5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Fragestellung der Dissertation

Trotz intensiver Bemihungen ist es bisher nicht gelungen Filarienerkrankungen mit Hilfe von
konventionellen Therapiekonzepten zu beseitigen. Nach Schétzungen der WHO sind weltwelt
etwa 200 Millionen Menschen von Filarieninfektionen betroffen. Zu den haufigsten
Erkrankungen z&hlen die Lymphatische Filariose und die Onchozerkose,

Wolbachien, die mit vielen Filarien mutuaistisch assoziiert sind, wurden as mdgliche
Zidstrukturen fur die Entwicklung innovativer Chemotherapien identifiziert.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Frage beantwortet werden, ob die Wolbachien der
Spezies Onchocerca volvulus und der Nagetierfilarie Litomosoides sigmodontis durch die
Behandlung mit verschiedenen Antibiotika depletiert werden konnen. Der Nachweis der
Bakterien sollte mittels einer semiquantitativen PCR-M ethode durchgefhrt.

Frihere Studien in der humanen Onchozerkose gaben Hinweise darauf, dass die Wolbachien
eine wichtige Bedeutung in der Akkumulation der Neutrophilen Gbernehmen (Brattig et al.,
2001). Es sollte deswegen in einem zweiten Fragenkomplex in Experimenten mit Antibiotika
behandelten und unbehandelten L. sigmodontis-infizierten BALB/c Méausen Uberprift werden,
ob die Wolbachien auch in der murinen Filariose eine chemotaktische Wirkung auf die
Neutrophilen haben.

Die Neutrophilen wurden as essentielle Bestandteile bel der Abkapselung und Abtétung
adulter Wirmer beschrieben. Frihere Studien zeigten, dass sowohl IFN-g als auch IL-5 an der
Regulation der Neutrophilenakkumulation und der Kontrolle der Filarieninfektion beteiligt
snd (Al-Qaoud et a., 2000 & Saeftel et a., 2001). Deswegen sollte in einem dritten
Fragenkomplex die Auswirkung einer IL-5 Defizienz auf die Akkumulation der Neutrophilen
in der Pleurahthle und deren Funtion bel der Abkapselung der Filarien Gberprift und mit
Mechanismen in IFN-g KO Mé&usen verglichen werden. In diesem Zusammenhang sollte in
weiteren Experimenten die Rolle von TNF-a und IL-4 bei den inflammatorischen Prozessen

untersucht werden.

Ergebnisse

Wirksamkeit der Doxycyclin-Behandlung in der humanen Onchozerkose

In einer Studie wurden Manner Uber einen Zeitraum von 6 Wochen mit 100 mg Doxycyclin
pro Tag behandelt (Hoerauf et al., 2000b). Anschlief?end wurden die Onchozerkome zu
unterschiedlichen Zeitpunkten aus den Patienten extirpiert und die Bakterienkonzentration
mittels einer von mir etablierten semiquantitativen PCR-Methode bestimmt. Diese PCR-
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Methode erlaubte die Quantifizierung einer Tellsequenz der wolbachienspezifischen 16S
IDNA versus einer Tellsequenz der filarienspezifischen 5S rDNA. Die Behandlung mit
Doxycyclin fuhrte im gesamten Untersuchungszeitraum von 2,5 bis 19 Monaten nach Beginn
der Studie zu einer mehr al's 90 %-igen Reduktion der 165/5S rDNA-Indizes.

Einflul3 von Antibiotika auf die Wolbachien in der murinen Filariose

In diesen Experimenten wurde die Wirksamkeit von Antibiotika auf die Wolbachien der
Filarie L. sigmodontis in infizierten BALB/c Méausen anadysiert. Die 49-, bzw. 63-tégige
Behandlung mit Tetracyclin bewirkte eine Abnahme der 16S/5S rDNA-Indizes um mehr als
99 %. Bei einer verkirzten Behandlungsdauer von 21 Tagen mit Doxycyclin wurde nur eine
geringe Reduktion der 16S/5S rDNA-Indizes erreicht. Dagegen fihrte die Gabe von
Rifampicin, bzw. die Kombinationsbehandelung aus Rifampicin und Doxycyclin nach 63
Tagen Infektionsdauer zu einer weitgehenden Elimination der Bakterien.

Bedeutung der Wolbachien fur die Akkumulation der Neutrophilen

Die Analyse der Pleuraexsudatzellen in L. sigmodontis-infizierten BALB/c Mausen, die mit
Rifampicin oder der Kombination aus Rifampicin und Doxycyclin behandelt wurden, zeigte,
dass die Akkumulation der Neutrophilen nach 49 und 63 Tagen weitgehend inhibiert war.

Regulation der Neutrophilenakkumulation in L. sigmodontis-infizierten Mausen

Nach 80 Tagen Infektionsdauer hatten IL-5 KO eine 5-fach geringere Neutrophilenanzahl in
der Pleurahohle as BALB/c Méause. Bei IFN-g KO Mausen, in denen auch ene
eingeschrénkte Neutrophilenakkumulation festgestellt wurde (Saeftel et a., 2001), war
aulBerdem die Phagozytoseaktivitét der Neutrophilen aus naiven und 80 Tage infizierten
Méausen um mehr as 40 % eingeschrankt. Dagegen war die Phagozytoseaktivitét der
Neutrophilen aus IL-5 KO Mausen nicht reduziert. Frihere Untersuchungen zeigten, dass
TNF-a wahrscheinlich eine essentielle Funktion in der Aktivierung der Neutrophilen
Ubernimmt (Al-Qaoud et a., 2000; Saeftel et al., 2001 & Brattig et al., 2001). Nach 80 Tagen
Infektionsdauer konnte in IL-5 KO Mausen im Gegensatz zu BALB/c Mausen nur eine
geringe TNF-a-Produktion festgestellt werden. Allerdings schien das TNF-a alen nicht fur
die Aktivierung und Akkumulation der Neutrophilen verantwortlich zu sein, denn nach der
Neutralisation des Zytokins durch lédiches TNF-a Rezeptorprotein wurden im Vergleich zu
unbehandelten BALB/c Mausen keine Unterschiede in der Anzahl der Neutrophilen und der
Abtotung der adulten Filarien festgestellt. In Experimenten mit IL-4 KO Mé&usen zeigte sich,
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dass die Neutrophilenakkumulation im Vergleich zu BALB/c Mausen nach 80 Tagen
Infektionsdauer erhdht und die Phagozytoseaktivitéat aquivalent war. Vermutlich war die
erhdhte Neutrophilenakkumulation auf eine erhthte KC (murines |L-8)-Produktion
zurickzufihren. Bel den Zytokinen TNF-a, IFN-g und IL-5 wurden dagegen keine
Unterschiede festgestellt.

Einflufd von Th2-Zytokinen auf die Immunabwehr bei L. sigmodontis-Infektionen

Neben der geringeren Neutrophilenzahl 80 Tage nach Beginn der Infektion, war die zellulare
Immunantwort in der Pleurahthle der IL-5 KO Mause durch das Fehlen der Eosinophilen
charakterisiert. Da die Abkapselung der adulten Wirmer in IL-5 KO Mausen deutlich
eingeschrankt war, insbesondere bedingt durch die reduzierte Neutrophilenzahl, war die
Wurmlast im Vergleich zu BALB/c Mé&usen zu allen untersuchten Zeitpunkten der Infektion
hoher. Nach 200 Tagen Infektionsdauer wurde eine 150-fach hohere Adultwurmlast in den
IL-5 KO Maéusen festgestellt. Die supprimierte Abtétung der Filarien in den IL-5 KO Méausen
wahrend der Wurmentwicklung, kann moglicherweise auf reduzierte Konzentrationen
Phosphorylcholin-spezifischer IgM-Antikorper zurtickgefuihrt werden.

IL-4 KO Maéuse hatten im Vergleich zu BALB/c Mausen wahrend der Infektionsdauer von
130 Tagen keine unterschiedlichen Wurmanzahlen.

Im Gegensatz zu der unveranderten Adultwurmlast, hatten 1L-4 KO und auch IL-5 KO Méuse
eine bis zu 160-fach héhere und 15 Wochen langer anhaltende Mikrofilaramie.

In vergleichenden Experimenten mit IL-4 KO und IL-4 Rezeptor a KO Mé&usen konnte eine
direkte Einwirkung des IL-4 auf die Mikrofilarien ausgeschlossen werden. Aulerdem zeigte
sich in diesen Untersuchungen, dass I1L-13 keine zusétzliche Funktion in der Kontrolle der
Filarien hatte.

Schlul3folgerung

Bel Onchozerkose-Patienten fihrte die 6-wdchige Gabe von Doxycyclin zu einer deutlichen
Reduktion der Wolbachien in den untersuchten Onchozerkomen. Da in parallelen Studien der
Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass die Depletion der Wolbachien zu einer Sterilitdt der
Wurmer fahrt, erdffnet die Behandlung mit Antibiotika somit Mdglichkeiten flr innovative
Behandlungsstrategien in der humanen Onchozerkose. Das wichtigste Ergebnis der
tierexperimentellen Untersuchungen war, dass eine 21-tdgige Behandlung mit Doxycyclin
nicht ausreichend war, um eine Depletion der Bakterien zu bewirken. Dagegen hatte die
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Kombinationtsbehandlung mit Rifampicin und Doxycyclin eine Eliminierung der Wolbachien
zur Folge.

Die zdlulare Immunantwort in der Pleurahthle von infizieten BALB/c Méausen mit
Wolbachien depletierten Filarien war durch eine Inhibition der Neutrophilenakkumulation
charakterisiert. Die Untersuchung von IL-5 KO und IL-4 KO Maéusen zeigte, dass die
Neutrophilen eine essentielle Bedeutung in der Abkapselung und Abtétung der adulten
Filaien hatten. IL-5 KO Méuse waren durch eine reduzierte Produktion von
neutrophilenktivierenden und chemotaktischen Zytokine gekennzeichnet. Aufgrund der
Inhibition der Neutrophilenakkumulation in M&usen mit wolbachiendepletierten Filarien, liegt
die Vermutung nahe, dass die Wolbachien die Produktion dieser neutrophilenaktivierenden
Zytokine induzieren.

Zusammengefaldt zeigen die Daten beziglich der murinen Filariose, dass IL-4- und IL-5-
abhangige Abwehrmechanismen gegen unterschiedliche Stadien der Filarien gerichtet waren,
und dass IL-5 eine grofere Bedeutung in der Generierung einer protektiven Immunantwort

wahrend der gesamten Infektionsdauer hatte.
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