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1. Einleitung

Die lymphatische Filariose zahlt zu den bedeutenden tropischen Parasitosen des
Menschen. Einhundertzwanzig Millionen Menschen in mindestens 80 Landern
[tropische Gegenden in Sudostasien, Afrika und Mittel- und Stidamerika (Michael et
al. 1996)] der Welt sind mit den Erregern der lymphatischen Filariose, Wuchereria
bancrofti und Brugia-Arten, infiziert. 1,2 Milliarden Menschen (20% der
Weltbevolkerung) sind der alltaglichen Gefahr der Infektion ausgesetzt. 90% der
Infektionen werden durch W. bancrofti verursacht, die tbrigen 10% vor allem durch
Brugia malayi. Die Ubertragung der Erreger erfolgt durch Culiciden (WHO 2002).

Die pathologischen Veranderungen, die mit der Lymphatischen Filariose
einhergehen konnen, sind Folge eines komplexen Zusammenspiels des
pathogenetischen Potentials des Parasiten, der Immunreaktion des Wirtes und
begleitender bakterieller Superinfektionen. Die Lymphatische Filariose manifestiert
sich in einer Vielzahl von Symptomen. Sie reichen von akuten entzindlichen
Episoden der Lymphgefal3e von Extremitaten und Genitalorganen bis zu chronischen
Veranderungen wie Hydrozele und Elephantiasis (WHO 2002). Ein grof3er Teil der
Patienten  bleibt  Klinisch  asymptomatisch, obwohl bereits subklinische
Veranderungen der LymphgefaRe oder Nieren vorliegen (Freedman et al. 1994;

Dissanayake et al. 1995).

Die Eliminierung der Erkrankung wird in einem weltweiten Programm angestrebt.
Zum Einen wird versucht, die Ubertragung der Erreger durch eine
Massenbehandlung von Bewohnern endemischer Gebiete zu kontrollieren, zum
Anderen werden die Patienten einem individuellen Behandlungsplan unterworfen.
Einmal jahrliche Gaben einer Kombination von Ivermectin und Diethylcarbamazin
(DEC) oder Albendazol kénnen die Mikrofilaramie um bis zu 99% wahrend des
ganzen Jahres reduzieren. Feldstudien haben gezeigt, dass so die Ubertragung
unterbrochen werden kann (zusammengefasst bei Ottesen et al. 1997).



Die Erforschung der Immunreaktionen bei Filarieninfektionen ist noch nicht
abgeschlossen. Eine anerkannte Tatsache ist aber die Anergie der T-Zellen wahrend
der mikrofilaramisch-asymptomatischen Phase der Infektion (zusammenfassend bei
Maizels et al. 1995). Als eine mdgliche Ursache dafur wird eine Immunmodulation
durch von Parasiten sezernierte, biologisch aktive Stoffe (ES-Produkte) diskutieren
Harnett und Parkhouse (1995). Mit Juv-p120 wurde bei der Nagetierfilarie L.
sigmodontis ein ES-Produkt entdeckt, bei dem ebenfalls immunmodulatorische
Fahigkeiten vermutet werden (Hintz et al. 1998; Taubert und Zahner 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine eventuelle immunmodulatorische Funktion
von Juv-p120 bei der L. sigmodontis-Infektion von BALB/c-Mausen und M. coucha
nachzuweisen. Mit Hilfe von Proliferationsassays sollte eine Beeinflussung der
mitogeninduzierten Proliferation von T-Zellen durch Juv-p120 gemessen werden.
Aullerdem wurden die T-Zellreaktionen der mit L. sigmodontis infizierten
BALB/c-Maus auf Juv-p120 und das T-Zellmitogen ConA durch die Erfassung von
Zytokinprofilen charakterisiert. Die Messung der Zytokinproduktion (IFNy, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13) erfolgte auf Transkriptionsebene mittels semiquantitativer RT-PCR
(Taubert und Zahner 2001). FUr eine zusatzliche Information Uber die Funktion von
Juv-p120 im Infektionsverlauf wurden M. coucha und BALB/c-Mause mit
Juv-p120-haltigem-in-vitro-Uberstand immunisiert. Wahrend der anschlieRenden
Belastungsinfektion wurden die Mikrofilaramie gemessen und die Wurmbdirde
bestimmt. Uber Embryogramme wurde ein Einfluss der Immunisierung auf die

Embryogenese untersucht.



2. Literaturubersicht

2.1. Die lymphatische Filariose des Menschen

Die lymphatische Filariose des Menschen wird durch die Filarienarten Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi und Brugia timori verursacht. Diese Nematoden gehdren zur
Superfamilie Filarioidea. Die viviparen Filarien leben im lymphatischen System des
Endwirtes und produzieren wéahrend ihrer Lebensdauer von vier bis sechs Jahren
Millionen von Erstlarven, die Mikrofilarien, die im Blut des Wirtes zirkulieren. Die
Ubertragung der obligat heteroxenen Parasiten ist an Stechmiicken gebunden. Die
Endemiegebiete der lymphatischen Filariose sind Mittel- und Siddamerika,
Zentralafrika und Siudostasien, wo Uber eine Milliarde Menschen mit dem Risiko der
Infektion leben. Ungefahr 118 Millionen Menschen sind infiziert und haben eine Form
der Erkrankung. Von diesen sind ca. 74 Millionen mikrofilaramisch und
asymptomatisch; sie zeigen in der Regel aber subklinische Veranderungen der
LymphgefalRe und/ oder Nierenveranderungen. Weitere 41 Millionen Menschen
leiden aufgrund der Filariose an wiederkehrenden  Schiben  akuter
Adenolymphangitis, endend in chronischen Veranderungen wie Elephantiasis oder
Hydrozele (z.B. in Skrotum oder Penis); die Mehrzahl dieser Personen ist
amikrofilaramisch. Eine kryptische Infektion, die zu Krankheiten wie der Tropischen
Eosinophilen Pneumonie (TPE) fuhren kann, betrifft eine Million Menschen. Weltweit
ist die lymphatische Filariose der zweithaufigste Grund von dauerhafter
Arbeitsunfahigkeit (WHO 2002).

2.2. Immunreaktionen bei der Lymphatischen Filariose

2.2.1. Zellulare Reaktionen

Die verschiedenen Krankheitsbilder bei der Lymphatischen Filariose sind begleitet
von jeweils unterschiedlichem Immunstatus der Patienten. Eine Klassifizierung der
verschiedenen Krankheitsformen nach Maizels et al. (1995) basiert auf
Zusammenhangen zwischen Mikrofilaramie und T-Zellreaktivitat (s. Abb. 2.1.). In der
mikrofilaramisch-asymptomatischen Phase der Infektion zeigt sich bei den Patienten

eine deutlich reduzierte oder fehlende T-Zellreaktivitdt gegentiber Parasitenantigen.



Lymphozyten symptomatischer Patienten waren dagegen hyperreaktiv, wahrend
solche aus kryptischen Infektionen, d.h. Patienten mit einer ganz geringen Anzahl
von Mikrofilarien ohne klinische Erkrankung, im Bezug auf die T-Zell-Reaktivitat eine
gewisse Mittelstellung einnehmen. Anfanglich Gberraschend und unverstandlich war
die Beobachtung, dass Zellen aus Personen in endemischen Gebieten, die weder
klinische noch parasitologische Anzeichen einer Filarieninfektion aufweisen,
gewolhnlich stark auf Filarienantigene reagieren. Diese Population wird inzwischen
als Gruppe der ,endemisch Normalen“ bezeichnet. Sie schliel3t vermutlich die
Menschen ein, die exponiert und infiziert waren, aber eine solche Immunitat
entwickelten, dass die Erstinfektionen eliminiert und Reinfektionen kupiert wurden

(zusammenfassend bei Maizels et al. 1995).

Elephantiasis

T-cell response

=

2 (" Infection—free

Parasite burden

Abb. 2.1.

T-Zellreaktivitdten bei der Lymphatischen Filariose.

Die Hohe der T-Zellreaktivitaten ist dargestellt als Stimulationsindex, die
Parasitenbiirde als Anzahl von Mikrofilarien/ml Blut. Personen aus endemischen
Gebieten ohne klinische oder parasitologische Anzeichen einer Infektion
(,endemisch Normale*) und Elephantiasispatienten haben starke T-Zellreaktionen,
wahrend die T-Zellreaktivitat bei mikrofilaramischen Personen stark reduziert ist
(aus Maizels 1995)



Ein anderes Verfahren der Patientenklassifizierung bezieht sich auf die Bestimmung
von zirkulierendem Antigen (CAg) (Freedman 1998). Der Test auf CAg erwies sich
als sensitiver zur Erkennung einer aktiven Infektion als die Bestimmung von
Mikrofilarien im Blut (Weil et al. 1987; More und Copeman 1990; Weil et al. 1990;
Ramzy et al. 1999).

Da auch mikrofilaramische Patienten subklinische pathologische Veranderungen der
Lymphgefal3e aufweisen (Freedman et al. 1994; Dissanayake et al. 1995), hielt
Freedman eine Klassifizierung allein nach der Pathologie nicht fur sinnvoll.
AulRerdem sind chronisch erkrankte Patienten nicht generell amikrofilardmisch
(Michael et al. 1994). Freedman (1998) teilte die Patienten daher nach dem
Vorhandensein von zirkulierendem Antigen in drei Gruppen ein (siehe auch Abb.
2.2.):

1. Asymptomatische Infektion, CAg-positiv

2. Klinische Filariose, aktive Infektion, CAg-positiv

3. Klinische Filariose, keine aktive Infektion, CAg-negativ

Die Hyporeaktivitdt der T-Zellen sowie die spezifischen Zytokinmuster (Produktion
von IL-4 und IFNy) stehen nach diesem Schema in engem Zusammenhang mit dem

Vorhandensein von CAg:

Asymptomatische Klinische Filariose, Klinische Filariose,
Infektion »|  aktive Infektion »| keine aktive Infektion
CAg* CAg* CAg
Filarien-
spezifische
Zytokin-
reaktionen
Mikrofilaramie MF +/- MF +/- MF -
Klinische vorhanden vorhanden vorhanden
Erkrankung (subklinisch)
Abb. 2.2.

Klassifikation der Patienten nach Infektionsstatus, basierend auf dem
Nachweis von zirkulierendem Antigen im Blut (CAg), modifiziert nach
Freedman (1998).



Die Mechanismen, die der Modulation der Immunantwort zugrunde liegen kénnten,

wurden von Nutman und Kumaraswami (2001) wie folgt zusammengefasst:

1. systemische  zellulare  Immunreaktionen  (Proliferationsreaktionen  von
Lymphozyten und Zytokinreaktionen)

Verédnderungen in der Antigenprasentation

Induktion einer T-Zellanergie durch eine hohe Antigenbelastung

Apoptose von Immunzellen

ok 0N

Andere Mechanismen der Regulation wie z.B. durch regulatorische T-Zellen,

neonatale Toleranz und exkretorisch-sekretorische (ES)-Produkte.

1. Zellulare Immunreaktionen bei Filarieninfektionen (Proliferationsreaktionen und

Zvytokinreaktionen):

Die deutlich verminderte oder fehlende antigengenspezifische Proliferationsreaktion
der T-Zellen bei mit Filarien infizierten Patienten in der Patenz (Mikrofilardmie und/
oder CAg") sind ein von vielen Autoren beschriebenes Phianomen (Ottesen et al.
1977; Piessens et al. 1980; Piessens et al. 1982; Nutman et al. 1987; King et al.
1992; Yazdanbakhsh et al. 1993a; Mahanty und Nutman 1995; Maizels et al. 1995;
Sartono et al. 1995; Mahanty et al. 1996b; Mahanty et al. 1997; Ravichandran et al.
1997; King 2001). Auf einen Zusammenhang zwischen Mikrofilaramie und der
antigenspezischen T-Zellanergie wiesen Studien hin, in denen sich die
Proliferationsleistung der peripheren Lymphozyten nach mikrofilarizider Behandlung
der Patienten mit Diethylcarbamazin (DEC) (Piessens et al. 1981; Mistry und
Subrahmanyam 1985; Sartono et al. 1995) oder DEC in Kombination mit lvermectin
(Lammie et al. 1992) wieder deutlich steigerte. Auch im Hinblick auf zirkulierendes
Antigen wurde ein Zusammenhang von Antigenamie und T-Zellanergie beobachtet
(Dimock et al. 1996): Bei T-Lymphozyten von Patienten ohne zirkulierendes Antigen
konnten wesentlich héhere filarienspezifische Proliferationsraten gemessen werden
als bei Patienten, bei denen zirkulierendes Antigen nachweisbar war. Neuere
Untersuchungen zeigten allerdings, dass noch mehrere Jahre nach Eliminierung von
Mikrofilarien aus dem Blut die T-Zellreaktivitat abgeschwécht sein kann (Gopinath et
al. 1999; Steel und Ottesen 2001).



In der Regel war bei mikrofilaramischen Patienten die Fahigkeit, auf Mitogene und
nicht-parasitenspezifische  Antigene zu reagieren, im Gegensatz zur
antigenspezifischen Anergie erhalten und lag in gleicher Hohe lag wie bei Patienten
mit chronischen Veranderungen (Piessens et al. 1980; Nutman et al. 1987; King et
al. 1992; King et al. 1993; Gopinath et al. 1999; Steel und Ottesen 2001).
Weitergehende Untersuchungen zu immunologischen Unterschieden zwischen den
verschiedenen Formen der lymphatischen Filariose erstreckten sich auf die
Zytokinprofile, die sich nach Stimulation von Lymphozyten aus Patienten in vitro
ergaben (Nutman et al. 1987; King et al. 1993; Yazdanbakhsh et al. 1993b; Mahanty
und Nutman 1995; Maizels et al. 1995; Mahanty et al. 1996b; Ravichandran et al.
1997; Sartono et al. 1997; de Almeida et al. 1998; Gopinath et al. 1999; Sartono et
al. 1999). Die gemessenen Zytokinprofile schienen in das Modell der Differenzierung
von T-Zellen in verschiedene Subklassen (TH1/TH2-Paradigma; Mosmann et al.
1986; Mosmann und Coffman 1989) zu passen. In verschiedenen Studien wurde
gezeigt, dass die Zellen von mikrofilaramischen Personen signifikant weniger
antigenspezifisch induziertes IFNy produzieren, welches typisch fir TH1-Antworten
ist, als Zellen von Patienten mit Elephantiasis (Nutman et al. 1987; King et al. 1993;
Mahanty und Nutman 1995; Sartono et al. 1995; Mahanty et al. 1996b; Ravichandran
et al. 1997; de Almeida et al. 1998; Gopinath et al. 1999). Die IL-4 oder IL-5-
Sekretion, ein Zeichen fur eine TH2-Antwort, war dagegen bei Patienten mit aktiver
Infektion oder chronischer Erkrankung nicht unterschiedlich ausgepragt (King et al.
1993; Yazdanbakhsh et al. 1993a; Maizels et al. 1995; Sartono et al. 1995;
Ravichandran et al. 1997). Ein Vergleich der Anzahl der Zellen, welche IFNy oder
IL-4 produzierten, zeigte jedoch, dass das Verhdltnis von IL-4 zu IFNy-
produzierenden (TH2:TH1) Zellen bei Patienten mit symptomatischer Filariose
niedrig (1:4) und bei mikrofilaramischen Patienten hoch (8:1) war (King et al. 1993).
Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Parasitenstadien
verschiedene Zytokinmuster induzieren (Lawrence et al. 1994). So induzierte eine
intraperitoneale Applikation von B. malayi-Mikrofilarien bei BALB/c-M&usen hohe
IFNy-Spiegel und nur eine schwache IL-4-Sekretion in Milzzellen. Nach einer
intraperitonealen Implantierung von adulten Wirmern dagegen zeigte sich ein
umgekehrtes Muster.

Uber den EinfluR von IL-4 auf unterschiedliche Parasitenstadien existieren in

Tiermodellen unterschiedliche Daten. Wahrend Lawrence et al. (1995) beobachteten,



dass die Abwesenheit von IL-4 keinen EinfluR auf das Uberleben von
B. malayi-Adulten, -L3 oder -Mikrofilarien hatte, fanden Devaney et al. (2002), dass
IL-4 die Produktion von Mikrofilarien beeinflusst. Hier waren bei B. pahangi-infizierten
IL-4"-BALB/c-Mausen die Mikrofilarienzahlen gegeniiber Wildtyp-BALB/c-M&usen
deutlich erhonht.

In einigen Studien wurde der EinfluBR von IL-10 auf die Regulation der
antigenspezischen TH1-Antwort und die zellulare Hyporesponsivitat untersucht
(Mahanty und Nutman 1995; Mahanty et al. 1996b; Mahanty et al. 1997,
Ravichandran et al. 1997; Osborne und Devaney 1999). So beobachteten z. B.
Mahanty et al. (1996) eine negative Korrelation zwischen antigenspezifischer IL-10
Produktion und antigenspezifischer Proliferation bei mikrofilaramischen Patienten.
King et al. (1993) fanden eine Steigerung der Proliferation durch Zugabe von
Antikorpern gegen IL-10; dieses konnte von Maizels et al. (1995) und Sartono et al.
(1995) nicht bestatigt werden. In einer neueren Untersuchung von King et al. (2001)
konnte ein Zusammenhang zwischen IL-10-Produktion oder auch TGFB-Produktion

und Hyporesponsivitat bzw. IFNy-Reaktionen ebenfalls nicht bestatigt werden.

2. Verdnderungen in der Antigenpradsentation bei Filarieninfektionen:

Eine weitere Theorie stitzt sich auf die Beeinflussung von T-Zellen durch
antigenprasentierende Zellen. Zellen aus Peritonealexsudat (PEC) von mit adulten
B. malayi (Allen et al. 1996) oder L3 (MacDonald et al. 1998) implantierten Mausen
waren in der Lage, die antigenspezifische Proliferation von T-Zellen zu hemmen. IL-4
war hierbei im Gegensatz zu IL-10 essentiell fir die Induktion der Suppression
(MacDonald et al. 1998). Supprimierende PEC konnten ebenfalls durch eine tagliche
Injektion von ES-Produkten sowohl von B. malayi als auch von Nippostrongylus
brasiliensis und Toxocara canis generiert werden (Allen und MacDonald 1998). Es
zeigte sich, dass diese alternativ aktivierten Makrophagen die T-Zellproliferation
reversibel Uber einen direkten Zellkontkt hemmen (Loke et al. 2000b) und eine
Differenzierung von T-Zellen in Richtung TH2 (Loke et al. 2000a) induzieren.
Ahnliches wurde fiir ES-62 gezeigt, ein E/S-Produkt von Acanthocheilonema viteae.
Es induzierte die Reifung von dendritischen Zellen, welche die Entwicklung von TH2-
Zellen fordern (Whelan et al. 2000).

Allen und Loke (2001) stellten die Hypothese auf, dass tote oder sterbende Filarien

die klassische Aktivierung von Makrophagen und eine spatere proinflammatorische



Reaktion induzieren, sezernierte Produkte von lebenden Filarien dagegen eine TH2-
Antwort und alternativ aktivierte Makrophagen, die ihrerseits eine inflammatorische

Reaktion supprimieren.

3. Induktion einer immunologischen Anergie durch hohe Parasitenblrde:

Hohe Wurmbirden wurden ebenfalls als eine mogliche Ursache bei der Induktion
der spezifischen Anergie der T-Zellen diskutiert. In einer Studie von King et al.
(2001) verglich man die T-Zellproliferationsraten und Zytokinreaktionen von
Bewohnern zweier Dorfer mit niedriger bzw. sehr hoher Ubertragungsintensitét.
Bewohner des Dorfes mit hoher Ubertragungsintensitat zeigten eine wesentlich
geringere spezifische und unspezifische T-Zellproliferation und niedrigere
antigenspezifische IFNy-Synthese, dagegen aber eine héhere IL-5-Produktion als

die Bewohner des Dorfes mit niedriger Ubertragungsintensitat.

4. Filarieninduzierte Apoptose von Immunzellen:

Ein weiteres Phanomen, das mitverantwortlich fur den proliferativen Defekt der
T-Zellen sein kénnte, ist die Induktion von Apoptose von Immunzellen durch
Mikrofilarien. Jenson et al. (2002) stellten fest, dass antigenstimulierte CD4" T-Zellen
von mit B. pahangi-Mikrofilarien infizierten Ma&ausen ein hohes Ausmal} an
Stickoxid(NO)-abhangiger Apoptose zeigten, da eine Blockierung der induzierbaren
Stickoxidsynthase die Zellen vor Apoptose schitzte. Das Stickoxid wurde hierbei
von den Milzlymphozyten selbst produziert. Im Gegensatz dazu konnte bei
Milzlymphozyten von Tieren, die mit L3 infiziert wurden, keine Apoptose nach
antigenem Stimulus erzeugt werden. Die Autoren vermuteten, dass die Zellen
indirekt ihre eigene Apoptose triggern, indem sie hohe Mengen an IFNy produzieren.
Dieses resultiert in der Induktion von groBen Mengen an NO und der darauf

folgenden Eliminierung der Effektorzellen.

5. Andere Mechanismen der Immunoregulation bei Filarieninfektionen:

Regulatorische T-Zellen kénnten ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Modulation der
T-Zellreaktionen spielen. So genannte ,T regulatory type 1 (Trl)“-Zellen, eine
CD4"-Subpopulation mit  schwachen Proliferationsreaktionen und  hoher
IL-10-Produktion, werden durch wiederholte Stimulierung in Anwesenheit von IL-10

erzeugt (Groux et al. 1997). Interessanterweise konnte die gleich Arbeitsgruppe in



einem Mausmodell fur Typ 1-Uberempfindlichkeitsreaktionen eine klassische TH2-
Antwort durch die Sekretion von IL-10 inhibieren (Cottrez et al. 2000).

Satoguina et al. (2002) beschrieben erstmals regulatorische T-Zellen bei
Filarieninfektionen im Zusammenhang mit Immunsuppression bei chronischer
Onchozerkose.

Fur eine intrauterin induzierte spezifische Toleranz als Ursache einer weitgehenden
Anergie gegenuber Filarienantigenen spricht die Beobachtung, dass Kinder
mikrofilaramischer Mdutter eine deutliche spezifische zellulare Hyporesponsivitat
zeigten (Steel et al. 1994).

Die Bedeutung von immunmodulatorischen ES-Produkten wird im Kapitel 2.5.

besprochen.

2.2.2. Zytokinreaktionen bei Filarieninfektionen

IFNy wird von TH1-Zellen produziert (Mosmann und Coffman 1989; Romagnani
1999; Romagnani 2000) wund st das wichtigste Zytokin far die
Makrophagenaktivierung vgl. (Romagnani 1999). Aul3erdem hemmt IFNy die
Entwicklung von TH2-Zellen vgl. (Seder und Paul 1994; Mosman 1995; Janeway et
al. 2002). Bei Filarieninfektionen konnte gezeigt werden, dass die Synthese von
IFNy-mRNA und die Anzahl der IFNy-produzierenden Zellen bei mikrofilardmischen
Personen im Gegensatz zu Personen mit chronischer Pathologie stark verringert war
(King et al. 1993; Maizels et al. 1995; Mahanty et al. 1996a; Mahanty et al. 1997,
Ravichandran et al. 1997). Offensichtlich kommt IFNy eine Rolle bei der Kontrolle der
Mikrofilaramie zu, denn bei Infektionen von IFNy-KO-Méausen mit L. sigmodontis
(Saeftel et al. 2001) kam es zu einer erhdhten und bei B. malayi (Babu et al. 2000) zu
einer verlangerten Mikrofilaramie.

Nach dem Schema von Mosman (1995) und Romagnani (1999) gehoért IL-2 zu den
TH1-Zytokinen. AufRerdem wird IL-2 von THO-Zellen produziert, den Vorlauferstadien
von sowohl TH1- als auch TH2-Zellen (Mosman und Moore 1991; Janeway et al.
2002). Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich nicht mit den Arbeiten anderer
Autoren beim gleichen Infektionsmodell, allerdings wurde bei diesen Filarienantigen
und kein ES-Antigen verwendet. Wahrend Nurmi (1998) und Taubert und Zahner
(2001) vor allem in der frihen Prapatenz eine gesteigerte IL-2-Produktion
nachweisen konnten, maf} Marechal et al. (1997) in der Prapatenz kein IL-2. Diese

Autoren wiesen aber eine gesteigerte IL-2-Produktion in der Patenz nach. Bei
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humanen Filarieninfektionen konnte bei mikrofilarAmischen Patienten deutlich
niedrigere Spiegel an IL-2 gemessen werden als bei Patienten mit chronischer
Pathologie (el-Sharkawy et al. 2001). Ravichandran et al. (1997) beschrieben bei
mikrofilaramischen Patienten eine TH2-Antwort mit geringer oder fehlender
Transkription von IL-2 und IFNy. Das Fehlen von Mikrofilarien und/oder cAg war
dagegen korreliert mit einer TH1-Antwort mit hohen 1I-2 und IFNy-Spiegeln (Dimock
et al. 1996).

Eine IL-4-Expression in der Frihphase einer Infektion wird verantwortlich gemacht fur
die Entwicklung einer TH2-Antwort vgl. (Romagnani 2000). Das frih auftretende IL-4
kann dabei aus naiven CD4-T-Zellen selber stammen (Paul und Seder 1994) oder
aus einer spezialisierten Untergruppe der CD4-Zellen, den NK1.1%-T-Zellen
(Bendelac et al. 1996; Balmer und Devaney 2002), die nach ihrer Aktivierung hohe
Mengen an IL-4 sezernieren. Durch von aktivierten TH2-Zellen sezerniertes IL-4 wird
weiterhin in B-Zellen der Klassenwechsel zu IgE induziert (Bacharier und Geha
2000). Der in dieser Arbeit gemessene Anstieg der IL-4-Transkription in der frihen
Prapatenz stimmt mit den Beobachtungen von Nurmi (1998) und Al-Qaoud et al.
(1997) uberein. Al-Qaoud et al. (1997) konnten ebenfalls eine gesteigerte IL-5-
Sekretion in der Prapatenz dokumentieren. Marechal et al. (1997) wiesen dagegen
einen Anstieg von IL-4 erst in der Patenz nach, wahrend IL-5 auch schon in der
Prapatenz produziert wurde. IL-4 scheint besonders fur die Kontrolle der
Mikrofilaramie wahrend der Infektion eine Rolle zu spielen. So war die Mikrofilardmie
sowohl bei Infektionen von IL-4-KO-BALB/c-Mausen mit B. malayi (Babu et al. 2000;
Devaney et al. 2002) als auch mit L. sigmodontis (Volkmann et al. 2001; Volkmann et
al. 2003) deutlich erhdht und verlangert, die adulten Wirmer blieben unbeeinflusst.
IL-5 hatte zuséatzlich noch eine Wirkung auf adulte Filarien bei der Kapselbildung: IL-
5-KO-BALB/c-Mause entwickelten eine drastisch erhéhte Wurmbirde bei
chronischen Infektionen mit verringerter Kapselbildung (Volkmann et al. 2003),
wahrend bei Mausen, die IL-5 Uberexprimierten, die Ruckfindungsrate deutlich
reduziert war (Martin et al. 2000).

Das Zytokin IL-10 wird von den meisten Autoren zur Gruppe der TH2-Zytokine
gezahlt (vgl. Fiorentino et al. 1989; Romagnani 1999; Romagnani 2000; Janeway et
al. 2002). Ihm wird ein negativ regulierender Einflul3 auf die Proliferation von TH1-
Zellen zugesprochen (Fiorentino et al. 1989; Sher et al. 1991; Mahanty et al. 1996b;
Mosman und Sad 1996; Mahanty et al. 1997; Ravichandran et al. 1997), aber auch
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auf andere Zellen wie B-Zellen, NK-Zellen, zytotoxische T-Zellen, Mastzellen,
Granulozyten, dendritische Zellen, Keratinozyten und Endothelzellen (Moore et al.
2001). Eine wichtige Rolle spielt IL-10 auch bei der Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen, die wiederum selbst in grofen Mengen IL-10 produzieren
(Groux et al. 1997; Cottrez et al. 2000; Levings et al. 2001; Satoguina et al. 2002).
Diese Zellen kdnnen antigenspezifische Immunreaktionen supprimieren. Einige
Studien zeigten die direkte Hemmung der Sekretion von IFNy (D'Andrea et al. 1992)
und IL-2 (Taga und Tosato 1992; de Waal Malefyt et al. 1993) durch IL-10. Die
Bedeutung von IL-10 bei Filarieninfektionen wird kontrovers diskutiert. Mahanty et al.
(1996b) konnten eine negative Korrelation zwischen antigenspezifischer IL-10
Produktion und antigenspezifischer Proliferation bei mikrofilaramischen Patienten
nachweisen. King et al. (1993) dokumentierte eine Steigerung der Proliferation durch
Antikorper gegen IL-10; dieses konnte von Maizels et al. (1995) und Sartono et al.
(1995) nicht bestatigt werden. In einer neueren Untersuchung von King et al. (2001)
konnte ein Zusammenhang zwischen IL-10-Produktion und Hyporesponsivitat bzw.
IFNy-Produktion nicht mehr nachgewiesen werden. Eine Steigerung der IL-10-
Produktion durch ES-Produkte wurde ebenfalls von Hartmann et al. (1997) bei A.
viteae beschrieben. Nurmi (1998) konnte hohe IL-10 Werte nach Stimulation mit
Filarienantigen in der frihen Prapatenz nachweisen. Bei Taubert und Zahner (2001)
dagegen trat eine maximale IL-10-Produktion in der spaten Prapatenz zusammen mit
einem kompletten Einbruch aller anderen Zytokine auf.

IL-13 wird von Romagnani (1999, 2000) zu den TH2-Zytokinen gezahlt. Es ist wie IL-
4 verantwortlich fur die Induktion der IgE-Synthese in B-Zellen und spielt vor allem im
Hinblick auf allergische Erkrankungen eine wichtige Rolle (Bacharier und Geha
2000). Von Nair et al. (2003) wird vermutet, dass IL-13 zusammen mit IL-4 bei
Filarieninfektionen eine Funktion bei Entstehung von alternativ aktivierten

Makrophagen zukommt.

2.2.3. Humorale Reaktionen bei Filarieninfektionen

Bei den verschiedenen Erkrankungsformen der lymphatischen Filariose herrschen
unterschiedliche Subklassen von Antikérpern vor (Hussain et al. 1987). Wéahrend
mikrofilaramische Patienten vorwiegend spezifische IgG4-Antikdrper (Ottesen et al.
1985; Kwan-Lim et al. 1990; Haarbrink et al. 1999) produzierten und wenig

spezifisches IgE (Terhell et al. 2002), lagen bei Patienten mit klinisch manifester
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Filariose vor allem IgG1, IgG2 und IgG3 und ein hoher IgE-Spiegel vor (Kurniawan et
al. 1993; Maizels et al. 1995; Zhang et al. 1999). Bei Patienten mit zirkulierendem
Antigen war ebenfalls ein erhdhter 1gG4-Antikérperspiegel messbar, wahrend bei
mikrofilarAmischen Patienten niedrige Spiegel an 1gG2-Antikdrper gefunden wurden
(Dimock et al. 1996). Nach Behandlung von infizierten Patienten mit DEC sank die
spezifische 1gG4-Produktion deutlich (Wamae et al. 1992; Atmadja et al. 1995),
korreliert mit dem Absinken der Mikrofilarien im Blut (Wamae et al. 1992). Nach
Maizels et al. (1995) konnte 1gG3 an der Entstehung von obstruktiven
LymphgefalRveranderungen beteiligt sein. Diese Vermutung stitzen die Ergebnisse
von Nielsen et al. (2002); hier wurden bei Erkrankten mit fortgeschrittener
Elephantiasis hohe IgG3-Spiegel gemessen.

Einen Hinweis auf die Regulation der filarienspezifischen Antikdrperproduktion
durch Zytokine zeigten King et al. (1990). Als genereller Zusammenhang ist
bekannt, dass die Produktion von IgE (Janeway und Travers 2002) und IgG4 beim
Menschen durch IL-4 vermittelt wird (Gascan et al. 1991). Dagegen wird die
Produktion von IgE durch IFNy gehemmt (Janeway und Travers 2002). King et al.
(1990) fanden heraus, dass die filarienspezifische IgE-Produktion durch Antiserum
gegen IL-4 komplett geblockt wird und dass sie durch Zugabe IFNy nahezu

vollstandig unterbunden werden kann.

2.3. Die Nagetierfilarie Litomosoides sigmodontis

L. sigmodontis wird oft als Modellparasit fur die lymphatische Filariose des Menschen
verwendet (Hoffmann et al. 2000). L. sigmodontis ist ein in den sudlichen USA
vorkommender Parasit der Baumwollratte Sigmodon hispidus, die den nattrlichen
Endwirt fur diese Filarienart darstellt. Die Infektion der Baumwollratte mit L.
sigmodontis wurde seit langem intensiv beforscht (Chandler 1931; Culbertson und
Rose 1944; Bertram et al. 1946; Scott 1946; Williams 1948; Wenk und Heimburger
1967; Bayer und Wenk 1988). Unter Laborbedingungen gelang die Ubertragung von
L. sigmodontis auf einige andere Tierarten wie z. B. Gerbils (Ah und Burke 1976),
Hamster und Mause (Wenk und Heimburger 1967), Albinoratten (Bagai und
Subrahmanyam 1968) und Mastomys coucha (LAmmler et al. 1968; Pringle und King
1968).

Ein neu etabliertes Infektionsmodell stellt die Infektion von BALB/c-Mé&usen

eines bestimmten Haplotyps mit L. sigmodontis dar (Petit et al. 1992). Dieses
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Modell erlaubt die vollstandige Entwicklung von der infektibsen Drittlarve bis zum
Freisetzen von Mikrofilarien in der immunologisch gut charakterisierten BALB/c-

Maus.

2.3.1. Entwicklung von L. sigmodontis

Der Entwicklungszyklus von L. sigmodontis in der Baumwollratte wurde
zusammenfassend von Bertram (1966) geschildert und ist in Abb. 2.3. dargestellt.
Die adulten Stadien von L. sigmodontis befinden sich in der Pleurahéhle ihrer
Endwirte. Die weiblichen Parasiten sind vivipar und setzen bescheidete Erstlarven,
die sog. Mikrofilarien frei. Der Zwischenwirt flr L. sigmodontis ist die blutsaugende
Milbe Ornithonyssus bacoti. Von ihr werden die Mikrofilarien mit der Blutmahlzeit
aufgenommen. Sie entwickeln sich in der Milbe tGber zwei Hautungen innerhalb von
10-13 Tagen zu infektiosen Drittlarven. Diese werden bei einer weiteren Blutmahlzeit
wieder auf den Endwirt Ubertragen, wo sie Uber das Lymphsystem und die rechte
Herzkammer in die Lunge und anschlieend in die Pleurahdhle gelangen (Wenk
1967). Nach 8-10 Tagen p. i. findet die erste Hautung zur L4 statt, nach 24 Tagen p.
I. hauten sich die L4 zu praadulten Parasiten, die dann zu Adulten heranreifen
(Bertram 1966).

Die Prapatenz bei der Infektion von Baumwollratten und M. coucha
mit L. sigmodontis dauert 50 bis 52 Tage (Bertram 1966; LAmmler et al. 1968).
Nach der maximalen Mikrofilaramie um Tag 120 bis 150 p. i. sinkt die
Mikrofilarienzahl wieder ab bis zum Beginn der Postpatenz 240 bis 300 Tage p. i.
(Lammler et al. 1968). Bei der Infektion von BALB/c-Mausen dauert die Prapatenz
ebenfalls etwa 50 Tage (Nurmi 1998; Taubert und Zahner 2001). Die Mikrofilardmie
ist deutlich niedriger und kirzer als bei M. coucha; die Patenz endet an Tag
100-120 p.i. (Al-Qaoud et al. 1997; Nurmi 1998; Taubert und Zahner 2001). Am
Tag 200 p. i. waren die Parasiten in der BALB/c-Maus komplett eliminiert
(Nurmi 1998).
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Abb. 2.3.

Entwicklungszyklus der Nagetierfilarie Litomosoides sigmodontis

Die adulten Wirmer der Nagetierfilarie L. sigmodontis befinden sich in der
Pleurahdhle ihres Wirtes, z.B. der Baumwollratte S. hispidus. Die viviparen Weibchen
setzten bescheidete Erstlarven, die sog. Mikrofilarien frei. Die Mikrofilarien werden
vom Vektor, der Milbe Ornithonyssus bacoti, mit der Blutmahlzeit aufgenommen. In
der Milbe entstehen daraus tber 2 Hautungen die infektiosen Drittlarven, die wieder
auf den Endwirt Ubertragen werden. Nach zwei weiteren Hautungen entwickeln sich
aus ihnen in der Pleurahohle wieder adulte Filarien.
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2.4. Immunreaktionen bei der L. sigmodontis-Infektion

Die antigenspezifische T-Zellanergie ist auch bei der Infektion mit L. sigmodontis ein
wiederholt beschriebenes Phanomen. Milz- und Lymphknotenzellen infizierter M.
coucha waren in der Prdpatenz und in der Patenz nicht in der Lage, auf
Filarienantigen zu proliferieren (Mistry et al. 1985; Mistry und Subrahmanyam 1986).
Schonfeld und Zahner (2000) fanden gleichfalls bei M. coucha herabgesetzte
antigenspezifische Proliferationsraten in der Prapatenz und Patenz, die mit
absinkender  Mikrofilaramie  wieder  kontinuierlich  starker wurden. Eine
antigenspezifische Hyporesponsivitéat trat ebenfalls bei der Infektion von BALB/c-
Mausen in der Prapatenz (Marechal et al. 1997) bzw. Patenz (Le Goff et al. 2000b)
auf. Immunisierungen von M. coucha mit intrauterinen Entwicklungsstadien und
Mikrofilarien fUhrten zu einer Erh6hung der Proliferationsreaktionen in der Prapatenz
(Schénfeld und Zahner 2000), ahnlich wie bei Immunisierungsversuchen von
BALB/c-Mausen mit bestrahlten L3, wodurch die Proliferationsleistung in den darauf
folgenden zwei Tagen deutlich gesteigert wurde (Le Goff et al. 2000b). In beiden
Studien kam es jedoch wieder zu einem Abfall der Proliferationsraten in der Patenz.
In einem Teil der Studien zeigte sich, dass die zellulare Hyporesponsivitét sich auch
unspezifisch auswirkt. Bei infizierten M. coucha kam es in der Prapatenz und Patenz
auch nach Stimulation mit ConA und LPS (Schonfeld und Zahner 2000) oder ConA
und PHA (Mistry et al. 1985) zu herabgesetzten Proliferationsreaktionen. Zahner et
al. (1989) konnten eine unspezifische Immunsuppression in vivo nachweisen, indem
sie mit L. sigmodontis infizierte M. coucha gegen Schaferythrozyten sensibilisierten
und den immunsuppressiven Effekt der Infektion als Einfluss auf die Immunreaktion

gegen Erythrozyten vom verzdgerten Typ mal3en.

Al-Qaoud et al. (1997) untersuchten die Rolle von CD4" T-Zellen an der zellularen
Immunantwort wahrend der L. sigmodontis-Infektion. Die Depletion von CD4" T-
Zellen zeigte einen entscheidenden Einflu? dieser Zellen in der Frihphase der
Infektion. Die Behandlung von BALB/c-Mausen mit CD4-Antikdrpern fuhrte zu einer
deutlichen Erhéhung der Wurmbirde und der Mikrofilaramie.

Uber die filarienspezifische Produktion von Zytokinen bei der BALB/c-Maus kamen
verschiedene Studien zu teilweise unterschiedlichen Ergebnissen (Al-Qaoud et al.
1997; Marechal et al. 1997; Nurmi 1998; Taubert und Zahner 2001). Al-Qaoud et al.

(1997) fanden in der Prapatenz bei infizierten Tieren hohe Spiegel der
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TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 und geringe Mengen an dem TH1-Zytokin IFNy,
bei CD4"-depletierten Tieren herrschten umgekehrte Verhaltnisse. Ebenfalls eine
TH2-Antwort, hier allerdings in der Patenz, zeigte sich in einer Untersuchung von
Marechal et al. (1997). In der Patenz stiegen zwar auch die TH1-Zytokine IFNy und
IL-2 an, blieben aber deutlich unter dem Level der TH2-Zytokine. Im Gegensatz dazu
konnte Nurmi (1998) wahrend der Prapatenz vorwiegend die TH1-Zytokine IFNy und
IL-2 und nur geringe Mengen an IL-4 und kein IL-5 nachweisen. In der Arbeit von
Taubert und Zahner (2001) zeigte sich ebenfalls keine deutliche Polarisation in
Richtung TH1 oder TH2. Besonders auffallend war hier ein komplettes Absinken in
der Synthese samtlicher Zytokine auf3er IL-10 am Ende der Préapatenz, unmittelbar
vor dem ersten Auftreten von Mikrofilarien in Blut.

Die Bedeutung einzelner Zytokine wurde auch in verschiedenen Knockout (KO)-
Modellen untersucht (Le Goff et al. 2000a; Saeftel et al. 2001; Volkmann et al. 2001;
Volkmann et al. 2003). So entwickelten z. B. IFNy-KO-Mause eine hohere
Wurmburde und Mikrofilaramie als Wildtyp-BALB/c-Mause (Saeftel et al. 2001).

In IL-4-KO-Mausen fand man eine bis zu 100-fach erhohte und deutlich verlangerte
Mikrofilaramie, das Uberleben von Adulten wurde jedoch nicht beeinflusst (Volkmann
et al. 2001). In IL-5-KO-Mausen untersuchten Volkmann et al. (2003) die Bedeutung
von IL-5. IL-5 hatte sowohl einen Einflu@ auf die Mikrofilaramie, die in
IL-5-KO-Mé&usen bis zu 160-fach erhoht war, als auch auf die Zahl von adulten
Wirmern: es persistierten bis zu 200-mal mehr Adulte wahrend einer chronischen
Infektion. Damit im Prinzip Ubereinstimmend entwickelten sich in Mausen, die IL-5
Uberexpremieren, signifikant weniger L. sigmodontis als im Wildtyp (Martin et al.
2000).

Die Anwesenheit von praadulten Weibchen scheint bei der Empfanglichkeit des
Wirtes gegeniber Mikrofilarien eine wichtige Rolle zu spielen. Hoffmann et al. (2001)
injizierten verschiedenen resistenten Mausstammen Mikrofilarien und zeigten, dass
schon ein in die Bauchhohle implantiertes praadultes Weibchen vormals resistente
Stdmme nun empfanglich gegentber Mikrofilarien macht. Dieser Effekt war abhéangig
von IL-10. Als Ursache fir diesen Zusammenbruch der Resistenz gegeniber
Mikrofilarien durch nur ein praadultes Weibchen vermuteten die Autoren eine

Beeinflussung des Wirtes durch ES-Produkte von diesem Weibchen.
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Bezuglich der Antikorperproduktion wahrend der L. sigmodontis-Infektion existieren
nur zum Teil einheitliche Daten. In der Patenz wiesen Marechal et al. (1997) bei
BALB/c-Mausen erhohte Spiegel von filarienspezifischen IgM-, IgA-, I1gG1-,
lgG2a-, 1gG2b- und 1gG3- Antikorpern nach. Al-Qaoud et al. (1997) fanden
bei BALB/c-Méausen in der Prapatenz erhohte IgE-Werte, wahrend in der
Untersuchung von Nurmi (1998) der Nachweis von spezifischem IgE nicht
gelang. Volkmann et al. (2001) schlossen einen Einflud von IgE auf die
Mikrofilaramie aus, da bei B-Zell-KO-Mausen keine Verdnderungen in der
Mikrofilaramie auftraten. Bei M. coucha kam es dagegen zu einen steilen
Anstieg an spezifischem homozytotropen IgE in der Prapatenz mit maximalem
Spiegel in der frihen Patenz (Zahner et al. 1987).

Aul3er bei Mausen wurde die Verteilung der 1gG-Subklassen nur bei M. coucha
weitergehend untersucht, so charakterisierte Schares (1992) 1gG1-, 1gG2-, IgM- und
IgA-Antikdrper bei infizierten M. coucha. AufRerdem fuhrte die Infektion mit L.
sigmodontis bei M. coucha auch zu einer Suppression der Produktion unspezifischer
Antikorper. Mit Schaferythrozyten immunisierte M. coucha mit patenten Infektionen
entwickelten niedrigere Titer lytischer und agglutinierender Antikorper als nicht
infizierte Tiere (Zahner et al. 1989).

2.5. Immunmodulatorische exkretorisch/sekretorische

Produkte von Filarien

Die Fahigkeit von Filarien in einem immunkompetenten Wirt zu persistieren beruht
offensichtlich darauf, dass sie Mechanismen entwickelt haben, die Immunantwort des
Wirtes zu unterlaufen oder zu modulieren. Filarien produzieren eine Vielzahl von
exkretorisch-sekretorischen (ES) Produkten, von denen viele biologisch aktiv sind
und daher fur das Uberleben des Parasiten eine wichtige Rolle spielen
[zusammengefasst bei (Harnett und Parkhouse 1995)]. Bei vielen dieser ES-
Produkte sind immunmodulatorische Fahigkeiten nachgewiesen worden (Lal et al.
1990; Harnett und Harnett 1993; Yamaoka et al. 1994; Allen und MacDonald 1998;
Zang et al. 2000; Falcone et al. 2001; Manoury et al. 2001; Schonemeyer et al. 2001;
Pfaff et al. 2002). Einige dieser immunmodulatorischen ES-Produkte tragen
Phosphorylcholin (PC)-Epitope (Maizels et al. 1987; Lal et al. 1990; Harnett und
Harnett 1993; Harnett et al. 1993).
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ES-62 ist ein immunmodulatorisches, PC-haltiges ES-Produkt der Nagetierfilarie
Acanthocheilonema viteae, das bereits gut untersucht wurde (Harnett et al. 1989b;
Harnett et al. 1990; Harnett et al. 1993; Harnett et al. 1999). ES-62 wird von L4 und
adulten Filarien produziert (Harnett et al. 1989b; Stepek et al. 2002). Sein
immunmodulatorischer Effekt ist PC-abhangig, er konnte durch PC-modifiziertes BSA
(PC-BSA) oder PC alleine simuliert werden (Harnett und Harnett 1993; Deehan et al.
1998; Harnett et al. 1999; Harnett und Harnett 2001).

ES-62 resp. PC-modifizierte Molekile modulieren die Immunantwort des Wirtes auf
verschiedene Weise:

Wochentlich injiziertes PC-BSA reduzierte bei BALB/c-Méausen die Aktivierung von B-
Zellen uber den Antigenrezeptor in vivo (Harnett et al. 1999). ES-62 hemmt
zusatzlich die Proliferation von murinen B-Zellen aus der Milz, einhergehend mit
einer Bindung an den B-Zellrezeptor (Harnett und Harnett 1993) und greift in die
intrazellulare Signaltransduktion ein, so z. B. auf einige Tyrosinkinasen und eine
Form der mitogeninduzierten Proteinkinase (Deehan et al. 1998). Es reduziert die
Menge und Aktivitdt der Proteinkinase C (Harnett und Harnett 1993) und moduliert
die Expression einer Vielzahl von Isoformen der Proteinkinase C (Deehan et al.
1998).

Zusatzlich induzierte ES-62 in der humanen Jurkat T-Zellen eine Anergie gegeniber
der polyklonalen Aktivierung der Zellen, indem die Signaltransduktionskaskade
des T-Zellrezeptors unterbrochen wurde (Harnett et al. 1998).

BALB/c-Mause entwickelten nach subkutaner Inokulation von ES-62 IgG1-Antikorper
gegen PC-freie Epitope (Houston et al. 2000), somit lag offensichtlich eine
TH2-betonte Antikorperproduktion vor (Harnett et al. 1999). PC blockierte hierbei
abhéngig von IL-10 die Produktion von IgG2a-Antikérpern, denn PC-depletiertes
ES-62 induzierte sowohl die Bildung von IgGl- als auch IgG2a-Antikdrpern
(Houston et al. 2000).

Weiterhin induzierten ES-62 und LPS die Reifung von dendritischen Zellen, die
ihrerseits die Differenzierung von CD4*-Zellen in Richtung TH1 oder TH2 férderten:
Die mit ES-62 inkubierten dendritischen Zellen forderten die Entwicklung von
TH2-Zellen, wéhrend die mit LPS inkubierten dendritischen Zellen die Entwicklung
von TH1-Zellen forderten (Whelan et al. 2000).
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Die Makrophagenfunktion wurde ebenfalls von ES-62 moduliert. Es supprimierte in
IFNy/LPS-stimulierten Makrophagen dosisabhangig die Produktion von IL-12, IL-6
und TNFa; die Stickoxidproduktion wurde dabei nicht beeinflusst (Goodridge et al.
2001). Dieser Zustand der Hyporesponsivitat hielt langere Zeit an, auch nach
Waschen der Zellen nach der ES-62-Inkubation und vor der Stimulierung mit IFNy
und LPS wurde die Produktion von IL-12 gehemmt. Um die Wirkung von ES-62
in vivo zu testen, implantierten Goodridge et al. (2001) Mausen osmotische Pumpen,
die permanent physiologische Mengen ES-62 abgaben. Makrophagen dieser Mause

produzierten danach ebenfalls deutlich weniger IL-12, IL-6 und TNFa.

Ein immunmodulatorisches ES-Produkt der Filarie Dirofilaria immitis wurde von
Yamaoka et al. (1994) untersucht. Dieses ES-Produkt erhdhte die Expression von
CD23, einem niedrig affinen IgE-Rezeptor und Marker fur differenzierte B-Zellen.

Es steigerte die IL-4 induzierte IgE-Synthese in Milzzellen.

Bei Brugia malayi wurden verschiedene immunmodulatorische ES-Produkte
beschrieben. Allen und MacDonald (1998) zeigten, dass intraperitoneal applizierte
ES-Produkte von adulten Parasiten genauso wie die Implantation von lebenden
Filarien in die Bauchhdhle von Mausen die Bildung von Peritonealexsudatzellen
(PEC) induzierten, die ihrerseits in der Lage waren, die T-Zellproliferation zu

hemmen.

Ein weiteres ES-Produkt von B. malayi ist ein Homolog des humanen
Migrationsinhibitionsfaktors (MIF), genannt Bm-MIF (Pastrana et al. 1998).
Bm-MIF-1 fiihrte wie lebende Parasiten zur Hochregulierung der Synthese von YM1
in Makrophagen, einem chemotaktischen Faktor flr eosinophile Granulozyten.
AulRerdem fuhrte es zu einer erhdhten Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
(Falcone et al. 2001). Bm-MIF-1 und Bm-MIF-2 wirkten chemotaktisch auf humane
Monozyten und aktivierten in ihnen die Produktion von IL-8 und TNFa (Zang et al.
2002).

Bm-SPN-2 ist ein stadienspezifisch sezerniertes Serpin (Serinproteaseinhibitor) und
wird ausschlie3lich von B. malayi-Mikrofilarien produziert (Zang et al. 1999). Bei
BALB/c-Mausen, denen intraperitoneal Mikrofilarien appliziert wurden, induzierte

Bm-SPN-2 kurzeitig eine starke spezifische TH1-Antwort: Am Tag 14 nach Injektion,
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nicht mehr aber am Tag 35 war eine hohe IFNy-, aber keine 1l-4- und IL-5-Produktion
in Milzzellen messbar (Zang et al. 2000). Bm-SPN-2 wurde ebenfalls von humanen
B- und T-Zellen erkannt: alle mikrofilaramischen Patienten der Studie hatten 1gG4-
Antikorper gegen Bm-SPN-2, wahrend nur bei 30% der so genannten endemisch
Normalen Antikdrper gefunden wurden. T-Zellen der meisten Patienten (mit allen

klinischen Formen) produzierten IFNy nach Stimulation mit Bm-SPN-2.

Cystatine (Cysteinproteaseinhibitoren) von Filarien sind ebenfalls als ES-Produkte
mit immunmodulatorischer Wirkung beschrieben worden. Ein Cystatin von B. malayi,
Bm-CPI-2, inhibierte die Antigenprozessierung in humanen B-Zelllinien (Manoury et
al. 2001).

Hartmann et al. (1997) und Schierack et al. (2003) untersuchten ein Cystatin (Av17)
von Acanthocheilonema viteae. Die immunmodulatorische Wirkung von
rekombinantem Av17 beruhte auf einer Suppression der Proliferation von murinen
T-Zellen nach mitogener Stimulation und auf einer Steigerung der IL-10-Produktion.
Fur rekombinantes Ov17, ein Cystatin der humanpathogenen Filarie Onchocerca
volvulus wurden ebenfalls immunmodulatorische Eigenschaften nachgewiesen: eine
Suppression der spezifischen und unspezifischen Proliferation von humanen T-Zellen
(Schénemeyer et al. 2001; Schierack et al. 2003) und eine Steigerung der
NO-Produktion von IFNy-stimulierten Makrophagen (Hartmann et al. 2002; Schierack
et al. 2003).

Auch bei L. sigmodontis wurde ein Cystatin (Ls-Cystatin) mit immunmodulatorischer
Wirkung entdeckt (Pfaff et al. 2002). Durch osmotische Pumpen kontinuierlich in der
Bauchhothle von C57BL/6-Mé&usen freigesetztes Ls-Cystatin steigerte die Synthese
von TNFa-mRNA in PEC und reduzierte die NO-Produktion nach Applikation von
Mikrofilarien. Eine Vakzinierung von BALB/c-Mausen mit Ls-Cystatin fuhrte nicht zu
einer Beeinflussung der Wurmbirde, aber zu einer Reduktion der Mikrofilaramie

wahrend der Infektion.
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2.6. Juv-p120

Als man die Struktur der Mikrofilarienscheide von L. sigmodontis untersuchte, wurde
entdeckt, dass Antikorper gegen die Oberflache der Mikrofilarienscheide auch mit
einem ES-Produkt dieser Filarie reagierten (Schares et al. 1994). Dieses ES-Produkt
mit einer GrolRe von 120 kD wurde als Juv-p120 bezeichnet (Hintz et al. 1998).
Praadulte, 32 und 46 Tage alte L. sigmodontis-Weibchen sezernierten Juv-p120; im
Inkubationsmedium von adulten Weibchen wurde es nicht nachgewiesen (Schares et
al. 1994).

Dieses Ergebnis deckte sich mit den Beobachtungen von Harnett et al. (1989a),
welche bei 40 bis 42 Tage alten L. sigmodontis-Weibchen ein 140-160 kD grof3es
ES-Produkt beschrieben. Juv-p120 wurde auf3erdem in Homogenat von préadulten
Weibchen nachgewiesen, nicht aber in Homogenaten von Mikrofilarien und adulten
Weibchen (Wagner 1998). Es zeigte sich, dass Juv-p120 in vivo sowohl in die
Pleurahohle infizierter M. coucha sezerniert wird, als auch an Tag 41 und 45 p.i. im
Blut infizierter Tiere auftritt (Taubert, pers. Mitteilung). Interessanterweise wurden bei
den Untersuchungen von Schares et al. (1994) keine Antikérper gegen Juv-p120 wie
auch gegen die Scheidenproteine Shp3 und 3a in infizierten Tieren gefunden.

Ein weiterer Hinweis auf ein kreuzreagierendes Epitop mit der Oberflache der
Mikrofilarienscheide war die drastische Reduzierung der Mikrofilaramie bei infizierten
M. coucha durch intravends appliziertes Hyperimmunserum gegen Juv-p120
(Taubert, pers. Mitteilung). Eine genaue Charakterisierung des Proteins wurde von
Hintz et al. (1998) und Kasper (2000) durchgefuhrt. Hintz et al. (1998) stellten fest,
dass Juv-p120 ebenso wie die Oberflachenproteine der Mikrofilarienscheide Shp3
und 3a (Hintz et al. 1996; Hirzmann et al. 2002) posttranslational hochgradig mit
Dimethylaminoethanol (DMAE) modifiziert sind. DMAE unterscheidet sich strukturell
nur durch eine fehlende Methylgruppe von  Phosphorylcholin,  der
immunmodulatorischen Komponente von ES-62 (Harnett und Harnett 1993).
Inwieweit die DMAE-Modifikationen von Juv-p120 fir eine mogliche
immunmodulatorische Funktion von Bedeutung sind, ist noch ungeklart. Erste
Hinweise auf einen immunmodulatorischen Effekt von Juv-p120 ergaben sich aus der
Arbeit von Taubert und Zahner (2001). Der komplette Einbruch der Synthese
samtlicher Zytokine auf3er von IL-10 am Ende der Prapatenz fiel exakt auf den

Zeitpunkt der maximalen Juv-p120-Produktion.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

3.1.1. Sigmodon hispidus

Die fur die Stammbhaltung und Mikrofilariengewinnung von Litomosoides sigmodontis
eingesetzten Baumwollratten, S. hispidus, stammten aus institutseigener Zucht.
Dieses Versuchstier ist der naturliche Endwirt von L. sigmodontis. Vom Absetzen bis
zur Infektion wurden die Tiere in Gruppen in Makrolon®-Kafigen (Typ 3) auf
Hobelspaneinstreu gehalten. Nach der Infektion erfolgte eine Einzelhaltung in
Makrolon®-Kafigen (Typ 3). Als Futter diente Altromin® (Alleinfutter fir Ratten und

Mause; Altromin GmbH, Lage); Trinkwasser stand ad libitum zur Verfiigung.

3.1.2. Mastomys coucha

Als weiterer Endwirt fur L. sigmodontis wurde die Vielzitzenmaus M. coucha (Stamm
Giellen GRA) verwendet. Die Tiere stammten aus institutseigener Zucht. Nach dem
Absetzen im Alter von 3 Wochen wurden die Tiere in Gruppen von bis zu 6 Tieren in
Makrolon®-Ké&figen (Typ 3) auf Hobelspaneinstreu gehalten. Die Tiere wurden in
klimatisierten Rdumen bei 22°C und 60% relativer Luftfeuchte untergebracht. Das
Futter bestand aus 40% Hafer, jeweils 13% Weizen und Gerste, je 11% Mais und
Sonnenblumenkernen, 9% Huhnervollkorn und 3% Garnelen (Angaben in

Gewichtsprozenten). Trinkwasser stand ad libitum zur Verfiigung.

3.1.3. BALB/c-Mause

Fur einige Versuche wurden BALB/c-Mause (Stamm OlaHsd) verwendet, die aus
institutseigener Zucht stammten. Die Tiere wurden nach dem Absetzen im Alter von
3 Wochen in Makrolon®-Kéfigen (Typ 3) mit Hobelspaneinstreu gehalten. Die
GruppengroRRe betrug 5 oder 6 Tiere. Gefittert wurden die Mause mit Altromin®;

Trinkwasser stand ad libitum zur Verfiigung.
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3.2. Litomosoides sigmodontis

3.2.1. Haltung von Litomosoides sigmodontis

Als Zwischenwirt der Nagetierfilarie L. sigmodontis diente die blutsaugende tropische
Rattenmilbe Ornithonyssus bacoti. Zur Stammhaltung wurden Baumwollratten als
Endwirte verwendet. Die Milben wurden in 35 cm hohen Glasstutzen gezichtet; in
den Stutzen befanden sich ca. 5 cm hoch Hobelspane und etwas Baumwollwatte.
Die Stutzen standen in einer Spulmittelldsung, um eine Verbreitung der Milben zu
verhindern. Die Raumtemperatur betrug 28°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 80%.

Um die Milben mit L. sigmodontis-Mikrofilarien zu infizieren, wurde jeweils eine
mikrofilarAmische Baumwollratte mit 1.700 bis 4.000 Mikrofilarien (Mff)/mm3 Blut fur
sechs Stunden in den Stutzen eingesetzt. Die Milben nahmen nun mit der
Blutmahlzeit die Mikrofilarien auf. In der Milbe entwickelte sich innerhalb von elf
Tagen die infektiose Drittlarve (L3), die dann beim nachsten Saugakt auf den Endwirt
ubertragen wurde. AnschlieBend wurden im Abstand von 3 bzw. 4 Tagen
abwechselnd infizierte Baumwollratten und nicht infizierte Tiere in den Stutzen

eingesetzt, so dass eine kontinuierliche Infektion aufrechterhalten werden konnte.

3.2.2. Quantitative Infektion mit L. sigmodontis

Fur die quantitative Infektion wurden L3 aus Spendertieren isoliert, welche zuvor
besonders hoch infiziert worden waren. Es wurde dabei in leicht modifizierter Form
nach Petranyi und Mieth (1972) vorgegangen.

Dafur wurde in einem sog. Poolstutzen eine sehr grof3e Anzahl von Milben gezichtet.
Dann wurden diese Milben infiziert durch das Einsetzen einer Baumwollratte mit
1.750 Mff/mm3 Blut Gber 6 Stunden. Am 4. und 7. Tag nach der Infektion der Milben
erfolgte eine Zwischenfutterung der Milben an nicht infizierten M. coucha. Ab dem
11. Tag p.i. wurden die Milben nicht mehr geflttert, da sonst eventuell frih
entwickelte L3 verloren gegangen waren. An Tag 14 p.i. wurden die Spendertiere
infiziert. Dazu wurden je nach Milbenzahl 6-12 mannliche M. coucha (mit einem
Gewicht von ca. 40 g) mit Pentobarbital (50 mg/kg) narkotisiert, mit 1 ml 0,9%iger
NaCl-Lésung subkutan (s. ¢.) zum Ausgleich des Flussigkeitsverlustes versorgt und
fur 2 Stunden in den Stutzen eingesetzt.

Nach 116 Stunden wurden die Spendertiere nach CO,-Betaubung dekapitiert und

enthautet. Zu diesem Zeitpunkt war ein Grof3teil der bei der Infektion Ubertragenen

24



L3 in die Pleurahdhle der Spendertiere gelangt. Die Pleurahdhle der Spendertiere
wurde mit 38°C warmer 0,9%iger NaCl-Loésung gespilt um die L3 zu gewinnen. Die
isolierten Larven wurden mittels eines Stereomikroskops auf ihre Vitalitat Gberpraft
und die bendtigte Anzahl mit einer Pasteurpipette aufgezogen. In einem Volumen

von bis zu 1 ml wurden sie den zu infizierenden Tieren s. c. injiziert.

3.2.3. Ubersicht (ber die zu den verschiedenen Experimenten

eingesetzten Tiere

Kapitel Anzahl und Spezies Infektion
5.4. 6 BALB/c-Mause L. sigmodontis, quantitativ
5.5. 4 Mastomys coucha L. Sigmodontis, naturlich
4 BALB/c-Méause L. Sigmodontis, quantitativ
5.6. 6 Mastomys coucha L. sigmodontis, quantitativ
6 BALB/c-Mause L. sigmodontis, quantitativ
5.7.und 5.8. 6 Mastomys coucha L. sigmodontis, natirlich
5 BALB/c-Mause L. sigmodontis, quantitativ

3.2.4. Bestimmung der Mikrofilariendichte im Blut

Reagenzien und Losungen

- 3%ige Essigsaure (Merck, Darmstadt)

Durchfuhrung

Die Bestimmung der Mikrofilariendichte im Blut erfolgte nach der Methode von
Raether und Meyerhofer (1967). Unmittelbar nach der Entnahme (s. 3.3.) wurde das
Blut mit 3%iger Essigsaure 1:20 (Baumwollratten und M. coucha) oder 1:10 (BALB/c-
Mause) verdinnt. Die Mikrofilarien wurden dann in der Zahlkammer nach Fuchs-
Rosenthal (Baumwollratten und M. coucha) oder nach Jessen (BALB/c-Mause)

ausgezahlt und in Mfff/mm?3 Blut umgerechnet.
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3.2.5. Isolierung von L. sigmodontis

Die infizierten Versuchstiere wurden mit CO, betaubt, dekapitiert und ausgeblutet.
Nach Er6ffnung der Pleurahthle wurden die Parasiten mit einer Federstahlpinzette in
eine Glaspetrischale mit 0,9%iger NaCl-L6ésung Uberfiihrt. Die Wirmer wurden nach

Geschlechtern getrennt und gezahlt.

3.2.6. Embryogramm

Reagenzien und L6ésungen

- PBS (phosphate-buffered saline): 137 mM NaCl (Sigma, Deisenhofen), 2,7
mM KCI (Merck, Darmstadt), 4,3 mM Na,HPO4 x 7 H,O (Merck), 1,4 mM
KH,PO,4 (Merck)

Durchfuhrung

Die Bestimmung der Anzahl pathologischer Embryonalstadien und der
Gesamtembryonenzahl erfolgte in leicht modifizierter Form nach der Methode von
Wegerhof (1977).

Nach der Sektion wurden zwei L. sigmodontis-Weibchen aus jedem Tier in ein
1,5 ml -Zentrifugenrohrchen (Eppendorf) tberfuhrt, mit einer Schere zerkleinert und
nach Zugabe von 100 yl PBS mit einem Plastikpistill zermorsert. Die Differenzierung
der in der Losung enthaltenen Embryonalstadien in multizellulare Stadien, Ring -und
Brezelstadien und Mikrofilarien sowie die Bestimmung des prozentualen Anteils an
pathologischen Stadien erfolgte unter dem Mikroskop. Zur Z&hlung der
Gesamtembryonenzahl wurde die Losung im Verhaltnis von 1:10 mit 3%iger
Essigsaure verdinnt und die Stadien in der Zahlkammer nach Fuchs-Rosenthal

ausgezahlt.

3.2.7. Sterile Gewinnung von praadulten und adulten Parasiten

Reagenzien und Losungen

- RPMI 1640: 104,3 g RPMI-Pulver mit Glutamin (GIBCO BRL Eggenstein) ad 10 |
Aqua bidest., 20 g NaHCOg3; auf pH 7,2 eingestellt und steril abgefullt
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Durchfuhrung

Infizierte M. coucha wurden am 39. bzw. 123. Tage post infectionem (p.i.) nach CO.-
Betaubung dekapitiert, mit Alkohol bespriiht und unter eine Sterilbank gebracht. Die
Parasiten wurden mit einer sterilen Federstahlpinzette aus der Pleurahdhle
entnommen, in eine Petrischale mit RPMI-Medium gelegt, dreimal in RPMI

gewaschen und nach Geschlechtern getrennt.

3.2.8. In vitro-Kultivierung der Parasiten

Reagenzien und Losungen

- RPMI /Penstrep: 450 ml RPMI 1640 (s. 3.2.6.), 5 ml Penicillin-Streptomycin-
Ldsung (Sigma), 5 ml Glutamin ( GIBCO BRL)
- Sterilfilter (0,2 um Sterilfilter, Renner Darmstadt)

Durchfuhrung

In eine 24-Loch Platte (Nunc) wurden in jede Vertiefung 2 ml RPMI/Penstrep
vorgelegt und jeweils 10 Weibchen oder ca. 30 Mannchen verbracht. Nach 5 Tagen
Inkubationszeit (37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit) wurden die Wirmer
entfernt und die Uberstande gesammelt. Der Uberstand von patenten Weibchen

wurde sterilfiltriert, um die Mikrofilarien zu entfernen.

3.2.9. Reinigung und Ankonzentrierung der Uberstande von praadulten

und adulten Weibchen

Reagenzien und Losungen

- PBS(s.3.25)
- Vivaspin 20, 100.000 MWCO (Vivasience, Sartorius group, Gottingen)
- Sterilfilter Millex GV (PVDF) 0,22 um (Millipore, Molsheim, Frankreich)

Durchfuhrung

Die gesammelten Uberstande (s. 3.2.8.) wurden mittels Vivaspin 20 bei 3.000 x g
zentrifugiert, bis das eingesetzte Volumen von insgesamt 60 ml auf 500 pl reduziert
war. Dieses Filtersystem hatte eine Ausschlussgrenze von 100 kD. Nach zwei
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Waschungen mit PBS wurde das Volumen des Uberstandes wiederum auf ca. 500 pl
reduziert und enthielt jetzt Uberwiegend Proteine mit einer Grof3e tber 100 kD. Der
Filterdurchlauf wurde aufgehoben. Der ankonzentrierte Uberstand und der Durchlauf
wurden mit einem Millex GV-Filter sterilfiltriert und nach Proteinbestimmung (s. 3.4.)
bei —80°C eingefroren.

Ein Teil der Uberstande von praadulten Weibchen, im folgenden nUP genannt,
wurde von Martin Hintz (Institut fir Biochemie im Klinikum, JLU Giel3en) mittels
HPLC weiter aufgereinigt (Hintz et al. 1998).

3.2.10. Praparation von L. sigmodontis-Mikrofilarien und
Mikrofilarienantigen

Reagenzien und L6ésungen

- Liquemin® (Hoffmann-La-Roche AG, Grenzach-Whylen)
- PBS(s.3.25)

- Percoll, Dichte 1,13 (Pharmacia, Freiburg)

- 2,5 M Saccharoselésung (Haushaltszucker)

- 0,25 M Saccharoselésung

- Protein Assay (BIO-RAD, Miinchen)

- Sterilfilter 0,2 um (s. 3.2.7.)

Durchfuhrung

Die Isolierung der Mikrofilarien erfolgte Uber einen Percoll-Dichtegradienten,
modifiziert nach Chandrashekar et al. (1984). Mit Liquemin® ungerinnbar gemachtes
Blut von Baumwollratten mit einer hohen Mikrofilaramie wurde mit PBS 1:2 verdinnt.
Aus 1 g 2,5 M Saccharose und 9 g Percoll wurde Lésung 1 hergestellt. 10 g von
Losung 1 wurden mit 0,25 M Saccharoselosung auf 40 ml aufgefillt und gut
vermischt (L6ésung 2). In Duran-Glasréhrchen wurden jeweils 3 ml von Lésung 2 mit
1,5 ml verdinntem Blut Gberschichtet und zentrifugiert (30 min bei 400 x g). Danach
waren die Mikrofilarien als weil3er Ring an der Grenzzone zu erkennen und konnten
mit einer Pasteurpipette abgesaugt werden. Die Mikrofilarien wurden dreimal mit PBS
gewaschen (30 min bei 400 x g) und anschlieBend in 300-400 ul PBS aufgenommen.
Fur die Verwendung von lebenden Mikrofilarien wurde ihre Konzentration in der

Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt (s. 3.2.3.).
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Zur Herstellung von Mikrofilarienantigen wurden die Parasiten bei —80°C eingefroren
und anschlieBend im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Diese Einfrier- und
Auftauprozedur wurde viermal wiederholt. Mit Ultraschallbehandlung (Sonifer B-12,
Danburg, Connecticut) wurden die Mikrofilarien homogenisiert (20 Zyklen von 30 s).
Die entstandene Suspension wurde zentrifugiert (11.000 x g, 30 min). Der Uberstand
wurde abgesaugt und aufbewahrt, das Pellet wurde mit PBS resuspendiert und
nochmals zentrifugiert (20 min bei 11.000 x g). Die Uberstande wurden vereinigt und
sterilfiltriert. Die Proteinkonzentration der LOosung wurde auf 1 pg/ pl eingestellt

(s. 3.4.) und die L6sung bei —20°C eingefroren.

3.2.11. Praparation von L. sigmodontis-Dritt (L3)- und Viertlarven (L4)-
Antigen

Reagenzien und L6sungen

- PBS(s.3.25)

- Probenpuffer fur Proteinelektrophorese: 500 pl Losung A [0,625 M Tris-HCL (ICN,
Ohio), 0,4% Natriumdodecylsulfat, SDS (Serva, Heidelberg), pH 6,8], 500 pl
2-Mercaptoethanol ( 2-ME, Serva, Heidelberg), 500 pl 20% SDS (Serva), 50 ul
Glycerin (ICN), 1 Spatelspitze Bromphenolblau (Merck)

Durchfuhrung

Die Larven wurden an Tag 8 (L3) bzw. Tag 18 (L4) p.i. aus der Pleurahdhle infizierter
M. coucha isoliert. Dafir wurden die Pleurahdhlen nach CO,-Betdubung dekapitierter
Tiere mit 1 ml PBS gespult und die Larven mitsamt Spulflissigkeit gewonnen. Die
Spulflussigkeit wurde zentrifugiert (4°C, 15.000 U/min, 15 min). Das Pellet enthielt
die Larven und wurde in 500 yl PBS in einem Glashomogenisator mit Teflonstempel
(Glas-Col, Terre Haute, USA) zerkleinert.

Das Homogenisat wurde mit 125 pl Probenpuffer versetzt, 15 min bei 100°C gekocht

und 5 min bei 10.000 U/min zentrifugiert.

3.2.12. Antigen praadulter Weibchen
Antigen von praadulten Weibchen 40 Tage p.i. in Probenpuffer wurde
freundlicherweise von A. Taubert zur Verfugung gestellt (Taubert und Zahner 2001).

Die Parasiten wurden in einem Glashomogenisator mit Teflonstempel (Glas-Col,
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Terre Haute, USA) zerkleinert. Das Homogenisat wurde mit Probenpuffer versetzt, 15
min bei 100°C gekocht und 5 min bei 10.000 U/min zentrifugiert.

3.3. Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte bei allen Tieren durch Punktieren des retrobulbéaren
Venenplexus am nasalen  Augenwinkel mittels einer Kapillare  zur
Schmelzpunktbestimmung (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt) mit einem
AulRendurchmesser von 1,35 mm (Baumwollratten und M. coucha) oder 1 mm
(BALB/c-Méause).

Zur Gewinnung von groReren Mengen Serum von M. coucha wurden diese nach
CO,-Betdubung dekapitiert und entblutet. Das gewonnene Blut wurde wie unter
3.3.2. beschrieben weiterverarbeitet.

3.3.1. Gewinnung von Plasma

Reagenzien und Losungen

- 3,8%ige Natriumcitratlosung (Merck, Darmstadt)

Durchfuhrung

Von infizierten BALB/c-Mausen wurden jeweils 300 pl Blut enthommen (s. 3.3.). Das
Blut wurde mit 3,8%iger Natriumcitratldsung im Verhaltnis von 3:1 vermischt, um eine
Gerinnung zu verhindern und zentrifugiert (4.000 U/min, 5 min). Danach wurde der
Uberstand abpipettiert und nochmals zentrifugiert (4°C, 10.000 U/min, 15 min), um
eventuell vorhandene Mikrofilarien zu entfernen. Der Uberstand wurde bei —80°C bis

zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.3.2. Gewinnung von Serum

Fur die Gewinnung kleinerer Mengen Serum von Einzeltieren (M. coucha und
BALB/c-Mause) wurden je nach GroRe der Tiere 150-500 pl Blut enthommen (s.
3.2.3.). Das Blut wurde bis zum Einsetzen der Gerinnung 30 min bei

Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend zentrifugiert (20 min,
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4.000 U/min). Das Serum wurde abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei
—80°C eingefroren.

Zur Gewinnung groRerer Mengen Normalserum wurde das von mehreren
M. coucha vereinigte Blut (s. 3.3.) eine Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen
und danach zentrifugiert (20 min, 4.000 U/min). Das Serum wurde abpipettiert,
sterilfiltriert (0,2 um Sterilfilter, Renner Darmstadt) und portioniert bei —20°C

eingefroren.

3.4. Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Reagenzien und L6ésungen

- Protein Assay (BIO-RAD Miinchen)
- Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA, Sigma)
- Aqua bidest.

- Immuno modules (Nunc)

Durchfuhrung

Zur Herstellung der Stammlosung fur die Proteinbestimmung wurde die Lésung des
Proteinassays 1:5 mit Aqua bidest. verdinnt. Als Referenzldsung diente eine BSA-
Losung mit einer Konzentration von 1 pg/ pl, von der eine Standardreihe mit
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4
ug/ul) hergestellt wurde. Je 1 ul, 5 pl und 10 pl der zu prifenden Losung wurden mit
der Lo6sung zur Proteinbestimmung gemischt. Die Proteinkonzentration der Probe
wurde durch adspektorischen Vergleich mit der Standardreihe anhand des

entstehenden Farbumschlags bestimmt.
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3.5. Kopplung von Phospho-Dimethylaminoethanol (P-DMAE)

an ein lysinreiches (Lys)-Peptid

Reagenzien und Losungen

Lys-Peptid (H-Lys-Lys-Lys-Trp-Lys-Lys-Lys-OH; Bachem, Heidelberg)
- 4-Nitrophenyldichlorphosphat (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

- Dimethylaminoethanol research grade (Serva, Heidelberg)

- Chinolin (Sigma-Aldrich)

- Acetonitril (CH3CN, Sigma-Aldrich)

- Pyridin (Merck, Darmstadt)

- MB-3 (lonenaustauscher Amberlite, Merck, Darmstadt)

- trockener Methanol (HYDRANAL®-Methanol dry, Sigma-Aldrich)
- Pd/C (Palladiumkatalysator, Wako Chemicals, Neuss)

- Ammoniumformiat (HCOONH,, Merck, Darmstadt)

- 1 N HCL (Merck, Darmstadt)

- Natriumnitrit (NaNO,, Merck, Darmstadt)

Durchfuhrung

Die Kopplung von P-DMAE (s. Abb. 3.2.) an ein lysinreiches Peptid wurde von
Gunther Lochnit (Institut fir Biochemie im Klinikum, JLU Giel3en) durchgefihrt. Die
Ausgangssubstanz p-Aminophenyl-P-DMAE wurde wie folgt hergestellt:

4 mmol 4-Nitrophenyldichlorphosphat und 4 mmol Dimethylaminoethanol wurden mit
0,1 &g Chinolin in 10 ml Acetonitril 5 h unter Ruhren auf Eis inkubiert, danach mit 8
mmol Pyridin in 10 ml Aqua dest. hydrolysiert und mit MB-3 (lonenaustauscher)
versetzt, bis keine Farbanderung mehr eintrat. Nach der Lyophilisierung erfolgte die
Zugabe von 10 ml wasserfreiem Methanol und 0,3 g Pd/C unter
Schutzgasatmosphare. Nach Zugabe von 1,1 g Ammoniumformiat wurde die Lésung
20 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Zum Entfernen des Pd/C wurde die
LAsung zentrifugiert (10 min bei 4000 U/min) und danach in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. p-Aminophenyl-P-DMAE wurde in Diazoniumphenyl-P-DMAE Uberfuhrt
und an Lysin gekoppelt (Baltar et al. 1998):

274 mg p-Aminophenyl-P-DMAE wurden auf Eis in 3 ml 1 N HCL geldst, 69 mg
Natriumnitrit dazugegeben und 10 min geschuttelt. Danach erfolgte eine Inkubation
von 500 ul 0,5 M Diazoniumphenyl-P-DMAE mit 500 pg Lys-Peptid (12 h, unter
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Ruhren auf Eis). Die entstandene P-DMAE-Peptid-Losung wurde ebenso wie das

nicht modifizierte Kontrollpeptid in der HPLC aufgereinigt.

o}
+ N(CH
NEN—@—O-I%-O/\/( 3)2
: o

Abb. 3.1. Strukturformel der Diazobindung

3.6. Behandlungen von Versuchstieren

3.6.1. Immunisierung mit nUP
Reagenzien und Losungen

- nUP (s.3.2.8)

- Freunds Complete Adjuvans (FCA, Sigma)
- Freunds Incomplete Adjuvans (FCA, Sigma)
- PBS(s.3.25)

Durchfuhrung

5 Wochen alte BALB/c-Mause oder M. coucha wurden mit 10 pug nUP pro Tier
immunisiert. Daftir wurde nUP, fir die Kontrollgruppe PBS, mit gleicher Menge FCA
vermischt. Die Mischung wurde so lange intensiv gemischt bis eine stabile Emulsion
entstanden war. Jedem Tier wurden 0,2 ml Emulsion s.c. an der seitlichen Brustwand
injiziert. Fur die Boosterung 2 Wochen spéater wurden nativer Uberstand (5 pg

Protein) oder PBS mit FIA emulgiert und davon 0,2 ml pro Tier s.c. injiziert.

33



3.7. Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

3.7.1. PAGE zur Auftrennung von Proteinen

Reagenzien und Losungen

- Loésung A: 6,06 g Tris ultra pure (ICN,Ohio), 0,4% SDS (Serva, Heidelberg), HCI
auf pH 6,8, Aqua dest. ad 100 ml

- Losung B: 18,17 g Tris ultra pure, 0,4% SDS, HCI auf pH 8,8, Aqua dest.
ad 100 ml

- Losung C: 30,0 g Acrylamid (Sigma), 0,8 g Bisacrylamid (Sigma), Aqua dest.
ad 100 ml

- 10% Ammoniumpersulfat (APS, Pharmacia, Biotech)

- Tetramethylethylendiamin (TEMED, Pharmacia, Biotech)

- Aqua dest.

- 70% Ethanol

- 10x Laufpuffer: 30,3 g Tris ultra pure (ICN), 144,1 g Glycin (ICN), 10 g SDS
(Serva), H,O Aqua dest. ad 1000 ml

- Probenpuffer fur Proteinelektrophorese (s.3.2.10.)

- BenchMark® Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)

Durchfuhrung

Fur die Elektrophorese wurde eine Mini-Protean 2-Kammer (BIO-RAD, Minchen)
nach Anleitung des Herstellers mit 1 mm-Abstandshaltern und den entsprechenden
Kammen benutzt. Fir 7,5%ige Trenngele wurden 3,75 ml Lsg. C, 7,5 ml Aqua dest.,
3,75 ml Lésung B, 90 ul APS und 30 pl TEMED gemischt, in die Kassetten gegossen
und mit 70% Ethanol Uberschichtet. Fur 5%ige Trenngele wurden 2,5 ml Lsg. C und
8,25 ml Aqua dest. eingesetzt. Um das Polymerisieren zu beschleunigen, wurde das
Gel fir 20 min in den Wéarmeschrank (37°C) gestellt.

Die Losung fur das Sammelgel bestand aus 1,5 ml Lésung A, 0,6 ml Lésung C, 3,6
ml Aqua dest., 50 ul APS und 30 pl TEMED; sie wurde auf das Trenngel gegossen.
Die Gelkammer wurde mit 1x Laufpuffer geftllt. Die Proben wurden 4:1 mit
Probenpuffer gemischt, fir 15 min auf 95 °C erhitzt und zentrifugiert (5 min bei
10.000 U/min). Die Uberstande wurden in die Geltaschen pipettiert und 70 min bei
130 V im Gel aufgetrennt.
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3.7.2. PAGE fir die Auftrennung von DNA-Proben

Reagenzien und Losungen

- 50x TAE-Puffer: 242 g Tris ultra pure (ICN, Ohio), 57,1 g Eisessig (Merck), 100 ml
0,5 M NaEDTA (Sigma), ad 1000 ml Aqua bidest.

- 10x TAE-Puffer: 50x TAE-Puffer 1:5 verdinnt in Aqua bidest.

- 1x TAE-Puffer: 50xTAE-Puffer 1:50 verdinnt in Aqua bidest.

- 40% Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung: 40 g Acrylamid (Sigma), 1,2 g Bisacrylamid
(Sigma) ad 100 ml Aqua dest.

- 7,5%ige Polyacrylamid (PA)-Stammldsung: 93,75 ml 40% Acrylamid-
Bisacrylamid-Ldsung, 50 ml 10x TAE-Puffer, ad 500 ml Aqua bidest.

- 10% APS (s. 3.6.1))

- TEMED (s.6.6.1.)

- Probenpuffer fir DNA: 40% Sucrose (Sigma), 0,25% Bromphenol (Sigma), 0,25%
Xylene Cyanol FF (Sigma)

- DNA Gene Ruler Ladder Mix (Fermentas, St. Leon-Roth)

- Ethidiumbromid-L6ésung: 1 pg Ethidiumbromid (Sigma) in 2000 ml Aqua bidest.

Durchfuhrung

Die Mini-Protean 2-Kammer (BIO-RAD, Minchen) wurde mit 0,75 mm
Abstandhaltern und entsprechenden Kammen nach  Herstelleranleitung
zusammengebaut und mit der Trenngellésung geflillt. Diese bestand aus 10 ml
PA-Stammldsung, 100 pl APS und 11,4 pl TEMED. Nach ca. 15 min waren die Gele
polymerisiert.

Die Gelkammer wurde mit 1x TAE-Puffer befillt und die Geltaschen wurden mit je 18
pl der 1:10 mit Probenpuffer gemischten PCR-Proben gefiillt. Die Auftrennung der
Proben erfolgte bei 120 V tber 60 min. Anschlie3end wurden die Gele fir 15 min in
Ethidiumbromid gefarbt, kurz in Aqua dest. gewaschen und mittels eines
Transilluminators (Renner, Darmstadt) die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar
gemacht.
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3.7.3.
3.7.3.1.

Gelfarbungen nach PAGE-Proteinelektrophorese

Silberfarbung

Reagenzien und L6ésungen

Durchfuh

Loésung 1: 100 ml Essigsdure (Merck), 500 ml Methanol (Merck),
400 ml Aqua dest.

Losung 2: 50% Methanol (Merck)

Lésung 3: 0,8 mM Natriumthiosulfatlosung (Merck), 1:2 verdiinnt

Lésung 4: 0,2 g Silbernitrat (Merck), 75 pl 37%iges Formaldehyd in 100 ml Aqua
dest., frisch ansetzen

Losung 5: 30 g Na,COs; (Merck), 2 mg Na,S,0; (Merck), 250 ul 37%iges
Formaldehyd (Merck) in 500 ml Aqua dest., 1:3 bis 1:4 (frische Lsg.) verdiinnen
Lésung 6: 0,05 M NaEDTA (Sigma)

rung

Das Gel wurde nach folgendem Schema gefarbt:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)

Fixierung: 2 h in Lésung 1
Wassern tber Nacht in Aqua dest.
Waschen: 3 x 10 min mit Lésung 2
Vorbehandeln: 2 min in Lésung 3
Waschen: 3 x 20 s mit Aqua dest.
Imprégnierung: 10 min in Lésung 4
Waschen: 3 x 20 s mit Aqua dest.
Entwicklung: 2 bis 5 min in Lésung 5 je nach Frische der Losung
Waschen: 2 x 20 s mit Aqua dest.
Stoppen: 10 min in Lésung 5
Wassern: 20 min in Aqua dest.

Trocknen auf dem Geltrockner
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3.7.3.2. Coomassiefarbung

Reagenzien und Losungen

- Universalldsungsmittel: 400 ml Methanol (Merck), 100 ml Eisessig (Merck),
500 ml Aqua dest.

- Coomassie-Farbelésung: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva,
Heidelberg) in 250 ml Universallésungsmittel

Durchfuhrung
Das Gel wurde 1 Stunde in der Farbelosung gefarbt. Danach wurde das Gel mit
Universallésungsmittel entfarbt bis der Hintergrund wieder klar war und auf dem

Geltrockner getrocknet.

3.8. Immunoblotting

3.8.1. Semi-Dry-Blotting

Reagenzien und L6ésungen

- Methanol (Merck)

- Transferpuffer: 3,03 g Tris ultra pure (ICN, Ohio), 14,4 g Glycin (ICN), 400 ml
Methanol (Merck) ad 1000 ml Aqua dest.

- Ponceauldésung: 0,25 g Ponceau S (Serva, Heidelberg), 0,5 ml Eisessig,
ad 500 ml H,O

Durchfuhrung

Auf das Blotting-Gerat (Biometra) wurde zuerst ein mit Transferpuffer getrénktes
Filterpapier gelegt. Darauf kam blasenfrei die auf Gelgrof3e zugeschnittene und zuvor
in Methanol benetzte Immobilon P®-Membran (Millipore, Molsheim). Auf die
Membran wurde das Gel platziert und mit einem weiteren getrénkten Filterpapier
abgedeckt. Nun wurde fir 1 Stunde bei 200 mA pro Gel geblottet. Die Membran

wurde in Ponceauldsung 2 min gefarbt und anschliel3end mit Aqua dest. entfarbt.
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3.8.2. Dotblotting

Reagenzien und Losungen

- Probenpuffer fur Proteine (s. 3.2.10.)
- Methanol (Merck)

Durchfuhrung
Nach einer kurzen Benetzung der Immobilon P®-Membran (Millipore) mit Methanol

wurden je 3 pl Probe (in Probenpuffer 4:1) aufgetropft.

3.8.3 Immunfarbungen

Reagenzien und L6ésungen

- PBS/T 0,5%: 100 ml PBS (s. 3.2.5.), 500 ul TWEEN 20 (Sigma)

- PBS/T 0,05%: 1000 ml PBS (s. 3.2.5.), 500 ul TWEEN 20 (Sigma)

- Nachweispuffer: 12,11 g Tris ultra pure (ICN, Ohio), 5,84 g NaCl, 1,02 g MgCl, ad
1000 ml Aqua dest., pH 9,5

- Anti-Juv-p120 Kaninchen-Hyperimmunserum (Anti-Juv) (Hintz et al. 1998),
Verdinnung 1:4.000 (Westernblot) bzw. 1:1.000 (Dot Blot)

- Seravon M. coucha (s. 3.3.2., Verdiinnung 1:2.000)

- Seravon BALB/c-Mausen (s. 3.3.2., Verdiinnung 1:1.000)

- Anti-Mastomys-IgG-Serum von Kaninchen (zur Verfigung gestellt von Nikola
Pantchev, Giel3en, Verdinnung 1:5.000)

- Anti-Mouse-IgG (H&L)-AP Conjugate (Promega, Madison, Verdinnung 1:10.000)

- Anti-Rabbit-IlgG (Fc)-AP Conjugate (Promega, Verdlinnung 1:10.000 alle
Verdinnungen in PBS/T 0,05%)

- NBT/BCIP Stock Solution® (Roche, Mannheim)

- Coomassie-Farbel6sung (s. 3.7.3.2.)

Durchfuhrung

Nach der Ponceaufarbung (s. 3.8.1.) wurden die Membranen mit PBS/T 0,5% 30 min
blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper (Anti-Juv, Sera
von M. coucha, Sera von BALB/c-Mausen) 1 Stunde bei Raumtemperatur.

AnschlieRend wurde die Membran gewaschen (3 x fur 5 min in PBS/T 0,05%), in
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Konjugat [(Anti-Mouse-lgG  (H&L)-AP  Conjugate, Anti-Rabbit-lgG  (Fc)-AP
Conjugate)] oder dem Sekundarantikbrper (Anti-Mastomys-IlgG-Serum von
Kaninchen) inkubiert (1 Stunde bei Raumtemperatur) und anschlie3end gewaschen
(PBS/T 0,05% 3 x 5 min).

Bei der Verwendung des Sekundarantikorpers wurde die Membran dann 1 Stunde
bei Raumtemperatur mit dem Konjugat (Anti-Rabbit-lgG (Fc)-AP Conjugate)
inkubiert. Vor der Entwicklung wurde die Membran nochmals gewaschen (3 x 5 min
mit PBS/T 0,05%) und 5 min in Nachweispuffer aquilibriert. Anschliel3end wurde die
Reaktion durch Verbringen der Membran in Substratlésung (NBT/BCIP 1:50 verdiinnt
in Nachweispuffer) sichtbar gemacht. Die Farbreaktion wurde durch Waschen mit

Aqua dest. gestoppt.

3.9. Stimulation von Milzlymphozyten mit Mitogen und in-

vitro-Uberstand von praadulten Weibchen
3.9.1. Isolierung von Milzlymphozyten

Reagenzien und L6ésungen

- RPMI 1640 (s. 3.2.6.)

- RPMI/4%MCS (Negativserum von M. coucha): 450 ml RPMI 1640, 5 ml Penicillin-
Streptomycin-Losung (Sigma), 5 ml L-Glutamin( GIBCO BRL), 20 mil
Negativserum von M. coucha (s. 3.3.2.)

- RPMI/10% FKS (Fetales Kélber Serum): 450 ml RPMI, 5 ml Penicillin-
Streptomycin-Loésung (Sigma), 5 ml L-Glutamin( GIBCO BRL), 50 ml FKS (Fetales
Kalber Serum, Biochrom KG)

- Siebgewebe-Taschen: Nylonsiebgewebe, Maschenweite 118 pm (Reichelt
Chemietechnik GmbH und Co, Heidelberg) wurde zu 3,5 x 5 cm grol3en Séackchen
vernéht und in Petrischalen autoklaviert

- ACK Lysispuffer: 8,29 g NH,CI (Sigma), 1 g KHCO; (Merck), 32,7 mg EDTA
(Sigma) ad 1000 ml H,0O, pH 7,2, autoklaviert.
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Durchfuhrung

M. coucha und BALB/c-Mause wurden nach CO,-Betdubung dekapitiert und mit
Alkohol bespruht. Die Entnahme der Milz erfolgte steril tGber einen Schnitt an der
linken Flanke. Sie wurde in eine Siebgewebe-Tasche geschoben, die sich in einer
Petrischale mit 17 ml RPMI befand und mit einem Glasstempel vorsichtig
guetschend-reibend durch die Tasche gedrickt, so dass moglichst alle
Bindegewebsteile in der Tasche zurickblieben und die einzelnen Milzzellen frei
wurden. Um grobe Bestandteile zu entfernen, erfolgte eine Sedimentierung der
Zellsuspension in zwei 10 ml-Zentrifugenréhrchen (Nunc). Danach wurde der
Uberstand in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen vereinigt, mit RPMI auf 45 ml aufgefiillt
und zentrifugiert (10 min, 400 x g, 4 °C). Nach dem AbgieRen des Uberstandes
erfolgte eine Aufschittelung des Zellpellets. Nach dem Lysieren der Erythrozyten
durch dreiminttiges Schitteln mit 5 ml ACK Lysispuffer wurde die Zellsuspension auf
45 ml mit RPMI aufgefillt. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit RPMI (10 min, 400
X g, 4 °C).

Die Zellen wurden in 6 ml RPMI/4%MCS (bei M. coucha-Zellen) oder 4 ml
RPMI/10%FKS (bei Zellen von BALB/c-Mausen) aufgenommen und bis zur weiteren

Verwendung auf Eis gelagert.

3.9.2. Vitalitdtsbestimmung und Z&hlung der Milzlymphozyten

Reagenzien und L6ésungen

- 0,4%ige Trypanblau-L6sung (Sigma)
- 3% Essigsaure (Merck)

Durchfuhrung

50 ul der Milzlymphozytensuspension wurden mit jeweils 450 pl Trypanblau-Lésung
zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen und 450 pl Essigsédure zur Zahlung
kernhaltiger Zellen vermischt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéahlt. Die
Trypanblau-Farbung diente zur Bestimmung des Anteils toter Zellen; diese nehmen
nach 5 min Inkubation den blauen Farbstoff auf, wahrend sich lebende Zellen nicht

anfarben lassen.
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3.9.3. Stimulation der Milzlymphozyten fur Proliferationsassays

Reagenzien und LOsungen

- RPMI 1640 (s. 3.2.6.)
- RPMI/4%MCS (s. 3.9.1))
- RPMI/10%FKS (s. 3.9.1))
- nUP (s.3.2.8)
Stammldsung: 0,15 pg Protein/ul in PBS (s. 3.2.5.)
Gebrauchslésungen: Stammldsung verdinnt in RPMI 1640, verschiedene
Konzentrationen
- P-DMAE-Peptid (s. 3.5.)
Stammldsung: 0,33 pug P-DMAE-Peptid/ul in PBS (s. 3.2.5.)
Gebrauchslésungen: Stammldsung verdinnt in RPMI 1640, verschiedene
Konzentrationen
- Lys-Peptid (s. 3.5.)
Stammlésung: 1 ug Lys-Peptid/ul in PBS (s. 3.2.5.)
Gebrauchslosungen: Stammldsung verdinnt in RPMI 1640, verschiedene
Konzentrationen
- Durchlauf (von der Ankonzentrierung) (s. 3.2.8.), unverdinnt eingesetzt
- Concavalin A (ConA)-L6sung (Biochrom KG)
Stammldsung: 4 mg Trockensubstanz, in 5 ml RPMI 1640
Gebrauchslosungen: Stammldsung verdinnt mit RPMI 1640 1:8 bzw. 1:4

Durchfuhrung

Die Zellsuspension (s. 3.9.1.) wurde mit RPMI/4%MCS (bei Zellen von M. coucha)
oder mit RPMI/10%FKS (bei Zellen von BALB/c-Mausen) auf 2.000 lebende Zellen
pro ul eingestellt und in einem Volumen von 100 pl in die Vertiefungen einer 96-Loch-
Platte (Nunc) pipettiert. Fur jeden Messwert wurden Triplikate angesetzt. Zur
alleinigen Stimulation mit Mitogen (ConA, Verdunnung 1:8) oder Antigen (P-DMAE-
Peptid, Konzentration 10 pg/ml oder nUP, Konzentration 2 pg/ml) kamen jeweils
100 ul dieser Losungen zur Zellsuspension. Bei gleichzeitiger Inkubation von Antigen
(nUP und P-DMAE-Peptid; Lys-Peptid und Durchlauf als Kontrolle) und Mitogen
(ConA, Verdunnung 1:4) betrug das dazugegebene Volumen jeweils 50 ul. Es ergab
sich eine Endkonzentration von 5 pg ConA/ml, 5 pg/ml P-DMAE-Peptid oder 1 ug
nUP /ml. Die Platten wurden tber 96 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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3.9.4. Radioaktive = Markierung und Ernten der  stimulierten

Milzlymphozyten

Reagenzien und L6ésungen

- 3H-Thymidin, Stammldsung 1 puCi/pl (Amersham Buchler GmbH, Braunschweig)
- 3H-Thymidin Gebrauchslosung: Stammldsung 1:40 verdinnt in RPMI 1640 (s.
3.2.6.)

- Szintillationsflissigkeit: Rotiszint Eco Plus (Roth, Karlsruhe)

Durchfuhrung

Nach der Inkubationszeit (s. 3.9.3.) erfolgte eine Markierung der Zellen mit 20 pl 3H-
Thymidin-Gebrauchslésung pro Vertiefung tber weitere 18 Stunden. Danach wurden
sie mit einem Semiautomatic Cell Harvester (Skatron, Oslo, Norwegen) auf
Glasfaser-Sammelfilter fur 12-Loch-Zellernter (Malar, Nauheim) geerntet. Nach
Trocknung der Filter tber Nacht wurden diese in Minivials (Roth, Karlsruhe) mit 2 ml
Szintillationsflissigkeit verbracht und die enthaltene Radioaktivitat in einem B-Liquid-

Szintillation-Counter (Hewlett Packard) gemessen.

3.9.5. Stimulation und Ernte der Milzlymphozyten fir die RNA-Isolierung

Reagenzien und Losungen

-  RPMI 1640 (s. 3.2.6.)

- RPMI/10%FKS (s. 3.9.1.)

- nUP (s.3.2.8)

a) Stammldsung: 0,15 pg Protein/ul in PBS (s. 3.4.3.)

b) Gebrauchslésung: 4 pg Protein/ml, Stammldsung verdinnt in RPMI 1640
- Concavalin A (ConA)-L6sung ( Biochrom KG)

a) Stammldsung: 4 mg Trockensubstanz, 5 ml RPMI 1640

b) Gebrauchslésung: Stammlésung verdiinnt mit RPMI 1640 1:8

Durchfuhrung
100 pl Zellsuspension (s. 3.9.1.) wurden in jede Vertiefung einer 96-er

Rundbodenplatte (Nunc) pipettiert. Dazu kamen jeweils 100 pul ConA-
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Gebrauchslosung, nUP (4 pg/ml) oder RPMI. Pro Stimulans wurden fir jedes Tier 24
Vertiefungen angesetzt. Im Endvolumen von 200 ul befanden sich 200.000 Zellen
und eine Konzentration von 5 pg/ml ConA und 2pg/ml nUP. Nach 48 Stunden
Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden jeweils die Zellen von identischen Ansatzen

vereinigt, zentrifugiert (400 x g, 10 min) und als Pellet weiterverarbeitet.

3.10. Gewinnung von Gesamt-RNA aus  stimulierten

Milzlymphozyten

Reagenzien und Losungen

- RNeasy-Kit zur Isolation von Gesamt-RNA (Qiagen, Hilden)
- 2-Mercaptoethanol (2-ME, Serva)

- 70% Ethanol

- RNase free DNase set (Qiagen, Hilden)

Durchfuhrung

Das Zellpellet (s. 3.9.5.) wurde mit 594 pl Lysispuffer aus dem Kit und 6 ul 2-ME
lysiert und mit 600 pl 70 %igem Ethanol gemischt, bis keine Schlieren mehr zu sehen
waren. Die Saule aus dem Kit wurde mit der Probe beladen, zentrifugiert (11.000 x g,
30 s) und anschlieRend mit 350 pl RW 1-Puffer gewaschen (11.000 x g, 30 s).
Danach folgten eine DNase-Behandlung mit 80 pl DNase fur 15 min und weitere
Waschschritte mit Losungen aus dem Kit: einmal mit 350 pl RW ein- und zweimal mit
500 pl RPE-Puffer (30 s bei 11.000 x g bei den ersten beiden Schritten, beim letzten
Waschen mit 18.000 x g tber 3 min, um die Flussigkeit komplett zu entfernen).

Die RNA wurde nun mit 35 yl RNase-freiem Aqua dest. eluiert und bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C gelagert.

3.10.1. Konzentrationsbestimmung der RNA
Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde mit dem Spektrophotometer (Ultrospec®

Plus, Pharmacia) bei 260 nm gemessen.
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3.11. Reverse Transkription der Gesamt-RNA und von pMus3-
RNA mit DNase-Behandlung

Reagenzien und Losungen

- M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul, GIBCO BRL)

- 0,1 M Dithiothretiol (DTT, GIBCO BRL)

- 5x Erststrangpuffer (GIBCO BRL)

- Hexanucleotid-Gemisch (Roche, Mannheim)

- dNTP-Gemisch (Fermentas): 10mM Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP

- TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8

- RNase-freie DNase 1 (10 U/ul, Roche, Mannheim)

- pMus3-RNA als interner Standard fiur die Polymerase-Kettenreaktion,
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von A. Taubert, GieRen (Taubert und
Zahner 2001)

Durchfuhrung

Bei Proben mit hoher Konzentration an Gesamt-RNA wurde 1 pg RNA in cDNA
umgeschrieben, bei Proben mit geringerer RNA-Konzentration 0,5 oder 0,25 pg
RNA. Von der pMus3-RNA, welche als interner Standard in der Polymerase-Ketten-
Reaktion diente, wurde 1 pg RNA umgeschrieben.

Zuerst erfolgte eine DNase-Behandlung (jeweils 1 U DNase pro pug RNA) dber 30
min bei 37°C, an die sich eine Hitzeinaktivierung der DNase fir 6 min bei 70°C
anschloss. Nachdem die Proben auf Eis abgekuhlt waren, wurden fir die Reverse
Transkription pro Probe 1 pl Reverse Transkriptase, 2 yl 0,1 M DTT, 5 pl
Erststrangpuffer, 2 ul Hexanucleotid-Gemisch und 1 pl 10 mM dNTP-Gemisch
zugegeben und 60 min bei 37°C inkubiert.

Die Probe wurde anschlieRend mit TE-Puffer verdinnt (27,5 pl bei 0,25 ug RNA, 80
pl bei 0,5 pg und 185 pl bei 1 pg RNA); die entstandene cDNA wurde bei —20°C

eingefroren.
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3.12.

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR erfolgte in Anlehnung an die Methode von Taubert und Zahner (2001).

Reagenzien und Losungen

PTC-100 (Programmable Thermal Controller, MJ Research)

Taq DNA-Polymerase (1 U/ul, Fermentas)

10x PCR-Puffer (Fermentas)
25 mM MgCl, (Fermentas)
dNTP-Gemisch (s. 3.11.)
Aqua bidest., autoklaviert
pMus3-cDNA (s. 3.11.)

Primergemisch [Gemisch aus 20 pM forward und reverse primer fur das jeweilige
Zytokin bzw. B2-Mikroglobulin (MWG, Ebersfeld); s. Tab. 3.1.]

Tab. 3.1.:. verwendete Sense- und Antisense-Primersequenzen (nach SHIRE &
LEGOUX, Sanofi Recherche, Labege, pers. Mitteilung)

MRNA | Sense Primer Antisense Primer Ampli-
5 3 |5 3" |kon
(bp)
IL-2 GACACTTGTGCTCCTTGTCA TCAATTCTGTGGCCTGCTTG 227
IL-4 | TCGGCATTTTGAACGSGGTC GAAAAGCCCGAAAGAGTCTC 216
IL-5 |TCACCGAGCTCTGTTGACAA CCACACTTCTCTTTTTGGCG 201
IL-10 |ATGCAGGACTTTAAGGGTTACTTG | TAGTCTCCTTGGTCTTGGAGCTTA 254
IL-13 |GACCCAGAGGATATTGCATG CCAGCAAAGTCTGATGTGAG 214
IFNy |GCTCTGAGACAATGAACGCT AAAGAGATAATCTGGCTCTGC 227
Mikro |TGACCGGCTTGTATGCTATC CAGTGTGAGCCAGGATATAG 222
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Durchfuhrung

Fur jede Probe erfolgte ein Ansatz in 40 pl:

5 ul pMus3-cDNA

5 ul 10x PCR-Puffer

5 ul MgClI2

4 ul Primer-Gemisch

1,2 pl dNTP-Gemisch

1 pl Tag-Polymerase

18,8 pl Aqua bidest.

Die Komponenten wurden in der bendtigten Menge, je nach Anzahl der Proben,
gemischt und davon jeweils 40 pl in die Reaktionsgefal3e pipettiert. Dazu kamen
noch 10 pl von der jeweiligen Maus-cDNA.

Fur die PCR wurde folgendes Schema eingesetzt:

1. Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 94°C 40 sec

Annealing 58°C 1 min n Zyklen
Verlangerung 72°C 1 min

Abschlussverlangerung  72°C 10 min

Die Anzahl der eingesetzten Zykluszahlen variierte je nach Zytokin:

Tab. 3.2. Anzahl der Zyklen (Taubert und Zahner 2001)

MRNA Zykluszahl
IL-2 31
IL-4 31
IL-5 31
IL-10 30
IL-13 32
IFNy 29
B2-Mikroglobulin 27

Anschliel3end wurden die PCR-Proben in der PAGE aufgetrennt (s. 3.7.2.).
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3.12.1. Uberpriufung und Optimierung der pMus3-cDNA-Konzentration

In Vorversuchen wurde die optimale Konzentration der pMus3-cDNA-Konzentration
ermittelt, hier sollten zwischen Ziel- und Standardamplifikat ungefahr gleiche
Mengenverhéltnisse herrschen (Platzer und Blankenstein 1995). Hierfir wurde cDNA
von ConA-stimulierten Zellen verwendet, von denen bekannt war, dass sie in grol3en
Mengen die jeweiligen Zytokine produziert hatten. Fir folgende Zytokine konnte den
Angaben von Taubert und Zahner (2001) gefolgt werden: Fir IFNy und B2-
Mikroglobulin wurde je 5 pg pMus3-cDNA, fir IL-4 und IL-5 je 1 pg und fir I1L-13 2
pg verwendet.

Bei IL-10 und IL-2 musste die Menge an pMus3-cDNA optimiert werden: Fur IL-10
wurden 2 pg und 5 pg pMus3-cDNA und fir IL-2 1 pg, 2 pg, 5 pg und 10 pg
zugegeben. Die optimale Konzentration von pMus3-cDNA wurde hier nach Analyse
in der PAGE bestimmit.

3.13. Quantifizierung der Amplifikate

3.13.1. Auswertung der Gele

Die mit Ethidiumbromid gefarbten und im UV-Licht sichtbar gemachten Banden (s.
3.6.2.) wurden mit Hilfe des Videodokumentationssystems 2000i (MWG-Biotech,
Ebersfeld) auf Diskette gespeichert. Die Messung erfolgte in einem Bereich, der nicht
im Sattigungsbereich der Kamera lag.

Danach wurden die Banden mit Hilfe der Analyse-Software One-D-Scan
(Scanalytics) densitometrisch ausgewertet. Die Werte wurden als integrierte optische
Dichte (intOD) angegeben, in das Tabellenkalkulationsprogramm EXEL (Microsoft)
importiert und dort weiter bearbeitet.

3.13.2. Berechnung der Zytokin-Transkripte

Zur Kontrolle der vorliegenden RNA-Menge diente, neben der photometrischen
Bestimmung der RNA-Menge, B2-Mikroglobulin, ein sog. House-Keeping-Gen. Es
sollte in allen Zellen unabhangig vom Stimulationsstatus gleichermal3en transkribiert
werden. Als Referenzwert wurde willkirlich der B2-Mikroglobulin-Wert einer Probe
gewahlt und mit dem B2-Mikroglobulin-Wert jeder Probe verrechnet. So wurden die

B2-Mikroglobulin-Werte untereinender angeglichen und vergleichbar gemacht.

47



- Mengen-Angleichungsfaktor ergibt sich aus dem:

B2-Mikroglobulin-Wert der Referenz/ B2-Mikroglobulin-Wert der Probe

Mit Hilfe ihres jeweiligen Mengen-Angleichungsfaktors wurden die Zytokin-

Transkripte der Proben angeglichen.

- Angleichung der Proben:

Wert des Zytokin-Transkriptes der jeweiligen Probe x
Angleichungsfaktor der jeweiligen Probe

In jeder PCR wurde eine bekannte Menge an pMus3 als Standard mitamplifiziert, um
ein Aussage Uber die relative Menge an Maus-Zytokin-Transkript machen zu kénnen,
so dass in der PAGE fur jede Reaktion zwei Banden erschienen. FUr die
Quantifizierung wurden die Werte fur die Zytokin-Transkript-Bande zu den Werten fur

die jeweilige Bande des pMus3-Transkriptes in Beziehung gesetzt.

- Berechnung der Zytokin-Transkript-Zwischenwerte:

Wert fur die Bande des jeweiligen Zytokin-Transkriptes/

Wert fur die korrespondierende Standardbande

Fur die Berechnung des Endwertes wurden die Zwischenwerte mit der jeweiligen

Menge des eingesetzten Standards multipliziert.

- Endwert der Zytokintranskripte:

Zwischenwert der Zytokin-Transkripte x

Menge des in der PCR eingesetzten Standards
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3.14. Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin  der  Justus-Liebig-Universitat  Giel3en. Die  statistischen
Auswertungen wurden unter Verwendung des Statistikprogramms BMDP/Dynamic
Release (Dixon, 1993) durchgefuhrt. Die grafischen Abbildungen wurden auf einem
Personalcomputer mit dem Programm EXEL Version 2000 erzeugt. Die
Proliferations- und Zytokindaten waren rechtsschief verteilt und mussten vor der
Auswertung logarithmiert bzw. wurzeltransformiert werden.
Die Beschreibung der Daten erfolgte mit Hilfe der geometrischen Mittelwerte (xg) und
der Streufaktoren (SF).
Die statistischen Prifungen wurden mittels:
- zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung im Faktor Behandlung
(Proliferationsdaten, Zytokine)
- zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung im Faktor Zeit
(Mikrofilarienzahlen)
- einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung im Faktor Behandlung
(Proliferationsdaten)
- einfaktorielle Varianzanalyse ohne Messwiederholung (Proliferationsdaten)
- Paarvergleiche gegen die Kontrollgruppe: Dunnett-Test (Zytokine)
- t-Test fur unabhangige Stichproben (Wurmbirde und Embryogramme nach
Immunisierung)

durchgefhrt.

Bei der Benennung von Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:

p<0,001: hochsignifikant

p<0,01: signifikant
p=<0,05: schwach signifikant
p=0,05: nicht signifikant (n.s.)
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4. Vorversuche und Versuchsaufbau

4.1. Vorversuche

Zur Sicherung ausreichender Antigenmengen musste eine 6konomische Methode
entwickelt werden, um E/S-Produkte von L. sigmodontis und damit Juv-p120 in
grolReren Mengen zu gewinnen. Dafur wurde die Methode der Ankonzentrierung von
Uberstanden in vitro-kultivierter praadulter Weibchen etabliert (s. Material und
Methoden Kapitel 3.2.8). AufRerdem mussten die Konzentrationen der in den
Milzzellproliferationsassays zu priufenden Substanzen (Juv-pl20-haltiger in vitro-
Uberstand praadulter Weibchen (nUP) und P-DMAE-Peptid) ausgetestet werden.
Hierbei sollte eine eventuelle Beeinflussung der ConA-induzierten Proliferation von

Milzzellen durch nUP oder P-DMAE-Peptid gemessen werden.

4.2. Hauptversuche

4.2.1. Immunisierung

In einem weiteren Versuch erfolgte eine Immunisierung von Tieren mit nUP. Dazu
wurde eine Gruppe mit 5 M. coucha (A 1-5) im Alter von 5 Wochen mit 10 pug nativem
Uberstand immunisiert (s. 3.6.1.), 14 Tage spater mit der halben Menge Antigen
geboostert und eine Woche darauf mit 60 L3 infiziert. Die Kontrollgruppe (B 1-5)
wurde zu entsprechenden Zeitpunkten vor der Infektion mit Puffer immunisiert.
Wahrend des Versuchs wurden Antikorperproduktion und Mikrofilaramie untersucht;
120 Tage p.i. wurden die Tiere seziert und die Wurmburde bestimmt.

Analog zu diesem Versuch wurden BALB/c-Mause mit nUP immunisiert. Die
Gruppen bestanden aus je 6 Tieren (C 1-6; D 1-6), die mit je 120 L3 infiziert wurden.
Die Sektion fand 80 Tage p.i. statt.
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4.2.2. Proliferation
In einem ersten Versuch sollte die Proliferation von Milzlymphozyten auf ConA-
Stimulation mit gleichzeitiger Inkubation von nUP und P-DMAE-Peptid in
verschiedener Konzentration und somit ein eventueller proliferationshemmender
Einfluss dieser Substanzen gemessen werden. Als Versuchstiere wurden qualitativ
mit L. sigmodontis infizierte M. coucha und Balb/c-Méause, die quantitativ mit 60 L3
infiziert worden waren, verwendet.
nUP (s. 3.2.8.) wurde bei beiden Tierarten in den Proliferationsassays getestet,
P-DMAE-Peptid nur bei M. coucha. Bei M. coucha bestand eine Gruppe aus 6
Tieren, bei BALB/c-Mausen aus 5 Tieren. Die Untersuchungstermine wurden so
gelegt, dass verschiedene Zeitpunkte der Infektion erfasst wurden, wobei besondere
Aufmerksamkeit der spaten Prépatenz galt, da sich in friheren Studien erwiesen
hatte, dass vor allem prdadulte L. sigmodontis-Weibchen in grof3eren Mengen
Juv-120 sezernieren.
Untersuchungszeitpunkte:

- TagOp.i. -nichtinfizierte Kontrollen (ca. vier Monate alt)

- Tag 24 p.i. - Hautung von L4 zum préadulten Parasiten

- Tag 38 p.i. - Beginn der starken Juv-p120-Sekretion

- Tag 44 p.i. - Ende der starken Ju-p120-Sekretion

- Tag 70 p.i. - (BALB/c-Méause)/ -100 p.i. (M. coucha) - Patenz

- Tag 160 p.i. - (BALB/c-Mause)/ - 300 p.i. (M. coucha) — Postpatenz

4.2.3. Zytokinmessungen

Im zweiten Versuch wurde gleichzeitig mit den Proliferationsassays aus mit ConA
oder ankonzentriertem Uberstand stimulierten Milzlymphozyten von BALB/c-Mausen
Gesamt-RNA isoliert. Hieraus sollte im Infektionsverlauf die Produktion von IFNy,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 auf Transkriptionsebene mittels RT-PCR gemessen
werden.

Dafur wurden erst die RNA-Proben aus dem gesamten Versuch gesammelt, dann
folgte fortlaufend die cDNA-Synthese in labortechnisch praktikablen Gruppen. Fur
jedes Zytokin wurde ein PCR-Lauf mit jeweils 88 Proben und identischen
Reagenzien gefahren, so dass madglichst gleiche Bedingungen geschaffen waren.
Nach der PCR aller Proben erfolgten die Auftrennung in der PAGE und die

Auswertung der Gele.
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5. Ergebnisse

5.1. Gewinnung von Juv-pl120 in vitro aus praadulten

weiblichen L. sigmodontis sowie Anreicherung

Um Juv-p120 von préadulten L. sigmodontis-Weibchen zu gewinnen, wurden 39
Tage alte Weibchen in vitro kultiviert. Bei der Immunoblotanalyse der gewonnenen
Uberstande konnte unter Verwendung von Anti-Juv immunreaktives Material in Form
von zwei bis vier Banden in einem Bereich von 130-150 kDa nachgewiesen werden.
Sie wurden in der Folge als Juv-p120 angesehen (Abb. 5.1.). Der Proteingehalt lag

allerdings unterhalb der mit dem Bradfordtest messbaren Konzentrationen.

Abb. 5.1.

Immunoblot  mit in-vitro-
200 kDa — Uberstand von 10

préadulten L. sigmodontis-
160kba — « Juv- Weibchen; PAGE: 5%iges
120kDa — | pl120 Trenngel; Antiserum:

Anti-Juv; Konjugat: Anti-
Rabbit-IgG (Fc)-AP

50 kba —

Die Ankonzentrierung der Uberstande mit dem des Vivaspin 20®-System erwies sich
als einfache Methode, groRe Mengen an Uberstanden auf ein kleines Volumen zu
reduzieren. Dabei blieben Proteine >100 kDa, also auch Juv-p120 mit mindestens
120 kDa, in dem ankonzentrierten Uberstand, wahrend kleinere Proteine mit dem

Durchlauf durch die Membran zentrifugiert und so entfernt wurden. Die Proteine im
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Uberstand wurden dabei ungefahr um den Faktor Hundert ankonzentriert und waren

so mit dem Bradfordtest messbar. Fur die Gewinnung des gesamten bendtigten

Materials wurden insgesamt tber 14.000 Wirmer in vitro kultiviert. Dabei wurden ca.

1,8 Liter Uberstande verarbeitet und so 3,2 mg Material gewonnen.

Die ankonzentrierten Uberstande und Durchlaufe wurden mittels Immunoblot und
PAGE (Silberfarbung) untersucht (Abb. 5.2. und 5.3.).

200 kba —
v &— Juv-
120 kDa — p120
50 kDa
1 2 3
200kba  — —
T -
120kDa  — — ==~ Juv-
= p120
—
50kDa — e
e
1 2 3

Abb. 5.2.
Immunoblot mit ca. 100fach
ankonzentriertem in  vitro-

Uberstand praadulter
weiblicher L. sigmodontis;
7,5%iges Trenngel;
Antiserum: Anti-Juv;

Konjugat: Anti-Rabbit-IgG
(Fc)-AP
(1) Marker
(2) ankonzentrierter in
vitro-Uberstand
préaadulter Weibchen;
Auftrag: 10 ng Protein
(3) Durchlauf aus der
Vivaspin 20°-
Zentrifugation

Abb. 5.3
Uberstand und
Zentrifugationsdurchlauf in
der PAGE (Silberfarbung);
Auftrennung in einem
7,5%iges Gel
(1) Marker
(2) ankonzentrierter in
vitro-Uberstand
praadulter
Weibchen; Auftrag:
10 ng Protein
(3) Durchlauf aus der
Vivaspin 20°-
Zentrifugation
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Juv-p120 war in den ankonzentrierten Uberstanden in deutlich nachweisbaren
Mengen vorhanden; der Anteil von Juv-p120 am im Uberstand enthaltenen Protein
betrug nach PAGE abgeschatzt (Abb. 5.3.) Uber 50%. Im Durchlauf lag der
Proteingehalt aulRerhalb des mit dem Bradfordtest messbaren Bereichs; im
Immunoblot konnte kein Juv-pl20 nachgewiesen werden. Nach der
Ankonzentrierung lag der Proteingehalt im Uberstand zwischen 0,2 und 0,4 pg
Protein/ pl.

Der ankonzentrierte Uberstand enthielt zwar tiberwiegend Juv-p120, aber es waren
noch andere Proteine enthalten (vgl. Abb. 5.3.). Deshalb wurde von M. Hintz (Institut
fur Biochemie im Klinikum, JLU Giel3en) freundlicherweise eine zusatzliche
Reinigung mittels HPLC (Hintz et al. 1998) durchgefiihrt. Das gereinigte Material
wurde im Immunoblot getestet (Abb. 5.4).

Abb. 5.4.
Immunoblot mit
200 kDa — ankonzentriertem, HPLC-
i gereinigtem in vitro-
160 kDa b, Juv- Uberstand praadulter
120kba — | p120 weiblicher L. sigmodontis; 7,5
%iges Trenngel;, Antiserum:
Anti-Juv;  Konjugat:  Anti-
Rabbit-IgG (Fc)-AP
50 kDa —

Auch hier liel3 sich Juv-p120 im Immunoblot nachweisen. Nach der Aufreinigung
konnte allerdings kein Proteingehalt mehr gemessen werden, da die Probe dabei
sehr stark verdinnt wurde. Weil der Anteil von Juv-p120 bereits im nicht gereinigten,
ankonzentrierten Uberstand relativ hoch (vermutlich >50%, sichtbar in der
Silberfarbung siehe 5.3.) war und mit der HPLC-Reinigung offensichtlich ein
deutlicher Materialverlust verbunden war, wurde auf eine zusatzliche Aufreinigung

verzichtet.
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5.2. Serologische Kreuzreaktionen von Anti-Juv  und
P-DMAE-Peptid

Die Reaktivitat des P-DMAE-modifizierten Peptids mit Anti-Juv wurde im Dotblot

Uberprift (Abb. 5.5).

Als Negativkontrolle diente dabei das nicht modifizierte Peptid, als Positivkontrolle

wurde Homogenat von praadulten L. sigmodontis-Weibchen (40 Tage p.i.)

verwendet.

P-DMAE- . .
Peptid, Verdinnuna Unmodifiziertes

1mgml 12 1.4 18 116 Feptid lmg/ml

N N A I I
vy v v vy

Homogenat praadulter
« ) . L. sigmodontis-
Weibchen
(40 Tage p.i.)
1
Abb. 5.5.

Immunreaktivitat des P-DMAE-modifizierten und nicht modifizierten Peptids
gegen  Anti-Juv im Vergleich zum Homogenat aus praadulten L.
sigmodontis-Weibchen; Antiserum: Anti-Juv; Konjugat: Anti-Rabbit-1IgG (Fc)-
AP

P-DMAE-Peptid reagierte bis zu einer Verdinnung von 1:4 (0,25 pg/ml) mit Anti-Juv,
das nicht modifizierte Peptid band Anti-Juv nicht (Abb. 5.7).

5.3. Synthese von mit Juv-p120 kreuzreagierenden Molekulen

In verschiedenen Stadien von L. sigmodontis

Im L. sigmodontis-Infektionsverlauf traten bei BALB/c-Mausen am Tag 14 p.i. bereits
Antikdrper gegen Juv-p120 auf (Abb. 5.11.). Hier sollte untersucht werden, ob Juv-
pl20 schon in L3- oder in L4-Homogenaten vorhanden ist, da offensichtlich ein
Kontakt der BALB/c-Mause mit Juv-p120 wéhrend der Infektion schon sehr frih
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stattfand. Dazu wurden Homogenate von L3 (Tag 8 p.i.) und L4 (Tag 18 p.i.) im
Immunoblot untersucht (Abb. 5.6. und 5.7.). Da die Homogenate durch Aufkochen
mit Probenpuffer hergestellt wurden (vgl. 3.2.10.), konnte keine Proteinmessung
nach Bradford vorgenommen werden. Um die Proteinmenge beurteilen zu kénnen,
wurde parallel zum Immunoblot eine PAGE mit der gleichen Menge Homogenat
durchgefiihrt und das Gel mit Coomassie gefarbt. Wegen der groBen Menge
niedermolekularer Proteine und dadurch bedingter Kreuzreaktionen wurde nur mit
dem oberen Teil (>100kD) ein Immunoblot durchgefuhrt. Der Vollstandigkeit halber

wurde der untere Teil nach Coomassiefarbung mit abgebildet.

5.3.1. Synthese in L3
Abb. 5.6.
Immunoblot und PAGE
(Coomassiefarbung) von L. sigmodontis-
200 kDa — L3-Homogenat (8 Tage p.i.), PAGE:
1 Juv- 7,5%iges Trenngel
120 kDa — p120 (1) Marker

(2) Oberer Teil: Immunoblot, 20 pl
S Auftrag, Antiserum: Anti-Juv,
Konjugat: Anti-Rabbit-lgG (Fc)-

AP
£ Unterer Teil: Coomassiefarbung
der Membran
50 kDa — (3) PAGE mit Coomassie gefarbt,
' ebenfalls 20 ul Auftrag
1 2 3
5.3.2. Synthese in L4

Abb. 5.7.

Immunoblot und PAGE

(Coomassiefarbung) von L. sigmodontis-

L4-Homogenat (18 Tage p.i.), PAGE:

200 kba — Juv- 7,5%iges Trenngel

) p120 (1) Marker

120 kDa (2) Oberer Teil: Immunoblot, 4 ul

Auftrag, Antiserum:  Anti-Juv,

Konjugat: Anti-Rabbit-lgG (Fc)-

AP

50 kDa — Unterer Teil: Coomassiefarbung
der Membran

(3) PAGE mit Coomassie gefarbt,
ebenfalls 4 ul Auftrag
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Antikdrper gegen Juv-p120 reagierten sowohl mit L3- als auch L4-Homogenat, d.h.
Juv-p120 wurde bereits an Tag 8 und 18 p.i. synthetisiert. Im L3-Homogenat war laut
der coomassiegefarbten PAGE deutlich weniger Protein als im L4-Homogenat
enthalten. Trotz der geringeren Proteinmenge trat im Immunoblot mit L3-Homogenat

eine deutliche Reaktion von Juv-p120 mit Anti-Juv auf.

5.3.3. Synthese in weiblichen adulten L. sigmodontis
Als Kontrolle fir die anschlieBenden Proliferationsassays war ankonzentrierter

Uberstand von adulten L. sigmodontis-Weibchen (123 Tage p.i.) vorgesehen.

Abb. 5.8.

Immunoblot mit

ankonzentriertem in  vitro-
200 kDa — Uberstand adulter L.

sigmodontis-Weibchen (123
Tage p.i.); 5%iges Trenngel,
160 kDa  — . -— Auftrag: 0,1 ug Protein;
120 kba — Antiserum: Anti-Juv,
Konjugat: Anti-Rabbit-IgG
(Fc)-AP

50 kDa —

Abb. 5.9.
SDS-PAGE (7,5%iges
Trenngel, Silberfarbung) mit
ankonzentriertem in  vitro-
Uberstand adulter L.
sigmodontis-Weibchen (123
Tage p.i.)
(1) Marker
(2) Ankonzentrierter
Uberstand adulter L.
sigmodontis-Weibchen
——— (123 d p.i.) Auftrag: 1 pg
Protein

200 kDa ]
120 kDa ]

Il

'
"I |

50 kDa —

r

41
£

=Ly LI
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Im ankonzentrierten in vitro-Uberstand der adulten Weibchen lieR sich mit Anti-Juv
reagierendes Material in Form von zwei bis vier Banden im Bereich von 130 bis 150
kDa nachweisen (Abb. 5.8.). Allerdings war die Menge so gering, dass ein Nachweis
nur im Immunoblot gelang, nicht jedoch mit der Silberfarbung (Abb. 5.9.).

5.4. Nachweis von Juv-p120 im Blut L. sigmodontis-infizierter
BALB/c-Mause

In friheren Untersuchungen war Juv-p120 im Plasma von L. sigmodontis-infizierten
M. coucha an den Tagen 41 und 45 p.i. nachgewiesen worden (Taubert, pers.
Mitteilung). Hier sollte untersucht werden, ob Juv-p120 auch im Plasma von
infizierten BALB/c-Mausen zu finden ist. Dazu wurden zu verschieden Zeitpunkten
p.i. Blutproben von jeweils sechs BALB/c-Mausen entnommen, die vorher mit je 120
L3 infiziert worden waren. Aus den Blutproben wurde Plasma gewonnen und als

Pools im Immunoblot untersucht.

200 kba —
160 kDa — Juv-p120
S e o ww S T G P
120 kba —
100 kba — ‘”
14 24 31 37 41 44 48 51 59 Tagep.i.
Abb. 5.10.

Nachweis von Juv-p120 im Blutplasma L. sigmodontis-infizierter BALB/c-
Mause im Immunoblot; Auftrennung von 14-59 Tage p.i. isolierten gepoolten
Plasmaproben; Antiserum: Anti-Juv; Konjugat: Anti-Rabbit-IgG (Fc)-AP.

Juv-p1l20 war von Tag 31 bis Tag 51 p.i. im Plasma von BALB/c-Mausen
nachweisbar (Abb. 5.10.).
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5.5. Nachweis von Antikérpern gegen Juv-pl120 in L.
sigmodontis-infizierten BALB/c-Mausen und

M. coucha

Um die Antikdrperproduktion von mit 120 L3 quantitativ infizierten BALB/c-M&usen
und natdrlich infizierten M. coucha gegen Juv-p120 im Verlauf der Infektion zu
Uberprufen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. Serumproben von jeweils 4
Einzeltieren genommen und im Immunoblot gegen Juv-p120 untersucht (Abb. 5.11.).
Im Prainfektionsserum waren keine Antikdrper gegen Juv-p120 enthalten; dagegen
wiesen die BALB/c-Sera am Tag 14 p.i. bereits geringe Mengen an Antikérpern
gegen Juv-pl20 auf. Am Tag 21 p.i. waren dann deutlich héhere Mengen an
Antikdrpern vorhanden. Diese Konzentrationen blieben bis einschlief3lich Tag 56 p.i.
etwa konstant. An den Tagen 70 und 160 p.i. fanden sind nur noch sehr geringe
Mengen an Antikérpern gegen Juv-p120.

Bei M. coucha konnten Antikérper an den Tagen 35 und 56 p.i. nachgewiesen
werden, an den Ubrigen Tagen waren keine Antikorperspiegel messbar (nicht
abgebildet).
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5.6. Effekte einer Immunisierung von M. coucha und BALB/c-

Mausen mit Juv-p120

5.6.1. Produktion von Antikérpern gegen Juv-p120 nach der Immunisierung
Die Antikorperantwort von M. coucha und BALB/c-Mausen gegen Juv-p120 wurde
mit nUP-immunisierten und danach durch eine experimentelle, quantitative Infektion
(s. 4.2.1.) belasteten Tieren Uberprift. Zur Kontrolle dienten Tiere, die vor der
Infektion mit PBS immunisiert wurden. In Abb. 5.12. wurde beispielhaft die Reaktion
je eines Tieres pro Gruppe dargestellt, da innerhalb der Gruppen nahezu identische
Reaktionen auftraten.

In den Praimmunseren waren bei keinem der Tiere Antikérper gegen Juv-p120
vorhanden. Alle mit nUP immunisierten Tiere wiesen eine Woche nach der zweiten
Immunisierung unmittelbar vor der Belastungsinfektion Antikdrper gegen Juv-p120
auf. Die Antikérperkonzentration nahm bei BALB/c-Mausen nach der Infektion bis zu
letzten Messung am Tag 56 p.i. zu; bei infizierten M. coucha kam es zwischen dem
35. und 56. Tag p.i. zum Abfall der Antikdrperspiegel. Auch die mit PBS
immunisierten Tiere entwickelten nach der Infektion Antikérper. Die Antikdrperspiegel
waren abgesehen vom letzten Untersuchungstermin stets niedriger als bei den mit

nUP immunisierten Gruppen.
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A) B)
160 kDa ' ' . ; 160 kDa — b ¢
120 kDa 120 kDa —
50 kDa 50 kDa
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
C) D)
160 kDa — 160 kDa — -
L +1 g8
120 kDa — ¢ . 120 kDa —
50 kDa 50 kba
Abb. 5.12.

Nachweis von Antikdrpern gegen Juv-pl20 im Serum L. sigmodontis-
infizierter BALB/c-M&use und M. coucha im Immunoblot; Antigen: nUP (je 250
ng Protein pro Spur), Antiserum: Serum einer
A) M. coucha, immunisiert mit nUP; 2. Antikérper: Anti-Mastomys-lgG-
Serum; Konjugat: Anti-Rabbit-1gG (Fc)-AP
B) M. coucha, immunisiert mit PBS; 2. Antikdrper: Anti-Mastomys-IgG-
Serum; Konjugat: Anti-Rabbit-1gG (Fc)-AP
C) BALB/c-Maus, immunisiert mit nUP; Konjugat: Anti-Mouse-IgG (H&L)-AP
D) BALB/c-Maus, immunisiert mit PBS, Konjugat: Anti-Mouse-1gG (H&L)-AP
(1) Praserum
(2) Tag 0 (vor der Infektion)
(3) Tag 14 p.i.
(4) Tag 35 p.i.
(5) Tag 56 p.i.
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5.6.2. Einfluss der Immunisierung auf die Parasitamie nach

Belastungsinfektion

Die durchschnittliche Mikrofilaramie bei mit PBS immunisierten, infizierten M. coucha
nahm nach einer Prapatenz von 49 Tagen bis zum Tag 91 p.i. kontinuierlich auf eine
Dichte von ca. 75 Mikrofilarien/ul Blut zu und ging danach bis zum
Untersuchungsende 119 Tage p.i. auf etwa die Hélfte zuriick (Abb. 5.13.).

5.6.2.1. Effekte bei M. coucha

90 -

75

/

[

AnzahlMikrofilarien/ul Blut
N
a1

42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119
Tage p.i.

Abb. 5.13.
Mikrofilaramie nach Immunisierung von M. coucha und anschlieRender
Belastungsinfektion mit 120 L. sigmodontis-L3

(A) mit nUP immunisierte Gruppe

(B) mit PBS immunisierte Kontrollgruppe
Die Abbildung gibt die modifizierten Medianwerte und die Quartilsabstédnde
wieder.

Bei der mit nUP immunisierten Gruppe (Gr. A) war die Mikrofilaramie gegenuber der
Kontrollgruppe (Gr. B) deutlich reduziert, doch erreichten die Unterschiede wegen

der groRBen individuellen Schwankungen und der GruppengréRe (n=5) kein
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signifikantes Niveau. Am deutlichsten zeigten sich diese Unterschiede zwischen Tag
84 und 98 p.i. in der Hochphase der Patenz (Abb. 5.13). Ab Tag 105 p.i. waren sie
nicht mehr deutlich ausgepragt.

5.6.2.2. Effekte bei BALB/c-Mausen
Bei mit 120 L3 infizierten BALB/c-Mausen waren im Infektionsverlauf nur vereinzelt
und unregelmaflig Mikrofilarien im Blut nachweisbar (ohne Abb.).

5.6.3. Einfluss der Immunisierung auf die Anzahl adulter L. sigmodontis
nach Belastungsinfektion

Am Tag 80 p.i. (BALB/c-Mause) bzw. Tag 120 p.i. (M. coucha) wurden die Tiere

getdtet und die Wurmbirden getrennt nach mannlichen und weiblichen L.

sigmodontis bestimmt. Verkapselte Parasiten wurden getrennt erfasst. Zur

Berechnung der Ruckfindungsraten wurden nur lebende Wirmer einbezogen.

5.6.3.1. Effekte bei M. coucha

14

12
EA OB

10

Zahl der Parasitenstadien

Weibchen Mannchen

Abb. 5.14.
Wurmburden bei M. coucha nach Immunisierung und anschlieBender
Belastungsinfektion mit 120 L3 von L. sigmodontis am Tag 120 p.i.

(A) Gruppe A, Immunisierung mit nUP

(B) Gruppe B, Immunisierung mit PBS
Die Abbildung gibt die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichungen
wieder.
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Alle Tiere des Versuches waren infiziert. Die Rickfindungsrate lag mit
durchschnittlich 23% (Gruppe A: 23,7%; Gruppe B: 22,3%) deutlich héher als bei den
BALB/c-Mausen. Verkapselte Parasiten traten nicht auf (Abb. 5.14.).

Die Anzahl an Weibchen bzw. Mannchen unterschied sich in beiden Gruppen nicht
signifikant. Auffallig erschien bei der mit nUP immunisierte Gruppe ein Tier (A3), bei
welchem im gesamten Infektionsverlauf keine Mikrofilarien nachweisbar waren, das

aber bei der Sektion adulte Filarien (5 Weibchen, 2 Mannchen) aufwies.

5.6.3.1. Effekte bei BALB/c-Mausen
8 =
7 - mA OB

Zahl der Parasitenstadien
N

Weibchen Mannchen Kapseln

Abb. 5.15.
Wurmbirden bei Balb/c-Mausen nach Immunisierung und anschlieRender
Belastungsinfektion mit 120 L3 von L. sigmodontis an Tag 80 p.i.

(A) Gruppe A, Immunisierung mit nUP

(B) Gruppe B, Immunisierung mit PBS
Die Abbildung gibt die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichungen
wieder.

Alle BALB/c-Mause des Versuches waren infiziert. Die Ruckfindungsrate war mit 5 %
in beiden Gruppen sehr niedrig. Fast alle BALB/c-Méause enthielten verkapselte
Parasitenstadien (Abb. 5.15.) die Zahl lag mit 3,3 Kapseln in Gruppe A niedriger als
in Gruppe B mit 5,6 Kapseln (nicht signifikant). Die Anzahl an weiblichen bzw.

mannlichen Parasiten differierte nicht signifikant zwischen beiden Gruppen.
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5.6.4. Einfluss der Immunisierung auf intrauterine Entwicklungsstadien
von L. sigmodontis nach Belastungsinfektion
Nach der Bestimmung der Wurmburde wurde aus je zwei L. sigmodontis-Weibchen

pro Tier ein Embryogramm angefertigt.

5.6.4.1. Effekte bei M. coucha
300000 T Abb. 5.16.

Embryogramm:

c . .

o Anzahl intrauteriner

'S 250000 Entwicklungsstadien pro

g _ weibliche L. sigmodontis

= aus immunisierten M.

2 200000 coucha nach Infektion

g mit 60 L3, 120 Tage p.i.

© (A) Gruppe A,

S 150000 Immu__nisierung

S mit nUP

E (B) Gruppe B,

5 Immunisierung

S 100000 mit PBS

S Die Abbildung gibt die

= geometrischen

% 50000 Mittelwerte  und  die

3 - Streufaktoren wieder.

0

Die Gesamtzahl der Embryonalstadien war in Gruppe A (83.960 Embryonalstadien/
Weibchen) geringfligig und nicht signifikant gegeniber Gruppe B (113.833
Embryonalstadien/Weibchen) vermindert (Abb. 5.16.).
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Abb. 5.17.

Embryogramm:
50 | Prozentualer Anteil
pathologischer intrauteriner
EHA OB Entwicklungsstadien in

weiblichen L. sigmodontis an
multizellularen Stadien, Ring-
und Brezelstadien und
Mikrofilarien aus
immunisierten M. coucha
nach Infektion mit 60 L3, 120

D
o
!

Zahl der Embryonalstadien
w
(@]

Tage p.i.

20 (A) Gruppe A,
Immunisierung mit
nUP

(B) Gruppe B,
10 Immunisierung mit
PBS
Die Abbildung gibt die
0 - arithmetischen Mittelwerte
multizellulare Ring-und Mikrofilarien und die
Stadien Brezelstadien Standardabweichungen
wieder.

Der Anteil an pathologischen Embryonalstadien war bei der mit nUP immunisierten
Gruppe (Gr. A) signifikant erhéht (Abb. 5.17.). Bei den multizellularen Stadien lag der
Anteil an pathologisch veradnderten Embryonalstadien bei 36,4%, in der
Kontrollgruppe (Gr. B) bei 20,7% (p<0,05). Am deutlichsten war der Unterschied bei
den Ring- und Brezelstadien: in Gruppe A lag der Anteil bei 48,5%, in Gruppe B bei
16,9% (p<0,01). Der Anteil an pathologisch veranderten Mikrofilarien war in Gruppe
A ebenfalls signifikant erhéht (16,6%), in Gruppe B lag er bei 3% (p<0,01).

5.6.4.2. Effekte bei BALB/c-Mausen

In den Embryogrammen bei BALB/c-Méausen fanden sich in beiden Gruppen nur

einzellige Strukturen, andere Embryonalstadien waren nicht vorhanden.
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5.7. Stimulierbarkeit von Milzlymphozyten
(Proliferationsassay) L. sigmodontis-infizierter BALB/c-
Mause und M. coucha mit ConA, Juv-p120 und P-DMAE-
Peptid sowie Beeinflussung der ConA-Stimulation durch
Juv-pl120 und P-DMAE-Peptid

5.7.1. Vorversuche zur Ermittlung geeigneter Konzentrationen von
Juv-p120 und P-DMAE-Peptid

Es sollte ein Einfluss von nUP und P-DMAE-Peptid auf die ConA-stimulierte
Proliferation Uberprift werden. Die geeigneten Konzentrationen der Substanzen in
den Proliferationsassays mit simultaner ConA-Stimulation wurden in Vorversuchen
mit Milzlymphozyten von infizierten (120 Tage p.i.) M. coucha ermittelt. Fir das
P-DMAE-Peptid wurden fir den Hauptversuch Konzentrationen von 1, 2, 5, 10 und
20 pg/ ml gewanhlt, bei nativen Uberstand kamen Konzentrationen von 0,2, 0,5, 1, 2
und 4 pg/ ml zum Einsatz.
P-DMAE-Peptid wurde zudem in Konzentration von 5 pg/ ml als alleiniges Antigen
ohne ConA-Stimulation eingesetzt, um eine mitogene Wirkung des Peptids zu
Uberprufen. P-DMAE-Peptid allein wirkte nicht stimulierend auf Milzlymphozyten. Bei
Koinkubation von ConA und P-DMAE-Peptid kam es zu sehr variablen Ergebnissen
(Abb. 5.18). Wahrend bei einem Tier eine dosisabhangige Suppression der
Proliferation nach ConA-Stimulation beobachtet werden konnte und bei 10 pg/ml eine
Proliferation unterblieb, waren bei den anderen Tieren 40 pg/ml (Tier B) bzw. 20 und
40 pg/ml (Tier C) nétig, um die Proliferation zu unterbinden.
Im Falle von nUP war kein klarer negativer Einfluss auf die ConA-induzierte
Proliferation zu erkennen (Abb. 5.19 A-C); bei einem Tier deutete sich eher eine
Steigerung an (Abb. 5.19 A).
Fur die Hauptversuche wurden folgende Konzentrationen gewahlt:

- P-DMAE-Peptid: 2, 5, 10 und 20 pl/ml

- nUP:0,2;0,5; 1; 2 und 4 pl/ml
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Abb. 5.18.

Einfluss von P-DMAE-Peptid auf
die ConA-induzierte Proliferation
von  Milzlymphozyten aus L.
sigmodontis-infizierten M. coucha
(120 Tage p.i.): Proliferation
[dargestellt als Stimulationsindex
(sh] unter dem Einfluss
ansteigender Mengen an P-DMAE-
Peptid bei Zellen aus drei
Einzeltieren (A, B, C)

250 A
200 A
o 150
100 A
50 A

O,

C)

=

0 01 02 05 1 2
nativer Uberstand (ug/ml)

150 A
120
—90
n
60 -
30
0 |
0O 01 02 05 1 2
nativer Uberstand (pg/ml)
Abb. 5.19.
Einfluss von nUP auf die ConA-
induzierte Proliferation von
Milzlymphozyten aus L.

sigmodontis-infizierten M. coucha

(120 Tage p.i.): Proliferation
[dargestellt als Stimulationsindex
(S1] unter dem Einfluss
ansteigender Mengen an nUP bei
Zellen aus drei Einzeltieren
(A, B, C)
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5.7.2. Wurmbirde der Versuchstiere

5.7.2.1. M. coucha

Die Wurmblrden der natirlich infizierten, fir die Experimente eingesetzten M.
coucha sind in Abb. 5.20 verzeichnet. Fir Experimente in der Patenz wurden Tiere
ausgewahlt, die um die 100 Mikrofilarien/ul Blut aufwiesen. 300 Tage p.i. wurden nur
mikrofilarienfreie Tiere (Postpatenz) herangezogen. Alle Tiere des Versuches waren
infiziert und enthielten weibliche und mannliche Filarien (Abb. 5.20.) in der
Brusthéhle. Die Gesamtzahl der Parasiten war bei den einzelnen Tieren sehr
unterschiedlich. Ab Tag 38.p.i. wurden die Parasiten nach Geschlechtern
differenziert. Am Tag 300 p.i. wurde eine geringe Anzahl von verkapselten
Parasitenstadien gefunden.

120
Hl Weibchen
E Mannchen

100 - O Gesamtzahl lebende Wiirmer
OKapseln

80 - -

Anzahl der Parasiten
()]
o

24 100 300

Tage p.i.

Abb. 5.20.

Wurmbirden bei L. sigmodontis-infizierten M. coucha (nattrliche Infektion)
zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i.; angegeben sind Anzahl der Weibchen
und Mannchen, Gesamtzahl der lebenden Wirmer und Kapseln. Die
Abbildung gibt die arithmetischen Mittelwerte und die
Standardabweichungen wieder.
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5.7.2.2. BALB/c-Mause

Alle Tiere des Hauptversuches waren infiziert und enthielten Parasiten. Die Anzahl
der Parasiten war relativ niedrig (Abb. 5.21.). Am Tag 24 p.i. konnten die Wirmer
noch nicht nach Geschlechtern differenziert werden. Ab Tag 70 p.i. wurden
verkapselte Parasitenstadien gefunden. Die Ruckfindungsrate verringerte sich mit
zunehmender Infektionsdauer von 23 % (Tag 24 p.i.) auf 4,7% (Tag 70 p.i.) (Abb.
5.22.). 160 Tage p.i. wurden keine lebenden Parasiten mehr gefunden. Bei der
Uberprufung der Parasitamie zeigte sich, dass die Tiere nur vereinzelt Mikrofilarien
aufwiesen (nicht abgebildet).

18 T ; Abb. 5.21.
.W.(.alehen Wurmbirde bei mit 60 L.
15 B Mannchen | sigmodontis-L3 infizierten
- O Gesamtzahl lebende Wirmer BALB/c-Mausen zu
12 OKapseln | unterschiedlichen Zeitpunkten
n p.i., angegeben sind die

Anzahl der Weibchen und
Mannchen, Gesamtzahl der
lebenden Wirmer und

Anzahl der Parasiten
O

6 - Kapseln. Die Abbildung gibt
die arithmetischen Mittelwerte
3 LT T und Standardabweichungen
ﬂ wieder.
0 ‘
24 38 44 70 160
Tage p.i.
30 - Abb. 5.22.

Ruckfindungsrate  lebender
Wirmer bei mit 60
L. sigmodontis-L3 infizierten
BALB/c-Mausen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten
p.i.. Die Abbildung gibt die
arithmetischen Mittelwerte
und Standardabweichungen
wieder.

24 38 44 70 160
Tage p.i.
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5.7.3. Reaktion von Milzlymphozyten auf Stimulation mit ConA und
Juv-p120 im Infektionsverlauf

5.7.3.1. M. coucha
350
300
250 A
200 -
n
150
100 -
50 A
O n
nicht 24 38 44 100 300
infizierte
Kontrollen .
Tage p.i.
Abb. 5.23.

ConA-induzierte Proliferation von Milzlymphozyten L. sigmodontis-infizierter
M. coucha (nattrliche Infektion, 6 Tiere/Gruppe) zu unterschiedlichen Zeiten
p.i. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin.
Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren fir
den Stimulationsindex (SI) wieder.

Nach ConA-Stimulation konnten bei nicht infizierten M. coucha hohe
Proliferationswerte gemessen werden (Abb. 5.23.). Zellen aus infizierten Tieren
reagierten dagegen unabhangig vom Zeitpunkt p.i. signifikant (ps 0,0001)
schwécher. Bereits in der fruihen Prapatenz waren die Werte um 86% reduziert und
fielen mit Beginn der Patenz und der Postpatenz noch weiter ab. Am Tag 300 p.i.

isolierte Milzlymphozyten lie3en sich mit ConA nicht mehr stimulieren (Si< 2).
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Abb. 5.24.

nUP-induzierte Proliferation von Milzlymphozyten L. sigmodontis-infizierter
M. coucha (nattrliche Infektion, 6 Tiere/Gruppe) zu unterschiedlichen Zeiten
p.i. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin.
Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren fur
den Stimulationsindex (SN wieder.

Juv-p120-haltiger in-vitro-Uberstand (nUP) stimulierte ausschlieRlich die 100 Tage
p.i. isolierten Lymphozyten (p< 0,01 im Vergleich mit den tbrigen Gruppen; vgl. Abb.
5.24).
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5.7.3.2. BALB/c-Mause

500

400 -

300 -

)
200 -
100
0 |
hicht 24 38 44 70 160
infizierte
Kontrollen Tage p.i.
Abb. 5.25.

ConA-induzierte Proliferation von Milzlymphozyten L. sigmodontis-infizierter
BALB/c-Mause (Infektion mit 60 L3, 5 Tiere/Gruppe) zu unterschiedlichen Zeiten
p.i. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin. Die
Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren fir den
Stimulationsindex (SI) wieder.

Nach ConA-Stimulation proliferierten die Lymphozyten nicht infizierter BALB/c-M&ause
in &hnlich hohem Mal3 wie die aus M. coucha (Abb. 5.25.). In der frGhen Prapatenz
(an den Tagen 24 und 38 p.i.) fielen die Werte um bis zu 67% deutlich ab. Am Tag
44 p.i. war die ConA-induzierte Proliferation gegeniber der der nicht infizierten Tiere
gesteigert. In der Patenz kam es zu einem drastischen Abfall der Proliferationswerte
(p=< 0,01) um 93%. Am Tag 160 p.i. lagen die Werte wieder auf dem Niveau der nicht

infizierten Kontrolltiere.

74



25
20 -
& 15 _
10 1
5 1 ||
» | [
nicht 24 38 44 70 160
infizierte
Kontrollen Tage p.i.
Abb. 5.26.

nUP-induzierte Proliferation von Milzlymphozyten L. sigmodontis-infizierter
BALB/c-Méause (Infektion mit 60 L3, 5 Tiere/Gruppe) zu unterschiedlichen Zeiten
p.i. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin. Die
Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren fir den
Stimulationsindex (SI) wieder.

Die Milzlymphozyten von nicht infizierten Tieren proliferierten nach Stimulation mit
nUP nicht (SI<2) (Abb. 5.26.). Wahrend der Prapatenz waren die durchschnittlichen
Proliferationsraten im Vergleich zu den Kontrollen gesteigert. In der Patenz und
Postpatenz nahm der Effekt von nUP auf letztlich das Achtfache gegentiber den nicht

infizierten Tieren zu (p< 0,0001).
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5.7.4. Einfluss von Juv-p120 und P-DMAE-Peptid auf die ConA-induzierte
Proliferation von Milzlymphozyten

5.74.1. Lymphozyten von M. coucha

1. Lymphozyten aus nicht infizierten M. coucha:

Bei den nicht infizierten Tieren erreichte die Milzlymphozytenproliferation nach ConA-
Stimulation das erwartete hohe Niveau (SI um 300). Einflisse von P-DMAE-Peptid
und nUP auf die Proliferation der Zellen waren nicht erkennbar (Abb. 5.27.).
Auch das nicht mit P-DMAE modifizierte Kontrollpeptid (Lys-Peptid) sowie der bei der
nUP-Anreicherung entstandene Durchlauf (Filtrat vgl. 3.2.8.) beeinflussten die

Zellproliferation nicht.

800 800 - -
004 [ 1 1 . 00 [T 7
600 - T 600 -
500 - 500
n400 ~ n400
300 - 300
200 - 200
100 - 100 | = - 1 - -
0 - 0 ‘
0 2 5 ...10 20 0 2 0
A) P-DMAE-Peptid (ug/ml) B) Lys—Pept?d (ug/lml)
800 _ Abb. 5.27.
- _ T Effekte von
700 - T T - A) P-DMAE-Peptid
- B) Lys-Peptid(P-DMAE-frei)
600 - - C) nUP und Durchlauf (DL,
500 - unverdinnt)
in verschiedenen Konzentrationen
n 400 - | auf die Proliferation von ConA-
stimulierten Milzlymphozyten aus
300 nicht infizierten M. coucha
200 - (Gruppengrof3e: 6). Die
Proliferation wurde gemessen
100 - i durch die Aufnahme von
0 3H-Thymidin. Die Abbildung gibt die

‘ geometrischen Mittelwerte und die
C) 0 0205 1 2 4 DL Streufaktoren wieder. Sl:
nUP (ng/ml) Stimulationsindex.

76



2. Lymphozyten isoliert 24 Tage p.i. (friihe Prapatenz)

Erwartungsgemal (vgl. 5.7.3.1.) war hier der ConA-Effekt geringer als bei Milzzellen
nicht infizierter Tiere (Abb. 5.28.). Bei Zugabe von P-DMAE-Peptid in
Konzentrationen von 2 und 5 pg/ml  war die ConA-stimulierte
Milzlymphozytenproliferation leicht, aber nicht signifikant erhdht; bei hdheren
Konzentrationen war kein Einfluss erkennbar (Abb. 5.28.). Auch das Kontrollpeptid
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation. nUP wirkte mit steigender
Konzentration leicht stimulierend, jedoch war der Effekt nicht statistisch absicherbar.

160 - 160
140 140 -
120 120 -
100 - [ 100 -
n 80 -
60
40 - 1
20 {| © i L
0
0 2 5 10 20 0 2 5 10 20
A) P-DMAE-Peptid (ug/ml) B) Lys-Peptid (ug/ml)
160 —— — Abb. 5.28.
_ Effekte von
140 - P-DMAE-Peptid A)
120 - Lys-Peptid(P-DMAE-frei) B)
T - nUP und Durchlauf (DL,
100 unverdinnt) C)
_ in verschiedenen Konzentrationen
»n 80 auf die Proliferation von ConA-
60 | stimulierten Milzlymphozyten von
infizierten M. coucha am Tag 24 p.i.
40 - (Gruppengrofe: 6). Die
1 Proliferation  wurde  gemessen
20 i durch die Aufnahme von
0. | ®H-Thymidin. Die Abbildung gibt die
geometrischen Mittelwerte und die
0 02 ?“5_”3 (1 /m2I) 4 DL Streufaktoren wieder. Sl
C) HY Stimulationsindex.
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3. Lymphozyten isoliert 38 Tage p.i. (mittlere Prapatenz)

ConA stimulierte die Zellen relativ schwach. Bei Zugabe von 2 bis 10 pg/ml P-DMAE-
Peptid ergaben sich zwar niedrigere Gruppendurchschnittswerte, doch waren die
Veranderungen nicht signifikant (Abb. 5.29.). Weder das Kontrollpeptid noch nUP

hatte einen nachweisbaren Einfluss auf die ConA-induzierte Proliferation.

1804 T 180 | T
160 160 -
140 140 -
120 - 120 -
(7)100 . _ 7100 -
80 80 [ u
60 60 — — 5
40 - 40 H m YN
20 20 -
0 - 0 ‘
0 2 5 10 20 0 2 5 0 20
A) P-DMAE-Peptid (ug/ml) B) Lys-Peptid (ug/lml)
- Abb. 5.29.
180 1 Effekte von
160 - - P-DMAE-Peptid A)
- Lys-Peptid(P-DMAE-frei) B)
140 - - nUP und Durchlauf (DL,
120 - T unverdinnt) C)
_100 | in verschiedenen Konzentrationen
n auf die Proliferation von ConA-
80 - stimulierten Milzlymphozyten von
60 infizierten M. coucha am Tag 38 p.i.
(GruppengrofRle: 6). Die
40 - Proliferation ~ wurde  gemessen
20 | = durch  die  Aufnahme  von
0 3H-Thymidin. Die Abbildung gibt die

geometrischen Mittelwerte und die
DL Streufaktoren wieder. Sl:
Stimulationsindex.

C) 0O 02 05 1 2
nUP (pg/ml)
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4. Lymphozyten isoliert 44 Tage p.i. (spate Prépatenz)

ConA stimulierte die Proliferation der Lymphozyten wie an den ubrigen Zeitpunkten

in der Prapatenz nur schwach. P-DMAE-Peptid hemmte in einer Konzentration von

10 pg/ml die Reaktion nahezu komplett (p<0,0001), hatte jedoch in der doppelten

Konzentration keinen signifikanten Einfluss. Im Fall des Kontrollpeptids wurden

reduzierte Durchschnittswerte beobachtet, die jedoch kein signifikantes Niveau

erreichten. Bei Zugabe von nUP waren zwar ab einer Konzentration von 1 pg/ml die

durchschnittlichen Proliferationswerte reduziert, jedoch waren die Unterschiede

gegenuber der Kontrolle nicht signifikant. Auch bei Zugabe des Juv-p120-freien
Durchlaufs war die Proliferation beeintrachtigt (Abb. 5.30.).
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Abb. 5.30.
Effekte von

- P-DMAE-Peptid A)

- Lys-Peptid(P-DMAE-frei) B)

- nUP und Durchlauf (DL,

unverdinnt) C)

in verschiedenen Konzentrationen
auf die Proliferation von ConA-
stimulierten Milzlymphozyten von
infizierten M. coucha am Tag 44
p.i.  (Gruppengrof3e: 6). Die
Proliferation  wurde  gemessen
durch die Aufnahme von
*H-Thymidin. Die Abbildung gibt die
geometrischen Mittelwerte und die
Streufaktoren wieder. Sl
Stimulationsindex.
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5. Lymphozyten isoliert 100 Tage p.i. (Patenz)

Die Proliferation lag insgesamt auf einem sehr niedrigen Niveau (S| um 15). Sie liel3
sich auch durch keines der eingesetzten Praparate signifikant beeinflussen (Abb.
5.31)).

45 — = 45
40 7 40 - ]
35 35
30 A 30 A
_25 1 25
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45 Abb. 5.31.
i Effekte von
40 - P-DMAE-Peptid A)
| T - Lys-Peptid(P-DMAE-frei) B)
35 _ .
- nUP und Durchlauf (DL,
30 T unverdinnt) C)
o5 | in verschiedenen Konzentrationen
& auf die Proliferation von ConA-
20 stimulierten Milzlymphozyten von
infizierten M. coucha am Tag 100
15 1 p.i.  (GruppengroRe: 6). Die
10 | Proliferation ~ wurde  gemessen
durch die Aufnahme von
S i 3H-Thymidin. Die Abbildung gibt die
0 | geometrischen Mittelwerte und die
Streufaktoren wieder. Sl
C) 0 02 Oﬁ%P (hg/m% DL Stimulationsindex.
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6. Lymphozyten isoliert 300 Tage p.i. (Postpatenz)

Zu diesem Zeitpunkt isolierte Lymphozyten liel3en sich durch ConA allein kaum mehr
stimulieren (SI<2). Bei Zugabe von P-DMAE-Peptid stieg die Proliferationsrate
jedoch dosisabhangig auf bis das 50fach an (p< 0,0001). Durch das Kontrollpeptid
sowie durch nUP lieR sich die Reaktion der Lymphozyten dagegen nicht steigern
(Abb. 5.32.).
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5.7.4.2. Lymphozyten aus BALB/-M&ausen

Aus den Untersuchungen mit Lymphozyten von BALB/c-Mausen wurden nur die
Ergebnisse aus den Versuchen mit nUP verwendet. Die Tests mit dem P-DMAE-
Peptid und Kontrollpeptid sind nicht dargestellt, da hier keinerlei signifikante

Veranderungen beobachtet wurden.

1. Lymphozyten aus nicht infizierten BALB/c-M&usen

Die Proliferation von Milzlymphozyten nicht infizierter BALB/c-Mause nach ConA-
Stimulation wurde durch gleichzeitige Inkubation mit nUP um bis zu 50% gehemmt
(Abb. 5.33.) (p< 0,0001 bei 4 pg/ml). Diese Hemmung war konzentrationsabhangig,
d.h. mit steigender Konzentration von nativem Uberstand nahm die hemmende
Wirkung zu. Allerdings kam es auch bei Zugabe des Juv-p120-freien Durchlaufs zu

reduzierter Proliferation. Dieser Effekt war aber nicht signifikant.

400 - T

350 -

300 -

250 H

Sl

200 H

150 ~

100 ~
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0 0,2 0,5 1 2 4 DL
nUP (ug/ml)

Abb. 5.33.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdinnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
nicht infizierten BALB/c-Mausen (Gruppengrof3e: 5). Die Proliferation wurde
gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin. Die Abbildung gibt die
geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren wieder. SI: Stimulationsindex.
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2. Lymphozyten isoliert 24 Tage p.i. (friihe Prapatenz)

In der frihen Prapatenz zeigte sich ebenfalls ein deutlicher Einfluss von nUP auf die
Milzlymphozytenproliferation nach ConA-Stimulation. Die Proliferation wurde durch
Zugabe von nUP um bis zu 65% gehemmt (Abb. 5.34.). Beim Einsatz von 0,2 bis 1
ug/ml nUP nahm die beobachtete Hemmung der ConA-induzierten Proliferation mit
steigender Konzentration zu (p< 0,0001); ab einer Konzentration von 1 pg/ml blieb
sie dann relativ konstant. Der Durchlauf hemmte Proliferation zwar noch signifikant
aber deutlich schwéacher (p< 0,01).

90 T

0 0,2 0,5

.1
nUP (ug/ml)

Abb. 5.34.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdinnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
mit 60 L. sigmodontis-L3 infizierten BALB/c-Mausen (Gruppengrol3e: 5) Am Tag
24 p.i.. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin.
Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren wieder.
SlI: Stimulationsindex
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3. Lymphozyten isoliert 38 Tage p.i. (mittlere Prapatenz)

Bei Zellen vom Tag 38 p.. war die Hemmung der ConA-stimulierten
Milzlymphozytenproliferation durch nUP im Vergleich zu anderen Terminen am
deutlichsten ausgepragt; sie betrug maximal 71% (p< 0,0001) (Abb. 5.35.). Auch hier
erschien die Hemmung der ConA-induzierten Milzlymphozytenproliferation
dosisabhangig. Durchlauf wirkte im Verhaltnis dazu nur gering hemmend auf die

Proliferation (nicht signifikant).
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Abb. 5.35.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdunnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
mit 60 L. sigmodontis-L3 infizierten BALB/c-Mausen (Gruppengréf3e: 5) am
Tag 38 p.i.. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von 3H-
Thymidin. Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die
Streufaktoren wieder. Sl: Stimulationsindex.
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4. Lymphozyten isoliert 44 Tage p.i. (spate Prapatenz)

Eine Hemmung der ConA-stimulierten Milzlymphozytenproliferation durch
Koinkubation mit nUP war in der spaten Prapatenz nicht signifikant (Abb. 5.36.).

Auch bei Verwendung des Durchlaufs war kein signifikanter Effekt zu erreichen.
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Abb. 5.36.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdinnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
mit 60 L. sigmodontis-L3 infizierten BALB/c-Mausen (Gruppengrof3e: 5) am
Tag 44 p.i.. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von 3H-
Thymidin. Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die
Streufaktoren wieder. Sl: Stimulationsindex.
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5. Lymphozyten isoliert 70 Tage p.i. (Patenz)

Am Tag 70 p.i. isolierte Zellen proliferierten nach alleiniger ConA-Stimulation kaum
(Abb. 5.37.). Dagegen war die Proliferation bei Zugabe von nUP unabhangig von der
Konzentration fast um das 30fache gesteigert (p< 0,0001). Die gemessenen
Stimulationsindizes lagen dabei etwa zweifach Uber denen, die bei Zellen nicht
infizierter Tiere nach alleiniger Stimulation mit ConA erreicht wurden (vgl. Abb. 5.33).

Der Durchlauf aus der nUP-Praparation hatte keinen Einfluss auf die Zellproliferation.
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Abb. 5.37.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdinnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
mit 60 L. sigmodontis-L3 infizierten BALB/c-Mausen (Gruppengrdf3e: 5) am Tag
70 p.i.. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von *H-Thymidin.

Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die Streufaktoren wieder.
Sl Stimulationsindex.
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6. Lymphozyten isoliert 160 Tage p.i. (Postpatenz)

In der Postpatenz proliferierten die Milzlymphozyten nach alleiniger ConA-Stimulation
wieder starker als in der Patenz (s. Abb. 5.38.). nUP fiihrte zusammen mit ConA-
Stimulation zu einer im Durchschnitt gesteigerten Proliferation, wobei die
Unterschiede aber nicht signifikant waren. Koinkubation mit Durchlauf hemmte die
Proliferation geringfiigig (nicht signifikant).
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Abb. 5.38.

Effekte von nUP in verschiedenen Konzentrationen und Durchlauf (DL,
unverdunnt) auf die Proliferation von ConA-stimulierten Milzlymphozyten von
mit 60 L. sigmodontis-L3 infizierten BALB/c-Mausen (GruppengréfRe: 5) am Tag
160 p.i.. Die Proliferation wurde gemessen durch die Aufnahme von 3H-
Thymidin. Die Abbildung gibt die geometrischen Mittelwerte und die
Streufaktoren wieder. Sl: Stimulationsindex.
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5.8. Effekte von ConA und Juv-pl120 auf die Transkription
ausgewahlter Zytokingene bei der BALB/c-Maus im

Verlauf der L. sigmodontis-Infektion

5.8.1. Vorversuche

a) Optimierung der Plasmidkonzentration

Fur IL-2 wurde eine Konzentration von 10 pg pMus3-cDNA pro 50 pl PCR-Ansatz im
Hauptversuch eingesetzt, fur IL-10 waren es 5 pg pMus3-cDNA, fir alle anderen
konnten die Konzentrationen aus der Arbeit von Taubert und Zahner (2001)

verwendet werden (vgl. 3.12.1).

b) RNA-Praparation und Nachweis der 32-Mikroglobulin-Transkripte

Nur eine von 88 RNA-Proben aus dem Hauptversuch war degradiert; bei dieser
Probe konnte in der PCR kein B2-Mikroglobulin-Transkript nachgewiesen werden.
Die aus den Milzzellen isolierten RNA-Mengen variierten relativ stark. Aus mit ConA
stimulierten Zellen konnten die groRten RNA-Mengen gewonnen werden. Da bei den
meisten mit nUP und RPMI stimulierten Zellen die Ausbeute an cDNA relativ gering
war, wurde bei diesen Proben fur die Bestimmung von IL-5 uns IL-13 eine zweite
DNA-Synthese durchgefuhrt.

Als Referenzwert fir die Berechnung der Ausgleichsfaktoren wurde willkirlich der
Wert fiur das B2-Mikroglobulin-Transkriptes der Proben 59 (erste cDNA-Synthese)
und 33 (zweite cDNA-Synthese fur IL-5 und IL-13) gewabhilt.
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5.8.2. IFN-y-Gen-Transkription

Die Werte der Mediumkontrollen blieben bei allen Tieren auf einem sehr niedrigen

Niveau.

Als Reaktion auf ConA-Stimulation erfolgte bei allen Tieren eine gegeniber der
RPMI-Kontrolle stark erhthte IFN-y-Gentranskription (p< 0,0001) (Abb. 5.39.). Die
Werte nach der Infektion waren kaum erhdht und variierten relativ wenig, wenn die
gro3en Individuellen Schwankungen berlcksichtigt wurden. Allenfalls in der

Spéatphase liel3 sich ein Anstieg der Transkription von IFN y annehmen.

Im Vergleich zu den Mediumkontrollen war nach Stimulation mit nUP eine signifikant
gesteigerte IFN-y-Gentranskription messbar (p< 0,01). Verglichen mit den nicht
infizierten Tieren aber wurde nur an den Tagen 24 p.i. und 160 p.i. eine
gesteigerte Transkription induziert; wegen der hohen individuellen Streuungen wurde
aber kein signifikantes Niveau erreicht. An den Ubrigen Tagen blieben die

Werte niedrig.
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5.8.3. IL-2-Gentranskription

Die Werte der Mediumkontrollen blieben bei allen Tieren auf einem sehr niedrigen

Niveau.

Nach ConA-Stimulation zeigte sich besonders bei nicht infizierten Tieren gegenuber
den Mediumkontrollen eine stark gesteigerte IL-2-Gentranskription (p< 0,0001) (Abb.
5.40.). Am Tag 24 und 38 p.i. wurde auf ConA-Stimulation deutlich weniger IL-2 Gen
transkribiert. Am Tag 44 p.i. stieg die IL-2-Gentranskription wieder an, ging am Tag
70 p.i. etwas zurick und erreichte am Tag 160 p.i. den hdchsten Wert im

Infektionsverlauf.
Nach Stimulation mit nUP war im Vergleich zu den Mediumkontrollen keine

signifikant gesteigerte IL-2-Gentranskription messbar. Allenfalls bei 44 Tage p.i.

isolierten Zellen deuteten sich hohere Werte an.
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5.8.4. IL-4-Gentranskription

Die Werte der Mediumkontrollen blieben bei allen Tieren auf einem sehr niedrigen

Niveau.

Nach ConA-Stimulation erfolgte gegentber den Mediumkontrollen eine stark
gesteigerte IL-4-Gentranskription (p< 0,0001) (Abb. 5.41.). In der Prapatenz (Tag 24,
38 und 44 p.i.) ergaben sich gegeniber den Werten bei nicht infizierten Tieren keine
signifikanten Veranderungen. Am Tag 70 p.i. sank die IL-4-Gentranskription
signifikant gegentber der Transkription bei nicht infizierten Tieren ab (p< 0,05),

erreichte aber am Tag 160 p.i. das Anfangsniveau bei nicht infizierten Tieren.

Nach Stimulation mit nUP war die IL-4-Gentranskription gegeniiber der der
Mediumkontrollen zu allen Zeitpunkten signifikant erhéht (p< 0,0001) (s. Abb. 5.40).
Zusétzlich zeigten sich signifikant erhdhte der Transkriptionswerte am Tag 24 p.i. im
Vergleich zu nicht infizierten Tieren (p< 0,05). Der Wert lag hier noch tber dem Wert
bei ConA-Stimulation. Am Tag 70 p.i. war die IL-4-Transkription bei beiden

Stimulanzien relativ niedrig.
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5.8.5. IL-5-Gentranskription

Die Werte der Mediumkontrollen blieben bei allen Tieren auf einem sehr niedrigen

Niveau.

Die Transkription des 1l-5-Gens war insgesamt zwar relativ niedrig, doch lagen die
Werte sowohl bei Stimulation mit ConA als auch mit nUP signifikant (iber denen der
Mediumkontrollen (p<0,0001, bzw. p< 0,05).

Bei nicht infizierten Tieren lieR sich weder mit ConA noch mit nUP eine gesteigerte
IL-5-Gentranskription induzieren. Nach der Infektion reagierten die Zellen sowohl
nach ConA- als auch nach nUP-Stimulation bis zum Tag 44 p.i. zunehmend stérker,
allerdings bestanden gegeniiber den Mediumkontrollen nur an den Tagen 24 und 38
p.i. signifikante (p< 0,01) Unterschiede. Spater lieBen sich keine Unterschiede
zwischen stimulierten und in Medium inkubierten Zellen nachweisen. Am Tag 70 p.i.

ging die IL-5-Gentranskription bei beiden Stimulanzien zuriick.
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5.8.6. IL-10-Gentranskription

Die Werte der Mediumkontrollen blieben bei allen Tieren auf einem niedrigen Niveau.

Nach ConA-Stimulation zeigte sich eine insgesamt gesteigerte IL-10-
Gentranskription gegentber den Mediumkontrollen (p< 0,0001) (Abb. 5.43.). Die
bereits bei nicht infizierten Tieren gesteigerte Transkription stieg bis Tag 24 p.i. an,
und ging danach bis zum Tag 70 p.i. auf Werte zurick, die denen der
Mediumkontrolle entsprachen. Am Tag 160 p.i. erreichten die Werte wieder das

Anfangsniveau.

nUP stimulierte bei nicht infizierten Tieren praktisch keine IL-10-Gentranskription.
Auch bei infizierten Tieren waren die Effekte gering, doch liel3 sich Gber den
gesamten Infektionsverlauf gesehen dennoch eine signifikante Erhdéhung im
Vergleich zu den Mediumkontrollen messen (p< 0,01). An den Tagen 24 p.i. und 160
p.i. waren gegenuber denen der nicht infizierten Tiere signifikant (p< 0,05)

gesteigerte Transkriptionswerte fur IL-10 zu verzeichnen.
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5.8.7. IL-13-Gentranskription

Der Verlauf der IL-13-Gentranskription (Abb. 5.44.) &hnelte stark dem Verlauf fur
IL-10. ConA bewirkte unter Beriicksichtigung aller Werte eine signifikante Steigerung
der Transkription gegentber den Mediumkontrollen (p< 0,0001). Im Infektionsverlauf
lieRen sich gegentber nicht infizierten Tieren vor allem in der Prépatenz gesteigerte
Effekte beobachten.

Nach nUP-Stimulation lagen die Werte insgesamt gering aber signifikant tiber denen
der Mediumkontrollen (p< 0,01) und &nderten sich im Verlauf der Prapatenz nicht.
Auffallig ist jedoch, dass sowohl fiir ConA als auch fir nUP ein Abfall der
Transkription am Tag 70 p.i. auftrat, gefolgt von wieder leicht erhdhten Werten in der

Postpatenz.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die immunmodulatorischen Eigenschaften des
ES-Produktes Juv-p120 im Verlauf der L. sigmodontis-Infektion bei BALB/c-M&usen
und M. coucha untersucht. Hierfur wurde die zellularen Reaktionen von Milzzellen
infizierter Tiere auf Juv p-120-haltigen in-vitro-Uberstand mittels Proliferationsassays
und der Erfassung von Zytokinprofilen mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR
Taubert und Zahner (2001) gemessen. Weiterhin wurde der Einfluss einer
Immunisierung mit Juv-p120-haltigem in-vitro-Uberstand auf den Verlauf der L.

sigmodontis-Infektion Uberpruft.

Fur die relativ grol3en Mengen an nativem Juv-p120, die fur die Versuche bendotigt
wurden, musste ein Verfahren gefunden werden, mit dem Juv p-120 in gré3eren
Mengen gewonnen werden konnte. Hierfir wurde zunachst eine grof3e Menge an
praadulten Weibchen isoliert und in vitro kultiviert, da diese Juv p-120 sezernieren
(Taubert, pers. Mitteilung). Um eine Beimengung von eventuell im Uberstand
storenden Fremdproteinen zu vermeiden, wurden die Parasiten in serumfreiem
Medium inkubiert. Diese Methode war auch von anderen Autoren zur Gewinnung von
ES-Produkten von Nematoden eingesetzt worden (Harnett et al. 1986; Harnett et al.
1989Db; Allen und MacDonald 1998; Pastrana et al. 1998). In den Inkubationsmedien
lieBen sich im Bereich von 120-140 kDa Proteine nachweisen, die mit den
Juv-p120-spezifischen Antikdrpern reagierten. Es wurde daher davon ausgegangen,
dass im Inkubationstiberstand Juv-p120 enthalten war. Da der Proteingehalt im
nativen in-vitro-Uberstand der praadulten Weibchen sehr niedrig war, war eine
Ankonzentrierung der Uberstande erforderlich. Das von Harnett et al. (1986)
angewendete Verfahren einer Ankonzentrierung mittels eines Amicon®-Filtersystems,
erwies sich aufgrund der hier vorliegenden groRen Volumina an in vitro-Uberstanden
als nicht praktikabel. Mit dem Vivaspin 20®-System, welches eine Ausschlussgrenze
von 100 kDa hat, konnten die Uberstande dagegen auf eine einfache Weise um etwa
das 100fache ankonzentriert werden. Gleichzeitig erfolgte eine Teilreinigung der
Uberstande, da Proteine mit einer GroRe von weniger als 100 kDa entfernt wurden.
Erwartungsgemald konnte im Durchlauf kein Juv-p120 mehr nachgewiesen werden.
Da der ankonzentrierte Uberstand auRer Juv-p120 noch andere Proteine enthielt,
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wurde in Vorstudien eine Reinigung mittels HPLC durchgefihrt (Hintz et al. 1998).
Damit war allerdings neben einer erneuten Verdinnung auch ein erheblicher Verlust
an Juv-p120 verbunden. Da der Anteil von Juv-p120 am Protein im nicht HPLC-
gereinigten, ankonzentrierten Uberstand mit deutlich tiber 50% relativ hoch war,
wurde er ohne zusétzliche Aufreinigung in den weiteren Versuchen verwendet.

Das fur Juv-pl20 kodierende Gen wurde von Wagner (1998) als streng
stadienspezifisch expremiertes Gen angesehen, nachdem Transkripte des Gens in
préadulten Weibchen, nicht aber in praadulten Mannchen, adulten Parasiten oder
Mikrofilarien nachweisbar waren. Das Auftreten von Molekdilen in L3 und L4, welche
mit dem Antiserum gegen Juv-p120 reagieren, kdnnte bedeuten, dass es bereits in
diesen frihen Stadien zur Synthese von Juv-p120 kommt. Hier bleibt zu prifen, ob
sich korrespondierend Transkripte des Gens in diesen Stadien nachweisen lassen.
Eine frih in der Parasitenentwicklung einsetzende Synthese wird aber auch in
Anbetracht des frihen Auftretens von Antikérpern in infizierten Tieren wahrscheinlich.
Bei dem von adulten Parasiten in den Uberstand freigesetzten immunreaktiven
Material ist nach den Northern-Blot-Ergebnissen von Wagner (1998) eher
unwahrscheinlich, dass es sich um Juv-p120 handelt. Nachdem das Antiserum mit
dem P-DMAE-modifizierten Peptid reagiert hatte, konnten auch andere DMAE-
modifizierte Proteine die Ursache sein, eventuell sogar das auf die
Scheidenoberflache sezernierte ca. 120 kDa grof3e Shp3. Zur Klarung sollten letztlich
sensitive RNA-Nachweisverfahren, wie die RT-PCR, eingesetzt werden. Unabhangig
von dieser Frage musste allerdings nach obigen Ergebnissen darauf verzichtet
werden, Uberstand adulter Weibchen als Kontrolliiberstand fir Reaktionen mit
Juv-p1l20 zu verwenden. Stattdessen wurde der Juv-pl20-freie Durchlauf des

Anreicherungsverfahrens dazu verwendet.

Um zu Uberprifen, ob eine eventuelle immunmodulatorische Wirkung von Juv-p120
durch Dimethylaminoethanol (DMAE), mit dem Juv-p120 hochgradig posttranslational
modifiziert ist (Hintz et al. 1998), bedingt ist, wurde ein mit Juv-p120 nicht verwandtes
Peptid mit P-DMAE modifiziert. Die Modifizierung des Peptids mit P-DMAE erwies
sich als einfach und gut durchflhrbar. So konnte das P-DMAE-Peptid in genligend
groBen Mengen als Vergleichsmolekul fur die Proliferationsassays hergestellt
werden. Im Dotblot kam es zu einer Reaktion von Anti-Juv-p120-Hyperimmunserum
mit dem P-DMAE-Peptid, die P-DMAE-Modifikationen des Peptids wurden also vom
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Anti-Juv erkannt. Allerdings ist nicht vollstéandig geklart, ob das polyklonale Antiserum
gegen Juv-pl20 auch Epitope aus der Peptidsequenz erkennt. Zwei Serin- und
Threoninreiche N-terminale Wiederholungssequenzen sind reich an potentiellen O-
Glykolisierungsstellen (Wagner 1998) und durften von posttranslationalen
Modifikationen abgedeckt sein. Weder ein 18 Aminosauren aus dem N-teminalen
Bereich enthaltendes Oligopeptid noch zwei Oligopeptide aus dem C-Terminus
reagierten jedoch mit dem Antiserum gegen Juv-p120 (Wagner 1998). Zudem ist das
gesamte Molekul ausgesprochen hydrophob (Wagner 1998), so dass insgesamt eher

von einer geringen Antigenitat auszugehen sein durfte.

Juv-p120 wird offensichtlich in erheblichen Mengen von préaadulten weiblichen
Parasiten freigesetzt, da es in messbaren Konzentrationen im Plasma infizierter
Endwirte auftritt, wie vorangegangene Untersuchungen bei M. coucha zeigten. Das
hierbei auf die spéate Prapatenz beschrankte Auftreten von Juv-p120 liel3 auf eine
stadienspezifische Expression des Molekils schlieBen (Taubert, pers. Mitteilung).
Die hier vorliegenden Studien an infizierten BALB/C-M&usen entsprechen in den
Ergebnissen annéhernd denen bei M. coucha. Das Vorkommen von ES-Produkten
im Blut wurde auch schon bei anderen Filarienarten beschrieben, wie z. B. bei ES-62
bei A. viteae (Harnett et al. 1989b; Harnett et al. 1990). Dass Juv-pl20 im
Unterschied zu den Verhéaltnissen bei M. coucha bei BALB/c-Mausen schon deutlich
frher im Plasma erschien (an Tag 31 statt an Tag 41 p.i.) und auch langer
nachweisbar blieb (bis Tag 51 im Gegensatz zu Tag 45 p.i.), konnte durch die
unterschiedliche Reinigung der Plasmaproben bedingt gewesen sein. Die
Plasmaproben von M. coucha waren mittels HPLC aufgereinigt und dabei verdinnt
worden (Taubert, pers. Mitteilung).

In Ubereinstimmung mit einer wie angenommen friih in der Entwicklung der
Parasiten einsetzenden Expression von Juv-p120 lie3en sich bereits drei Wochen p.i.
in Mausen Antikorper dagegen nachweisen. Auffallend war, dass die AntikGrper nur
kurzzeitig auftraten. Vorausgesetzt, dass sie im Wesentlichen DMAE-Modifikationen
erfassen, konnte dies mit einer Neutralisation dieser Antikérper durch die nach
Parasitamiebeginn auftretenden Scheidenproteine der Mikrofilarien Shp3 und Shp3a
zusammenh&ngen, da diese ja in gleicher Weise wie Juv-p120 modifiziert sind. Dies
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konnte insbesondere bei M. coucha, die wahrend einer L. sigmodontis-Infektion eine

hohe Parasitamie entwickeln, von Bedeutung sein.

In die Uberlegungen einbezogen werden muss auch, dass es sich bei den
nachgewiesenen Antikdrpern ausschlie3lich um IgM-Antikérper gehandelt hat, d.h.
eine Uberleitung zur Produktion von 1gG-Antikdrpern ausblieb. Eine Bestimmung der
beteiligten Antikorperklasse war bei den Untersuchungen nicht vorgenommen
worden, doch erfasste das verwendete Konjugat sowohl 1gG- als auch IgM-
Antikérper. Die Vermutung liegt nahe, nachdem (Al-Qaoud et al. 1998) in L.
sigmodontis-infizierten BALB/c-Mausen als PC-spezifische Antikérper ausschlief3lich
solche aus der IgM-Klasse fand. Auch von ES-62, einem stark mit PC modifizierten
ES-Produkt von A. viteae ist bekannt, dass es abh&ngig von der Modifikation
klassenspezifisch Antikorper induziert. So induziert PC-depletiertes ES-62 die
Bildung von IgG1l- und IgG2a-Antikorpern gegen PC-freie Epitope, wéhrend PC-
haltiges ES-62 nur zur Produktion von IgG1l-Antikérpern fihrte und die Produktion
von IgG2a-Antikérpern blockierte (Houston et al. 2000).

Auch durch die Immunisierung mit nUP wurden bei M. coucha und BALB/c-Mausen
Antikodrperspiegel gegen Juv-p120 induziert, wobei zunehmende Konzentrationen im
Infektionsverlauf sowie gegeniber mit Puffer immunisierten Tieren erhohte
Antikorperspiegel fur Boostereffekte sprechen. Der auf M. coucha beschrankte
Ruckgang der Antikérperkonzentrationen zwischen den Tagen 35 und 56 p.i. stltzt
die oben geaulerte Ansicht, dass durch Shp3 und Shp3a auf den Scheiden der
Mikrofilarien  ein  Neutralisationseffekt  entsteht. Die im Rahmen der
Immunisierungsversuche durchgefiihrten Belastungsinfektionen tber die subkutane
Verabreichung von L3 waren bei beiden Versuchstierarten erfolgreich. Die
Ruckfindungsraten waren bei M. coucha erwartungsgemald hoher als bei den
BALB/c-Mausen. Im ersten Fall entsprechen sie den Daten von Zahner und
Wegerhof (1986). Die bei BALB/c-M&ausen beobachteten Ruckfindungsraten decken
sich im Prinzip mit denen, die Marechal et al. (1996) und Taubert und Zahner (2001)
berichteten. Auch die unterschiedliche Lebensdauer der Parasiten mit langer
Persistenz bei M. coucha und friih einsetzender Verkapselung bei BALB/c-M&usen
hatte sich schon in den friiheren Studien gezeigt. Die Parasitamie bei den quantitativ

infizierten M. coucha-Kontrollen war verhaltnismaRig niedrig gegentber natirlichen
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Infektion mit gewohnlich mehr Parasiten. Dies entspricht aber durchaus friheren
Befunden bei derartig schwach infizierten Tieren (Zahner et al. 1974). Auch die
minimale Parasitdmie bei BALB/c-Mausen unterscheidet sich nicht von den Angaben
aus der Literatur (Marechal et al. 1996; Taubert und Zahner 2001). Die hochvariablen
Ruckfindungsraten und Parasitamien bei natirlich infizierten M. coucha erkléren sich
durch den dort verwendeten Infektionsmodus: Infektionen Uber das Saugenlassen

infizierter Milben sind naturgeman nicht weiter zu standardisieren.

Ein Einfluss der Immunisierung auf eine Belastungsinfektion lie3 sich nur bei M.
coucha beobachten, wirkte sich aber auch da nicht auf die Rickfindungsraten der
Parasiten aus. Auch ein Effekt auf die Parasitamie, der aufgrund der gegentiber den
Kontrollen um bis zu zwei Drittel reduzierten Mikrofilaramiedichten bei den mit nUp
immunisierten Tieren wahrscheinlich erscheint, lield sich nicht statistisch absichern.
Als signifikant erwies sich lediglich ein erhdéhter Anteil an pathologisch veranderten
intrauterinen Entwicklungsstadien bei den mit nUP immunisierten Tieren.

Die Mechanismen, iiber die bei mit nUP immunisierten Tieren ein Einfluss auf die
Belastungsinfektion zustande kam, sind derzeit nur bedingt zu erklaren. Im Falle der
tendenziell reduzierten Parasitdmie kann angenommen werden, dass die Uber DMAE
mit den Scheidenoberflachenantigenen kreuzreagierenden Antikérper gegen Juv-
p120 zur teilweisen vorzeitigen Elimination der Mikrofilarien fihrten. Zusatzlich durfte
sich der negative Effekt auf die intrauterinen Entwicklungsstadien von L. sigmodontis
ausgewirkt haben, infolge dessen die Freisetzung viabler Mikrofilarien reduziert war.
Wie es dagegen zur Beeintrachtigung der Embryogenese kam, ist vom Mechanismus
unklar. Allerdings haben sich auch in Untersuchungen von Zahner und Wegerhof
(1985) und Zahner und Wegerhof (1986) die intrauterinen Entwicklungsstadien von

L. sigmodontis als sensibler Indikator von Immuneffekten erwiesen.

Um den Einfluss von Juv-p120 auf zellulare Immunreaktionen zu erfassen, wurde in
einer ersten Versuchsserie die Proliferationsleistung von Milzlymphozyten aus nicht
infizierten und L. sigmodontis-infizierten M. coucha und BALB/c-Mausen nach

Stimulation mit Con A und Juv-p120-haltigem Inkubationstiberstand Uberpriift.

Die Wurmbirden der im versuch verwendeten Tiere variierten im Falle der M. coucha

stark, weil die Tiere einer natirlichen Infektion durch Saugen lassen infizierter Milben
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unterzogen wurden. Der Wurmbefall bei den infizierten BALB/c-Mausen entsprach

den Erwartungen.

Sowohl L. sigmodontis-infizierte M. coucha als auch BALB/c-Méause zeigten,
gemessen als Proliferation von Milzlymphozyten nach ConA-Stimulation, eine
unspezifische Immunsuppression. Im Falle von M. coucha bestand diese Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum von 300 Tagen p.i. Die Ergebnisse entsprechen in
Bezug auf Prapatenz und Patenz denen friherer Untersuchungen (Mistry et al. 1985;
Schonfeld und Zahner 2000), nicht aber in der Spatphase der Infektion, wo hier eine

anhaltende Hyporeaktivitat der Lymphozyten festgestellt wurde.

Mistry et al. (1985) und Schonfeld und Zahner (2000) hatten die von ihnen um 300
Tage p.i. beobachtete teilweise Restitution der Lymphozytenreaktivitat als Folge der
zurickgehenden Parasitamie gesehen. Nachdem in der vorliegenden Studie zu
diesem Termin nur mikrofilarienfreie Tiere einbezogen worden waren und sich die
Lymphozyten in Bezug auf ConA voéllig anergisch verhielten, muss diese
Interpretation in Frage gestellt werden. Bei BALB/c-Mausen war eine statistisch
gesicherte Hyporeaktivitat der Milzlymphozyten auf die Patenz beschréankt. Die
gleiche Beobachtung wurde von Nurmi (1998) gemacht, wahrend in Studien von
Marechal et al. (1997) die Reaktion der Zellen auf ConA durch die L. sigmodontis-
Infektion nicht beeinflusst war.

Die Unterschiede zwischen M. coucha und der BALB/c-Maus koénnten mit der
unterschiedlichen Eignung der beiden Arten als Wirtstiere fir L. sigmodontis in
Zusammenhang stehen, entweder in dem Sinn, dass der Wirt, bei dem das
Immunsystem weniger negativ beeinflusst wird — die Maus — die Parasiten besser
kontrolliert oder dass in der Maus der Stoffwechsel das Parasiten so beeintrachtigt

ist, dass die Einflisse auf den Wirt geringer sind.

Eine Hyporeaktivitat von T-Zellen ist im Falle der humanen Filariosen, insbesondere
bei Mikrofilarientragern eines der am haufigsten beschriebenen Merkmale. Allerdings
betrifft sie gewoOhnlich nur die spezifische, d.h. Uber Filarienantigene auslosbaren
Reaktionen. Lediglich bei schweren Infektionen erstreckt sich die Hyporeaktivitat

auch auf polyklonale Stimulationen mit Mitogenen (Lawrence 2001; Maizels et al.
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2004; Hoerauf et al. 2005). In letztere Gruppen sind sicherlich auch die Infektionen

bei Nagern einzuordnen.

nUP stimulierte im Prinzip sowohl Milzlymphozyten von infizierten M. coucha als
auch die der infizierter BALB/c-Mause, allerdings ergab sich ein unterschiedliches
Bild im Zeitverlauf. So zeigte sich im ersteren Fall nur 100 Tage p.i. eine signifikante
Reaktion, wahrend die Zellen infizierter M&use in der Prapatenz schwach und dann
mit zunehmender Infektionsdauer starker reagierten. Diese Befunde sind aus
mehreren Grinden schwer zu interpretieren. Im Prinzip lie3en sich damit T-Zellen
infizierter Tiere erst dann signifikant mit nUP stimulieren, wenn - nach den hier
vorliegenden Ergebnissen - die Juv-p120-Konzentrationen im Plasma abfallen und
zirkulierende Antikorper verschwunden waren. Im Fall der Mause ging die Zunahme
der spezifischen T-Zellantwort mit der Elimination der adulten Filarien einher, im Fall
der M. coucha konnte angenommen werden, dass dies mit dem Rlckgang der
Parasitamie assoziiert war, doch lassen die zur Verfligung stehenden Daten, die nur
in gré3eren zeitlichen Abstanden, d.h. 44, 100 und 300 Tage p.i., erhoben wurden,
keinen sicheren Schluss auf eine solche zeitabhangige Dynamik zu. Ein direkter
Vergleich mit den Ergebnissen bei den Mausen ist daher nicht mdglich. Eine
polyklonale Aktivierung, wie sie ES-62 in Bezug auf B-Lymphozyten aus der Maus
zugeschrieben wird (Harnett et al. 1999), war fir Juv-p120 anhand der Reaktion
weder bei Maus- noch bei M. coucha-Lymphozyten (aus nicht infizierten Tieren)
auszumachen. Zu berucksichtigen ist allerdings, dass dazu im Fall von ES-62
Konzentrationen von 25-50 pg/ml nétig waren (Harnett et al. 1999), die in den
eigenen Untersuchungen mit nUP aus Materialmangel nicht eingesetzt werden
konnten. Auch das P-DMAE-Peptid, das durchaus in htéheren Konzentrationen — bis
20 pg/ml — herangezogen wurde, hatte nicht die Effekte, wie sie fur PC-modifizierte
Proteine beschrieben wurden (Harnett und Harnett 1993; Harnett et al. 1999; Harnett
und Harnett 2001; Egan et al. 2006). Trotz struktureller Verwandtschaft
unterschieden sich demnach DMAE und PC als posttranslationale Modifikation in

ihrer immunmodulatorischen Wirkung.

Auf Zytokinebene dagegen wirken sowohl Con A als auch nUP weitaus
differenzierter auf Mauslymphozyten als bei der Proliferationsinduktion. Das von

ConA in Zellen nicht infizierter BALB/c-Mause induzierte Profil der
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Zytokingentranskription entspricht weitgehend anderweitig publizierten Daten
(Antanez und Cardoni 2001; Geiger et al. 2001; Gudmundsdottir und Gudmundsdaottir
2001; Callahan und Moynihan 2002; Ritchie et al. 2003; Toenjes und Kuhn 2003;
Piva et al. 2005; Rodriguez-Sosa et al. 2005; Powell und Sonnenfeld 2006). Bei
Zellen infizierter Tiere variierten die IFNy-Gentranskriptspiegel im Zeitverlauf relativ
wenig; allenfalls mit der beginnenden Elimination der Parasiten war ein Anstieg zu
verzeichnen. Dagegen glich im Fall des IL-2-Gens der Verlauf weitgehend dem Profil,
das sich bei Proliferationsstudien ergeben hatte, d.h. eine besondere Stimulation
zum Ende der Prapatenz und in der letzten Beobachtungsphase, in der keine
lebenden Parasiten mehr vorzufinden waren. Die Spiegel der IL-4-Gentranskripte
verliefen bis auf einen signifikanten Rickgang mit dem vermehrten Auftreten
abgekapselten Parasiten und einem anschlieRenden Anstieg relativ gleichférmig.
Unterschiedlich davon stellte sich der Verlauf bei der Transkription des IL-5-Gens mit
einem deutlichen Maximum in der spaten Prapatenz dar. IL-10- und IL-13-
Gentranskripte waren eher in der frihen Prapatenz vermehrt. Die hier vorgelegten
Daten zur Reaktion auf ConA im Infektionsverlauf entsprechen weitgehend denen
von Taubert und Zahner (2001). Unterschiede bestehen allenfalls in einer hier zu
vermutenden Zunahme der IL-2- und IL-4-Gentranskripte in der Postpatenz. Ein
Vergleich der Wurmbuirden in den eigenen Versuchen und denen von Taubert und
Zahner (2001) ergab keine Unterschiede, die hier als Ursache in Frage kamen. Die
Ergebnisse zeigen aber in Ubereinstimmung mit Taubert und Zahner (2001)
eindeutig, dass Proliferationsreaktionen und Zytokinsynthese von/ in Lymphozyten L.
sigmodontis-infizierter BALB/c-Mause als Antwort auf eine unspezifische, polyklonale

Stimulation voneinander weitgehend unabhangige Effekte sind.

nUP hatte abgesehen von IL-13 keinen Einfluss auf die Zytokingentranskription in
Zellen nicht infizierter Tiere. Die Effekte bei Zellen infizierter M&use konnen daher als
spezifische Antwort im Sinne einer antigenen Wirkung der Praparation gesehen
werden. Gesteigerte Werte waren vor allem in der Prapatenz zu beobachten, also in
dem Zeitraum, in dem sich nUP im Hinblick auf die Proliferation als unwirksam
erwiesen hatte. Auch hierin dokumentiert sich wieder, dass proliferative Aktivitaten
und Zytokinsynthese divergent verlaufen. Bemerkenswert ist hierbei, dass das in der
vorliegenden Studie eingesetzte Antigenspektrum relativ klein war. Sicherlich
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bestand nUP, wie oben bemerkt, nicht ausschlieBlich aus Juv-p120, doch kann

davon ausgegangen werden, dass dieses Molekil den wesentlichen Teil ausmachte.

Das Spektrum der Zytokingene, deren Transkription induziert wurde, tendiert in
Richtung einer sog. TH2-Reaktion - bei praktisch fehlender IL-2-Gentranskription
waren erhohte Transkriptwerte fir IL4 zu verzeichnen [vgl. (Mosmann und Coffman
1989; Romagnani 1999; Romagnani 2000)] — doch waren auch Transkripte, die einer
TH1-Reaktion zuzurechnen sind, nachweisbar. Wie bei der menschlichen Filariose
(vgl. Maizels et al. 2004) sind bei Verwendung komplexer Antigene im Fall L.
sigmodontis-infizierter Mause Mischformen der TH1/TH2-Reaktion die Regel
(Marechal et al. 1997; Nurmi 1998; Taubert und Zahner 2001). Nach den
vorliegenden Daten ergibt sich aber auch bei Verwendung weitgehend aufgereinigter
Antigene keine strikte TH1/TH2-Polarisierung, die eventuell Hinweise auf eine
bestimmte immunmodulatorische Wirkung von Juv-p120 héatte ergeben kdnnen. Es
ware von Interesse, wie sich das von der Arbeitsgruppe um Harnett analysierte PC-
haltige, immunmodulatorische ES-62 aus A. viteae (Harnett et al. 1999) in dieser
Fragestellung verhélt; solche Studien liegen allerdings nicht vor.

Unabhangig von diesen Fragen zeigen die Befunde, dass Juv-p120 in infizierten
Tieren nicht nur spezifische Antikérper induziert, sondern wahrscheinlich auch in der

Lage ist, zellulare Immunreaktionen anzustof3en.

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Beeinflussung der ConA-
induzierten T-Zellproliferation durch Juv-p120-haltigen-in vitro-Uberstand zu messen.
Insbesondere interessierte eine mogliche Hemmung der Proliferation, wie es auch
von Harnett et al. (1998, 1999) fir das mit PC modifizierte ES-62 fur B- und T-Zellen
gezeigt wurde.

Dass Juv-pl20 mit seiner DMAE-Modifikation auch immunmodulierende
Eigenschaften hat, lie3 sich anhand der Beeinflussung der ConA-induzierten
Zellproliferation durch nUP demonstrieren. Allerdings bestanden fiir diesen Effekt
ausgepragte Unterschiede zwischen den beiden eingesetzten Wirtstierspezies und
offensichtlich insgesamt sehr komplizierte Zusammenhange.

Bei BALB/c-Mausen liel3 sich in der frihen Préapatenz eine deutliche Hemmung der
ConA-induzierten Zellproliferation durch nUP induzieren. Kurz vor Patenzbeginn

eingesetzt, hatte nUP keinen EinfluR mehr auf die Proliferation, wahrend es in der
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Patenz und Postpatenz steigernd auf die T-Zellproliferation wirkte. Dies war
besonders 70 Tage p.i. ausgepragt, d.h. zu dem Zeitpunkt, zu dem Zellen ohne nUP
praktisch nicht mehr stimulierbar waren. Bei M. coucha konnte keine signifikante
Beeinflussung der Proliferation durch nUP gemessen werden. Aufgrund zu niedriger
Konzentrationen koénnte hier eine eventuelle Wirkung von nUP hier verborgen

geblieben sein.

Bei den Versuchen mit dem P-DMAE-modifizierten Peptid konnte lediglich bei
Milzlymphozyten aus M. coucha ein signifikanter Einfluss gemessen werden. Dieser
war nur bei Zellen von postpatenten Tieren, deren Zellen ohne Peptidzusatz
Uberhaupt nicht mit Con A stimulierbar waren nachweisbar. Es fuhrte nicht zu einer
Hemmung, wie es nach den Vorversuchen, in denen Zielzellen 100 Tage p.i. isoliert
worden waren, sondern zu einer signifikanten Steigerung der Con A-Wirkung. Die
klare Konzentrationsabhéngigkeit im letzteren Fall spricht gegen ein mdgliches
Artefakt. Hinsichtlich eines wie in den Vorversuchen mdgliche negativen Effekts kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Peptidkonzentration mit einer
Endkonzentration von 20 pg/ml nicht ausreichend waren, da bei einem von drei
Tieren erst eine Konzentration von 40 pg/ml zur Suppression fuhrte. Leider erlaubte
die zur Verfigung stehende Peptidmenge den Einsatz hdherer Konzentrationen
nicht. Bei BALB/c-Mausen konnte zu keinem Zeitpunkt der Infektion ein Effekt des
P-DMAE-Peptids auf die Proliferation gemessen werden.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass Juv-p120
weniger stadienspezifisch als bisher angenommen von L3, L4 sowie in geringen
Mengen von adulten Weibchen synthetisiert wird und im Plasma infizierter Wirte
auftritt. Es induziert im Wirt voribergehend nachweisbare Antikérper und zellulare
Immunreaktionen, hat aber, zur Immunisierung verwendet, allenfalls geringen
Einfluss auf Belastungsinfektionen. Juv-p120 muissen immunmodulatorische
Eigenschaften in Bezug auf die ConA-induzierte Proliferation von Milzlymphozyten
zugeschrieben werden, jedoch dirften diese héchst komplex sein. So kann es sich
nicht nur supprimierend, sondern auch abhangig von der eingesetzten Wirtsspezies

und vom Zeitpunkt p.i. auch stimulierend auswirken.
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1. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und den Wirkungen eines
exkretorisch-sekretorischen Produkts, Juv-p120, aus der Nagetierfilarie Litomosoides

sigmodontis, fur das eine immunmodulatorische Funktion vermutet wurde.

Es handelt sich um ein hochgradig mit Uber Phosphatbriicken gebundenem
Dimethylaminoethanol (DMAE) modifiziertes Molekul mit einer molekularen Masse
von ca. 130 kDa. Es wurde von in vitro in proteinfreiem Milieu gehaltenen, 39 Tage
alten praadulten Parasiten gewonnen. Es lasst sich mittels eines polyklonalen, in
erster Linie gegen die Modifikation gerichteten Antiserums in Form einer
Doppelbande im Bereich von 130 - 150 kDa nachweisen. Das Molekil wurde
angereichert durch Filtration durch eine Membran mit einer Ausschlussgrenze von
100 kDa.

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden teils vergleichend mit Mastomys coucha
und BAL/c-Mausen durchgefiihrt. In M. coucha betrug die Ruckfindungsrate 120
Tage nach quantitativer L. sigmodontis-Infektion 23 %, bei BALB/c-Mausen 80 Tage
p. i. 5 %. Daneben fanden sich bei Mausen in etwa gleicher Menge tote,
abgekapselte Parasiten. M. coucha entwickelten eine ausgepragte Parasitdmie, in

den Mausen lieRen sich nur vereinzelt Mikrofilarien nachweisen.

Juv-p120 wird von L3, L4 sowie in geringen Mengen von jungen Weibchen
synthetisiert und konnte im Blutplasma L. sigmodontis-infizierter BALB/c-Mause 31
bis 51 Tage p. i. nachgewiesen werden. Antikdrper gegen Juv-p120 lieRen sich in
infizierten Mausen ab Tag 14 p. i., in M. coucha ab Tag 35 p.i., in geringen Mengen
noch 70 und 160 Tage p. i. nachweisen. Mit angereichertem Juv-p120 (nUP)
immunisierte M. coucha zeigten nach Belastungsinfektion eine tendenziell reduzierte
Parasitamie. Die Wurmzahl war nicht beeintrachtigt, doch entwickelten die weiblichen
Wurmer einen erhohten Anteil an pathologisch veranderten Embryonen. Bei
immunisierten Mausen liel3 sich kein Einfluss auf eine Belastungsinfektion

nachweisen.
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Milzlymphozyten infizierter M. coucha proliferierten anders als die nicht infizierter
Tiere nach Stimulation mit ConA in der Prapatenz kaum, in der Patenz und
Postpatenz nicht mehr. nUP induzierte lediglich in der frilhen Patenz eine
Proliferation. Zellen aus infizierten BALB/c-Mausen reagierten auf ConA in der friihen
Prapatenz und beginnenden Patenz schwécher als nicht infizierte Kontrollen,
proliferierten aber dann mit der Infektionsdauer zunehmend nach Stimulation mit
nUP.

Die Transkription von Genen, kodierend fur IFNy, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13,
wurde in Milzlymphozyten L. sigmodontis-infizierter BALB/c-Mause nach Stimulation
mit ConA und nUP mittels einer semiquantitativen RT-PCR bis 160 Tage p. i.
bestimmt. Die Stimulierung mit ConA induzierte in allen Féllen eine gesteigerte
Gentranskription, wobei IFNy-, IL-10- und IL-13-Gentranskripte in der frihen
Prapatenz und in der Postpatenz gesteigert waren. IL-2- und IL-4-Gentranskripte
waren bei Zellen aus der frihen Prapatenz im Vergleich zu anderen
Infektionsphasen eher erniedrigt. Im Fall des IL-5-Gens liel3 sich nur in der spéaten
Prapatenz eine erhohte Transkription nachweisen. nUP steigerte die Transkription
des IFNy-Gens allenfalls in der Postpatenz, die des IL-2- und IL-4-Gens in der spéaten
bzw. frihen Prapatenz, hatte bei den Ubrigen untersuchten Genen dagegen kaum

einen Einfluss.

Um den Einfluss von Juv-p120 und P-DMAE auf die Proliferationsfahigkeit von
Milzlymphozyten zu Uberprufen, wurden Zellen infizierter M. coucha und BALB/c-
Mause zu verschiedenen Zeitpunkten p. i. mit ConA im Beisein von nUP (a), einem
synthetischen, Juv-p120-unabhéngigen, P-DMAE-modifizierten Peptid (b) sowie (c)
dem nicht modifizierten Kontrollpeptid stimuliert. Das letztere Peptid hatte keinen
Einfluss auf die Proliferation. Bei M. coucha-Milzlymphozyten liel3 sich die Reaktion
mit den verwendeten Mengen auch durch nUP nicht signifikant modifizieren. Das
P-DMAE-Peptid steigerte die Reaktion auf ConA in dosisabhangiger Weise bei Zellen
aus der Postpatenz, die ansonsten refraktdar gegen ConA waren.
Maus-Milzlymphozyten wurden dagegen durch das P-DMAE-Peptid nicht in ihrer
Proliferation auf ConA-Stimulierung beeinflusst, wahrend nUP die Reaktion von
Zellen aus der Préapatenz supprimierte. Bei Lymphozyten aus der Patenz und

Postpatenz fluhrte es zu einer gesteigerten Proliferation.
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8. Summary

The thesis deals with the synthesis and effects of Juv-p120, a secretory-excretory
product of the rodent filaria Litomosoides sigmodontis, which was supposed to act in
an immunomodulatory manner. Juv-p120 is a protein of a molecular mass of
approximately 130 kDa which is intensely postranslationally modified by dimethyl-
aminoethanol (DMAE) bound by phosphate bonds. It was collected from 39 days old,
preadult female worms, incubated in protein-free medium. Using a polyclonal rabbit
antiserum which was mainly directed against the modification Juv-p120 could be
demonstrated by immunoblotting as a double band of 130 - 150 kDa. The molecule
was enriched by filtration of the incubation supernatant through a membrane with an
exclusion limit of 100 kDa.

Subsequent studies were in part performed comparatively in Mastomys coucha and
BALB/c mice as experimental hosts. The developmental rate in M. coucha,
determined 120 days p. i., was 23 %, in BALB/c mice, determined 80 days p. i., 5 %.
In addition mice contained almost the same numbers of dead, encapsulated
parasites. M. coucha showed an intense parasitaemia whereas microfilariae in the

mice were found only occasionally.

Juv-p120 was synthetized by L3 and L4 and, in small amounts, by young female
worms and was demonstrated in the blood of L. sigmodontis-infected BALB/c mice
31 - 51 days p. i. Antibodies to Juv-p120 were found in infected mice as early as 14
days p. i. and occurred in M coucha at day 35 p.i. and in low concentration still 70
and 160 days p. i.. M. coucha and BALB/c-mice were immunized with enriched
Juv-p120 (nUP) and challenged with L3 of L. sigmodontis. Immunized M. coucha, as
a tendency, showed reduced parasitaemia levels but numbers of adult parasites,
found 120 days p. i.,, did not differ from controls. However, female parasites
contained increased proportions of pathologically altered intrauterine stages.

Immunized BALB/c mice did not differ from controls by parasitological data.

Spleen lymphocytes of L. sigmodontis infected M. coucha responded to ConA in

contrast to uninfected only weakly by prolifertation and were found non-reactive
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during patency and postpatency. nUP stimulation induced lymphocyte proliferation
only in early patency. Cells of infected mice isolated during prepatency and early
patency responded weaker to ConA than non infected controls but later on
proliferated increasingly with time after infection.

Transcriptions of IFNy, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 genes induced by ConA and
nUP stimulation were studied in infected BALB/c mice up to 160 days p. i. employing
a semiquantitative RT-PCR. ConA induced enhanced transcription of the genes
tested, whereby increased transcript levels of IFNy, IL-10 and IL-13 genes were
found during early patency and in the stage of postpatency. In case of IL-2 and IL-4
gene transcription was rather decreased during prepatency when compared to other
phases of the infection. IL-5 gene transcripts were particularly enhanced in the late
prepatency. nUP caused increased IFNy gene transcription only in cells isolated
during postpatency. IL-2 and IL-4 gene transcripts were enhanced by nUP during late
and early prepatency, respectively. In case of the other genes tested, nUP was

ineffective.

To study the influence of Juv-p120 and DMAE on the proliferative capacity of spleen
lymphocytes cells were isolated from L. sigmodontis infected M. coucha and BALB/c
mice at various dates p.i. and exposed to ConA in the presence of (i) nUP, (ii) a Juv-
pl20-independent synthetic P-DMAE-modified peptide and (iii) the non-modified
control peptide. The latter peptide did not affect ConA-induced proliferation at all.
Also nUP in the applied concentrations failed to influence the response of M. coucha
lymphocytes. However, P-DMAE-peptide increased the proliferative response of
spleen cells isolated from postpatent M. coucha which were otherwise non-
responsive to ConA in a dose dependent manner. In contrast, the proliferation of
mouse lymphocytes was not influenced by P-DMAE-peptide, whereas nUP
depressed the response of mouse lymphocytes, isolated during prepatency, but
enhanced the proliferation of cells of patent and postpatent mice which otherwise did

not respond to ConA at all.
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10.

Anhang 1:

Werte der Angleichungsfaktoren der 3;-Mikroglobulin-Transkripte

Anhang

Tab. A 1: Der Angleichungsfaktor wurde aus dem Quotienten des Wertes des

jeweiligen 3,-Mikroglobulin-Transkriptes und dem Referenzwert 4,58 errechnet.

Tier Stimulans
ConA Juv RPMI

Gruppe 1: Tag 0

1 1,44936709 1,44936709 0,73162939
2 1,32753623 0,8740458 0,62059621
3 0,89980354 0,78156997 0,95416667
4 1,39209726 1,33527697 0,59791123
5 1,20526316 1,2311828 0,33528551
Gruppe 2: Tag 24

1 0,60263158 1,10895884 1

2 0,60183968 1,15365239

3 0,67352941 1,16243655 1,1308642
4 0,71007752 1,49185668 101777778
5 0,86907021 1,47266881 0,98920086
Gruppe 3: Tag 38

1 0,88932039 7,26984127 1,26869806
2 1,18041237 1,03386005 2,63218391
3 0,8267148 0,70788253 1,20209974
4 0,76460768 0,77234401 1,47741935
5 0,93852459 0,83576642 1,3431085
Gruppe 4: Tag 44

1 0,8657845 1,12530713 1,56849315

1,35905045

3 0,67952522 1,40490798 2,27860697
4 0,74959083 30,5333333 1,20209974
5 1,26170799 0,74230146 1,25136612
Gruppe 5: Tag 70

1 1,13647643 0,791019 2,29

2 1,72830189 1,30113636 7,38709677
3 0,76460768 0,90335306 1,68382353
4 0,68562874 0,76333333 1,53177258
5 0,98920086 2,11059908 1,63571429
Gruppe 6: Tag 160

1 1,10628019 45,8 1,91631799
2 1,22133333 0,88076923 1,8247012
3 0,91053678 16,962963 1,28651685
4 1,51655629 4,92473118 0,52402746
5 0,28341584 91,6 0,75081967
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Anhang 2:

Statistische Analysen

1. Immunisierung mit Juv-p120-haltigem-in vitro-Uberstand (nUP)

Mastomys coucha Vergleich
Gr.Aund B

Gruppe n.s.

Mikrofilarien Zeit p< 0,0001
WW Gr./Zeit n.s.
Weibchen n.s.
Wurmbdurde Méannchen n.s.
Kapseln n.s.
Gesamtzahl Embryonalst. n.s.

multizellulareStadien p=< 0,05

Embryogramm|Ring- und Brezelstadien| p< 0,01
Mikrofilarien p< 0,01
Vergleich
BALB/c-Mause
Gr. Aund B

Weibchen n.s.
Wurmblurde Mannchen n.s.
Kapseln n.s.

WW: Wechselwirkung

Gr.: Gruppe

Gr. A: mit nUP immunisierte Gruppe

Gr. B: Kontrollgruppe
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2. Proliferationsessays

Tab. A 3:

Mastomys

coucha:

Vergleiche

Proliferationsessays zu priufenden Substanzen

der

verschiedenen

in

Tage p.i. Koinkubation von ConA mit
nUP Durchlauf P-DMAE Lys-Peptid

0 n.s n.s. n.s. n. s.

24 n.s n.s. n.s. n.s.

38 n.s n.s. n.s. n.s.

44 n.s n.s. p= 0,0001 n.s

70 n.s. n.s. n.s. n.s
160 n.s. n.s. p< 0,0001 n.s

Vergleich der Stimulanzien

gegen die Kontrollgruppe

ConA

nUP

p< 0,0001

p< 0,01

den

Tab. A 4: BALB/c-Mause: Vergleiche der verschiedenen in den Proliferationsessays

zu prufenden Substanzen

Tage pii Koink}Jbation von ConA mit

nUP Durchlauf
0 p< 0,0001 n.s.

24 p< 0,0001 p< 0,01

38 p< 0,0001 n.s.
44 n.s. n.s.
70 p< 0,0001 n.s
160 n.s. n.s

Vergleich der Stimulanzien

gegen die Kontrollgruppe

ConA

nUP

p< 0,01

p< 0,0001
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Tab. A 5:

Zytokinbestimmungen: Vergleich der Stimulanzien

Zytokin Einflul von Vergleich der Stimulanzien
nUP/RPMI | ConA/RPMI | ConA/nUP
Gruppe n.s. n.s. p< 0,05
IFN-y Behandlung p< 0,01 p< 0,0001 p< 0,05
WW Gr./Beh. p< 0,05 n.s. n. s.
Gruppe p< 0,05 n.s. n.s.
IL-2 Behandlung n. s. p< 0,0001 p< 0,001
WW Gr./Beh. n. s. p< 0,01 n. s.
Gruppe p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05
IL-4 Behandlung | p<0,0001 | p<0,0001 p< 0,0001
WW Gr./Beh. n. s. p< 0,05 p< 0,05
Gruppe n. s. n. s. n.s.
IL-5 Behandlung p< 0,05 p< 0,0001 n.s.
WW Gr./Beh. n.s. n.s. n. s.
Gruppe n.s. p< 0,05 p< 0,05
IL-10 Behandlung p< 0,01 p< 0,0001 p=< 0,001
WW Gr./Beh. p< 0,05 n.s. p< 0,01
Gruppe p< 0,0001 p< 0,0001 p< 0,0001
IL-13 Behandlung p< 0,01 p< 0,0001 p=< 0,001
WW Gr./Beh. | p=<0,001 p< 0,05 p< 0,05

WW: Wechselwirkung

Gr.: Gruppe

Beh.: Behandlung
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die Kontrollgruppe

Zytokin

Tage p.i.

Vergleich Infektionsverlauf

gegen die Kontrollgruppe

ConA

nUP

IFN-y

24

. S.

38

44

70

160

IL-2

24

38

44

70

160

IL-4

24

38

44

O I i I N O L A N E N

70

Wis s |z 2332|277

=}

160

IL-5

24

38

44

70

160

O O L L F i F L F O O i F O b P P F O FC E N P I I

IL-10

24

Wis|s|s5|5|55555|5|5|5|3|3|5|531|5|5|>5

Ie}
o
o
a

38

44

70

w v |

160

N> |5 |5

Ke}
o
o
a

IL-13

24

38

44

2P

70

o
o
o
=

160

N e N e A N A A
N L L F O i N L L I

S|Nis |3 |5

1%

Tab. A 6: Zytokinbestimmungen: Paarvergleiche der infizierten Gruppen gegen
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