanomens ist zentrales Thema der vorliegenden Arbeit.

Auch in anderen Parasitosen wie Anisakiasis (Pinkus et al., 1975; Dooley & Neafie,
1976), Leishmaniase sowie Onchozerkiasis nach chemotherapeutischer Behandlung ist
ein Zerfall Eosinophiler in Parasitennédhe bereits beschrieben worden (Racz et al., 1982
(@), (b); Wildenburg et al., 1994). Racz et al (1982 (b) sahen in der Nekrose
Eosinophiler den Hauptpathomechanismus fur das Sterben der Larven (Mikrofilarien)
des Parasiten Onchozerka volvulus in vivo. Insbesondere in Anlehnung an die

Beobachtungen von Racz et al. ergab sich fir die vorliegende Arbeit die Frage, ob und



inwieweit das massive Sterben Eosinophiler Granulozyten fir die Totung von

Schistosomeneiern in Granulomen von Bedeutung ist.

Die fur diese Arbeit ausgewahlten sechzehn Gewebeproben (von insgesamt 465
histologisch diagnostizierten Schistosomiasisféallen aus den Jahren 1983-1997)
stammen aus der Klinischen Abteilung des Bernhard-Nocht-Institutes flr Tropenmedizin
(BNI) oder externen klinischen Einrichtungen. Sie waren Patienten entnommen worden,
bei denen der anamnestisch und klinisch gestellte Verdacht einer schweren Erkrankung
durch Schistosomen in der Abteilung fur Pathologie des BNI histologisch abgeklart

werden sollte.

Hauptziel der vorliegenden morphologischen Untersuchung war es, mit
immunhistochemischen Methoden die Verteilung Eosinophiler Granulozyten im
hyperergischen Schistosomeneigranulom und insbesondere ihre raumliche Beziehung
zu den Eiern zu untersuchen. Besondere Aufmerksamkeit wurde in diesem
Zusammenhang der Frage gewidmet, in welchen Bereichen sich innerhalb der
Uberempfindlichkeitsgranulome aktivierte, zerfallende Eosinophile aufhalten und welche
Bedeutung die zerfallsbedingte Freisetzung ihrer als toxisch bekannten Granulaproteine

im Granulom fir die Zerstérung der Eier und den Tod der Eilarven (Mirazidien) hat.

Fur die Akute Schistosomiasis wird eine immunkomplexbedingte Pathogenese
angenommen, wie sie fur die Serumkrankheit beschrieben worden ist. Daher stellte sich
auch die Frage nach der Verteilung von komplexbildenden Immunglobulinen und
Komplement im Granulom. Die hyperergischen Granulome wurden daraufhin
untersucht, ob Immunkomplexe - wie typischerweise bei schweren Infektionen gesehen

- in Form von periovalen Hoeppli-Prazipitaten vorkommen.

Zu diesem Zweck wurden die Gewebeproben histologisch aufgearbeitet und nach
immunhistochemischen Standardmethoden mit verschiedenen monoklonalen und
polyklonalen Antikérpern markiert. Nach einer Literaturtibersicht, die die Entwicklung der
Forschung auf diesem Wissensgebiet beleuchten soll, folgen in weiteren Kapiteln die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, eine kritische Auseinandersetzung mit den

Methoden sowie eine Beurteilung der Bedeutung der gewonnen Erkenntnisse .



2 Literaturiibersicht

Begriff

Die Kklinischen Symptome der akuten Verlaufsform der ,Schistosomiasis® (,Akute
Schistosomiasis®) waren in China lange als ,Yangtse Fieber” oder ,Urticarial Fever”
bekannt. In Japan wurden die heute gebrauchlichen Begriffe ,Katayama Fieber® oder
,Katayama Krankheit” gepragt, die anfanglich ganz allgemein eine Erkrankung nach
Infektion durch Schistosomen (Trematoden) bezeichneten (Girges 1934). Logan
erkannte 1911 erstmals den Parasiten Schistosoma japonicum (S. japonicum) als
menschenpathogenen Ausloser dieser akuten Erkrankung. Lawton folgte 1917 mit

S. mansoni.

Der auch heute noch vereinzelt im suidamerikanischen Sprachraum verwendete Begriff
»Toxamische Krankheit* wurde urspringlich in Anlehnung an erste Beobachtungen bei
Affen (Fairly 1920) und Menschen (Dias Rivera et al., 1956; Ferreira et al.,1966)
gepragt, die nahelegten, dass Parasitentoxine eine Immunreaktion des Wirtsorganismus

induzieren.

Spater fand man, dass l6sliche Eiantigene (soluble egg antigens (SEA)) (Boros &
Warren, 1970; Warren, 1973) im Gewebe liegengebliebener Schistosomeneier vor allem
bei nicht sensibilisierten Wirten durch eine uberschiessende Immunreaktion (Diaz-
Rivera et al., 1956; Hiatt et al., 1979) schwere, lokal begrenzte, durch Eosinophile
Granulozyten gepragte zellulare Entiindungsreaktionen (Warren et al.,, 1967)
hervorrufen. So wird unter pathomorphologischen Gesichtspunkten auch von einer

~hyperergischen granulomatdsen Reaktion* gesprochen.

Der haufig gebrauchte Begriff: ,Akute Schistosomiasis* wird in der Literatur nicht immer
eindeutig verwendet. Es bleibt auf den ersten Blick oft unklar, ob das der
Serumkrankheit ahnliche Syndrom mit akuter schwerer klinischer Symptomatik diskutiert
wird, oder ob lediglich das akute Stadium als eine Phase im Verlauf einer
Schistosomiasiserkrankung beschrieben wird, unabhéngig von der Form der
Erkrankung (Lenzi et al.,1987; Lambertucci, 1988; Borojevic, 1992, Corréa-Oliveira et
al., 1998).



In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff: ,Akute hyperergische Schistosomiasis* oder
kurz: ,Akute Schistosomiasis® als Bezeichnung fir ein akutes klinisches und
granulomatdsentziindliches Uberempfindlichkeitssyndrom verwendet, das seine starkste

Auspragung typischerweise in der friihen (akuten) Phase der Erkrankung hat.

Epidemiologie

Die Schistosomiasis z&hlt heute mit zunehmender Inzidenz neben der Malaria zu den
wichtigsten tropischen parasitdren Krankheiten des Menschen. Nach Angaben der
WHO (1993) sind bereits etwa 200 Milionen Menschen - (berwiegend in
Endemiegebieten Afrikas, Teilen Sid-Ost Asiens und Siudamerikas - durch den
Parasiten infiziert. Es wird angenommen, dass etwa 20 Millionen Menschen weltweit
schwer erkrankt sind und dass jahrlich etwa 20.000 Menschen im Verlaufe einer
Erkrankung sterben (WHO/CTD, 1998).

Da der Mensch im Lebenszyklus der Wirmer Uber die Ausscheidung von vitalen Eiern
mit Fazes und Urin in Frischwasser die Quelle und als Hauptwirt infektioser
Larvenstadien - das Opfer der Infektion zugleich ist, wird die humane Schistosomiasis
auch als eine ,durch Menschen gemachte Erkrankung“ bezeichnet.
Wasserversorgungsprojekte wie Damme, Kandle und Drainagen, die mit dem Ziel
angelegt werden, die wirtschaftlichen und hygienischen Bedingungen der Menschen in
den Entwicklungslandern zu verbessern, fihren im Gegenteil nicht selten zur weiteren
Verbreitung des kontaminierten Wassers und so zu einer steigenden

Erkrankungshaufigkeit.

Als immunologisch bedingte Erkrankung gewinnt mit zunehmender Beliebtheit
weltweiter Reisen auch die akute Verlaufsform der Schistosomiasis (Akute
Schistosomiasis) hauptsachlich unter nicht sensibilisierten, erstmals infizierten
Besuchern von Endemiegebieten an Bedeutung (Diaz-Rivera et al., 1956; Raso et al.,
1986, Day et al., 1996, Whitty et al., 2000, Bialek & Knobloch, 2000).

Trotz einer Vielzahl von Fallberichten (Case records of the Massachussetts General
Hospital weekly clinicopatholic exercises: Case 21 (1985); Junghanss & Weiss, 1992;
Stuiver, 1984; Bou et al., 2001; u.v.m.), die Uber die Umstande einzelner akuter
Schistosomiasiserkrankungen Auskunft geben, lassen sich aktuelle statistische
Angaben darlber, wieviele Menschen weltweit an der akuten Form der Schistosomiasis

und deren Komplikationen leiden oder daran versterben, nicht finden. Dies mag vor
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allem daran liegen, dass die Krankheit leicht fehldiagnostiziert werden kann, da die
Betroffenen binnen Tagen bis Wochen nach akutem Krankheitsbeginn (Hiatt et al.,
1979; Lecture Notes on Tropical Medicine, 1995) mit dem Ubergang in die chronische

Phase der Infektion wieder beschwerdefrei sein kbnnen.

Am haufigsten erkranken Menschen nach einer Infektion durch S. japonicum vor
S. mansoni an der Akuten Schistosomiasis. Uber die akute Erkrankung Dbei
S. haematobium gibt es nur wenige Informationen. Eine gegeniber den anderen
Spezies vergleichsweise lange Inkubationszeit (einige Monate) erschwert die Diagnose

zusatzlich.

Obwohl selten von Todesféllen sehr schwer erkrankter Patienten im Zusammenhang mit
Akuter Schistosomiasis (Diaz-Rivera et al., 1956; Neves & Raso, 1965, Houpis et al.,
1984) berichtet worden ist, wird einer sicheren Diagnosestellung mit der Mdglichkeit der
frihzeitigen Behandlung grof3e Bedeutung beigemessen (Robson et al., 1994). Ziel ist
es, insbesondere dauerhafte neurologische Schaden (Pitella 1997, Junker et al., 2001)
durch Granulombildung um im Zentralnervensystem (ZNS) abgelegte Eier zu verhindern
und eine Chronifizierung der Erkrankung mit Vernarbungen, beispielsweise in der Leber,
zu vermeiden. Die Bedeutung einer Behandlung wird dadurch unterstrichen, dass reife
Wiarmer im nicht sensibilisierten Organismus bis zu 30 Jahre Eier produzieren und

ablegen konnen (Doherty et al., 1996).



21 Immunologie, Pathologie und Pathogenese der Akuten

Schistosomias

2.1.1 Pathophysiologie und Pathologie

Es herrscht allgemein Konsens dartuber, dass den schweren Symptomen der
Schistosomiasis eine immunpathogene Genese zugrunde liegt (Warren, 1971; Warren
et al., 1975). Die genauen Pathomechanismen, die zu den Symptomen der Akuten
Schistosomiasis fuhren, sind noch nicht vollstandig geklart. Die Symptome der
Schistosomias sind vielfach unspezifisch und lassen sich gerade bei in
Endemiegebieten lebenden Menschen aufgrund von vielféltigen epidemiologischen,
immunologischen und physiologischen Interaktionen, insbesondere durch eine Reihe
begleitender bakterieller und viraler Infektionen, oft nicht klar abgrenzen (Davis, 1996;
Lambertucci et al.,, 2001; Andrade et al., 2001). Deutlicher tritt im Allgemeinen die
Beziehung zwischen pathophysiologischer Ursache und klinischer Symptomatik bei
unsensibilisierten erkrankten Besuchern von Endemiegebieten hervor, wennauch bei
diesem Personenkreis die Symptomatik oft unterschiedlich stark ausgepréagt ist und
zuweilen fehlen kann (Whitty et al., 2000). Centers for Disease Control (CDC, 1990)
empfielt die Diagnose einer Akuten Schistosomiasis zu erwdgen, wenn Fieber in
Verbindung mit Eosinophilie (Gazinelli et al., 1985; Neves, 1986) eventuell zusammen
mit Kopfschmerzen, Mudigkeit oder Magen-Darmbeschwerden bei Personen auftreten,

die Uber eine zurtickliegende Frischwasserexposition in einem Endemiegebiet berichten.

Als wichtigste pathologische Organveranderungen gelten eine schwere Hepatitis, ein

akut entztndlicher Tumor der Milz sowie die akute katarrhalische Enterokolitis.

Die typische Pathologie der Akuten Schistosomiasis und Exazerbation der Symptomatik
wird ab der vierten Woche post infectionem (p.i.) gemeinhin als Ausdruck eines
Zusammenspiels zellularer (T-Zellen) und humoraler Immunmechanismen gegen stark
antigen wirkende Schistosomeneier gesehen (Hiatt et al., 1979; Andrade & Azevedo,
1987).



Die wichtigsten Komponenten dieser Reaktion sind:

I Generalisierte und lokale Freisetzung parasitentoxischer und wirttoxischer
Proteine aus Eosinophilen bei Blut-und Gewebeeosinophilie (Gleich et al., 1979;
Butterworth et al., 1979 (b); Ackermann et al, 1985)

Il. Bildung, Zirkulation und Ablagerung von Antigen/Antikdrperkomplexen. Durch
einen  anfanglichen  Uberschuss von  Antigenen  gegeniber  der
Antikorperproduktion (Lecture Notes on Tropical Medicine, 1995) wird durch
Kreislaufzirkulation des l6slichen Eiantigens (SEA) (Nash et al.,, 1982) eine
schwere, zunadchst generalisierte (Urtikaria) und schlief3lich bei Ablagerung der
Komplexe eine lokale (Myalgie, Arthralgie), der Serumkrankheit ahnliche
Symptomatik begunstigt, die bei Einstellen eines Gleichgewichtes zwischen

Antikérpern und Antigenen nach und nach verschwindet.

. Eine verzogerte Uberempfindlichkeitsreaktion und T-zellvermittelt Bildung von
grof3en, durch Zellproliferation und Zellwanderung gepragten hyperergischen
Granulomen, und dadurch  bedingte  Lymphknotenschwellung  und
Hepathosplenomegalie (Diaz-Rivera et al., 1956; Warren, 1973; Raso et al.,
1986) sowie Kompression von Nerven und GefaBen mit Symtomen in

betroffenen Organen (ZNS, Leber, Lunge).

Hiatt et al. (1979) konnten an schwer durch S. mansoni Erkrankten zeigen, dass der
Grad der Immunantwort eines Organismus einen wesentlichen Einfluss auf die Schwere
der Symptomatik hat. Ihre Untersuchungen zeigten, dass die Symptomatik grundsatzlich
die Intensitat der Infektion (gemessen an der Zahl der im Stuhl ausgeschiedenen Eier)
wiederspiegelt. Daneben schienen gleichzeitig Beobachtungen von Clark et al., (1970)
bestétigt, nach denen auch Erkrankte mit relativ milden Infektionen schwere Symptome
haben kdnnen. Heute wird angenommen, dass der Grad der Immunantwort und die
Infektionsintensitat nicht nur die Schwere der Symptomatik pragt, sondern dass die
imunologische Empfindlichkeit Uber einen Einfluss auf die GrofRenentwicklung der
Eigranulome auch auf die Ausscheidung von Schistosomeneiern wirkt (Doenhoff, 1997;
Karanja et al., 1997). In welcher Weise die Entwicklung der Granulomgrofe, ihre
zellulare Zusammensetzung und die Eiausscheidung von dem Immunstatus des Wirtes

beeinflusst werden, zeigt ein Uberblick tber die Forschungsergebnisse im Folgenden.



2.1.2 Immunologische Granulome — Immunstatus

Immunologische Granulome

Nur etwa ein Drittel bis die Halfte der von den adulten weiblichen Wirmern in den
Endasten der Mesenterialvenen (S. mansoni, S. japonicum) oder im Venensystem der
Harnblase (S. haematobium) abgelegten Eier gelangen mit Hilfe einer leichten
Schleimhautentziindung ins Lumen von Darm oder Harnblase (Vermund et al., 1983;
Kresina et al., 1992). Verbleibende, zunachst noch unreife Eier werden Uber das
aufsteigende Blut durch die Portalvenen in die Leber geschwemmt oder siedeln in
nachgeschalteten Organen wie Lunge oder Gehirn. Andere Eier bleiben bei dem
Versuch den Organismus zu verlassen in der Schleimhaut von Darm oder Harnblase
liegen. Dabei aktivieren losliche Eiantigene (Boros & Warren, 1970), die die Larve
(Mirazidium) durch Mikroporen in der Eischale hindurch ins umliegende Wirtsgewebe
abgibt, das mononukledre Phagozytosesystem und induzieren (ber eine

Uberempfindlichkeitsreaktion des Immunsystems eine Granulombildung.

Immunologisch bedingte Granulome werden von Granulomen des Fremdkérpertyps
unterschieden. Auf ein lebendes infektidses Agens, wie ein Schistosomenei, bildet der
befallene Organismus T-zellvermittelt mittels einer verzdgerten
Uberempfindlichkeitsreaktion ein immunologisches Granulom. Charakteristisch ist, dass
jeder erneute Kontakt mit demselben infektibsen Agens zu einer in Geschwindigkeit und
Auspragung veranderten Immunantwort fuhrt. Es kommt entweder zu einer schnelleren
und verstarkten Immunantwort, die durch das aktivierte immunologische Gedé&achtnis
ermdglicht wird, oder zu einer abgeschwachten verlangsamten Immunreaktion
(Immunmodulation). Unbelebte, nicht infektibse Antigene (beispielsweise Barium)
induzieren Uber die Freisetzung von Entzindungsmediatoren Granulome vom
Fremdkérpertyp. Ein wiederholter Kontakt mit Barium |6st eine immer gleich schnelle
und gleich starke, hauptséchlich durch Makrophagen und Fibroblasten gekennzeichnete
Abwehrreaktion aus, da das immunologische Gedachtnis nicht aktiviert wird.

Fremdkdérpergranulome sind daher weniger dynamisch.

Bisher konnte die Funktion von immunologisch bedingten akuten hyperergischen
Schistosomeneigranulomen sowie die funktionelle Signifikanz der je nach
Entwicklungsstadium verschiedenen morphologischen Granulomtypen noch nicht

vollstandig geklart werden. Es wird angenommen, dass es sich bei der Bildung von
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Granulomen um einen Kompromiss handelt, der es dem Wirt ermoglicht mit dem
Parasiten zu leben (Brunet et. al, 1997; Pearce et al. 1999; in: Paul, Fundamental

Immunology).

James und Colley (1978) schlossen aufgrund von in vitro gewonnenen Ergebnissen und
in Anlehnung an Beobachtungen einer Ultrastrukturstudie (Bogitsh, 1971), dass die
wesentliche Bedeutung von Granulomen darin liegt, unter Vermittlung von Eosinophilen

Granulozyten Schistosomeneier zu zerstoren.

Da Reis und Andrade (1987) vitale Eier innerhalb von Granulomen in verschiedenen
Geweben noch bis zu 17 Tagen nach Chemotherpie fanden, sahen sie den Sinn der
Granulome vornehmlich darin, den Wirtsorganismus vor der Ausbreitung toxischer
Substanzen durch Schistosomeneier zu schitzen (von Lichtenberg, 1964; Byram et al.,
1979; Dunne & Doenhoff, 1983 (b); Amiri et al., 1992).

Andererseits kann, wie anfangs erwahnt, die Bildung von Granulomen fir den Wirt auch
schadlich sein (Cheever, 1993), wenn Schwellungen und Vernarbungen im Bereich der

Granulome beispielsweise zur Kompression von Gefaf3en oder Nerven fihren.

Eine Reihe von experimentellen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Fahigkeit
schutzende Granulome zu bilden, wesentlich vom Immunstatus des Wirtorganismus
abhangt. Fur die Entwicklung grol3er hyperergischer Granulome bei Akuter
Schistosomiasis scheint eine besondere immunologische Empfindlichkeit von groRRer
Bedeutung zu sein. Es ist daher sinnvoll, die Erkenntnisse, die diese Zusammenhéange

beleuchten, kurz ndher zu betrachten.

Immunstatus

Nachdem Warren et al. (1967) an S. mansoni gezeigt hatten, dass Eigranulome
zellvermittelt gebildet werden, konnten Buchanan et al. (1973) anschlieBend die

Bedeutung von T-Zellen im Prozess der Granulombildung hervorheben.

Von Lichtenberg et al. (1987) fanden bei immunkompetenten Wirten mit friher starker
Immunantwort auf lésliche Eiantigene (SEA) grof3e und floride, hauptsachlich aus
Eosinophilen bestehende Eilasionen mit zentraler Nekrose.

Byram et al., 1979 beobachteten, dass sich durch Stimulaton der T-Zellantwort in

Mausen nicht nur das Wachstum von Granulomen, sondern auch die Nekrosebildung
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anregen liel3. Athymische und immunsuppremierte Mause hingegen zeigten sich nur
vermindert oder gar nicht zur Granulombildung fahig (Byram & v. Lichtenberg, 1977,
Phillips et al., 1980; Dunne, 1983 (b); Byram et al, 1979; Doenhoff et al., 1981, Fallon &
Dunne, 1999). Solche immundefizienten Mause entwickelten nach Infektion durch S.
mansoni, dem eine Hepatotoxizitat zugeschrieben wird, eine Hepatozytennekrose in
Eindhe und eine Kachexie. Ihre Mortalitat war im Vergleich zur immunkompeteten

Kontrollgruppe deutlich héher.

Experimente mit S. haematobium und S. bovis sowie eine vergleichende Untersuchung
an mit S japonicum oder S. mansoni infizierten Hamstern (von Lichtenberg et al., 1973)
bestérkten die Annahme, dass es auch Speziesverschiedenheiten der verschiedenen
Schistosomenarten hinsichtlich der Gewebetoxizitat ihrer Eier gibt. T-zelldefiziente
Mause, die mit S. japonicum infiziert worden waren, zeigten in der Leber keine Zeichen
der Destruktion. Durch S. bovis infizierte immunsuppremierte Mause lebten sogar langer

als die immunkompetenten Kontrollmause (Cheever et al, 1985 (b); Murare et al., 1987).

GranulomgréBe — Eiausscheidung

In weiteren Experimenten wurde deutlich, dass die durch S. mansoni infizierten
immunsuppremierten Mause eine geringere Anzahl Eier ausscheiden als
immunkomptetente Vergleichstiere (Doenhoff et al 1981; Dunne et al., 1983 (a) + (b)).
Diese Beobachtung fuhrte zu dem Schluss, dass die Immuneffektormechanismen, die
auf die GranulomgroRe wirken, auch Einfluss auf die Eiausscheidung haben.
Damian (1987) konnte an Pavianen zeigen, dass Granulome ein wichtiges
Transportmedium fir Eier sind, mit deren Hilfe sie erleichtert vom Ort der Ablage zum
Ort der Ausscheidung (zum Beispiel Darmlumen) gelangen. Diese Annahme wurde
durch die Beobachtung gestiutzt, dass der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) als
entzindungférderndes Zytokin sowohl die Granulomentwicklung als auch die

Eiausscheidung anregt (Amiri et al., 1992).

In einer neueren experimentellen Studie an durch S. mansoni infizierten Mausen wurde
eine signifikant positive Korrelation zwischen mittlerem Granulomdurchmesser und Zahl
der ausgeschiedenen Eier im Stuhl beschrieben (Doenhoff, 1997). Diese Erkenntnis
scheint ein Ansatz der Erklarung fir die Beobachtung von von Lichtenberg et al., (1973)
zu sein, wonach sich im Verlauf einer Infektion durch S. japonicum mit einer starkeren
Eiausscheidung haufiger die Entwicklung grof3er florider Granulome in der Leber von

Hamstern zeigte als nach einer Infektion durch S. mansoni. Ob ein Zusammenhang
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zwischen der Groflienentwicklung der Granulome und Zahl der ausgeschiedenen Eier

auch fur die Akute Schistosomiasis besteht, ist bisher noch nicht untersucht worden.

Die Annahme, dass die Eiausscheidung immunabhangig ist, wird auch durch die
Ergebnisse einer Untersuchung an Personen unterstrichen, die gleichzeitig mit
S. mansoni und HIV infiziert waren. Es konnte eine positive Korrelation zwischen der
Zahl der Eier im Stuhl und der Anzahl von CD4+ Zellen gefunden werden. HIV-positive
Patienten schieden im Vergleich zu nicht HIV-positiven Patienten eine bis zu 3-fach

geringere Menge von Eiern mit dem Stuhl aus (Karanja et al., 1997).

Welchen Einfluss der immunologische Reifungsprozess des Wirtsorganismus im
Verlaufe einer Schistosomeninfektion auf die zelluldare Zusammensetzung und auf die
Dynamik der Entwicklung von Eigranulomen hat, soll im folgenden erlautert werden. Ein
besseres Verstdandnis dieser Zusammenhdnge kann die Entwicklung neuer
Immunopharmakotherapien fordern, die dazu beitragen die Granulomentwicklung zu

regulieren und dariber die Erkrankung kontrollieren.
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2.1.3 Granulomentwicklung in Abhdngigkeit von der Imnmunologie

In histologischen Schnitten imponieren immunologisch bedingte Eigranulome als runde,

scharf begrenzte Zellaggregate, die sich sich im Verlaufe der Infektion, je nach

Granulomphase,

vom gerade dominierenden Zytokinprofil

beeinflusst, in ihrer

Zusammensetzung &ndern (Moore et al., 1977; Chensue & Boros, 1979).

Goénnert (1955)

Von Lichtenberg et al. (1973)

Hsii et al. (1969)

1. Beginn der Eiablage.

Erste Eier im Gewebe

I. Minimale Reaktion

2. Geringe Zellinfiltration

lla. Gemischte

Entziindungsreaktion

1. Geringe Eireaktion

3. Priméarabszess

Ilb. Pseudoabszess

2. Exsudatives Stadium

4. Primarer Pseudotuberkel

llla. Epitheloidzellgranulom

3. Produktives Stadium

5. Sekundarabszess

IlIb. Histiogranulozytisches

Granulom

6. Sekundarabszess mit

Parenchymnekrose

Illc. Nekrotisches Granulom

4. Exsudativ-produktives

Stadium

7. Beginnende Narbenbildung

Iva. Schrumpfung des Granuloms

8. Sklerose

IVb. Narbengranulom

5. Ruckbildungsstadium

Tab. 1:
(nach von Lichtenberg, 1973)

Gegeniberstellung dreier
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Initialstadium der Granulombildung (akute Phase der Infektion)

Die Granulombildung beginnt mit einem granulomatésen Nidus unmittelbar nach der
Eiablage. Antigenprasentierende Monozyten und junge, aktivierte Makrophagen bilden
einen ersten Ring um das noch unreife Ei (von Lichtenberg, 1987) - offenbar ohne sich
an die Eischale Uber Adhasion zu binden, wie jingere Beobachtungen in einer

Ultrastrukturstudie vermuten lassen (Mansy, 1998).

Obwohl T-Helfer (Th) Lymphozyten Uber die Ausschiittung von entziindungsférdernden
Zytokinen (IL-2) durch ihre Thl-Klone neben IFNx, TNF-a und NO die
Granulomentwicklung noch zu Beginn der Eiablage beschleunigen (Cheever et al., 1985
(b)), haben sie keinen groRen Anteil an den Zellen, die das frihe Granulom bilden.
Wahrend sich CD4 T-Lymphozyten eher im Inneren des Granuloms ansiedeln, halten
sich CD8 T-Lymphozyten zusammen mit Plasmazellen tUberwiegend im auf3eren Ring
des Granuloms auf (von Lichtenberg 1987; Weinstock, 1992).

In der Frihphase der Granulombildung, in der die Immunantwort noch nicht ausgereift
ist, kann es zu einer Fremdkérperreaktion gegen die ausgeschitteten Eiantigene
kommen, in deren Verlauf Neutrophile Granulozyten Mikroabszesse bilden.
Das Granulom wird nach und nach zellreicher und setzt sich am Ende der Phase
hauptséchlich aus Eosinophilen Granulozyten und Makrophagen sowie einigen
Lymphozyten zusammen. Untersuchungen zeigen, dass die Leukozyten des frihen
Granuloms mit Hilfe verschiedener Adhasionsmolekile - vor allem ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) und Intergrins - ins Entziindungsgebiet gelockt werden und ein
dichtes zellulares Netzwerk um das Ei herum bilden (Ritter et al., 1993; Ritter &
McKerrow, 1996; Fantone & Ward in: Rubin & Farber (eds.), Pathology, 1999).
DarlUberhinaus wird ein Zusammenspiel von Adhasionsmolekilen und TNF-a bei der

Aufrechterhaltung der Entziindung angenommen (Lukacs et al., 1994).
Ergebnisse durchflusszytometrischer Analysen der PBMC (peripher blood mononuclear

cells) Population an Patienten mit Akuter Schistosomiasis suggerieren, dass in der

akuten Phase der Infektion eine signifikante Zellaktivierung vonstatten geht.

14



Reifestadium der Granulombildung (akute Phase der Infektion)

In diesem hochdynamischen hochzellularen Teil der akuten Phase der Granulom-
entwicklung um die 6. bis 12. Woche post infectionem (p.i.) herum treten die
pathomorphologischen Charakteristika immunologischer Granulome bei Akuter
Schistosomiasis deutlich hervor (Tabelle 2). Die Entwicklung zur maximalen GroRRe der
Granulome wird nun durch das Zusammenspiel von humoralen Faktoren wie
Antikérpern (King et al., 1997), Komplement (Gleich, 1992) und zellularen Faktoren wie
proinflammatorischen Th2-Zytokinen (IL-4, IL-5) bestimmt, deren Produktion nun ihr
Maximum erreichen (Rumbley et al., 1999). Es wurde festgestellt, dass Eosinophile im
akuten hyperergischen Granulom einen Anteil von bis zu 90 % der Granulomzellen
ausmachen koénnen (Rumbley et al., 1999). Im Zentrum der Granulome halten sich viele
Eosinophile auf, die auf die Oberflache der Eischale degranulieren. Die Mirazidien im
Inneren der Eier sind in dieser Phase bereits teilweise zerstért. Um die zentrale Zone
der Eosinophilen herum finden sich neben einigen Eosinophilen zunachst unreife
Makrophagen, die im Verlauf der Entwicklung reifen. Da es sich bei den Eiern um
schlecht verdauliches, persistierendes, antigenes Material handelt, wandeln sich
Makrophagen als Ausdruck der verzégerten Immunitat in Epitheloidzellen um. Durch die
Fusion von Epitheloidzellen werden geordnete Riesenzellen vom Langerhanstyp
gebildet, von denen angenommen wird, dass sie trotz geringerer Beweglichkeit
gegeniuber einzelnen Epitheloidzellen aufgrund erhdhter Produktion von toxischen
Sauerstoffverbindungen effizientere Phagozytoseeigenschaften aufweisen (Riede in
Riede N-U (Hrsg.), Allgemeine und Spezielle Pathologie, 1995). Ein paar Fibroblasten
zeigen sich bereits im &uReren Ring des Granuloms. Mit Verlauf der Reifung der

Granulome sterben zunehmend Eier.

Die Prasentation groRer Mengen Eosinophiler und das ausgepragte Wachstum der
Granulome fuhrte zu dem Schluss, dass ein Wechsel des Zytokinprofils stattgefunden
haben musste. Man nahm an, dass zu diesem Zeitpunkt nicht mehr - wie im
Initialstadium der Granulombildung - hauptsachlich Thl-Klone der T-Lymphozyten ihre
proinflammatorischen Entziindungsmediatoren (TNFa, IFN-x; NO) freisetzen, sondern
dass nun Th2-Zellen Uber die Ausschittung von IL-4 und IL-5 und IL-13 dominieren.
Von diesen Zytokinen konnte gezeigt werden, dass sie insbesondere fir die
Akkumulation von Eosinophilen, die Ausbildung einer fur die Akute Schistosomiasis
typischen Eosinophilie (IL-5) (Sher et al., 1990 ;Yoshida et al 1996; Brunet, 1999) und
fur die Erhaltung der zellularen Antwort und Entwicklung der Granulomgrof3e (IL-4, IL-
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13) in Granulomen verantwortlich sind (Yamashita & Boros, 1992; Cheever et al., 1994,
Chiaramonte et al.,1999).

In  durchflusszytometrischen  Untersuchungen (Rumbley et al.,, 1999) und
experimentellen Studien an Mausen (Sabin & Pearce, 1995; Sabin et al., 1996), die
angelegt worden waren um die Quelle von Zytokinen nach einer Infektion durch
S. mansoni zu bestimmen, konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass lokale
Eosinophile unabhangig von T-Zellen einen wesentlichen Anteil typischer Th2-
Mediatoren im frihen Granulom selbst produzieren. Es wird angenommen, dass
Eosinophile dadurch befahigt sind sich selbst zu akkumulieren sowie die Th2 Antwort zu
fordern (Sabin et al., 1996; Kita, 1996) und ihr eigenes Uberleben sichern. Die
Erkenntnis, dass Eosinophile in der akuten Phase der Granulombildung wesentlich fur
die Ausbildung eines Zytokinprofils und einer Immunopathologie verantwortlich sind, die
bisher dem klonalen Wechsel von Thl zu Th2 zugeschrieben worden ist, fihrte zu einer
fundamentalen Neubewertung der Eosinophilen. In dieser Hinsicht scheint die neuere
Praxis sinnvoll, Zytokine nicht mehr nach ihrer zellularen Herkunft sondern nach ihrem
Zytokinprofil als T1 und T2 Zytokine zu benennen (Clerici & Shearer, 1994).

Die Ergebnisse weiterer Untersuchungen unterstreichen die Bedeutung der
Th2-Funktion fir die Granulomentwicklung bei Akuter Schistosomiasis seit dem Th2-
Zytokin IL-10 eine wichtige immunregulatorische Funktion zugeschrieben wird (Rezende
1997 (a); Wynn et al., 1995 (a) + (b), 1998). Zunachst konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von rekombinanten IL-10 in vitro Uber einen hemmenden Einfluss auf Granulom-
makrophagen zu einer Abnahme der akuten granulomatésen Uberempfindlichkeit
(Rezende et al., 1997(a)) und dartber zur Verkleinerung hyperergischer Granulome
fuhrt. Man nahm an, dass schwer an Schistosomiasis Erkrankte mit groRen Granulomen
weniger IL-10 produzieren (Falcao et al., 1998; Corréa-Oliveira et al.,1998). Jingste
Untersuchungen an durch S. mansoni infizierten Mausen deuten an, dass IL-10 bei IL-4
Mangel (abhangig von der Typ2-Antwort) eine schadliche Uberreaktion der Typl-
Antwort (IFN-y, TNF-a, NO) (Brunet et al., 1997) mit Ausbildung groR3er, an Eosinophilen
reicher Granulome und schwerem Verlauf der Erkrankung verhindern kann (Hoffmann
et al., 2000; Patton et al., 2001). Die Autoren (Hoffmann et al., 2000) gehen davon aus,
dass sowohl Typl-Zytokine als auch Typ2-Zytokine potenziell pathogen sind, und sehen
die Bedeutung von IL-10 als immunregulatorischen Faktor durch Beobachtungen
unterstrichen, die zeigten, dass nur doppelt IL-10-/IL-4- defiziente Thl-polarisierte

Mause eine schwere infektbezogene Pathologie zeigten
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Initialstadium der
Granulombildung

Reifestadium der
Granulombildung

Modulationsphase

Chronisches
Stadium

Eiablage ab 4.-5.

6.bis 12.Woche p.i.

Um 16. Woche p.i.

Monate bis Jahre p.i

Woche p.i.

Morphologie Granulomnidus/ Floride Entziindung/ | Zellulare Entziindung/ | Zellarme Granulome
Mikro-/Pseudo- max. Granulomgrosse Granulomgréile |
abszess
Unreife Eier Reife, vitale Eier Avitale Eier/ Eischalenreste/

Schalenreste Eireste abgeraumt
Dominanz von Dominanz von Beginnende Fibroblastenprolife-
Makrophagen Eosinophilen Fibrosierung ration/ Fibrozytenwall/
Narbe

Typische *  Gewebezell-

Merkmale nekrose

hyper- . .

yp. *  Eosinophilen-
ergischer
nekrose

Granulome

bei schwerer *  Hoeppli-

Erkrankung Phanomen

(Akute (periovale

Schisto- Immunkomplexe)

somiasis)

Immunologie

Th1l-Dominanz

e entzindungs-
férdernde
Mediatoren
(TNF-a, IFN-y,
NO) 1

Th2- Dominanz

* Maxim. Produktion
von IL-4/IL-5

* Begrenzung der
Entziindung durch
IL-10

Th1l-Dominanz

e entzindungs-
férdernde.
Zytokine |

* entzindungs-
hemmende
Mediatoren 1

Tab. 2:

Phasen der

immunologische Merkmale:

Granulomentwicklung bei

Schistosomiasis.

Morphologische

und

Abklrzungen: EO: Eosinophile Granulozyten; IC: Immunkomplexe; IFN-y: Interferon

gamma; IL: Interleukin; NO: Stickstoffmonoxid; TNF-a: Tumornekrosefaktor alpha
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Modulationsphase

Zeitlich abhangig von der Schistosomenspezies kann es ab der vierten Woche nach
Eiablage aufgrund einer Okonomisierung der Immunantwort und Anpassung an die
chronische Infektion zu einer Abnahme der GranulomgroRe kommen (Andrade &
Warren, 1964). Das Granulom wird zunehmend aus Fibrozyten gebildet. Je alter das
Granulom ist, desto seltener werden Eosinophile in der aufReren fibrozytaren Zone
gefunden. Man nimmt an, dass sich der Wirt durch langsame Ruckbildung der floriden
Entzindung auf ein gema&Rigtes Entzindungsniveau vor seiner eigenen starken
Immunreaktion zu schitzen versucht. Die Abnahme der immunologischen
Empfindlichkeit gegen Eiantigene wird durch eine Starkung der humoralen Immunitéat
(Chensue & Boros, 1979; Cheever et al., 1985 (a) + (b)) und neuerlicher Ausrichtung
der zellularen Immunitdt auf eine Dominanz der Thl-Zellklone bestimmt. Wie
verschiedene in vitro Studien an S. mansoni zeigen konnten, werden im weiteren
Verlauf der Granulomentwicklung weniger entziindungsfordernde Zytokine wie TNF-a
(Amiri et al., 1992; Lukacs et al., 1994; Adewusi et al., 1996; Rezende et al., 1997 (a) +
(b)) und mehr entziindungshemmende Mediatoren durch Monozyten und Makrophagen
(Goes et al., 1994) ausgeschittet. Es gibt auch Erkenntnisse, nach denen die
Modulation durch vermehrte Freisetzung von ICAM-1 (Secor et al., 1994) angeregt wird.
Das Ergebnis evolutionarer Selektion sichert dem Wirt das Uberleben und den Wiirmern

die weitere Reproduktion durch Vollendung ihres Lebenszyklusses.

Neuerdings werden Stimmen laut, die in Frage stellen, dass dieser als ,Spontane Mod-
ulation“ bezeichnete Prozess (Boros et al.,1975) tats&chlich, wie bisher angenommen,
immunologisch bedingt ist. Silva et al. (2000) fanden nach einer Infektion durch S.
mansoni das typische morphologische Erscheinungsbild der Modulation zusammen mit
groRen Mengen extrazellularer Matrix nur in hepatischen Granulomen. Zusammen mit
der Beobachtung, dass Granulome in Darm und Lunge von infizierten Mausen
unabhangig vom Zeitpunkt der Infektion die gleichen morphologischen Merkmale
aufwiesen oder bereits von Beginn der Infektion an Zeichen der Modulation zeigten,
schlossen Silva et al. (2000), dass die Modulation eher durch lokale Faktoren bedingt
sein konnte, als das Ergebnis einer immunologischen Entwicklung zu sein. Es gibt nur
wenige, Uberwiegend altere experimentelle Studien und Untersuchungen, die zu
Diagnosezwecken oder post mortem unternommen worden sind, in denen die
morphologischen Merkmalen hyperergischer Schistosomeneigranulome bei Akuter

Schistosomiasis beschrieben werden. Eine Ubersicht gibt Kapitel 2.1.4..
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2.1.4 Pathomorphologie @ hyperergischer = Granulome bei  Akuter

Schistosomiasis

Frihe pathomorphologischen Beschreibungen hyperergischer Eigranulome bei Akuter
Schistosomiasis mansoni gehen auf Diaz-Rivera et al. (1956) zuriuck, die in einem
humanen Leberbiopsat grof3e, floride, durch Eosinophile gepragte periovale Granulome

und diffuse interstitielle lymphoide Zellinfiltrate fanden.

Eine miliare Disseminierung homogener akuter Eigranulome in Leber, Lunge, Milz,
Lymphknoten und Subserosa von Dinndarm und Dickdarm fand Bogliolo (1958) post
mortem. Es wurde vermutet, dass sich aufgrund eines pl6tzlichen gleichzeitigen Beginns
der Eiablage die Granulome Uberwiegend im gleichen Stadium der Entziindung
befanden. Daruber hinaus wurden lokale Histiolyse und granulozytare Exsudation in

vergroRertem Gewebe von Milz und Leber gesehen.

Zu Diagnosezwecken unternommene Untersuchungen sowie Experimente an Mausen
zeigten das Bild einer schweren Hepatitis mit fokaler, das Ei ringformig umgebender
Iytischer oder  koagulativer  Leberzellnekrose mit zum  Teil zentralen
Neutrophilenabszessen und nachfolgend starker Infiltration von Eosinophilen (Neves &
Raso, 1963; Neves & Bogliolo, 1965; Cheever et al., 1985 (b); Raso et al., 1986).

Andrade & Azevedo (1987)) fanden das Bild einer die ersten reifen Eier umgebenden
Hepatozytennekrose dem Bild dhnlich, das bei athymischen Mausen gefunden wurde,
die entweder mit S. mansoni (Byram & von Lichtenberg, 1977) oder mit S. japonicum
(Cheever et al., 1985 (b)) infiziert worden waren. Darin sahen sie von Lichtenberg
(1964) bestétigt, der annahm, dass die wesentliche Aufgabe der Granulome darin liegt,

den Wirt vor der Ausbreitung von toxischen Eiantigenen im Gewebe zu schutzen.

Die Kombination aus diffusen unspezifischen Veréanderungen an Leber und Milz,
Blut- und Gewebeeosinophilie sowie der Zirkulation und Ablagerung von
Immunkomplexen fihrten zusammen mit einer typischen Symptomatik zu dem Schluss,
dass es sich bei der Akuten Schistosomiasis um eine der Serumkrankheit &hnlichen
Erkrankung handelt (Hiatt et al., 1979).

Auf Hoeppli (1932) gehen die haufig bei Akuter Schistosomiasis gesehenen periovalen
eosinophilen Prazipitate zurtick (Abb.1). In vivo Untersuchungen bestatigten in vitro

gewonnene Ergebnisse, die andeuteten, dass es sich bei der sogenannten ,Sunburst-
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Konfiguration*  um Immunpréazipitate  handelt, die  sich  typischerweise
strahlenkranzférmig um die Oberflache reifer Eier herum ansammeln (von Lichtenberg
et al., 1966; Smith & von Lichtenberg, 1967). Innerhalb der Eier wurden grof3e Mengen
IgG gefunden, wahrend aullerhalb der Eier zusatzlich Komplement und
Granulozytendebris nachgewiesen werden konnten (Hirata et al., 1987). Dabei scheint
die Bildung der Immunprazipitate nicht nur von dem phasenweise wechselnden Antigen/
Antikorperverhaltnis im Eigranulom und der lokalen temporalen Konzentration der
Antigene in Eindahe (von Lichtenberg, 1964) abhangig zu sein, sondern auch vom Grad
der Empfindlichkeit des Wirtes (He et al, 1993).

Abb. 1: Schistosomenei mit periovaler radidgrer Anordung von Immunkomplexen. ,Sunburst-

Konfiguration“. Modifiziert nach Hoeppli (1932).
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Eine Reihe von Beobachtungen zeigen, dass in Begleitung einer schwerer Infektion
neben der vielfach gesehenen Gewebezellnekrose eine weitere Form der Nekrose
vorkommt. Auf zunéchst eher unspezifische Beschreibungen einer zentralen periovalen
Nekrose mit exudativem Charakter (Hoeppli, 1932, von Lichtenberg et al, 1973; Andrade
1987) folgend, verdichteten sich die Hinweise, dass es sich um ein Phdnomen der
massiven Nekrose Eosinophiler Granulozyten in Eindhe handeln kdnnte (von
Lichtenberg & Lehman, 1986; von Lichtenberg, 1987) (siehe Kap.1.2.1).

Eine eingehende histopathologische Untersuchung solcher auch von uns beobachteten
zentralen eosinophil anfarbbaren Nekroseareale in hyperergischen Granulomen bei

Akuter Schistosomiasis ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Die besondere helminthotoxische Bedeutung der Eosinophilen Granulozyten soll im

folgenden Kapitel beleuchtet werden.
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2.2 Die Rolle Eosinophiler Granulozyten im akuten hyperergischen

Granulom

2.2.1 Helminthotoxische Aktivitat Eosinophiler Granulozyten

Ausstattung Eosinophiler Granulozyten

Eosinophile Granulozyten sind typischerweise Schleimhaut bewohnende Zellen mit einer
Vielzahl von Oberflachenrezeptoren. Sie produzieren und beherbergen neben derzeit
zwanzig bekannten Zytokinen und Chemokinen (Eokine), Wachstumsfaktoren sowie
groBe Mengen gewebetoxischer Granulabestandteile. Hierzu zahlen Kkationische
Proteine wie das ,major basic protein® (MBP), das ,eosinophil cationic protein* (ECP)
sowie die ,eosinophil peroxidase” (EPO) (Naheres zu den kationischen Proteinen in

Kapitel 2.4.2.1: Enzymmarkerdarstellung der Eosinophilen Granulozyten):

Antiparasitare Funktion Eosinophiler

Der Ausstattung entsprechend, werden Eosinophilen Granulozyten verschiedene
Funktionen zugeschrieben, so ein Einfluss auf die Immunregulation (Weller & Kaiser,
1997) und eine Reparaturfunktion. Eine massive Vermehrung Eosinophiler kann fir den
Organismus wegen proinflammatorischer Effekte schadlich sein - dies zeigen
Untersuchungen allergischer Erkrankungen (Gleich & Adolphson, 1986) - und wegen
antiparasitischer insbesondere antihelminthischer Effekte (Capron, 1991; Rothenberg,
1998) wiederum hilfreich sein. Eosinophilie wird als eine durch T-Lymphozyten (Basten
& Beeson, 1970) vermittelte, erhdhte Produktion von Eosinophilen im Knochenmark
(Janeway & Travers (eds.), Immunology, 1999) und (abnorme) Akkumulation
(Rothenberg, 1998) qualitativ veranderter Zellen (David et al., 1980) im Blut und
Gewebe charakterisiert. Vieles spricht dafiir, dass der Wirtsorganismus mit Hilfe der
massiven Vermehrung von Eosinophilen in die Lage versetzt wird Parasiten zu

zerstoren.

Obwohl Coles (1902) vor knapp einhundert Jahren eine deutliche Zunahme Eosinophiler
im Blut an S. haematobium Infizierter nachweisen konnte, ist bis heute nicht hinreichend
geklart, welchen Sinn eine Abundanz der Eosinophilen bei Akuter Schistosomiasis hat

und welche Risiken sich daraus fur den Wirt ergeben.
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Ergebnisse einer Reihe von in vitro und in vivo Untersuchungen legen nahe, dass sich
sowohl humane als auch murine aktivierte Eosinophile Uber spezifische hochaffine
Oberflachenrezeptoren fur Antikorper (Fc) (Gounni et al., 1994) und Komplement
(C1lg, C3b/C4b (CRI), IC3b (CR3, Cbha)) an unreife Vorstufen der Schistosomen
(Schistosomula) binden und diese dann anschlieRend durch Ausschittung von
Entzindungsmediatoren und helminthotoxischen Proteinen angreifen und téten
(Butterworth et al, 1974, 1979 (a) (b), Mc Laren et al., 1978, 1981; Ackerman et al.
1985; Weller et al., 1991; Deardorff et al., 1991; Scepek et al., 1994 ). Butterworth et al.
(1979 (a)) nahmen an, dass die kationischen Proteine zur Ausbildung einer starken

Bindung zwischen Eosinophilen und dem Parasiten beitragen.

Die Ergebnisse einer insgesamt eher geringen Zahl von Untersuchungen schienen zu
bestétigen, dass Eosinophile sowohl in vitro (James & Colley, 1976, 1978; Sher et al,
1980; de Brito et al., 1984, Kephart et al., 1988) als auch in vivo (Bogitsh, 1971; Li Hsu
et al., 1980; Racz et al., 1982 (a), (b), Feldman et al., 1990; Wildenburg et al, 1994,
1995) als Effektorzellen nicht nur Schistosomenlarven (Schistosomula) angreifen,
sondern auch Eier zerstéren und deren Eilarven tdéten. Diese Annahmen basierten

zunachst auf folgenden Bobachtungen:

* Bogitsh (1971) fand in einer Ultrastrukturstudie viele zum Teil unreife Eosinophile

sowohl innerhalb der Eier als auch an deren Schalenoberflache gebunden.

* In vitro zeigten sich kultivierte Eosinophile, die aus durch S. mansoni infizierten
Mausen gewonnen worden waren sowohl au3erhalb auf der Oberflache, als auch
innerhalb zerstorter Eier neben veranderten Mirazidien (James & Colley, 1976)
James & Colley nahmen daraufhin an, dass Eosinophile Uber Degranulation toxische
Proteine freisetzen, die wesentlich dazu beitragen, dass die Eischale zerstért und

anschliel3end das Mirazidium getotet wird.

e Li Hsl et al. (1980) konnten in vivo im humanen Leber- und Gallenblasengewebe
eines durch S. mansoni infizierten und subakut erkrankten Patienten dagegen keine
Eosinophilen innerhalb der Eier in der Nahe angegriffener Mirazidien finden. Die
Autoren schlossen daraus, dass durch intakte Eosinophile granulare Enzyme
freigesetzt werden, die Uber Mikroporen in der Eischale ins Innere des Eies
vordringen und auf diese Weise das noch lebende Mirazidium tdten, bevor
vornehmlich Riesenzellen mit der Hilfe einiger Eosinophiler die Eischale aufbrechen

und abraumen.
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Zweifel an einer dominanten Effektorfunktion Eosinophiler Granulozyten

Im Gegensatz zu dem bisher Gesagten gibt es aber auch einige Zweifel an einer

tberragenden helminthotoxischen Rolle Eosinophiler Granulozyten:

* Es wurde beispielsweise die Fahigkeit Eosinophiler in Frage gestellt, Schistosomula
auch in vivo téten zu koénnen. Bloch (1984) beobachtete, dass in vivo weniger

Eosinophile an Schistosomula binden als in vitro.

« Anhand von Mausmodellen schien sich zu zeigen, dass sich Eosinophile
hauptséchlich um bereits tote Schistosomula ansammeln (Andrade & Reis, 1984).
Lozzi et al. (1996) fragten, ob die Bindung von Eosinophilen an Schistosomula eine

Voraussetzung fur den Tod der Larven sei oder eine Folge deren Absterbens.

e Li Hsu et al (1980) bemerkten, dass sich die toxische Reaktion Eosinophiler auf
Schistosomeneier in vivo von der in vitro unterscheidet und darUber hinaus im

Menschen und in der Maus verschieden sind.

» Eine weitere Hypothese ist, dass Eosinophile Granulozyten sich erst nach dem Tod
des Mirazidiums um das Ei herum versammeln und ihre Granulaproteine dann auf
die Eioberflache ausschitten. So wurde unter anderem bezweifelt, dass Eosinophile
fur das Toéten der Mirazidien innerhalb der Eier verantwortlich sind (Damian 1987;
Lenzi et al., 1987; 1997).

« An athymischen Mausen zeigte sich, dass ein durch einen IL-5 Mangel provoziertes
Ausbleiben einer Eosinophilie - wie sie fur die Entwicklung einer Akuten
Schistosomiasis typisch ist - keine Auswirkungen auf die Granulomgréfe hatte.
Die Tiere zeigten daruber hinaus keine schwerere Infektion als fir Eosinophile
suffiziente Mause. Sowohl Urban (1992), als auch Weller & Kaiser (1997)
bemerkten, das diese Erkenntnisse gegen eine dominante helminthotoxische
Funktion und gegen eine schwere eiinduzierte pathologische Reaktion der

Eosinophilen bei parasitaren Infektionen sprechen.
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» Trotz der erwdhnten grundsatzlichen Zweifel am zytotoxischen Potenzial der
Eosinophilen wird aufgrund der Erkenntnisse aus einer Reihe von in vitro und in vivo
Studien die exozytotische Degranulation, bei der die degranulierenden Zellen intakt
bleiben, gemeinhin als wesentlicher Mechanismus der durch Eosinophile
verursachten Zytotoxizitat auf Schistosomenlarven und Schistosomeneier betrachtet.
Die Bedeutung des Zelltodes flr das Sterben der Parasiten ist bisher

vergleichsweise wenig beforscht worden.

2.2.2 Nekrose und Lyse Eosinophiler Granulozyten

Massive eosinophile nekrotische Nekrobiose

In der vorliegenden Arbeit wird sich schwerpunktmdfig mit degenerativen
Veranderungen und dem Tod Eosinophiler Granulozyten beschaftigt. Ist der Stress, der
durch externe Noxen ausgeldst wird, flr eine Zelle zu grol3, reagiert sie mit Funktions-
und Strukturdnderungen (Kern und Zytoplasma), die schlief3lich irreversibel zum Tod der
Zelle fuhren. Lyse und Nekrose sind Formen des nicht programmierten, provozierten
oder auch ,accidental celldeath” genannten Zelltodes, um den es in der vorliegenden
Arbeit geht. Anhand der Literatur gelingt eine Differenzierung von Lyse und Nekrose nur
schwer, da die Begriffe manchmal widersprichlich oder undefiniert verwendet werden.
Begriffskombinationen wie ,hekrotische abszessartige Prozesse" (Warren et al., 1975)
oder ,lytische Nekrose* (Byram & von Lichtenberg, 1977) sowie ,Lyse (Nekrose)"
(Persson & Erjefalt, 1997 (a), (b)) verwirren und zeigen das Differenzierungsdilemma.
Das von uns beobachtete diffus eosinophil angefarbte und schwerwiegend veranderte
Areal des Gewebes imponiert durch ein homogenes Erscheinungsbild, das scheinbar
auch durch lokale Faktoren mitgepragt wird. Da haufig nur Reste von Eosinophilen
Granulozyten zu identifizieren waren, konnte der Anteil der Zellen, die in Form einer
Koagulationsnekrose beziehungsweise einer Lyse zugrundegehen oder noch intakt
waren lichtmikroskopisch nicht eindeutig bestimmt werden. Aus diesem Grund
bevorzugen wir den etwas weiter gefassten Begriff ,nekrotische Nekrobiose® fir die
untersuchte Gewebereaktion und verzichten auf eine eingehende Analyse der
Unterschiede zwischen Lyse und Nekrose im Folgenden. Lichtmikroskopische und

ultrastrukturelle Merkmale der Koagulationsnekrose zeigt im Uberblick Abbildung 2.
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Abb. 2: Lichtmikroskopisch (LM) oder elektronenmikroskopisch (EM) sichtbare Zeichen der
Nekrose Eosinophiler Granulozyten modifiziert nach: Rubin & Farber (authors & eds.), Pathology
(1999). Zytoplasma (LM): erscheint starker eosinophil (erhohte Anférbbarkeit durch Eosin).
Zytoplasma (EM): erhdhtes Zytoplasmavolumen (Pfeil); disaggregierte Ribosomen (gestrichelter
Pfeil); erweitertes Endoplasmatisches Retikulum (ER); Mitochondrien (M) geschwollen, kalzifiziert
Ansammlungen von Zytoskelett (Pfeilspitze). Kern (LM / EM): erscheint zunachst starker basophil
durch Chromatinkondensation (Doppelpfeil) und Kernschrumpfung (Pyknose), spater
Kernfragmentierung (Rhexis) und Lyse.
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Sterben Eosinophiler Granulozyten in Parasitosen

In nur wenigen pathomorphologischen in vivo Untersuchungen wurden als Nekrose oder
Lyse bezeichnete Zelltodprozesse Eosinophiler Granulozyten als mdoglicher
Pathomechanismus in Parasitosen untersucht (Ross & Klebanoff,1966; Racz et al.,
1982 (a), (b); Wildenburg et al., 1994; Persson & Erjefalt, 1997 (a), (b)).

In morphologischen Untersuchungen an Eiern von S. mansoni und Larven von
Onchozerca volvulus wurden hauptsachlich freie Granulaproteine, jedoch nur wenige
intakte Eosinophile in der Nahe der Parasitenoberflache gefunden (Kephart et al., 1984;

Li Hsu et al., 1980). Folgende Theorien wurden diskutiert:

1) Eosinophile degranulieren auf den Parasiten und verlassen danach den Ort der

Ausschittung im Gewebe

2) Eosinophile sterben nach der Degranulation.

Der Klarung dieser Frage ist in einer experimentellen elektronenmikroskopischen Studie
von Weiler et al. (1996) nachgegangen worden, in der die Uberlebensfahigkeit von ans
Antigen gebundenen Eosinophilen unter Vermittlung von Immunglobulinen untersucht
worden ist. Eine Vielzahl Uber Antikdrper (IgA, IgG) ans Antigen gebundener
Eosinophiler setzten Plasmamembrangebundene Granula frei und zeigten Zeichen
eines Verlustes der Zellintegritat. Aus ihren Beobachtungen schlossen Weiler et al.
(1996), unter der Annahme, dass jede haufenféormige Ansammlung (Cluster) freier
extrazellularer eosinophiler Granula (cluster of free extracellular granules: Cfegs) im
Gewebe auf nur einen einzigen Eosinophilen Granulozyten zuriickzuflhren ist, dass bis
zu 50 % der Eosinophilen bis hin zur Lyse degeneriert sein mussten (Abb. 3). Es wurde
vermutet, dass sich unter Vermittlung von Antikérpern sowohl die Zahl der Bindungen
an die verwendeten Antigene (Sepharose Kugelchen) erhoht hatte und dass
dariiberhinaus auch die exozytotische Degranulation der Zellen angeregt worden war.
Beides, so der Schluss der Autoren, fordert das Sterben der Eosinophilen. Als Ursache
des Todes Eosinophiler wurde eine Starkung der durch Adhasionsmolekile (Kaneko et
al., 1995) vermittelten Bindung Eosinophiler an Antikdrper auf der Parasitenoberflache

angenommen.
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Abb. 3: Lyse eines Gewebeeosinophilen und Freisetzung von Haufen freier eosinophiler Granula
in den Extrazellularraum. Die Granula zeigen verschiedene Grade der Auflosung was auf die
Freisetzung von Granulaproteinen hindeutet. Nach Persson & Erjefélt (1997 (a), (b)), Lyse

Eosinophiler in allergischen Atemwegserkrankungen.

Die Rolle der Lyse Eosinophiler bei der Tétung von Parasiten in vivo haben Racz et al.,
(1982 (a), (b)) in licht- und elektonenmikroskopischen Untersuchungen an humanen
Lymphknoten von durch Onchozerca volvulus infizierten Patienten untersucht. Nach
Behandlung mit Diethylcarbamazine (DEC) zeigte die Mehrheit der als Mikrofilarien (Mf)
bezeichneten Larven nach Bindung Eosinophiler Granulozyten durch Eosinophilen-
Parasiten-Adharenzreaktion (EPA) an ihrer Oberflache Zeichen starker Degeneration.
Man fand, dass Eosinophile mit engem Kontakt zu lebenden als auch toten Mikrofilarien
lysieren und Granula freisetzen, die sich an der Oberflache des Parasiten
zusammenklumpen. Die Eosinophilen imponierten elektronenmikroskopisch durch
grol3e zytoplasmatische Vakuolen, wie sie typischerweise bei aktivierten Eosinophilen im
Zusammenhang mit Eosinophilie gesehen werden. Im Nekroseareal lieBen sich
Eosinophile und ihre Granula in unterschiedlichen Intaktheitsgraden nachweisen.
Daruberhinaus fand sich freies elektronendichtes Material, das Cores der Granula
beeinhaltete. Die Ergebnisse wurden im Rahmen einer Folgestudie an mit Ivermectin
behandelten an Onchozerkiasis Erkrankten bestatigt. Auch dort wurden in der Nahe der
Mikrofilarien sowohl intakte als auch nekrotische Eosinophile mit intakten und
degenerierenden Granula gesehen. In vitro Modelle konnten die Beteiligung von Cfegs
bei der Bekampfung von Parasiten nicht stitzen (Villalta et al., 1987). Dagegen
schlossen Racz et al. (1982 (a)) aus ihren Ergebnissen, dass die Freisetzung von

Granula durch Nekrose vor der klassischen Degranulation und der tubulovesikularen
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Exkretion der wichtigste Mechanismus der durch Eosinophile vermittelten Zytotoxizitat in

ViVO ist.

Es gibt einige Hinweise daflr, dass Ansammlungen freier Granula, wie sie nach
plétzlichem Sterben Eosinophiler in Parasiteninfektionen gesehen wurden (Wildenburg
et al., 1994; Weiler et al., 1996), auch bei allergischen Erkrankungen als Ausdruck einer
Aktivierung von Schleimhauteosinophilen angesehen werden kdnnen und in vivo fir die
Auslésung von Asthma, Allergischer Rhinitis und Atopischer Dermatitis verantwortlich
sind. (Persson & Erjefalt, 1997, 1998; Rothenberg, 1998). Cheng et al., 1993 folgerten
aus der Beobachtung von degenerierenden Eosinophilen und membrangebundenen
freien Granula im Gewebe, dass die ,zytolytische Degranulation® der Eosinophilen der

Hauptpathomechansimus der Proteinfreisetzung in der Atopischen Dermatitis ist.

Im Rahmen einer experimentellen Untersuchung an Hamstern, in der die
morphologischen Unterschiede der Infektion durch verschiedene Schistosomenspezies
untersucht worden ist, fanden von Lichtenberg et al. (1973) im exudativen Stadium der
Granulomentwicklung neben einer Hepatozytennekrose vor allem bei S. japonicum auch
eine zentrale, das umgebende granulare eosinophile Nekrose. An einer akuten Infektion
durch S. mansoni lie3 sich diese Beobachtungen spéter als zentrale Ansammlung von
Eosinophilen im Zustand der Nekrose konkretisieren (von Lichtenberg & Lehmann,
1986; von Lichtenberg 1987). Dieses Phanomen ist bisher nicht naher beschrieben und
untersucht worden und hat bis heute keinen Eingang in die Lehrbuchliteratur gefunden.
Die Nekrose weist morphologische Ahnlichkeit mit der von uns gesehenen eosinophilen
Nekrose bei Akuter humaner Schistosomiais auf. Es handelt sich dabei offenbar um
einen massiven Zerfall Eosinophiler Granulozyten und Freisetzung eosinophiler
Granulaproteine auf das Ei. Die pathomorphologische Untersuchung dieser
ausgedehnten periovalen zentralen Nekrose Eosinophiler Granulozyten und die
pathogenetische Bedeutung dieses Phanomens in der Akuten Schistsomiasis ist

zentrales Thema der vorliegenden Arbeit.

29



2.3 Fragestellung

Zusammenfassend ergibt sich die folgende Fragestellung, deren Untersuchung in den

folgenden Kapiteln nachgegangen werden soll:

Wo kommen innerhalb der hyperergischen Schistosomeneigranulome intakte
Eosinophile Granulozyten vor und und wo befinden sich Eosinophile im Prozess der

Degeneration?

Kommt es durch Nekrose von Eosinophilen Granulozyten zu einer Freisetzung
kationischer Granulaproteine (ECP-EG2, MBP) auf die Oberflache der

Schistosomeneier?

Wo halten sich aktivierte Eosinophile Granulozyten im Granulom auf und wie ist die

aktivierte und sezernierte Form von ECP (ECP-EG2) im Granulom verteilt?

Binden degenerierende Eosinophile Granulozyten und aus Eosinophilen freigesetzte
Granulaproteine in  akuten hyperergischen  Granulomen in vivo an

Schistosomeneier?

Welche Bedeutung hat die massive Nekrose Eosinophiler Granulozyten und
Freisetzung eosinophiler Proteine auf die Zerstérung der Eischale und die Tétung

der Mirazidien?
Wie sind an der Immunkomplexbildung beteiligte Immunglobuline und Komplement
im akuten hyperergischen Granulom konzentriert und verteilt ? Welche Bedeutung

hat diese Verteilung fur die Entwicklung der granulomattsen Entziindungsreaktion?

Wo befinden sich Zellen der Makrophagenlinie im akuten hyperergischen

Granulom?
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Gewebeproben aus Leber und Darm

Die verwendeten Gewebeproben aus der Dickdarmschleimhaut und der Leber waren
Patienten bioptisch entnommen worden, die sich besuchsweise in fur Schistosomiasis
bekannten Endemiegebieten aufgehalten hatten und die teilweise eine akute
unspezifische klinische Symptomatik prasentierten. Die Entnahme erfolgte aus
diagnostischen Grinden endoskopisch unter den Bedingungen des aktuellen Standes
der klinischen Medizin. Die in 4%-igem gepufferten Formalin konservierten Biopsate
wurden von der Klinischen Abteilung des Tropeninstitutes zur Aufarbeitung und
histopathologischen Abklarung an die Pathologische Abteilung des Bernhard-Nocht-
Institutes (Professor Dr. P. Racz) Ubermittelt. Fur die vorliegende Untersuchung wurden
von insgesamt 465 histologisch bestéatigten Schistosomiasisféllen aus einem Zeitraum
von flnfzehn Jahren (1983-1997) Gewebeproben von sechzehn Fallen untersucht, die
definierte  Auswahlkriterien erflllten. Vierzehn Biopsate stammten aus der
Dickdarmschleimhaut und zwei Gewebeproben aus der Leber von Patienten, die
entweder durch Schistosoma mansoni oder durch Schistosoma japonicum infiziert
worden waren. Ausgewahlt wurden Proben, die bereits in der Ubersicht eine schwere
granulomatds entzindliche Reaktion mit starker Prasenz Eosinophiler im Bereich vitaler
Eier oder Eireste zeigten oder zusatzlich eine zentrale periovale eosinophile Nekrose
prasentierten (Tabelle.3). Die Anfertigung tieferer Schnittstufen diente einerseits der
weiteren Suche nach eosinophilen Nekrosen auch in Gewebeproben, in denen eine
Nekrose in der Ubersicht zunachst nicht identifiziert worden war, und andererseits der
immunhistochemischen Markierung und morphologischen Untersuchung dieses

Phanomens bei Akuter Schistosomiasis.

31



Eingangs- Gewebe Befunde/ Diagnose

buchnr./

Geschlecht/

Alter:

1037/83/ Dickdarm- In einem Abschnitt mit deutlicher Becherzellverminderung in

mannlich/ schleimhaut |reichlichem Stroma mehrfach Kapillaren, die dicht mit

45 Jahre eosinophilen Leukozyten ausgefillt sind. Ein groRes
histiozytar-epitheloidzelliges Granulom. Im Zentrum struktur-
loses schwach eosinophiles Material mit eingestreuten
Eosinophilen und eosinophilem Schutt. In der Umgebung
betrachtliche Vermehrung von eosinophilen Leukozyten.
Diagnose: offenbar Schistosomeneigranulom

1074/83/ Lebergewebe | Lobulér gegliedertes Lebergewebe

mannlich/ Zwei Teilweise  Leberzellnekrosen  und  Leberzellen  mit

45 Jahre Gewebe- Lochkernen. Einige Sinusoiden mit ein, zwei Granulozyten.

stiicke Geringe kollagene Fibrose der Portalfelder. Ebenda einige

Eosinophile  Granulozyten. Ein grol3eres Granulom,
vorwiegend  aus Eosinophilen  Granulozyten und
Makrophagen bestehend.
In einem Portalfeld des zweiten Gewebsstlickes ein grolRes
Granulom mit Nekrose. Das Granulom umgeben von
Eosinophilen Granulozyten und Makrophagen. Am Rand des
Granuloms Kapselbildung aus kollagenen Fasern. Diagnose:
Leberbeteiligung bei Bilharziose

1086/83/ Dickdarm- aus Mucosa und Submucosa mit stark erhéhter Anzahl von

mannlich/ schleimhaut | Eosinophilen Granulozyten in der Propria mucosae. Zwei

37 Jahre Schistosomeneigranulome mit eosinophiler Nekrose sowie

reichlich Eosinophilen Granulozyten und Makrophagen in der

Submucosa. Diagnose: Bilharziose
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1284/83/ Dickdarm- aus Mucosa und Submucosa. Gering erhohte Anzahl von

mannlich/ schleimhaut | Plasmazellen und Eosinophilen Granulozyten in der Propria

26 Jahre mucosae. Ebenda mehrere Granulome aus Epitheloidzellen,
Fibroblasten und  Eosinophilen  Granulozyten  um
Schistosomeneier. Mehrere Granulome mit eosinophiler
Nekrose. Diagnose: Bilharziose

1293/83/ Zwei Stucke | mit muscularis mucosae. Stroma verbreitert, m&Rig Rund-

mannlich/ Dickdarm- zellen mit wenigen Eosinophilen. Einige Herde mit dichten

22 Jahre schleimhaut | Ansammlungen von Eosinophilen, in einem grof3eren Herd
Einschmelzungen des Gewebes, ausgefillt von massenhaft
Eosinophilen. Darin deformierte Schale, wahrscheinlich eines
Eies. Diagnose: offenbar floride Bilharziose.

108/84/ Dickdarm- aus Mucosa und Submucosa mit einem Schistosomen-

mannlich/ schleimhaut | eigranulom in der Submucosa sowie erhdhter Anzahl von

47 Jahre Eosinophilen in der Propria mucosae. Eigranulom mit
eosino-philer Nekrose um das vitale Schistosomenei sowie
Epithel-oidzellen und viele Eosinophile. Diagnose:
Bilharziose (vitale Schistosomeneier)

561/84/ Dickdarm- aus Mucosa und Submucosa mit erhohter Anzahl von

mannlich/ schleimhaut | Plasmazellen und Eosinophilen in der Propria mucosae.

24 Jahre In der Submucosa Schistosomeneigranulom mit periovaler
eosinophiler Gewebsnekrose. Umgeben von Epitheloidzellen
und Fibroblasten. Diagnose: Bilharziose mit starkerer
Immunantwort

580/84/ Leber- Hypertrophie und Hyperplasie der Sternzellen. Darin oft

weiblich/ gewebe Schistosomenpigment. Erhéhte Anzahl von Eosinophilen in

22 Jahre den Sinusoiden. Einige Plasmazellen, leichte Proliferation

der Gallengange und Schistosomeneigranulome innerhalb
von Portalfeldern. Im Zentrum der Granulome vitales
Schistosomenei, umgeben von einer eosinophilen Nekrose
mit vielen Eosinophilen. Die Granulome bestehend aus
Epitheloidzellen und kleinen Lymphozyten.

Diagnose: Granulomatdse Hepatitis bei akuter Bilharziose
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1101/87
mannlich/
35 Jahre

Dickdarm-

schleimhaut

aus Mucosa und Submucosa mit regelrecht geformten und
gelagerten Drisen sowie mit stark erhéhter Anzahl von
Eosinophilen in der Propria mucosae. In der Submucosa
mehrere Granulome mit zentralen eosinophilen Nekrosen,
umgeben von

Eosinophilen Granulozyten und

Epitheloidzellen.  Diagnose: Bilharziose mit  starker

Wirtreaktion.

1067/88/
mannlich/
33 Jahre

Dickdarm-

schleimhaut

Am unteren Rand eines der drei kleinen Gewebsstlicke ein

Teil eines Nekroseherdes mit blass angefarbtem

nekrotischen Material. Peripher radiar gestellte
Epitheloidzellen. Zwei Eianschnitte mit scharf intensiv rot
konturiertem Saum (im Sinne eines Splendore-Hoeppli
Phanomes). Die Eier umgeben von reichlich Zellschutt,
anscheinen vorwiegend bestehend aus zerfallenden
Eosinophilen Granulozyten. Diagnose Bilharziose mit sehr

aktiver zelluldrer Immunitat.

1377/88/
mannlich/
25 Jahre

Dickdarm-

schleihaut

Zwei Stucke Dickdarmschleimhaut mit Mucosa und
Submucosa. Unaufféallige Schleimhaut mit Lymphfollikel. Im
zweiten Gewbesstlck leichte Vermehrung von Eosinophilen
Granulozyten im Schleimhautstroma. Dichte Ansammlungen
von Eosinophilen in drei mittelgroRen Gefal3en der oberen
Submukosa. Dort groRer, offenbar aus konfluierenden
Eigranulomen bestehender Entziindungsherd mit intensiver
Einstreuung von Eosinophilen. Zum Teil intensiv rote
Anfarbung auf der Oberflache erhaltener Eier im Sinne eines
Schistosomiasis  mit

Hoeppli-Phanomens.  Diagnose:

lebhafter zellularer Reaktion des Gewebes.

757192/
weiblich/
31 Jahre

Dickdarm-

schleimhaut

mit regelrecht geformten Krypten. In der Lamina propria

stark erhohte Anzahl von Eosinophilen Granulozyten.

Ebenda ein Schistosomeneigranulom. Weitere finf

Granulome in der Submucosa. Innerhalb der Granulome
ausgedehnte  eosinophile  Nekrosen. Die Nekrosen
umgebend Makrophagen. In der Mitte der Granulome vitale
Bilharziose  mit  sehr

Schistosomeneier.  Diagnose:

ausgedehnter Gewebereaktion
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157/94/ Dickdarm- Mit regelrecht gefomten und gelagerten Krypten sowie mit
weiblich/ schleimhaut | gering erhéhter Anzahl von Eosinophilen Granulozyten in der
24 Jahre Lamina propria. In der Submucosa viele grofe
Schistosomeneigranulome mit sehr starker Beteiligung von
Eosinophilen Granulozyten.
579/94/ Dickdarm- Aus Mucosa und Submucosa, mit regelrecht geformten
mannlich/ schleimhaut | Krypten sowie stark erhohte Anzahl von Eosinophilen
Alter Granulozyten in der Lamina propria. Ebenda einige vitale
unbekannt Schistosomeneier. Die Mehrheit der Eier sind in der
Submucosa. Sie sind vital und von einer dichten zellularen
Infiltration ~ umgeben,  vorwiegend  bestehend  aus
Eosinophilen Granulozyten und Plasmazellen. Diagnhose:
Bilharziose.
401/96/ Dickdarm- Mit regelrecht geformten Krypten sowie mit mehreren
weiblich/ schleimhaut | Schistosomeneigranulomen, uberwiegend in der
55 Jahre Submucosa. Die Eigranulome enthalten vitale
Schistosomeneier. Um die Schistosomeneier eosinophile
Nekrosen sowie Proliferation von Makrophagen. Um diese
Proliferation in der Lamina Propria viele Eosinophile
Granulozyten.
Diagnose: Akut-hyperergische Schistosomiasis
55/97/ Zwei Streifen| Im Stroma des ersten Gewebsstiickes Einblutungen mit
mannlich/ Dickdarm- reichlich feinkdrniger Hamosiderinbildung. An einer Stelle
15 Jahre schleimhaut | ungemein zahlreiche Eosinophile Granulozyten. Anhangend

mechanisch stark alteriertes Gewebe, offenbar bestehend
aus Mucosa und Submucosa. Dieses Gewebe anscheinend
dicht von jetzt zerquetschten Eosinophilen Leukozyten
infiltriert, sonst  keine Einzelheiten, auch keine

Schistosomeneier, mehr zu erkennen.

Tabelle 3. Anonymisierte Angaben der ausgewdhlten Falle: Geschlecht, Alter,

histopathologische Befunde und Diagnosen.

35




3.2 Anfertigung von Paraffinschnitten und Aufbereitung fiir die
Immunhistochemie
Zur bestmoglichen Erhaltung des nicht langer als 24 Stunden in 4%-igem Formalin

(Lilly) fixierten Gewebes folgte auf eine Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe bei

38 ° Celsius ein schonendes Einbettungsverfahren.

1. 70% Athanol fur 1,5 Stunden
2. 96% Athanol fur 1,5 Stunden
3. 96% Athanol fur 1,5 Stunden
4. 100 % Athanol fur 1,5 Stunden
5. 100% Athanol fur 1,5 Stunden
6. 100% Athanol fur 1,5 Stunden
7. Xylol fur 1 Stunde

8. Xylol fur1 Stunde

9. Xylol far 1,5 Stunden

10. Dreimal Uber je 1,5 Stunden in Paraplast (tissuewax, medite) bei 60 ° Celsius

11. Einbettung der Gewebestlicke in Paraplast

AnschlieBend Anfertigung von 3 pm dicken Paraffinschnitten am Schlittenmikrotom.
Strecken der Paraffinschnitte im etwa 42° warmen Wasserbad und danach Aufbringen
der Schnitte auf Objekttrager. Anheften der Schnitte durch Denaturierung der Proteine
im Warmeschrank Uber Nacht (optimal 48 Stunden). Entparaffinieren in Xylol, und
Rehydrieren in einer absteigender Alkohohlreihe. Weiterverarbeitung der Schnitte in

verschiedenen Farbeverfahren wie folgt:

36



3.3 Histologische Farbeverfahren

3.3.1 Konventionelle Farbungen an Paraffinschnitten

Fur jedes Praparat wurden je nach darzustellender Schnittebene eine oder mehrere
Hamatoxylin und Eosinfarbungen (H&E) nach Standardmethoden durchgefihrt.

Die Aufarbeitung der paraffinierten Gewebeproben mit Hilfe der H&E Farbung dienten
zundchst der Diagnosestellung und spater fur die vorliegende Arbeit als

Ubersichtsfarbung zur Orientierung.

3.3.2 Immunhistochemische Verfahren an Paraffinschnitten

Eine immunhistochemische Aufarbeitung der Gewebeproben erfolgte sowohl mit Hilfe
der Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode (PAP) nach Sternberger (1979) als auch nach
der Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase-Methode (APAAP) nach
Cordell et al. (1984). Die einzelnen Arbeitsschritte und die Verfahren zur Herstellung der
Reagenzien wurden den Handbuchern | und [l dber immunhistochemische
Farbemethoden der Firma Dakopatts GmbH, Hamburg (1988) entnommen.
Erganzend dazu wurden die in der Abteilung erworbenen Erfahrungen mit den

Farbemethoden genutzt.

Zum Vorbereiten der PAP-Methode, die Uberwiegend zum Nachweis von
Immunglobulinen und Komplement im Paraffinschnitt bei polyklonalen Antikdrpern
angewendet wird, wurde zwecks Ausschalten der Endogenen-Peroxidase-Reaktion im
Rahmen der PAP-Methode eine 20-minitige Inkubation der Schnitte in einem

Methanolbad mit 1% Wasserstoffperoxid vorgenommen.

Danach wurde versucht, die unspezifische Hintergrundaktivitat durch Inkubation mit
normalem 1:3 in Spulpuffer verdiinntem Schweineserum (DAKO X 901) zu reduzieren.
Alle Verdinnungen und Spulgange erfolgten mit dem salzreichen Puffergemisch
(Tris/NaCl-Spulpuffer pH 7,4).
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Polyklonalen Bruckenantikbrpern aus Kaninchen oder Maus wurde 1% Humanserum
zugefigt, um unspezifische Reaktionen zwischen Kaninchen-und Maus-Antikérpern mit
Hilfe von Humanantigenen in der LOsung bereits vor der Reaktion mit dem zu

untersuchenden Gewebe ablaufen zu lassen.

Fur das APAAP-Verfahren wurden die Antikdrper in Trishydromethylaminomethan-
Puffer (Tris-Puffer) bei einem pH von 7,4 verdunnt. Die Schnitte wurden zwischen den
einzelnen Arbeitsschritten in Tris-Puffer (pH 7,4) gewaschen und das chromogene
Reagenz in Tris-Puffer (pH 8,2) angesetzt. Zwecks Hemmung der unspezifischen
Hintergrundaktivitat wurden die Schnitte entweder zwei Minuten in Citratpuffer (pH 6,0)
gekocht oder mit Proteinase K inkubiert. Die Inkubation der Schnitte mit den

Antikérperldsungen erfolgte in Feuchtkammern bei Raumtemperatur.

Als Substrat wurde ein Naphtolphosphatsalz und als Chromogen 5%-ige
Neufuchsinlésung zugefugt. Daraus ergab sich die rote Farbung. Als Substrat fur die
Peroxidasereaktion diente Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB), das zu einem

braunen Farbstoff oxidiert.
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Herstellung der Reagentien fiir die immunhistologische Untersuchung

Puffer

e  Citratpuffer (pH 6,0) (zum Kochen fir die APAAP-Reaktion)

4,2 g Zitronensaure in 2 | aqua tridest gel6st. Mit Natronlauge auf pH 6,0 titriert

» Tris/NaCl Spulpuffer (pH 7,4) (fur alle Spulvorgange und zum Verdinnen)
0,5 Tris/NaCl in 210,9% NaCl. pH 7,4 mit HCI einstellen

Herstellen des Tris/NaCl:
5 g NaCl
6 g Tris

1 | aqua tridest
pH mit HCI auf 7,4 einstellen

Fiir APAAP-Reaktion

*  Vorbehandlung durch:

1) zwei Minuten Kochen in Citratpuffer (pH 6,0) oder
2) Proteinase K

0.002 g Proteinase K

20 ul CacCl,

200 pl Tris

200 ml Tridest
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* Antikorper

Primarer AK: Spezifische Verdunnungen mit Tris-Puffer (pH 7,4) siehe
Tab.4: (Darstellung der verwendeten Primarantikérper im

formalinfixierten Material)

Sekundéarer AK: 7,4 ml PBS
(1:20) 0,2 ml Humanserum (AB-Serum)
0,4 ml DAKO 259 Kaninchenantikorper gegen Maus

Tertiarer AK: 7,64 PBS
(2:40) 0,2 ml Humanserum
0,16 ml APAAP-Komplex (monoklonaler Mausantiktrper

gegen Kaninchen (Imunotech))

Substrate

*  Neufuchsin-Substrat (fir APAAP)

Substratansatz A:
31,25 ml Propandiol
(aus 21,028 g 2-Amino-2 -Methylpropan-1,3diol auf 1 | aqua dest)
87,5 ml aqua tridest

0,05 g Levamisole

Substratansatz B:
0,0625 g Naphtol-AS-Bi-Phosphat
750 yl DMF (Dimethylformamid)

Substratansatz C:
625 pl 4% ige NaNO,
(0,025 g in 625 pl Ampuva (Natriumnitrittdsung))
250 ul 5% ige Neufuchsinlésung (5 g Neufuchsin auf 100 ml
2HCL)

Substratansatze A und C zusammenkippen. Unter Zugabe von B (pH= 8,7 mit HCL

einstellen und LOsung filtrieren)
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*  DAB-Substrat (fir PAP)

Lésen von 6 mg 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (Dab, Walter) in 10 ml 0,5 M
Tris-Puffer (pH 7,6).

Die Chromogene wurden unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt und einmal gefiltert

Die Arbeitsschritte zur Durchfihrung immunhistochemischer Farbungen werden im
Folgenden erlautert. Alle Reaktionsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.
Die Antikorperldsungen wurden auf in Feuchtkammern liegende Objekttrager im Bereich
der Schnitte pipettiert. Spilen der Objekttrager zwischen den einzelnen
Inkubationsphasen mit Tris-Puffer pH 7,4
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3.3.2.1 Peroxidase-anti-Peroxidase-Methode (PAP)

1.) je Schritt 7 Min Entparaffinieren der Schnitte und Rehydrierung nach Standard-

2.) 20-30 Min.

3.) 10 Min.
4.) 10 Min.

5.) Uber Nacht:

6.) 10 Min.
7.) 30 Min.

9.) 15 Min.
10.) 30 Min.

11.) 10 Min.

12.) 5 bis 15 Min.

13.) 10 Min.
14.) 2 bis 3 Min.
15.) 10 Min

16.)

methoden. (Entparaffinieren bis Aqua dest oder in absteigender
Alkoholreihe bis zu 70 %igen Alkohol)

Blockade der endogenen Peroxidase in einem Methanol-H,O,-Bad
mit 1%-iger Peroxidase (1 ml H,O, auf 100 ml Methanol) (H.O, :
30%, Merck)

Spulpuffer (pH 7,4)

Reduzieren der unspezifischen Hintergrundbindungen mit normalem
Schweineserum (DAKO X 901) 1:3

Uberschiissiges Serum wurde abgekippt, nicht gespiilt

in Spulpuffer verdunnt.

Inkubation mit dem gewtiinschten Primarantikbrper nach Tabelle 4.
(Darstellung der verwendeten Primarantikérper im formalinfixierten

Material)

Spulpuffer (pH 7,4)

Inkubation mit dem sekundéaren 1:50 verdiinnten bivalenten Schwein-
Anti-Kaninchen IgG (Dakopatts Z196)

Spulpuffer (pH 7,4)

Praparate mit 1:100 verdunnten PAP-Komplex (pH 7,4) (Meerrettich-
peroxidase-Kaninchen-anti-Meerrettichperoxidase-Komplex
(Dakopatts rabitt 2113) fur 30 Minuten unter Abdunkelung, da der

PAP-Komplex bei Lichteinfluss instabil ist
Spulpuffer (pH 7,4) (im Dunkeln)

Inkubation mit dem Chromogen (DAB) unter mikroskopischer

Kontrolle des Farbeverhaltens

Spulpuffer (pH 7,4)

Gegenfarben der Kerne in Hamalaun nach Meyer
Blauen unter Leitungswasser

Entwasserung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis
zum Xylol und unter leichtem Druck. Eindeckelung mit Kaisers

Glyzeringelantine (Merck)
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3.3.2.2 Alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase-Methode
(APAAP)

1.) Entparaffinieren der Schnitte und Rehydrierung wie unter PAP-

Technik beschrieben

2.) 2 Min. Hemmung der unspezifischen Hintergrundaktivitat durch Kochen der

Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0) oder Inkubation mit Proteinase K.

3.) Uber Nacht Inkubation mit dem Priméarantikérper nach Tab. 4 (in Tris-Puffer

verdunnter monoklonaler Maus anti-Human (AH) Antikdrper)

4.) 5 Min. Spulpuffer (pH 7,4)

5.) 30 Min. Inkubation mit sekundaren Antikérper 1:20 (Alkalische-Phosphatase-
konjugierter Kaninchen-anti-Maus IgG Antikérper- DAKO Z 259)

6.) 5 Min. Spllpuffer (pH 7,4)

7.) 30 Min. Inkubation mit dem tertidiren monoklonalen Maus-anti-Kaninchen
Antikérper (APAAP-Komplex (Dianova) 1:40 verdunnt)

8.) 5 Min. Spulpuffer (pH 7,4)

9.) 10 Min. Sekundarer Antikorper (1:20)
10.) 5 Min. Spulpuffer (pH 7,4)

11.) 10 Min. Tertiarer Antikorper (1:40)
12.) 5 Min. Spulpuffer (pH 7,4)

13.) 5 bis 15 Min. Inkubation und Sichtbarmachung des spezifisch gewebsstandig
gebundenen Enzyms mit dem Neufuchsin-Substrat unter
mikroskopischer  Kontrolle der Farbereaktion (Magentarot).

Blockierung der gewebeeigenen alkalischen Phosphatase durch

Levamisole
14.) 5 Min. Spulpuffer (pH 7,4)
15.) 2 Min. Kernfarbung in Hamalaun nach Meyer
16.) 10 Min. Blauen der Schnitte in Leitungswasser
18.) Entwasserung der Schnitte
17.)) Eindeckelung der Praparate in Kaisers Glyzeringelantine (Merck)
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Primérer Antigen Spezifitat Klon Behandlung Herkunft/Bezugs-
Antikérper quelle/Bestelinr.:
AH-ECP-EG2 Sezernierte-/ Freies ECP, EG-2 VD: 1:100 Kabi Pharmacia
aktivierte Form EDN, EPX VB: keine (10-9196-01)
des ECP Ink.: UN / RT
AH-MBP MBP MBP (aktivierte/ BMK-13 VD: 1:10 Cymbus
nicht aktivierte VB: P(K) Biotech./DIANOVA
Eosinophile) Ink.: UN/RT (CBL 419)
AH-CD4 T-Lymphozyten CD4 T-Helferz., 1F6 VD: 1:40 Medac Diagnostica
1ZTZ VB: Kochtopf in (NCL-CD4-1F6)
EDTA-Puffer
Ink.: UN/RT
AH-CD68 CD 68 Makrophagen PG-M1 VD: 1:10 DAKO/AS (M0876)
(EZ, R2), VB: 2 Min. Kochtopf
Dendritische Z., Citratpuffer (pH 6,0)
Monozyten Ink.: UN/RT
AH-IgE IgE IgE, PZ polyklonal | VD: 1:50 DAKO/AS (A0094)
Ink.: UN /
Kuhlschrank
AH-IgG IgG IgG, PZ polyklonal | VD: 1:1000 DAKO/AS (A0423)
Ink.: UN /
Kuhlschrank
AH-IgA IgA IgA, PZ polyklonal | VD: 1:300 DAKO/AS (A0262)
Ink.: UN /
Kuhlschrank
AH-C1q Komplement Clq aus polyklonal | VD: 1:40 DAKO/AS (A0136)
Clq humanem VB: 15 Min. P(K)
Plasma Ink.: UN / RT
AH-C3d Komplement Freies C3d/ C3d | polyklonal | VD: 1:50 DAKO/AS (A0063)
C3d Epitope des VB: 15 Min. P(K)
Komplement- Ink.: UN/RT
molekiils
AH-P55 Dendritische EBV induz.; DZ Angabe VD: 1:350 R. Steinmann,
Zellen (D2) nicht VB: 2 Min. Kochtopf Rockefeller
verfligbar | Citratpuffer (pH 6,0) University/ New
Ink.: UN / RT York

Tabelle 4.: Darstellung der verwendeten Primé&rantikdrper im formalinfixierten Material

Abkirzungen: AH = anti-human; DZ = Dendritische Zellen; ECP = eosinophil cationic protein; EDN = eosinophil derived
neurotoxin; EPX = eosinophil protein X; EZ = Epitheloidzellen; Ink. = Inkubation; 1Z = Inducerzellen; MBP = major basic
protein, P(K) = Proteinase K; PZ = Plasmazellen; RT = Raumtemperatur; RZ = Riesenzellen; TZ = Thymozyten; VB =
Vorbehandlung; VD = Verdunnung; UN = tiber Nacht
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3.4 Spezifika der verwendeten primaren Antikérper

Die paraffinierten Gewebeproben wurden zur Orientierung und als Ubersichtsfarbung
zundchst mit  Hamatoxylin & Eosin (H&E) markiert.  Weiterfihrende
immunhistochemische Verfahren auf der Basis nachgewiesener Antikdrper-/
Antigenreaktionen dienten dazu, zuséatzliche Informationen Uber die Verteilung und
Beziehung markierter Strukturen im Gewebe und in den untersuchten Granulomen zu
erhalten. Die Spezifika der in der Ubersichtsfarbung (H&E) wund in den
immmunhistochemischen (APAAP/PAP) Verfahren verwendeten Marker werden im

folgenden kurz erlautert. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 4.

3.4.1 Hamatoxylin & Eosin (H&E)

Der durch Oxidation von Hamatoxylin (nach Meyer) gewonnene Farbstoff Hamatein
markiert in Kombination mit Aluminium, Eisen, Chrom oder Kupfer isoliert Zellkerne
blau. Die anschlieRende Gegenfarbung durch Eosinlésung kontrastiert die Kernfarbung
durch Markierung des Zytoplasmas in kraftigem Rot. Kollagenfasern oder Muskelzellen

werden in blassem Rot dargestellt.

3.4.2 Immunhistochemische Marker

3.4.2.1 Enzymmarker-Darstellung der Eosinophilen Granulozyten

Die Granula der Eosinophilen Granulozyten beeinhalten neben einem kationischen
Protein (ECP) und einem Kernprotein (major basic protein (MBP)) mit
helminthotoxischer Wirkung auch eine eosinophile Peroxidase (EPO), die in
Kombination mit Wasserstoffperoxid und Halogeniden als starkes Oxidans sowohl fur
Schistosomula (Klebanoff et al., 1983) als auch fur Wirtszellen toxisch ist. Es konnte an
Eosinophilen von Spendern mit Eosinophilie gezeigt werden, dass die zytotoxische
Kapazitat der Eosinophilen gegen antikdrperbesetzte Parasiten mit der Aktivierung der
Eosinophilen zunimmt (Bass et al., 1980; Winqvist et al.,1982; Moqgbel et al., 1983;
Gleich & Adolphson, 1986; Gleich et al., 1993). Es wird weiter angenommen, dass die
Schwere der Erkrankung mit der Anwesenheit aktivierter Eosinophiler korreliert. Von
besonderem Interesse war es daher, die Rolle der Eosinophilen bei der Bildung und
Entwicklung akuter hyperergischer Granulome naher zu betrachten. Insbesondere

beschaftigte uns die Frage, welche Bedeutung der massiven Nekrose aktivierter
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Eosinophiler bei der Freisetzung helminthotoxischer Proteine und Zerstorung der

Schistosomeneier zukommt.

An Paraffinschnitten der untersuchten Gewebe aus Leber und Darm wurden
monoklonare Enzymmarker zum Nachweis fiur das Kernprotein major basic protein

(MBP) und das Matrixprotein ECP-EG-2 (eosinophil protein clone 2) eingesetzt.

ECP-EG2

Das eosinophil cationic protein (ECP) ist auf molekularer Basis etwa zehn mal starker
aktiv und toxisch als MBP. Die Helminthotoxizitdét von ECP wurde in vitro sowohl an
Schistosomula (Mc Laren et al.,, 1981, Ackerman et al., 1985) als auch an Eiern von
S. mansoni (Sher et al., 1980; Kephart et al.,1988) beobachtet. Der monoklonale
Antikérper EG2 bindet nach Herstellerangaben an die sezernierte Form von ECP, die,
wie verbreitet angenommen, nur von aktivierten oder sezernierenden oder beide
Eigenschaften aufweisenden Eosinophilen produziert wird (Tai et al., 1984; Azzawi et
al.,1990; Bentley et al., 1992). Jahnsen et al., (1994) bezweifeln hingegen, dass der
Marker ECP-EG2 immunhistochemisch zur Unterscheidung zwischen ruhenden und
aktivierten degranulierenden Eosinophilen tauglich ist. EG2 bindet sowohl an ECP als
auch an das vermutlich strukturell ahnliche eosinophil protein-X (EP-X) (Fredens et al.,
1988), das als identisch mit eosinophil derived neurotoxin (EDN) angesehen wird und
dem ein geringeres helminthotoxisches Potenzial beigemessen wird (Mc Laren et al.,
1984).

Referenzen: Po-Chun et al., 1984

Marker fiir humanes major basic protein (MBP)

Fur das major basic protein des Kerns ist keine enzymatische Aktivitdt beschrieben.
Es liegt in gro3en Mengen (basic) vor und ist sowohl gegen Parasiten als auch gegen
Wirtszellen toxisch (Gleich et al.,1973, 1993; Butterworth et al, 1979 (b); Mc Laren et al.,
1984). Bei dem verwendeten Marker handelt es sich um einen monoklonalen
Maus-Antikbrper gegen MBP (Isotyp 19G1). Der Antikorper ist spezifisch far
eosinophiles MBP und unabhangig vom Aktivierungszustand der Eosinophilen

Granulozyten.

Referenzen : Mogbel R et al., 1992; Kroegel C,: Lung 1990
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3.4.2.2 Marker fiir Immunglobuline

Immunglobuline E, G, A

Polyklonale Immunglobulinmarker wurden verwendet, um die Immunglobulinproduktion
der Plasmazellen in der Leber und im Darm bei Akuter Schistosomiasis zu untersuchen.
Dabei wurden Ablagerungen der Immunglobuline innerhalb der Schistosomeneier,
auf der Eioberflache, im Zentrum sowie in der Peripherie der hyperergischen Granulome
untersucht und gefragt, welche Rolle einzelne Immunglobulinklassen in den
verschiedenen Arealen der Granulome und um die Granulome herum spielen und
welche Bedeutung sie fur die Entwicklung und Unterhaltung der Granulome haben.
Besonderes Interesse galt dartber hinaus der Komplexbildung aus Immunglobulinen
und Eiantigenen im Granulom sowie der raumlichen Beziehung zu Komplement und

Komplementrezeptor tragenden Entziindungzellen wie Eosinophilen Granulozyten.

IgE

Der verwendete polyklonale Kaninchenantikdrper anti-IgE markiert humanes IgE
spezifisch. Dabei wird die Epsilon-Kette des humanen IgE erkannt (DAKO
Produktbeschreibung 2001). IgE hat kaum opsonierende Eigenschaften. Seine Stérke
ist die Induktion einer Entziindungsreaktion. Dies geschieht durch die Bindung an
Basophile Granulozyten und Mastzellen Uber hochspezifische Fce-Rezeptoren (FCeRI)
und dartberhinaus durch Bindung an Antigene. Mastzellen werden durch die Bindung
angeregt, Entzindungsmediatoren freizusetzen. Kennzeichen dafur ist die Induktion
einer unmittelbaren anaphylaktischen Uberempfindlichkeits- und Entziindungsreaktion,
die zwar zum Zweck der Abwehr gegen Parasiten vorteilhaft ist, andererseits im
Wirtsgewebe aber eine allergische Reaktion auslésen kann. Auch Eosinophile
Granulozyten (Gounni et al., 1994) und Langerhanszellen (Wang et al, 1992)

expremieren den spezifischen Rezeptor FCeRI auf ihrer Oberflache.
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IgG

Der polyklonale Kaninchenantikorper anti-lgG markiert die Gamma-Kette des humanen
IgG spezifisch (DAKO, Produktbeschreibung 2001). IgG stellt 75% der Immunglobuline
im Serum. Die vier Subklassen der IgG-Antikorper rekrutieren und aktivieren die
Komplementkaskade je nach Spezifitat durch Bindung an Komplement C1 q oder C 3 b
(Bruggemann et al., 1987). Uber verschiedene FC Rezeptoren binden 1gG Subklassen
dariiber hinaus an Makrophagen, polymorph-nukleare Zellen und Lymphozyten
(inklusive B-Zellen). Diese Bindungen fiihren durch Anregung der Phagozytoseaktivitat
(Indik et al, 1995) und Vermittlung einer antikbrperabhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (ADCC) (Unkeless, 1989) schlieBlich zur Zerstérung des gebundenen
Antigens. Darlberhinaus kdnnen Signale zur Ausschittung von Zytokinen, Bildung von
Zytokinrezeptoren,  Sekretion von Immunglobulinen und Regulierung der

Antigenprasentation durch FC-Rezeptorbindung vermittelt werden.

IgA

Der polyklonale Antikdrper anti-lgA markiert die Alpha-Kette des humanen IgA sowie
humane IgA produzierende Plasmazellen und ihre Vorlaufer in paraffiniertem Material
spezifsch (DAKO Produktbeschreibung 2001). IgA wird groRtenteils in sekretorischer
Form synthetisiert und ist das wichtigste Immunglobulin der Schleimh&ute. Der grofite
Anteil IgA produzierender Plasmazellen findet sich in der Mukosa des Dunndarms und
unterstreicht deren groBe Bedeutung fur die Schleimhautimmunitat. Nach
Antigenkontakt wird gleichzeitig die Bildung von sekretorischem IgA und Plasma-IgA
stimuliert (Lehner et al., 1994). IgA fordert keine Entziindungsreaktion, die die Intaktheit
der Darmschleimhaut stéren und damit deren Schutzfunktion beeintrachtigen wirde.
Die Aufgabe von sekretorischem IgA ist, das Eindringen von Pathogenen durch die
Epithelbarriere zu verhindern. Durch Opsonierung von Antigenen und Bindung an
spezifische FcaR Oberflachenrezeptoren fur IgA auf Monozyten, Makrophagen und
Neutrophilen Granulozyten werden Antigene fur die Phagozytose vorbereitet. Diese
Bindungen férdern die Immunkomplexbildung auf der Schleimhautoberflache. IgA
besitzt die Fahigkeit die Degranulation von Eosinophilen tGber den Fca-Rezeptor zu
induzieren. Darin zeigt sich die antiparasitaire Eigenschaft von IgA im
Schleimhautgewebe, das von vielen Parasiten als Eintrittspforte in Wirtsorganismus

genutzt wird.

48



3.4.2.3 Marker fiir Makrophagen

Makrophagen spielen als antigenpréasentierende Zellen und Phagozyten eine wichtige
Rolle in immunologischen Granulomen. Das frihe akute Stadium der Granulom-
entwicklung bei Schistosomiasis wird durch junge Makrophagen dominiert.
Von Interesse war es daher flir uns, zu untersuchen, wie sich innerhalb akuter
hyperergischer Granulome Makrophagen im Verlauf der Granulomentwicklung anordnen
und entwickeln. Der monoklonale als anti-human (AH) Macrophage (CD 68) bezeichnete
Marker (Maus IgG3 k) markiert das CD 68-Epitop auf humanen reaktiven Makrophagen
in kryostat- und paraffingebettetem Material. Es handelt sich um ein intrazytoplas-

matisches Glykoprotein, das spezifisch fir die Monozyten/ Makrophagenzellreihe ist.

Referenz: Falini B et al, 1993

3.4.2.4 Marker fiir Komplement

Die Komplementproduktion ist wahrend der akuten Phase der Immunantwort erhoht.
Inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IFN-x, aber auch Immunkomplexe sind starke
Induktoren einer Komplementreaktion, die wesentlich die Phagozytose von Pathogenen

fordert.

Marker fiir C1g-Komplement

Der als Clg Komplement bezeichnete polyklonale Kaninchen-Komplementmarker
markiert humanes Komplement (DAKO Produktbeschreibung 2001). Immunkomplexe
(lg/Ag) aktivieren das Komplementsystem tber den klassischen Weg. Komplement C1q
fordert Uber die Bindung an die FC Region von in Antigen/Antikérperkomplexen
gebundenen Immunglobulinen (IgM, 1gG) einerseits und durch die Bindung an
spezifische Komplementrezeptoren auf der Oberfache von Erythrozyten andererseits
das Entfernen der zirkulierender Immunkomplexe (IC) aus dem Blutkreislauf.
Mononukleare Phagozyten binden an diese Erythrozyen-IC-Komplexe und und bauen
diese in Leber und Milz ab. (Fantone & Ward in: Rubin & Farber (eds.), Pathology,
1999). Die hdchste Bindungsaktivitat zeigt C1 g zeitgleich bei maximal erhéhtem IgM
und Eosinophilie etwa zehn Wochen post infectionem (Lawley et al., 1979).
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Marker fiir C3d-Komplement

Bei dem polyklonalen Kaninchen-Antikérper C3d handelt es sich um einen Marker,
der sowohl mit freiem C3d als auch mit C3d Epitopen auf dem C3 Komplementmolekal
reagiert. Es wird angenommen, dass C3d innerhalb von Immunkomplexen durch die
Fahigkeit seines Rezeptors CRI (CD21) B-Lymphozyten Uber das Oberflachenmolekl
CD 19 zu stimulieren (Krych et al, 1992) in die Immunregulation eingreift.
Da zirkulierende Immunkomplexe (CIC) unspezifisch Komplement binden, korreliert der

CIC-Spiegel nicht notwendigerweise mit dem C3d Spiegel (Boros, 1989).

Referenz: Peakmann M et al., 1987

3.4.2.5 Marker fiir CD4 T-Lymphozyten

Der verwendete monoklonale Antikorper CD4-1gG1 aus der Maus erkennt das als CD4
(T4) bezeichnete transmembrane Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 59 kD.
Das CD4 Antigen wird Uberwiegend auf T-Helferzellen expremiert, die etwa 45% der
peripheren  T-Lymphozyten ausmachen. Auch Thymozyten, Monozyten und
Makrophagen expremieren dieses Glykoprotein in geringerer Dichte auf ihrer
Oberflache. Die Antigenerkennung ist auf die MHC Il Klasse beschrénkt.
Das Oberflachenprotein CD4 ist der Rezeptor fur das HIV gp 120. Dies begriindet seine
besondere Rolle bei der Replikation des HIVirus im befallenen Organismus.

3.4.2.6 Marker fiir Dendritische Zellen

Dendritische Zellen gehéren zu den wichtigsten Antigen prasentierenden Zellen.
Sie rufen eine besonders starke Zellantwort hervor (Steinmann et al., 1991, Caux et al.,
1999). Es wurde fur den Nachweis sowohl von reifen Dendritischen Zellen als auch von
interdigitierenden Dendritischen Zellen ein neuerer monoklonaler Marker (p55)
verwendet. Seine Verwendbarkeit wird jedoch dadurch eingeschrankt, dass auch
Kreuzreaktionen mit Kapillarendothelzellen vorkommen (Lotze & Jaffe., 1999).
Wiederum markiert CD 68 Teile der Dendritischen Zellen in Kernnahe, reagiert aber
deutlicher mit Makrophagen.

Referenzen: Langhoff E; University of Hershey; Hershey; PA
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3.5 Vorversuche zu ECP-EG2, MBP (APAAP) sowie C1q und C3d (PAP)

Der Nachweis kationischer Granulaproteine aus Eosinophilen mit Hilfe spezifischer
monoklonaler Antikdrper gegen den EG2-Klon des eosinophilic cationic protein (ECP-
EG2), major basic protein (MBP) war wesentlicher Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Da in der Abteilung mit den oben genannten Markern sowie mit den ebenfalls
verwendeten polyklonalen Markern gegen Komplement C1 g und C3d bisher keine
Erfahrung vorlag, war es notwendig, einige Vorversuche zu unternehmen. Ziel dieser
Vorversuche ist es gewesen, das Farbeverhalten der Marker und die optimalen
Verdiunnungen der Primarantikbrper, Bruckenantikdrper und tertiaren Antikorper
(APAAP-Komplex, PAP-Komplex) zueinander zu bestimmen, um eine maximale

spezifische Anfarbung mit moglichst geringer Hintergrundfarbung zu erzielen.

Nachfolgend sollen die Ergebnisse der Vorversuche kurz erlautert werden:

1) Eine Hemmung der unspezifischen Hintergrundaktivitdit wurde im Rahmen der
APAAP-Technik durch zwei minitiges Kochen in Citratpuffer (pH 6,0) oder durch
Inkubation mit Proteinase K angestrebt. Fir die PAP-Technik erfolgte zu demselben

Zweck eine Inkubation mit normalem Schweineserum.

1. Spezifische primare Antikérper gegen Granulaproteine aus Eosinophilen (ECP-EGZ2,
MBP) sowie Antikbrper gegen Komplement (C1 q und C3d) wurden unter
Einbeziehung der Empfehlungen der Herstellers sowie entsprechend der Angaben
von AFIP Laboratory Methods in Histotechnology in mehreren Schritten in
verschiedenen Verdiunnungsstufen auf ausgewahlte, flr Eosinophile Granulozyten
positive Schnitte aufgebracht. In weiteren Schritten wurden zusatzlich die
Inkubationszeiten variiert. Eine optimale spezifische Farbung fir die jeweiligen
Primarantikbrper konnte schlie3lich fur jeden Priméarantikdrper wie folgt erreicht

werden:
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ECP-EG2

Nachdem sich eine spezifische Farbung der Schnitte weder nach 2-minitigem Kochen
in Citratpuffer (pH 6,0) noch nach Inkubation durch Proteinase K einstellte, wurde auf
eine Vorbehandlung versuchsweise verzichtet. Der priméare Antikdrper wurde in drei
Verdunnungsstufen von 1:70, 1:100 und 1:120 auf ausgewahlte, fir Eosinophile positive
Schnitte aufgebracht. Dabei zeigte sich ohne Vorbehandlung der Schnitte bei einer
Verdinnung des primaren Antikérpers ECP-EG2 1:100 (sek. AK. 1:20, tert. AK 1:40)
und einer Inkubation des Substrats Uber 10 Minuten das beste spezifische

Farberesultat.

MBP

Nachdem sich nach Vorbehandlung der Schnitte durch Kochen in Citratpuffer (pH 6,0)
im Rahmen der APAAP-Methode kein spezifischer Farbeerfolg zeigte, wurde eine
Vorbehandlung mit Proteinase K getestet. Danach wurde der primére Antikérper anti-
MBP in verschiedenen Verdinnungsstufen von 1:10, 1:20, 1:50,1:100 (1:10 -1:20 von
Fa. Dianova empfohlen) auf ausgewabhlte, fir Eosinophile positive Schnitte aufgebracht.
Bei einer Vorbehandlung mit Proteinase K, Inkubation des 1:10 verdinnten
Primarantikérpers MBP Uber Nacht (Sekundarantikérper 1:20, Tertidarantikérper 1:40)
und einer Inkubation des Substrats Gber 15 Minuten zeigte sich das beste spezifische

Farberesultat.

C1q

Die Farbeergebnisse waren weder nach Vorbehandlung durch Kochen in Citratpuffer
(pH 6,0), noch durch Kochen in EDTA-Puffer (pH 8,0) oder ohne Vorbehandlung
befriedigend. Das beste spezifische Farbeergebnis konnte nach stufenweiser
Austestung der Verdiinnung von 1:30, 1:40, 1:50 und 1:60 bei einer Verdiinnung von

1:40 unter 15 minutiger Vorbehandlung durch Proteinase K erzielt werden.

C3d

Das gleiche Prozedere (Vorbehandlung, Verdinnungsreihe) das fur die Austestung des

Antikorpers C1g unternommen worden war, zeigte bei einer Verdiinnung von 1:50 nach

einer 15 minutigen Inkubation durch Proteinase K die beste spezifische Markierung.
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4 Ergebnisse

Es folgt die qualitative lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemischen
Markierungen durch die verwendeten monoklonalen und polyklonalen Antikorper.
Es werden die Markierungsmuster der verschiedenen verwendeten Antikérper in akuten
hyperergischen Schistosomengranulomen im Darmgewebe und der Leber dokumentiert
und anhand fotografischer Abbildungen (Fotomikroskop der Firma Zeiss (Axiophot))
illustriert. Ziel ist es, die morphologischen Merkmale der in Ubersicht gesehenen
Granulome mit eosinophiler nekrotischer Nekrobiose zu beschreiben und dartber
hinaus die Beziehung der zugrundegehenden eosinophilen Leukozyten zu den

Schistosomeneiern zu untersuchen.

41 Lebergewebe und Darmgewebe

In allen untersuchten Gewebeproben aus der Leber und dem Darm waren bereits in
Standardfarbung (H&E) eosinophile hyperergische Granulome mit einem oder mehreren
Schistosomeneiern oder Eischalenfragmenten im Zentrum zu sehen. Einige Schnitte
zeigten neben Granulomen mit eosinophiler Nekrose in derselben Schnittstufe
Frihgranulome oder fortgeschrittene Granulome mit Zeichen spérlicher aber auch
bereits ausgedehnter Fibrotisierung des Granulomgewebes. Einbettungen der
Granulome in- und Interaktionen mit dem umliegenden Leber- und Darmgewebe stellten

sich wie folgt dar:
Lebergewebe

Eigranulome mit zentraler eosinophiler Nekrose fanden sich in der Ubersicht im Bereich
der Portalfelder aber auch der Leberlappchen (Abb. 4 (A)). Es bot sich das Bild einer
granulomattsen Hepatitis mit stark erhdhter Anzahl Eosinophiler Granulozyten im
Zentrum der Granulome sowie peripher in den Sinusoiden. Neben der Nekrose von
Hepatozyten imponierten Hypertrophie und Hyperplasie von Sternzellen und
Proliferation der  Gallengange als weitere  Merkmale einer  schweren

Entzindungsreaktion im Lebergewebe.
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Darmgewebe

Die Biopsate stammten aus der Dickdarmschleimhaut, in allen Fallen bestehend aus
Mukosa und Submukosa. Im Zentrum der hyperergischen Granulome lagen vitale Eier
oder Eireste, teilweise umgeben von einer eosinophilen Nekrose (Abb. 4 (B)).
Hyperergisch nekrotische Granulome waren Uberwiegend in der Submukosa zu finden.
Ebenda zeigte sich neben regelrecht geformten Krypten mit Becherzellen eine massive
Vermehrung von Eosinophilen und teilweise gering- bis mittelgradige Vermehrung von
Plasmazellen (Abb. 4 (C); (Abb. 6 (D)).

Die zellulare Zusammensetzung hyperergischer Granulome wird im Folgenden

untersucht. Dazu wurden sowohl die histologische Ubersichtsfarbung (H&E) (Kap.

3.4.1.) als auch immunhistochemische Farbungen (Kap. 3.4.2.) verwendet.
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Abb. 4: (A) Lebergewebe: Beginnende Organisation eines hyperergischen Eigranuloms. Zentrale
eosinophile Nekrose (Pfeilspitze). Fibroblastenring (Pfeil) (H&E, x10). (B) und (C)
Dickdarmschleimhaut: (B) Ausgeprégte periovale Nekrose, die sich aus zwei
nebeneinanderliegenden Arealen mit jeweils zentral gelegenem Ei zusammensetzt (Pfeil)
(H&E, x40). (C) Erhdhte Anzahl Eosinophiler in der Lamina Propria (ECP-EG2, APAAP, x60).
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4.1.1 Verteilung und Zustand der Eosinophilen Granulozyten im akuten

hyperergischen Granulom

Im Zentrum der hyperergischen Granulome zeigten groRe Mengen von Eosinophilen
Granulozyten lichtmikroskopisch Zeichen der Degeneration. Kern- und Plasmamembran
erschienen aufgelost und waren in ihrer Kontur vielfach nicht mehr sicher bestimmbar.
Kerne zeigten sich dariber hinaus pyknotisch, fragmentiert oder lysiert. Die Zellen
schienen massiv eosinophile granulare Inhaltstoffe ins umliegende Gewebe
freizusetzen. Manche Schnitte prasentierten nebeneinander liegende oder ineinander
verschmelzende nekrotisch entziindliche Eilasionen (Abb. 4 (B)). Teilweise umgab ein
scheinbar weniger dichtes, helleres, ausgedehntes Areal nekrotisierender Eosinophiler
eine dichtere, manchmal hyalin anmutende eosinophil gefarbte innere Nekrosezone
konzentrisch (Abb. 5 (A); Abb. 5 (B)). Der innere, zum Teil homogen gefarbte Anteil der
Nekrose zeigte mitunter Ahnlichkeit mit perioval fransenartig angeordneten hyalinen
Immunpréazipitaten nach Hoeppli (Abb. 1), die vor allem im Rahmen schwerer

hyperergischer Infektionen durch Schistosomen gesehen werden.

Die Mehrheit der intakt erscheinenden, in ihrer Zell- und Kernkontur bestimmbaren
Eosinophilen Granulozyten umgab das nekrotische Zentrum des Granuloms, auf das sie
gezielt zuzustreben schienen, ringformig (Abb. 5. (C)). Selten lieBen sich einzelne
intakte Eosinophile innerhalb des ausgedehnten nekrotischen Areals inmitten grofRer

Mengen freien Zellmaterials lichtmikroskopisch sicher abgrenzen.

Viele am aufleren Rand des Granuloms angeordnete Eosinophile missen zunachst
durch einen Ring aus jungen aktivierten und reifen Makrophagen hindurchwandern
(Abb. 5 (B)), um schlieRlich im Randbereich des Nekroseareals zu degenerieren und
dabei massiv eosinophile MBP positive- sowie ECP-EG2 positive Inhaltstoffe in
Richtung des Eies ins Zentrum des Granuloms freizusetzen (Abb. 5 (C)); (Abb. 5 (D)).
Sowohl MBP als auch ECP-EG2 wurden innerhalb intakter Eosinophiler Granulozyten im
perinekrotischen Areal sowie in freigesetztem extrazellularen eosinophilen Material
innerhalb der Nekrose intensiv spezifisch markiert (Abb. 7 (B)); (Abb. 6 (B)).
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Auffallig war die gegenliber ECP-EG2 (Abb. 6 (B)) intensivere Markierung von major
basic protein (MBP) (Abb. 6 (A)). ECP-EG2 positives eosinophiles Material schien in
direktem Kontakt mit der &auf3eren Eischale zu stehen, an sie zu binden und sie
anzugreifen. An einigen Stellen, die besonders intensiv durch ECP-EG2 markiert
worden waren, liel3 sich die Kontur der Eischale nicht mehr sicher bestimmen. Die
Eischale schien in diesem Bereich unter dem Einfluss Eosinophiler in weiten Teilen
aufgeldst zu sein (Abb. 6 (D)). Teilweise zeigten sich spezifisch markierte Proteine als
haufenférmige eosinophile Ansammlungen auf der Oberflache von Mirazidien oder an

der inneren Eischale innerhalb aufgebrochener Eier liegend ( Abb. 6 (C)).

Deformierte Zellkerne, wahrscheinlich aus zugrundegegangenen Eosinophilen, fanden
sich ohne erkennbare Beziehung zu den Ursprungszellen in verschiedenen Abschnitten
der Nekrose. Wahrend im Zentrum der Nekrose in unmittelbarer Nahe zu den Eiern
Zellkerne haufig fragmentiert oder blass lysiert erschienen, zeigten sich Kerne am Rand
des Nekroseareals eher pyknotisch und durch Kernchromatinkondensation stark
basophil. Teilweise lieR sich ein erhaltener schmaler Zytoplasmasaum abgrenzen
(Abb. 7 (B)); (Abb. 6 (A)).

Fortgeschrittene hyperergische Granulome zeigten als Zeichen der Modulation eine

beginnende Fibrosierung im aufReren Ring.
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Abb. 5: (A) Lebergewebe: Deformiertes Schistosomenei. Die Eischale (Es) erscheint gréf3tenteils
aufgeldst. Innere hyalin anmutende eosinophil gefarbte Nekrosezone (Pfeil) (H&E, x100). (B), (C),
(D) Dickdarmschleimhaut: Intakt erscheinende Eosinophile durchwandern ein breites Areal aus
Makrophagen (Mp), bevor sie am Rand der zentralen Nekrose degenerieren.
(B) Innere Nekrosezone (1z), &uRerere Nekrosezone (Az) (H&E; x 20). (C) Innerhalb der Nekrose
freies MBP positives Material (Pfeil) (MBP, APAAP, x 40). (D) (H&E, x40).
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Abb. 6: (A) Dickdarmschleimhaut: Intensiv eosinophile Markierung des major basic proteins
innerhalb intakter Eosinophiler sowie in freiem eosinophilen Material (Pfeilspitze) (MBP, APAAP,
x40). (B) Selbes Praparat wie (A). Aufgebrochenes vitales Schistosomenei. Mirazidienkerne (MK).
Spezifische Markierung von freiem ECP-EG2 positiven Material innerhalb der Nekrose. Geringere
Markierungsintensitat im Vergleich zu (A) (ECP-EG2, APAAP, x40). (C) Das Ei inmitten von
groRen Mengen ECP-EG2 positivem Material. In Auflosung befindliche Eosinophile oder ECP-
EG2 markierte Haufen von freien Granulaproteinen (Pfeil) innerhalb des Eies, mit Kontakt zu
Eischale (Es) und Mirazidium (M) (ECP-EG2, APAAP, x100). (D) Konzentration von freiem ECP-
EG2 auf der Oberflache der Eischale scheint diese aufzulésen (ECP-EG2, APAAP, x100).
59



Abb. 7: Dickdarmschleimhaut: (A) Ein in Degeneration befindliches Ei mit aufgebrochener
Eischale zeigt ein Mirazidium (Pfeil), das das Ei durch die Bruchstelle in der Schale (Es)
hindurch ins Nekroseareal verlasst (H&E, x40). (B) Anderer Ausschnitt und starkere
VergréRerung (x60) von Abb. 5 (C). Im Zentrum lysiert erscheinende Kernfragmente
(Pfeilspitze). Am Nekroserand pyknotische, stark basophile Zellkerne zum Teil noch mit
schmalem restlichen Zytoplasmasaum (Pfeil) (MBP, APAAP, x60).
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4.1.2 Die Monozyten /| Makrophagenzellreihe

In sehr frihen Granulomen hielten sich viele aktivierte CD 68 positve Makrophagen im
Zentrum des Granuloms auf (Abb. 8 (B)). Der Beginn der darauf folgenden frihen
zellularen Phase der Granulomentwicklung war bereits gekennzeichnet durch eine
massive Ansammlung Uberwiegend intakter Eosinophiler um ein nur noch kleines, durch
junge Makrophagen gepragtes Zentrum mit Ei oder Eirest (Abb. 8 (C)). Eine Nekrose
Eosinophiler Granulozyten konnte in diesen frihen Stadien der Granulomentwicklung
noch nicht gesehen werden. In reiferen hochzellularen hyperergischen Granulomen,
die mit mAk-CD 68 (Abb. 8 (A)) markiert worden waren, wurde durch die Starke der
Markierungsintensitat deutlich, dass der Uberwiegende Teil aktivierter Makrophagen
konzentrisch um die aul3ere Nekrosezone herum versammelt war (Abb. 8 (A) sowie
Abb. 5 (B) und Abb. 5 (C)). Vereinzelt zeigten sich spezifische Anfarbungen auch
innerhalb der Nekrose.
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Abb. 8: Dickdarmschleimhaut: (A) Aktivierte mAk CD 68 markierte Makrophagen (Mp) umgeben
die Nekrosezone (Nz), in der ein Schistosomenei liegt, ringformig (CD 68, APAAP, x20).
(B) Mukosaanschitt mit Krypten. Friihes Granulom. Junge aktivierte Makrophagen umgeben ein
vitales Ei (Mirazidienkerne) und ein totes Ei der Spezies S. mansoni konzentrisch. Mehrkernige
Riesenzelle (Pfeil) (CD 68, APAAP, x20, Blaufilter). (C) Beginnende zellulare Phase. Massive
Ansammlung intakt erscheinender Eosinophiler (Eo) um ein kleines, aus jungen Makrophagen
bestehendes Zentrum des Granuloms mit Eirest (H&E, x20). (D) Makrophagen als
antigenprasentierende Zellen. Zahlreich aktivierte Makrophagen in der Mukosa direkt unterhalb
des Schleimhautepithels (CD 68, APAAP, x40).
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4.1.3 T-Lymphozyten (CD4)

CD4 T-Helfer Lymphozyten zeigten sich in den untersuchten hyperergischen
Granulomen nicht in unmittelbarer Nahe zu den Schistosomeneiern. Eine spezifische
ringformige Markierung von CD4 Helferzellen durch monoklonale Antikdrper fand sich

im mittleren bis auReren Bereich der zentralen Nekrosezone der Granulome.

Abb. 9: (A) Lebergewebe. CD4 spezifische Markierung von T-Helferlymphozyten (Th), die
mehrheitlich ringférmig in der Mitte eines nekrotischen Areals (Nz) um einen Eirest herum
angeordnet sind (Pfeil) (CD4, APAAP, x40). (B) Dickdarmschleimhaut: S. japonicum. CD4
spezifische Markierung (Th) im &uReren Bereich der Nekrosezone (Nz), Fibroblastenring (Fb)
(CD4, APAAP, x20, Blaufilter).
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4.1.4 Komplement

Die starkste Anfarbung von gebundenem und freien Komplement C3d und Clq zeigte
sich inmitten der zentralen Nekrosezone, das Ei direkt umgebend. Dabei schien
Komplement mit der Oberflache der Eischale in Kontakt zu stehen. Innerhalb von Eiern
mit Schalendefekten fand sich Komplement sowohl an der Innenseite der Eischale als
auch im Ei verteilt (Abb. 10 (A)). In einem Praparat zeigte sich ein radiares Areal, in dem
freies Komplement nur spéarlich angefarbt war. In einem Ring um die Nekrose herum
konnten C1q gebundene Zellen - wahrscheinlich intakte Eosinophile - markiert werden
(10 (B)). Bei einem direkten Vergleich hyperergischer Granulome im akuten Stadium mit
solchen im chronischen Stadium der Entwicklung zeigte sich im Verlauf der Ruckbildung
die relativ schwach ausgepragte Komplementreaktion. Diese war auf das Innnere des
Granuloms begrenzt. Die Komplementreaktion im akuten Stadium der
Granulomentwicklung war zwar ebenfalls auf das Zentrum des Granuloms konzentriert,
schien aber insgesamt viel dynamischer zu sein und in einem grélReren Ausmald das

umliegende Gewebe mit einzubeziehen (Abb. 10 (C)).
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Abb. 10: (A), (B) Dickdarmschleimhaut: (A) C3d positive Markierung im Zentrum eines akuten
hyperergischen Granuloms. Komplement besetzt die au3ere Schale des Eies (Es) und dringt in
das beschadigte Ei ein (C3d, PAP, x100). (B) Lymphatisches Gewebe. C1q markierte Zellen
(Pfeil) streben auf die zentrale Nekrose zu. Im Bereich der Nekrose spezifisch markiertes freies
Material (Pfeilspitze). Partiell zeigt sich perioval eine nur schwache spezifische Anfarbung (Clq,
PAP, x20). (C) Lebergewebe: Komplement C3d markierte hyperergische Granulome in der akuten
Phase der Entwicklung (aP) und in der chronischen Phase (cP) (C3d, PAP, x20).
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4.1.5 Immunglobuline

Ig positive Plasmazellen (Abb. 11) sowie freie Immunglobuline wurden durch spezifische
anti-IgM, anti-lgG und anti-IgA, anti-IgE Antikorper markiert. Bei allen anti-Ig-Antikdrpern
war die Markierungsintensitat in direkter Nahe zum Schistosomenei am starksten.
Die Immunglobuline waren haufig in Form von fransenartigen Prazipitaten radiar um das
Ei verteilt und schienen in Kontakt mit der Oberflache der Eischale zu stehen. Es bot
sich das Bild eines durch Immunglobuline gebildeten Strahlenkranzes (Abb. 6 (A); Abb.
6 (B); Abb. 6 (C); Abb. (6 (D)). Hoeppli (1932) hat in ahnlicher Form um das Ei herum
abgelagerte Immunkomplexe als ,sunburst-konfiguration® (,Hoeppli-Ph&dnomen*)
bezeichnet (vgl. Abb. 1 in Kapitel 2.1.4.). Zum Teil bildeten die fransenférmigen intensiv
markierten Prazipitate zusammen mit dem Schistosomenei das Zentrum eines
ausgedehnten schwacher spezifisch gefarbten Areals freier Immunglobuline (Abb. 12

(B)). Es zeigten sich Ig positive Anfarbungen auch innerhalb der Eier (Abb. 12 (D))

Abb. 11: Lebergewebe: IgE positive Plasmazelle (Pfeil) im Lebergwebe bei Akuter
Schistosomiasis (IgE, APAAP, x100).
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Abb. 12: Hyperergische Granulome in der Dickdarmschleimhaut: (A) Zentral gelegenes Ei der
Spezies S. japonicum. IgM konzentriert in Eindhe (Pfeilspitze) (IgM, APAAP, x20). (B)
Aufgebrochene Schale eines Schistosomeneies. Mirazidium (Pfeil). Intensive strahlenférmige
spezifische Markierung von IgG (Pfeilspitze) in Eindhe inmitten eines ausgedehnten Areals
schwacherer Markierung. Eine Vielzahl von Plasmazellen (Pz) in lymphozytarem Gewebe
auBlerhalb des Granuloms (IgG, APAAP, x20). (C) Avitale Larve, ausgepragte strahlenférmige
periovale Anfarbung von IgA (Pfeilspitze) (IgA, APAAP, x20). (D) Konzentrierte Ansammlung von
IgE innerhalb eines Eies. Um das Ei herum vereinzelt Reste von Zellen mit spezifischer IgE-
Markierung (Pfeil) (IgE, APAAP, x100).
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4.1.6 Dendritische Zellen

Im hyperergischen Granulom halten sich P55 positive Dendritische Zellen nicht in
unmittelbarer Nahe zum Schistosomenei auf. Die Mehrheit der Dendritischen Zellen
konnten im auReren Ring des Granuloms markiert werden.

Abb. 13: Dickdarmschleimhaut: (A) Anschnitt von Mukosa und Submukosa. Dendritische Zellen
im auBeren Ring des Granuloms (Pfeil). Deformierter Eischalenrest. (P55, APAAP, x20).

(B) P55 markierte Dendritische Zellen (Pfeile). Aktivierte Makrophagen (Pfeilspitze). Muscularis
muscosae (Mm) (P55, APAAP, x100).
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4.1.7 Intraovale eosinophile Prazipitate

In einem Praparat fanden sich eosinophile balkenférmige Préazipitate innerhalb eines
Schistosomeneis der Spezies Schistosoma mansoni.

Abb. 14: Dickdarmschleimhaut. Balkenformige eosinophile Einschliisse (Pfeile) innerhalb eines
Schistosomeneies der Spezies S. mansoni. Frihes zellreiches hyperergisches Granulom.
Mehrheitlich intakte Eosinophile Granulozyten in Eindhe und eine Vielzahl von reifen

Makrophagen im Zentrum des Granuloms verteilt. Reifes, vitales Ei (Mirazidienkerne (MK))
(H&E, x40).
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5 Diskussion

5.1 Auswahl der Gewebeproben und Diskussion der Methoden

Bevor die Ergebnisse der Untersuchungen einer kritischen Auseinandersetzung

unterzogen werden, zunachst ein Blick auf die angewendeten Methoden:

Bei den Gewebeproben, die fur die vorliegende Arbeit ausgewahlt wurden, handelt es
sich um zu diagnostischen Zwecken entnommenes bioptisches Material aus der
Darmschleimhaut sowie aus der Leber. Die Biopsate wurden in der Klinischen Abteilung
des Bernhard-Nocht-Institutes fiur Tropenmedizin (BNI) zu Hamburg entnommen oder
der Abteilung fur Pathologie des BNI in Form von fixiertem Frischmaterial oder als
Paraffinblock aus externen klinischen Einrichtungen zur Begutachtung eingesandt.
Dass es sich bei der eosinophilen Nekrose im Zusammenhang mit Schistosomiasis um
ein seltenes Pha&nomen handelt, wird durch die Tatsache illustriert, dass im
Untersuchungszeitraum von fiinfzehn Jahren (1983-1997) von 465 histologisch
bestatigten Schistosomiasisfallen nur in sechzehn Fallen die Kriterien flr eine weitere
Untersuchung (vgl. Kapitel 3.1.) im Rahmen der vorliegenden Arbeit erflllt waren.
Ausgewdahlt wurden Praparate, die in der fir die Diagnosestellung angefertigten
Ubersichtsfarbung (H&E) zunachst durch eine stark erhohte Anzahl Eosinophiler
Granulozyten innerhalb von Eigranulomen auffielen. Von diesen sechzehn Praparaten
zeigten acht Praparate bereits in der Ubersichtsfarbung eine zentrale granulare
eosinophile Nekrose. In drei Praparaten konnte erst in tieferen immunhistochemisch
aufgearbeiteten Schnittstufen Nekrosen gesehen werden; finf Praparate zeigten eine
floride Entziindung ohne zentrale Nekrose. Um das Ziel dieser Arbeit zu erreichen, die
hyperergische granulomatdsentziindliche Reaktion bei Akuter Schistosomiasis zu
beschreiben, stand eine ausreichende Menge Untersuchungsmaterial zur Verfligung.

Es wurden 112 Schnitte angefertigt und untersucht.

Dass akute hyperergische Schistosomeneigranulome in der Abteilung fur Pathologie
des Bernhard-Nocht-Instititutes fur Tropenmedizin nicht haufig gesehen werden kann
zum einen daran liegen, dass im Falle eines Verdachts auf Akute Schistosomiasis den
behandelnden Medizinern eine Reihe nicht invasiver diagnostischer Maoglichkeiten
(u.a. Einachweis im Stuhl, Ultraschall) zur Verfligung stehen, so dass eine Biopsie in der

Regel nur dann vorgenommen wird, wenn Zweifel an der Diagnose auf anderem Wege
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nicht ausgeraumt werden kdnnen. Zum anderen kénnen aufgrund einer typischerweise
wenig spezifischen klinischen Symptomatik auch Fehldiagnosen nicht ausgeschlossen
werden. Dieses kann dazu flihren, dass eine akute Erkrankung in der friilhen Phase
nicht erkannt wird und unbehandelt eventuell von schweren Komplikationen begleitet in
das chronische Stadium der Erkrankung ubergeht. Wird schliel3lich eine Biopsie
vorgenommen, so verzichtet man seit einigen Jahren zunehmend haufig auf eine tiefe
Gewebsentnahme unter Einbeziehung der Submukosa, um das Auftreten von
Blutungskomplikationen zu vermeiden. Gerade in dieser Gewebeschicht kommen die
Schistosomeneigranulome jedoch typischerweise vor. Das Material aus dem Darm, Uber
das in der vorliegenden Arbeit verfigt werden konnte, bestand in allen Fallen sowonhl

aus Mukosa und Submukosa.

In der CD4 Farbung konnte in einigen Fallen kein befriedigendes Féarbeergebnis erzielt
werden. Der Marker reagiert unserer Erfahrung nach besonders empfindlich, wenn
Gewebeproben langer als 24 Stunden fixiert werden. Es stand kein Frischmaterial zur
Verfligung, das mit Hilfe von Gefrierschnitten zum Vergleich hatte aufgearbeitet werden

koénnen.

Wir haben darauf verzichtet, fur die lichtmikroskopisch untersuchten Granulome allein
anhand morphologischer Merkmale eine genauen Stadieneinteilung nach den gangigen
Klassifizierungssystemen (Kapitel 2.1.2, Tab. 1) zu versuchen. Zum einen scheinen die
Mittel der Routinehistologie allein - ohne eine Quantifizierung der Zellpopulationen
vorzunehmen - fur eine exakte Abgrenzung der Entwicklungsstadien nicht ausreichend
zu sein, zum anderen wurden bei der Stadieneinteilung in den verschiedenen Modellen
unterschiedliche Schwerpunkte gesetzt. Das Gesamtergebnis der vorliegenden
deskriptiven Arbeit, das die Bedeutung der Nekrose Eosinophiler Granulozyten im
akuten hyperergischen Eigranulom unterstreicht, bleibt unserer Ansicht nach dadurch
unberthrt, wie auch durch die Tatsache, dass nur eine relativ geringe Anzahl von Fallen

untersucht werden konnte.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Eosinophile Granulozyten stellen in vielen Parasitosen sowohl im Blut als auch im
Gewebe den Hauptzelltyp. Diese Beobachtung fuhrte frih zu der Annahme, dass
Eosinophilen als Effektorzellen eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Parasiten
zukommen muss. Schwere granulomatdsentzindliche Organveranderungen legten
dariiber hinaus den Schluss nahe, dass eine massive Vermehrung dieser
Leukozytengruppe auch eine schadigende Wirkung auf den beherbergenden

Organismus haben kann.

Eine wesentliche Beobachtung der vorliegenden lichtmikroskopischen Untersuchung
war die ausgepragte, periovale eosinophil gefarbte Nekrose im Zentrum hyperergischer
Granulome. Begleitet wurde die Gewebereaktion von teilweise schwerer, klinisch
unspezifischer Symptomatik, wie sie fir eine akute Verlaufsform der Schistosomiasis
(Katayama Krankheit) nach Infektion durch Schistosoma japonicum und Schistosoma
mansoni typisch ist. Bereits in Ubersichtsfarbung deutete sich an, dass dieses
Phanomen im wesentlichen durch das massive Zugrundegehen Eosinophiler
Granulozyten gepragt ist. Vor dem Hintergrund schwerer, ebenfalls durch die
Vermehrung von Eosinophilen gepragter, entzindlicher Erkrankungen mit
Organbeteiligung wie ,Eosinophile Myokarditis®, oder ,Tropische Myokarditis* schien es
interessant, die Morphologie eosinophiler Granulome bei der Akuten Schiostosomiasis

genauer zu untersuchen und deren pathogenetische Bedeutung zu hinterfragen.

Beobachtungen von von Lichtenberg lieferten fir unsere Untersuchung wichtige
Anhaltspunkte. Zunachst wurde ganz allgemein, ohne eine genaue Spezifizierung der
betroffenen Zellen vorzunehmen, von einer zentralen eosinophilen Nekrose in
exsudativen Granulomen bei schwer an Schistosomiasis japonicum erkrankten
Hamstern berichtet (von Lichtenberg et al (1973)). Spater fand man auch massive
periovale Ansammlungen Eosinophiler Granulozyten mit Nekrose bei Infektionen mit
S. mansoni (von Lichtenberg & Lehmann, 1986; von Lichtenberg, 1987). Da eine Lyse
und Nekrose Eosinophiler in vivo bereits in anderen Parasitosen im Zusammenhang mit
dem Sterben der Parasiten beschrieben worden war, beschaftigte uns die Frage, welche
Bedeutung das beobachtete massive Zugrundegehen Eosinophiler Granulozyten bei der
Zerstorung von Schistosomeneiern und der T6tung der Eilarven (Mirazidien) in akuten
hyperergischen Granulomen hat. Zu diesem Zweck wurden paraffinierte Darm- und

Lebergewebeproben immunhistochemisch aufgearbeitet und qualitativ untersucht.

72



Granulomsynchronisation

Zunachst fiel die mangelnde Synchronisation der untersuchten Granulome auf.
Granulome im beginnenden Reifestadium mit eosinophiler Nekrobiose wurden teilweise
in einer Schnittebene neben weniger zellreichen, reiferen Granulomen gesehen. Dies
schien darauf hinzudeuten, dass die Patienten sich nicht mehr in der Frihphase der
Erkrankung befunden haben als ihnen die Gewebeproben entnommen worden waren,
sondern bereits der wiederholten Eiablage durch die reifen Wirmer ausgesetzt waren.
Nach Bogliolo waren kurz nach Beginn der Eiablage in der frihen Phase der
Erkrankung alle akuten hypergischen Granulome in ein und derselben frihen
Entwicklungsphase zu erwarten gewesen (Bogliolo, 1958). Dartber hinaus illustrierte
das bunte Bild von Granulomen in verschiedenen Reifestadien den dynamischen
Prozess der Entzindung und zeigte teilweise eine beginnende Abnahme der
immunologischen Empfindlichkeit (Modulation). Wir kdnnen Beobachtungen von de
Silva et al. (2000) nicht bestatigen, wonach Granulome im Darm in allen
Entwicklungsstadien der Infektion gleiche morphologische Merkmale zeigen. Die daraus
abgeleitete Annahme, dass die Modulation maoglicherweise kein immunologischer
Prozess ist, sondern durch lokale Faktoren bedingt ist, scheint bei akuter Erkrankung
durch Schistosomen nicht wahrscheinlich zu sein. Dass der Infektionsbeginn bereits
mehr als acht Wochen zurticklag, bevor Gewebeproben entnommen wurden, wird
dariiber hinaus auch dadurch illustriert, dass in allen hyperergischen Granulomen im
periovalen Areal Immunglobuline und Komplement nachgewiesen werden konnten, was
auf eine lokale Ansammlung von Immunkomplexen in reiferen Granulomen hinweist.
Eine Konzentration von Immunkomplexen in Einghe wird nach Bell (Lecture notes on
tropical medicine, 1995) so interpretiert, dass das Immunsystem des Wirtsorganismus
langsam ein Gleichgewicht zwischen der Menge der Antigene und Antikorper erreicht.
Die anfanglich durch einen Uberschuss von Antigenen entstandenen Immunkomplexe
verlassen die Zirkulation und versammeln sich nun in Eindhe, von wo aus sie die

zellulare Entziindungsreaktion fordern.
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Eosinophile Nekrose / Nekrose Eosinophiler Granulozyten

Die Vielzahl immunologischer Granulome und die Qualtitat der zellularen
Zusammensetzung der Eigranulome spiegelten das Bild einer schweren
Entziindungsreaktion. Sowohl im untersuchten Lebergewebe als auch im Darmgewebe
dominierten Eosinophile Granulozyten das Bild der im Gewebe verteilt liegenden
hyperergischen Eigranulome. Innerhalb ausgedehnter zentraler Nekroseareale fanden
sich dichteste Konzentrationen degenerierender Eosinophiler sowie groRe Mengen
freien zellularen Materials in unmittelbarer Néhe zu vitalen Eiern als auch zu Eiern mit
Schalendefekten oder zu Schalenresten. Das freie eosinophile Material lie3 sich
gleichermal3en spezifisch anfarben wie das Zytoplasma innerhalb in ihrer Zell- und
Kernkontur bestimmbarer intakter Eosinophiler Granulozyten, die in einem dynamischen
Prozess vom &ufleren Ring des Granuloms durch einen Wall aus jungen und reifen

Makrophagen in Richtung auf das Ei im Zentrum zuzustreben schienen (Abb. 7 (B)).

Es bestand eine signifikante Positivitat flir monoklonale Antikérper gegen Matrixproteine
der Eosinophilengranula wie ECP-EG2 (Eosinophiles kationisches Protein Klon 2:
markiert nach Herstellerangaben die aktivierte und sezernierte Form von ECP) sowie
das Kernprotein MBP (major basic protein). Die MBP-und ECP-EG2 Positivitat legt
nahe, dass es sich bei dem extrazellularen eosinophilen Material innerhalb der Nekrose
um Ansammlungen freier Granula und deren auf die Eioberflache ausgeschitteten

Granulaproteine handelt, die auf Schistosomeneier toxisch wirken.

Auffallig war die gegenuber ECP-EG2 (Abb. 6 (B), Abb. 6 (C)) intensivere Markierung
von major basic protein (MBP) innerhalb des Nekroseareals (Abb. 6 (A)). Es ist bekannt,
dass MBP in grolReren Mengen innerhalb der Eosinophilen vorliegt, als ECP.
Daher ist anzunehmen, dass die Markierungsintensitat positiv mit der Menge der

markierten Eosinophilenproteine korreliert.
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Aktivierte Eosinophile

Lichtmikroskopisch sind morphologische Zeichen der Aktivierung Eosinophiler wie
unregelmaRige Oberflache, lichtdichte Matrix mit zytoplasmatischen Vakuolen und
veranderte, verdichtete oder auch entleerte Granula nur unsicher oder gar nicht zu
bestimmen. Mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikérper wurde versucht, nicht nur die
Verteilung und Konzentration von Granula und Granulaproteinen im Granulom
bestimmen, sondern darlber hinaus auch den Aktivierungszustand der
Granulomeosinophilen untersuchen. Dass der anti-ECP-EG2 Antikdrper an sezernierte
eosinophile kationische Proteine bindet, die ausschlie3lich von aktivierten Eosinophilen
und nicht von normalen Bluteosinophilen freigesetzt werden, konnten Untersuchungen
von Tai et al. (1984), Azzawi et al. (1992) und Bentley et al. (1992) zeigen. In der
vorliegenden Untersuchung zeigte sich eine positive Anfarbung mit monoklonalem
ECP-EG2 sowohl im Zytoplasma intakter Eosinophiler in einem breiten, die Nekrose
ringférmig umgebenden Areal, als auch in degerierenden Eosinophilen sowie in freiem
extrazellularen eosinophilen Material inmitten der Nekrose. Einschrankend muss
beachtet werden, dass der EG2 Klon des ECP sowohl an aktivierte Eosinophile als auch
an EPX/EDN bindet (Fredens et al., 1988). Eine spezifische Gegenmarkierung von
EPX/EDN ist nicht vorgenommen worden. Intakte ECP-EG2 positive Eosinophile
schienen sich zielgerichtet von der Peripherie auf das Zentrum der Granulome hin
auszurichteten und auf das Ei zuzustromen. Wir beobachteten eine massive
Degeneration Eosinophiler, beginnend am Rande der Nekrose. Kennzeichnend war der
Verlust der Zellintegritat und Verteilung von pyknotischem und fragmentiertem
Kernmaterial sowie freiem eosinophilen Material in der gesamten Nekrose. Eine jingere
Untersuchung wirft jedoch Zweifel auf, dass der monoklonale Antikdrper anti-ECP-EG2
immunhistochemisch zuverlassig zwischen aktivierten sezernierenden und ruhenden
Eosinophilen differenziert (Jahnsen et al., 1994). Unabh&ngig von den Spezifika der
Marker werden die Lyse von Gewebeeosinophilen und die haufenférmige Ansammlung
freier Granula im Extrazellularraum als ultimative Zeichen der Aktivierung gesehen
(Persson & Erjefalt 1998, Erjefélt et al. 2001). In Anlehnung an diese bei der
Untersuchung allergischer Hauterkrankungen in vivo gewonnenen Erkenntnisse
schlief3en wir, dass sich die in ihrer Zellkontur nicht mehr bestimmbaren, als Cluster von
Granula imponierenden Eosinophilen in allen Bereichen der durch sie dominierten

nekrotischen Nekrosbiose im Zustand der Aktivierung zeigen.
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Toxisches Potenzial Eosinophiler gegen Schistosomeneier in vivo

Die Ergebnisse verschiedener in vitro und in vivo Studien deuten darauf hin, dass
Eosinophile nicht nur mit Hilfe von Komplement und Antikérpern an Schistosomenlarven
(Mc Laren & Ramalho-Pinto, 1979; Butterworth et al., 1979 (a),(b), 1984) und
Schistosomeneier (James & Colley, 1978; Hsu et al., 1980; de Brito et al., 1984) binden,
sondern dass sie diese nachfolgend auch durch Degranulation ihrer toxischen

Granulaproteine auf die Oberflache der Parasiten toten kénnen.

Es werden aber auch immer wieder Zweifel an einer Gberragenden helminthotoxischen
Funktion Eosinophiler Granulozyten in vivo ge&dul3ert. So schien es einige Hinweise
dafur zu geben, dass sich die toxische Reaktion Eosinophiler auf Schistosomeneier in
vivo von der in vitro Reaktion unterscheidet und dariiber hinaus im Menschen und in der
Maus verschieden sind (Li HsU et al, 1980). Bloch et al (1984), stellten fest, dass
Eosinophile in vivo aufgrund einer metabolisch veranderten Oberflache von
Schistosomula schwerer an den Parasiten binden, als in vitro. Eine weitere Hypothese
ist, dass Eosinophile sich erst nach dem Tod des Mirazidiums um das Ei herum
versammeln und anschlieBend ihre Granulaproteine auf die Eioberflache ausschutten.
So wurde von einigen Untersuchern bezweifelt, dass Eosinophile flr das Toten der
Mirazidien innerhalb der Eier verantwortlich sind (Damian 1987; Lenzi et al., 1987,
1997).

In vitro fanden James & Colley (1976) innerhalb aufgebrochener Eier Eosinophile, die
aus Mausen isoliert worden waren, zusammen mit veranderten Mirazidien. Sie
schlossen, dass die in das Ei eingewanderten Eosinophilen etwas mit dem Tod der
Larven im Eiinneren zu tun haben mussten. Li Hsi et al. (1980) bestétigten diese in vitro
gemachte Beobachtung in vivo nicht. Sie fanden in Granulomen aus der Gallenblase
eines Patienten, der an subakuter Schistosomiasis litt, intakte Eier mit vitalen Mirazidien,
die von degranulierenden Eosinophilen umgeben waren. Die Autoren hahmen daher an,
dass Eosinophile toxische Proteine durch Mikroporen hindurch in die Eier hinein
abgeben und auf diesem Wege das Mirazidium téten, bevor vornehmlich Riesenzellen
mit einigen Eosinophilen in spateren Granulomentwicklungsstadien (Produktives
Stadium, Ruckbildungsstadium) die Eischale aufbrechen und Makrophagen die Reste
abraumen. Die Unterschiede in den Beobachtungen in vitro und in vivo wurden damit zu
erklaren versucht, dass sich der To6tungsmechansimus der Eosinophilen als

Effektorzelle in vitro von dem in vivo unterscheidet und dass Mauseosinophile ein
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anderes zytotoxisches Verhalten gegen Schistosomeneier haben, als humane
Eosinophile.

In der vorliegenden Untersuchung sahen wir im Reifestadium der Entwicklung
vornehmlich im Zentrum groBer hyperergischer Granulome reichlich aktivierte
Eosinophile mit deutlichen Zeichen der zellularen Degeneration. Freies MBP positives
Material und ECP-EG2 positives Material schien an vielen Stellen in direktem Kontakt
mit der Schale der Schistosomeneier zu stehen (Abb.6 (C)), Abb. 6 (D)). Dort, wo die
Eischale durch ECP-EG2 positives Material besetzt war, lieR sich die Zellkontur in
teilweise ausgedehnten Abschnitten nicht mehr abgrenzen. Spezifisch markierte
Granula und Granulaproteine drangen in diesem Bereich in das Eiinnere ein (Abb. 6
(D)). Innerhalb aufgebrochener Eier zeigten die Larven oft deutliche Zeichen der
Degeneration (Abb.7 (A), Abb. 5 (A)). Diese Beobachtungen an hyperergischen
Granulomen der Reifephase bestarkten uns in der Uberzeugung, dass
zugrundegehende Eosinophile durch massive Freisetzung von Granula zunachst die
Schale der Schistosomeneier zerstoren und nachfolgend das Mirazidium toten. Gestuitzt
wird diese Annahme auch durch die Beobachtung, das eosinophile Proteine innerhalb
aufgebrochener Eier in haufenfdrmigen Ansammlungen an die Oberflache der
Mirazidien binden. Wenn jeder solcher Cluster freier extrazellularer Granulaproteine
(Cfegs), wie angenommen (Weiler et al., 1996) mit dem Sterben von jeweils einem
Eosinophilen Granulozyten freigesetzt wird, ist vorstellbar, dass einige Eosinophile in
unmittelbarer Nahe zu der Larve, moglicherweise auch erst innerhalb des Eies,
zugrundegehen und ihre eosinophilen Granula und Proteine dabei auf das Mirazidium
freisetzen (Abb. 6 (C)). Wir halten die Annahme von Li Hsu et al. (1980), dass toxische
Enzyme Eosinophiler durch Mikroporen intakter Eischalen hindurch in die Eier
eindringen und dort die lebende Larve angreifen, ebenfalls fir wahrscheinlich. Im Falle
der Akuten Schistosomiasis kénnte es sich aber nur um einen untergeordneten

Mechanismus der Parasitentoxizitat handeln.

In vielen in vitro und in vivo Studien wurde die Degranulation der Eosinophilen
Granulozyten als Pathomechanismus der Tétung von Schistosomen und anderen
Parasiten untersucht. Obwohl die Bedeutung der Nekrose Eosinophiler im
Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen bereits vor 30 Jahren erkannt und die
Zyto- und Gewebetoxizitat der Eosinophilen beschrieben worden ist, scheint das lokale
Sterben von Eosinophilen bei Parasiteninfektionen in den in vitro Studien als auch in der
Mehrheit der wenigen in vivo Untersuchungen, die es gibt, keine wesentliche Rolle zu

spielen.
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Unsere Ergebnisse bestitigen Beobachtungen, wonach im akuten Stadium florider
Schistosomeninfektionen neben einer Gewebenekrose auch exsudative Granulome mit
periovaler eosinophiler Nekrose und dichter Eosinophileninfiltration gesehen worden
waren (von Lichtenberg et al. (1973); von Lichtenberg und Lehman (1986); von
Lichtenberg (1987); Andrade (1987). Obwohl zentrale granuldre Nekrosen mit
exsudativem Charakter schon mehrfach in Leber, Darm sowie im Zentralnervensystem
gesehen wurden, sind ihre morphologischen Merkmale bisher nicht ndher beschrieben
worden. Auch die pathogenetische Bedeutung wurde offenbar nicht eingehender
untersucht. Einiges spricht dem morphologischen Bild nach dafir, dass es sich bei der
beobachteten eosinophilen periovalen nekrotischen Nekrobiose um dasselbe Phanomen
handelt, das bei erhaltener Gewebestruktur auf einen massiven Zerfall Eosinophiler
Granulozyten zurtckzufihren ist, wie wir in vivo mit Hilfe von spezifischen
Eosinophilenmarkern fir Granulaproteine MBP und ECP-EG2 zeigen konnten.
Interessanterweise hat das eindrucksvolle Phanomen bis heute noch keinen Eingang in
die Standardwerke der Tropenkrankheiten (Cook (ed), Manson's Tropical Diseases,
(1996)), der Immunologie (Paul (ed.), Fundamental Immunology, (1999); Janeway &
Travers (eds.), Immunology, (1997)), der Tropenpathologie (Doerr & Seifert (eds.),
Tropical Pathology, (1995)) sowie der Pathologie (Rubin & Farber (eds.), Pathology;
(1999); Robbins u.a. (eds), Pathologic Basis of Diseases, (1999)) gefunden.

Eine lokale Nekrose Eosinophiler wurden auch in anderen Parasitosen wie Anisakiasis
(Pinkus et al., 1975) und Leishmaniase beschrieben. Fir Onchozerkiasis haben Racz et
al,, (1982 (a),(b) im Rahmen zweier in vivo Studien an Lymphknoten von durch
Diathylcarbamazin (DEC) behandelten Patienten das massive Zugrundegehen
Eosinophiler Granulozyten untersucht. Dabei Dbestatigten die Ergebnisse einer
Ultrastrukturstudie die Annahme aus der vorangegangenen lichtmikroskopischen
Untersuchung, dass es sich bei dem im Nekroseareal vorhandenen eosinophilen
Material in unmittelbarer Nahe und auf der Oberflache vitaler und toter Larven
(Mikrofilarien) sowohl um intakte Eosinophile als auch um Haufen (Cluster) intakter
freier extrazellularer Granula (Cfegs) sowie um deren Granulabestandteile handelt. In
vivo wurde wiederholt gesehen, dass Eosinophile und auch deren Granula in der Néhe
von Parasiten ganz verschiedene Intaktheitsgrade aufweisen (Dvorak AM, 1994;
Wildenburg et al., 1994). Dies wird als Zeichen der Freisetzung von Proteinen aus den

Granula interpretiert (Persson & Erjefalt, 1998).
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In der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Racz et al. (1982 (b)) zeigte die
Mehrheit der Larven nach Bindung von Eosinophilen mit Hilfe der Eosinophilen-
Parasiten-Adharenzreaktion (EPA) Zeichen starker Degeneration. Racz et al. (1982 (b))
sahen im Widerspruch zu in vitro Studien in der Nekrose und nicht in der Degranulation
der Eosinophilen Granulozyten den wichtigsten Mechanismus der durch Eosinophile
verursachten Zytotoxizitat bei durch DEC behandelter Onchozerkiasis in vivo. In einer
Folgestudie wurden ahnliche Resultate auch nach der Behandlung mit lvermectin erzielt
(Wildenburg et al., 1994). Bisher wurde nur in wenigen in vitro Modellen zur
Parasiteninfektionen ein Zusammenhang zwischen Nekrose und der Freisetzung von
Cfegs (Villalta et al, (1987) oder dem Einfluss von Immunglobulinen auf die
Antigenbindung und der damit verbundenen Degeneration der Eosinophilen untersucht
(Weiler et al., 1996). Ergebnisse in vivo deuten darauf hin, dass es sich bei der Lyse
oder Nekrose von Eosinophilen und der Freisetzung von Granula um einen wichtigen

Beitrag zur Parasitenbekdmpfung handelt.

Wir meinen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unter besonderer
Berticksichtigung der Beobachtungen von Racz et al. (1982 (a), (b)) den Schluss
zulassen, dass es sich bei der Nekrose um den Hauptmechanismus der durch
Eosinophile vermittelten Toxizitat gegen Schistosomeneier bei Akuter Schistosomiasis
handelt. Daneben scheint die Degranulation, bei der die Eosinophilen nach Freisetzung
ihrer toxischen Granula weiterhin funktionsfahig bleiben, fur den Tod der Eier weniger
bedeutsam zu sein. Bisher ist das wichtige Phanomen der Nekrose Eosinophiler in vivo
bei Parasiteninfektionen unserer Ansicht nach nicht angemessen gewdrdigt und nur
wenig untersucht worden. Dies gilt insbesondere flir das massive lokale Sterben
Eosinophiler im Zusammenhang mit einer Erkrankung an der akuten Form der

Schistosomiasis, was Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist.

Weiterflihrende in vivo und in vitro Modelle zum Studium der Nekrose Eosinophiler und
der Degenration Eosinophiler Granula im Zusammenhang mit Akuter Schistosomiasis
kénnten neue Aspekte Uber die Freisetzung und Verteilung von toxischen
Granulaproteinen fordern. Eine quantitative Beurteilung konnte Erkenntnisse Uber das
Verhéltnis der Menge degranulierender und degenerierender Eosinophiler ermdglichen.
Vielleicht gelingt es, mehr Klarheit dartiber zu gewinnen, welche Mechanismen an der
Adhasion sowie der Aktivierung Eosinophiler bei Akuter Schistosomiasis beteiligt sind
und welchen Sinn eine Abundanz von Eosinophilen und Nekrose in hyperergischen

Schistosomeneigranulomen hat.
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Periovale und intraovale eosinophile Prézipitate

Periovale eosinophile Préazipitate

In einigen Leber- und Darmpréparaten fiel bereits in H&E-Féarbung ein ringférmiges, das
Ei direkt umgebende Nekroseareal auf. Dieses war kraftiger eosinophil markiert, als der
aullere Anteil der Nekrose (Abb. 7 (B)). In einem Leberpraparat zeigte sich in
unmittelbarer Eindhe ein solcher innerer Nekrosering hyalin leuchtend und gegenuber
dem &ul3eren eher blass gefarbten Nekroseareal scharf begrenzt (Abb.5 (A)). Es stellte
sich die Frage, ob es sich um ein Phdnomen unterschiedlicher Dichte eosinophilen
zellularen Materials handelt, oder um eine als ,sunburst-Konfiguration“ (Hoeppli, 1932)
bezeichnete Ansammlung von Immunkomplexen, die auch im Rahmen schwerer
Infektionen durch S japonicum und S. mansoni gesehen wird. Obwohl sich im
Nekrosezentrum neben den eosinophilen Granulaproteinen ECP-EG2 und MBP auch
komplexbildende Antikorper IgE, IgG, IgA, IgM und Komplement Clq, C3d spezifisch
anfarben lieRen, scheint es eher wahrscheinlich, dass das Phanomen durch eine lokale
Verdichtung eosinophiler Granula und ihrer toxischen Proteine begriindet wird, als durch
eine Konzentration von Immunkomplexen nach Hoeppli. In  Anlehnung an
Beobachtungen von Kephart et al. (1988) und den von uns gesehenen Immunglobulin-
und Komplementablagerungen in unmittelbarer Eindhe kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass Immunkomplexe zusammen mit Granula oder
Granulaproteinen an der Bildung der stark eosinophilen nekrobiotischen Prazipitate
beteiligt sind. Kephart et al. (1988) konnten an Gewebeproben von durch S. mansoni
infizierten Patienten zeigen, dass es sich bei den zunachst als Hoeppli-Phanomen
interpretierten fransenartigen periovalen Préazipitaten zu einem Teil um Ablagerungen
von MBP handelte. Die gré3ten Mengen von Immunglobulinen IgG, IgM, IgA, IgE und
Komplement C1q und C3d in freier oder gebundener Form konnten in Eindhe am Ort
der starksten Antigenkonzentration und der gré3ten Eosinophilenkonzentration radiér
um die Eier herum verteilt nachgewiesen werden. Wir schlieRen aus diesen
Beobachtungen in Anlehnung an Erkenntnisse Uber Schistosomula: Eosinophile binden
in Gegenwart von Komplement Uber eine Eosinophilen-Parasiten-Adharenzreaktion
erleichtert an durch Immunglobuline besetzte Schistosomeneier. Ob, wie in vitro
gesehen, die Festigung dieser Bindung mit Hilfe von Adh&asionsmolekiilen (Kaneko et
al.,, 1995) einerseits und die Erhdéhung der Zahl der Bindungen mit Hilfe von
Immunglobulinen andererseits (Weiler et al., 1996) auch das Sterben Eosinophiler in

vivo fordert, kdnnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Intraovale eosinophile Prazipitate

Neben den beschriebenen periovalen eosinophilen Prézipitaten zeigten sich in der
Ubersichtsfarbung (H&E) im Darmgewebe inmitten eines frithen Granuloms eosinophile
Einschlisse auch innerhalb eines vitalen Schistosomeneies der Spezies S.mansoni
(Abb. 14). Diese balkenférmigen Einschliisse, deren Natur und genaue Funktion noch
ungeklart sind, wurden bisher im Tiermodell (Hamster (von Lichtenberg et al., 1973)),
(Maus (Hirata et al., 1986, 1999)) nur fur die Spezies S. japonicum beschrieben.
Da in der vorliegenden Untersuchung keine Serienschnitte des Praparates zu Verfiigung
standen, lieBen die Beobachtungen keine klaren Schliisse dartber zu, ob sich die
Einschlisse, wie im Mausmodell beschrieben, tatsachlich zwischen Vitellinmembran und
Eischale (Hirata et al., 1999) befanden. Von Lichtenberg et al., (1973) nahmen an, dass
es sich bei den Einschlissen um intraovale Immunprazipitate handelte und pragten den
Begriff vom ,Reversen Hoeppli-Phanomen“. Obwohl wir im humanen Darmgewebe wie
Hirata et al. (1986 (a)) im Lebergewebe von Mausen Immunglobuline auch innerhalb
von Schistosomeneiern nachweisen konnten (Abb.12 (D)), lasst sich aus dieser
Beobachtung kaum die Herkunft und Bedeutung der eosinophilen Prézipitate erklaren.
Hirata et al., (1999) fanden im Rahmen einer experimentellen Studie an M&ausen, in
deren Leber in Kultur geziuichtete, mit infizierten Milzzellen inkubierte S. japonicum Eier
injiziert worden waren, Einschlisse innerhalb reifer Eier. Solche Einschliisse zeigten
sich selbst in Mausen mit deutlich verminderter AntikOrperproduktion. Die Autoren
schlossen, dass die intraovalen Prazipitate weder durch eine Antikorper/ Antigen-
Interaktion bedingt sind, noch dass sie spontan von den Eiern produziert werden. Man
nahm an, dass die Einschliisse durch eine Auseinandersetzung von Entziindungszellen
wie Eosinophile Granulozyten oder Makrophagen mit Eiantigenen im immunologischen
Prozess entstehen kdnnten. Weitere immunhistochemische Untersuchungen kénnten
mehr Klarheit dartiber schaffen, ob und inwieweit die Ausprdgung der zelluldren
granulomattsen Reaktion an der Ausbildung solcher Prazipitate beteiligt ist und welche
Rolle diese bei der Granulomformation und der Zerstérung von Schistosomeneiern

spielen.

AbschlieRend lasst sich sagen: Im Zentrum des immunologischen Geschehens bei
Akuter Schistosomiasis steht die Auseinandersetzung der Eosinophilen Granulozyten
als Effektorzellen mit den Eiantigenen. Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit
lassen fur uns Uberzeugend den Schluss zu, dass es sich bei der Nekrose um den
wichtigsten Mechanismus der durch Eosinophile vermittelten Zytotoxizitdt gegen

Schistosomeneier in vivo handelt.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, die zellulare Zusammensetzung hyperergisch entziindlicher
Schistosomeneigranulome zu untersuchen. Diese werden hauptsachlich im Rahmen
schwerer Infektionen durch Schistosoma mansoni oder Schistosoma japonicum bei
nicht sensibilisierten, erstmals infizierten Personen gesehen. Das klinische Korrelat der
akuten Form der Schistosomiasis (Akute Schstosomiasis) ist als Katayama Krankheit
bekannt. Im Mittelpunkt des Interesses standen grofRe zellreiche Granulome mit einer
zentralen, periovalen eosinophil gefarbten Nekrose. Neben der haufig vorkommenden
Gewebezellnekrose wurde diese Form der Nekrose bisher nur in wenigen
Untersuchungen im Zusammenhang mit subakuter oder akuter Schistosomiasis
gesehen; sie ist bisher nicht n&her beschrieben worden. Histopathologische
Untersuchungen zur Spezifizierung der zugrundegehenden Zellpopulation sowie der
Aufklarung moglicher Folgen der nekrotischen Nekrobiose fir den durch das
Schistosomenei verkdrperten Parasiten sind nicht unternommen worden. Eosinophilie ist
ein wesentliches Merkmal von Parasitosen wie den Helminthosen, zu denen auch die
Schistosomeninfektionen gerechnet werden. Eosinophile Granulozyten stellen den
Hauptzelltyp in Schistosomeneigranulomen. Dieser Zellgruppe wurde daher besondere
Aufmerksamkeit geschenkt und eine angenommene Beteiligung an der eosinophilen

Nekrose sowie ihre antiparasitéren Eigenschaften auf Schistosomeneier untersucht.

Bei dem fir die Studie verwendeten Material von insgesamt sechzehn Féllen, das unter
465 Fallen histologisch diagnostizierter Schistosomiasis den Auswabhlkriterien entsprach,
handelt es sich um paraffinierte Gewebeproben aus humanem Lebergewebe und
Darmgewebe, bestehend aus Mukosa und Submukosa, welches zu Diagnosezwecken
entnommen worden war. Die angefertigten Gewebeschnitte wurden erst zur Ubersicht
konventionell gefarbt und schlieBlich zur Darstellung einzelner Zellpopulationen
immunhistochemisch mit Hilfe spezifischer monoklonaler oder polyklonaler Antikorper

markiert.

Innerhalb  ausgedehnter eosinophiler nekrotischer Granulome zeigten die

Schistosomeneier mehrheitlich deutliche Zeichen der Degeneration. Sie waren

typischerweise von freiem eosinophilem extrazellularem Material umgeben, das sich

gleichermal3en spezifisch anfarben lie3 wie das Zytoplasma intakter Eosinophiler

Granulozyten, die sich nur auBerhalb der Nekrose sicher abgrenzen lieRRen.

Durch vier Beobachtungen wurde im Wesentlichen nahegelegt, dass es sich bei dem
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markierten extrazellularen Material um durch Eosinophile freigesetzte Granula und

Granulaproteine handelt, die auf Helminthen toxisch wirken.

1. Massive Vermehrung von Eosinophilen Granulozyten im einahen Gewebe.

2. Positivitat des extrazellularen Materials fur spezifische Antikorper gegen die
Granulaproteine MBP und ECP-EG2.

3. Zellschutt, pyknotisches und fragmentiertes Kernmaterial im gesamten zentralen

Nekroseareal der Granulome.

4. Von eosinophilem Material besetzte Eioberflachen und Schalendefekte.

Veranderte Larven (Mirazidien) innerhalb der Eier wurden in allen Féallen im
Zusammenhang mit deutlichen Eischalendefekten gesehen. Einzelne zerfallende
Eosinophile oder haufenformiges angeordnetes freies ECP-EG2- und MBP positives
Material fand sich auch innerhalb von Eiern mit Schalendefekten. Weiterhin lie3en sich
radiar um die Schistosomeneier herum ausgedehnte Ansammlungen von Komplement

C1g und C3d als auch auch der Immunglobuline 1gG, IgE, IgA markieren.

Die Beobachtungen fiihrten zu folgenden Schlussfolgerungen:

1. Eosinophile Granulozyten festigen in Gegenwart von Komplement und
Immunglobulinen ihre Bindung an Schistosomeneier.

2. Die nekrotische Nekrobiose ist ein wichtiger Weg der Granulafreisetzung durch
Eosinophile Granulozyten neben der exozytotischen Degranulation.

3. Uber Nekrose freigesetzte Granula zerstéren die Eischale, dringen in das Ei ein
und toten schliel3lich das Mirazidium.

4, Bei der immunologisch vermittelten Nekrose Eosinophiler Granulozyten mit
nachfolgender Freisetzung von Granula im Falle der Akuten Schistosmiasis
handelt es sich um den Hauptmechanismus der durch Eosinophile vermittelten

Zytotoxizitat gegen Schistosomeneier in vivo.

Die massive eosinophile Nekrobiose stellt ein seltenes aber wichtiges morphologisches
Phanomen im Rahmen einer akuten und schweren Infektion durch Schistosomen dar.
Besondere Bedeutung gewinnt die durch eine ausgepragte
Uberempfindlichkeitsreaktion gegen Eiantigene gepragte granulomatos-entziindliche
Erkrankung  wegen teilweise  schwerer  Komplikationen.  Neben lokalen
Gewebeschadigungen an den Orten der Eiablage in der Harnblase und Darm kdnnen

insbesondere Absiedelungen von Eiern Uber ableitende GeféafRe in nachgeschaltete
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Organe wie Leber, Lunge und Gehirn ernste Symptome hervorrufen. Zu nennen sind
insbesondere die portale Hypertension in der Leber, epileptische Anfalle oder eine
Querschnittsymptomatik, bedingt durch Schwellungen und Vernarbungen des Gewebes
mit folgender Thrombosierung von GefaRen und Kompression von Nerven im Gehirn
und Ruckenmark. Da im Zusammenhang mit Akuter Schistosomiasis von uns auch eine
lokale GefaRbeteiligung im Sinne einer Eosinophilen Vaskulitis beobachtet worden ist,
ware es interessant und wichtig, zu untersuchen, ob und unter welchen Umstanden es
zu einer Ausbreitung der GefalRentziindung im gesamten Organismus kommen kann.
In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage, ob, beziehungsweise wie oft eine
systemische Vermehrung von Eosinophilen als Trigger fur Herzmuskelentziindungen
fungiert, wie bei Tropischer Myokarditis und Eosinophiler Myokarditis. Uber die
vorliegende retrospektive morphologische Studie hinaus - auf Kklinische und
immunologische Daten konnte nicht zurickgegriffen werden - sind weitere
immunologische Untersuchungen notwendig. Es gilt unter anderem, mehr Klarheit
daruber zu gewinnen, welchen Sinn eine Abundanz Eosinophiler hat und welche
Mechanismen zu einer UberschieBenden Immunreaktion fihren, die in einer lokalen

massiven nekrotischen Nekrobiose von Eosinophilen gipfelt.
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7 Abkirzungen

APAAP Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase
BNI Bernhard-Nocht-Institut

CDC Centers for Disease Control

Cfegs Clusters of free extracellular granules
DEC Diethylcarbamazin

ECP Eosinophil Cationic Protein

EM Elektronenmikroskop

EPA Eosinophilen-Parasiten-Adhéarenzreaktion
EPX Eosinophil Protein X

EDN Eosinophil Derived Neurotoxin
GM-CSF Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Factor
H&E Hamatoxylin & Eosin

HIV Human Immunodeficiency Virus
ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IC Immunkomplex

IFN-y Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

LM Lichtmikroskop

LZ Lymphozyt

MBP Major Basic Protein

Mf Mikrofilarien

Mz Mastzelle

NK Natural Killer Cell

PAP Peroxidase-Anti-Peroxidase

Pz Plasmazelle

SEA Soluble Egg Antigens

TGF Transforming Growth Factor

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

WHO World Health Organisation

ZNS Zentralnervensystem
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