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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem bildet den zellularen und humoralen Schutzmechanismus des Kor-
pers und ist in der Lage unterschiedlichste Pathogene zu erkennen und zu bekampfen.
Zur Erfullung dieser Aufgabe muss das Immunsystem in der Lage sein, zwischen kor-
perfremden und kdrpereigenen Zellen zu unterscheiden. Dies geschieht mittels speziel-
ler Oberflachenantigene (Murphy et al. 2014). Pathogene haben Strategien entwickelt,
dem Immunsystem zu entkommen. Einfache Mechanismen hierfur finden sich in Bakte-
rien, die enzymatische Systeme (Defensine, Methylierung) nutzen, um sich gegen Viren
zu schitzen. Komplexere Strategien und Wirkmechanismen finden sich in S&ugetieren
(Klinke et al. 2010). Sie nutzen verschiedene Proteine, Zellen, Gewebe und Organe, die
in einem komplexen Netzwerk agieren und zur Abwehr von Pathogenen dienen. Um die
Abwehr bereits bekannter Pathogene zu beschleunigen, werden immunologische Ge-
dachtniszellen entwickelt, die bei einem erneuten Eindringen zu einer schnellen und
adaquaten Immunantwort fuhren (Klinke et al. 2010).

Diese Immunantwort lasst sich in zwei Mechanismen gliedern, die angeborene Immun-
abwehr und die erworbene Immunabwehr. Um eine effektive und schnelle Beseitigung
des Pathogens zu gewahrleisten, missen beide Abwehrmechanismen interagieren und

zusammenarbeiten (Murphy et al. 2014).

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die angeborene Abwehr ist eine unspezifische Abwehrreaktion des Wirtes auf verschie-
denste Pathogene und stellt die erste Verteidigungslinie dar. Sie wird in drei Hauptkom-
ponenten unterteilt, deren Prozesse teilweise parallel ablaufen. Dazu gehdéren einerseits
die mechanischen Barrieren wie Haut und Schleimh&ute, die das Eindringen des Kei-
mes verhindern sollen. Andererseits gibt es die zellulare Komponente bestehend aus
unterschiedlichen Zellen, die in der Lage sind, Keime oder infizierte Zellen zu eliminie-
ren, wie Leukozyten, Makrophagen, naturliche Killerzellen (NK) und dendritische Zellen
(DC). Eine weitere Komponente ist das Komplementsystem, welches zur Lyse infizierter
Zellen fuhrt und die Zytokinausschuttung beeinflusst (Murphy et al. 2014).
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Wird die mechanische Barriere durch eine Verletzung geschadigt und gelingt es Keimen
einzudringen, stehen ortsstdndige Makrophagen als erste zellulare Verteidigungslinie
zur Verfugung. Sie teilen zusammen mit den Granulozyten und den DC die Eigenschaft
zu phagozytieren und gehdren zum mononuklear-phagozytaren System (MPS). Eine
weitere Funktion haben Makrophagen auch als Antigen-prasentierende Zellen (APC).
Makrophagen prasentieren mithilfe des Haupthistokompatibilitaitskomplex [l (Major
Histokompatibilitatskomplex Il, MHC-II) Peptidfragmente des phagozytierten Pathogens
an der Zelloberflache. Diese Fragmente werden von T-Helferzellen erkannt. Sie aktivie-
ren B-Lymphozyten und es kommt zur Produktion spezifischer Antikérper (Ak) (Klinke et
al. 2010) und somit auch zur Aktivierung der erworbenen Immunantwort (siehe 1.1.2).

Die angeborene Abwehr zeichnet sich durch schnelle aber unspezifische Reaktionen auf
Eindringlinge aus (Murphy et al. 2014). Unter anderem spielen hier Zytokine und
Chemokine eine wichtige Rolle. Zytokine sind kleine Molekiile (~25 kDa), die ausgelost
durch bestimmte Stimuli von verschiedensten Zellen produziert werden und in der Lage
sind, autokrin und parakrin zu wirken (Murphy 2012). Chemokine spielen bei der Ab-
wehrreaktion eine entscheidende Rolle. Sie sorgen dafir, dass die Immunzellen an den
Ort der Entziindung gelangen. Dieser Vorgang wird Chemotaxis genannt und es gibt
unterschiedliche Substanzen, die als Anlockstoffe dienen. Sind die in den Korper einge-
drungenen Pathogene zu grol3, wie z. B. parasitare Larven, dann spielen eosinophile
und basophile Granulozyten eine wichtige Rolle. Eosinophile Granulozyten sind assozi-
iert mit allergischen Reaktionen (z. B. Asthma), viralen Infekten oder
Helmintheninfektionen. Sie besitzen eine Vielzahl von Rezeptoren (Chemokin-, Zytokin-,
Komplementrezeptoren und Serinproteasen), die eine Rekrutierung in das entziindete
Gewebe ermdglichen und fur eine Freisetzung der Granula sorgen (Shamri et al. 2011).
Hauptséachlich Interleukin 5 (IL-5), aber auch IL-3 und Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF) sorgen fur die Differenzierung von eosinophilen
Granulozyten, wahrend Chemokinligand 11 (CCL11) und Eotaxin (CCL26) fur die Rekru-
tierung sorgen. Allerdings kdnnen auch andere Faktoren sie aktivieren, unter anderem
Toll-like-Rezeptoren, (TLR)-Liganden, Zytokine und Chemokine (Makepeace et al. 2012;
Shamri et al. 2011). Die Aktivierung fuhrt zur Freisetzung der Granula, die zur Eliminie-
rung des Parasiten beitragen und besteht aus folgenden zytotoxischen Proteinen: Major

Basic Protein (MBP), Eosinophile Peroxidase (EPO), Eosinophiles kationisches Protein


http://flexikon.doccheck.com/de/Antigenpr%C3%A4sentation
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(ECP) und Eosinophiles-derived Neurotoxin (EDN) (Shamri et al. 2011). Neutrophile
Granulozyten stellen die grofl3te Anzahl an Leukozyten dar. Die wichtigsten Differenzie-
rungsmediatoren sind G-CSF, IL-6, GM-CSF und IL-3, wobei eine Vielzahl an
inflammatorischen Mediatoren in der Lage sind, eine Neutrophilie auszuldsen (Summers
et al. 2010). Basophile Granulozyten finden sich nur in geringer Anzahl im peripheren
Blut. Sie besitzen ebenfalls Granula und kénnen neben Chemokinen, Zytokinen und
Komplement auch IgE binden (Stone et al. 2010). Neben der angeborenen Immunab-
wehr spielt allerdings auch die erworbene Immunantwort eine entscheidende Rolle
(siehe 1.1.2).

IL-5, IL-3
GM CSF  MBP,EPO, ECP,EDN

gE Rez

Oé <« GCSF,
L&, G CSF

basophlle eosinophile neutrophile

Haut

Granulozyten

dendritische Zellen

MPS

Erworbenen
Immunitat

Makrophagen

(o)

NK-Zellen

% .. 2 ....'
Vs /4 Zytokine .0..

Komplement Lysozym

Mastzellen

humorale Komponenten

Abb. 1: Die angeborenen Immunzellen. Die Haut und Schleimh&ute stellen die erste
Barriere in der Abwehr von Pathogenen dar. Zum mononuklear-phagozytdren System
gehoren Makrophagen, Granulozyten und dendritische Zellen. Andere wichtige Zellen
zur Abwehr sind Mastzellen und NK-Zellen. Zu den humoralen Komponenten der
angeborenen Immunantwort zahlen die  Zytokine, Lysozyme und das
Komplementsystem.
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1.1.2 Das erworbene Immunsystem

Die erworbene Immunitat wird hauptsachlich durch die Lymphozyten getragen und ist
durch hohe Spezifitat in der Erkennung von Antigenen, ein immunologisches Gedéachtnis
sowie die Fahigkeit, eigen und fremd zu unterscheiden, charakterisiert.

Antigenprasentierende Zellen spielen zusammen mit dem MHC-II-Molekdl in Form von
Peptidfragmenten eine wichtige Rolle bei der Prasentation von Antigenen (Ag). Zu den
APCs gehoren neben den Makrophagen auch DC in den Keimzentren der sekundéaren

Lymphorgane und B-Zellen (Klinke et al. 2010).

Lymphatische
Stammzelle ‘
naive naive
B-Lymphozyten w\

- 0000@

CDg+ TH1-Zellen TH2-Zellen TH17-Zellen Tregs

Plasmazellen zytotoxische T-Zellen
IL-4 IL-17
MHC-| INF-y IL-5 IL-22
J * Y Extrazellulare
4 Makroph agen Pathogene
J‘ ? Intrazellulare B-Zellen Immunsupression
a Pathogene

Antikorper

Abb. 2: Die Entwicklung der erworbenen Immunzellen. Fur die spezifische hu-
morale Abwehr sind die B-Zellen und fir die spezifische zellulare Abwehr die T-
Zellen verantwortlich. B-Zellen produzieren nach Antigenpréasentation Antikor-
per, die spezifisch gegen Epitope des Erregers gerichtet sind. T-Zellen werden
in zytotoxische T-Zellen (CD8") und in T-Helferzellen (CD4") eingeteilt. Die T-
Helferzellen lassen sich aufgrund unterschiedlicher Funktionen und unter-
schiedlichen Zytokinmusters in T-Helfer-1-(Ty1-), T-Helfer-2-(Ty2-), T-Helfer-17-
(Twl7-) Zellen und regulatorische T-Zellen (Tg) differenzieren.
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Abbildung 2 zeigt die fur die spezifische humorale Abwehr verantwortlichen B-Zellen und
die fur die spezifische zellulare Abwehr verantwortlichen T-Zellen. Nachdem eine akti-
vierte T-Zelle die B-Zellen mit passendem Oberflachenantigen stimuliert hat, produziert
diese Antikorper, welche spezifisch gegen Epitope des Erregers gerichtet sind. Insbe-
sondere IgE spielt bei der Abwehr von Parasiten und Allergien eine wichtige Rolle
(Maizels et al. 2004). Die T-Lymphozyten kdnnen sich nach Antigenstimulation zu T-
Effektorzellen und T-Ged&chtniszellen differenzieren. Die T-Effektorzellen lassen sich in
Cluster of Differentiation (CD) 8" zytotoxische T-Zellen und CD4" T-Helferzellen untertei-
len. Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage virusinfizierte Zellen und auch Tumorzellen
zu erkennen. Infizierte Zellen prasentieren fremde Antigene mit dem MHC-I-Komplex,
wodurch die zytotoxischen Zellen mit ihrem spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) binden
und Enzyme (Perforine) und Proteasen (Granzyme) freisetzen (Klinke et al. 2010). Die
T-Helferzellen lassen sich aufgrund unterschiedlicher Funktionen und ihres Zytokinmus-
ters in T-Helfer-1-(Ty1-), T-Helfer-2-(Tw2-), T-Helfer-17-(Ty17-) Zellen und regulatorische
T-Zellen (Teg) einteilen. Tyl-Zellen sind essentiell fur die Abwehr intra- und extrazellula-
rer Infektionen durch Bakterien oder Viren. Diese Immunantwort ist durch die Sezernie-
rung von Interferon-gamma (IFN-y) charakterisiert, welches Makrophagen aktiviert
(Schoenborn und Wilson 2007). Somit findet sich an dieser Stelle auch eine Interaktion
mit der angeborenen Immunantwort. Ty2-Zellen hingegen sind effektiver gegen extrazel-
lulare Infektionen, insbesondere bei Parasiten wie Helminthen. Sie sind zustandig fur die
Aktivierung der B-Zellen und somit wichtig fiir die Produktion von Ak. Neben der Produk-
tion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 z&hlt auch die Mobilisierung von
Eosinophilen und Basophilen zur Ty2 Immunantwort (Klinke et al. 2010; Maizels et al.
2004). Ebenfalls zu erwahnen sind T Zellen, die auf ihrer Oberflache CD4 und CD25
exprimieren. CD bezeichnet Gruppen immunphanotypischer Oberflachenmerkmale von
Zellen. Bei diesen Merkmalen handelt es sich zumeist um membrangebundene
Glykoproteine. Zusatzlich besitzen T.q Zellen den Transkriptionsfaktor forkhead box P3
(Foxp3) (Fontenot et al. 2003). Sie stellen eine Subpopulation der T-Zellen dar, die in der
Lage sind das Immunsystem zu modulieren. Sie wirken immunsuppressiv und spielen
eine wichtige Rolle in der Toleranz kérpereigener Antigene und Autoimmunkrankheiten
(Bettelli et al. 2006). Allerdings scheint ihnen auch eine Rolle in der Immunmodulation,
wahrend einer parasitaren Infektion zuzukommen (Maizels und Smith 2011). Die Ty17


https://de.wikipedia.org/wiki/Immunph%C3%A4notypisierung
https://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29
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Zellen sezernieren IL-17A, IL-17F und IL-22 und sind fur die Beseitigung extrazellularer
Pathogene, Gewebsentziindungen und Autoimmunkrankheiten wie experimentelle auto-
immune Enzephalomyelitis (EAE), rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose und Psoriasis
notig (Bettelli et al. 2008; Harrington et al. 2005).

1.2 Parasiten

Die medizinische Parasitologie stellt ein wichtiges Feld der Biologie dar und beschaftigt
sich mit der Interaktion zwischen Parasiten und Wirt. Parasitare Lebensformen sind er-
folgreich und weltweit verbreitet. Per Definition ist Parasitismus eine Form der Antibiose,
bei der ein Organismus (Parasit) auf Kosten des Anderen (Wirt) einseitig Nutzen zieht.
Es besteht eine physiologische Abhangigkeit des Parasiten von seinem Wirt. Er ernahrt
sich von dessen organischer Substanz, wobei er den Wirt zwar schadigt, allerdings nicht
zwingend totet (Combes 2001). Die Klassifikation der Parasiten richtet sich primar nach
ihrem Reproduktionsmechanismus. Die humanen Parasiten lassen sich in drei grof3e
Gruppen einteilen und sind in Abbildung 3 dargestellt: Protozoen (z. B. Sporozoen (Spo-
rentierchen) und Flagellaten (Gei3eltierchen)), Helminthen (Wirmer) und Anthropoden
(z. B. Insekten) (Garcia 1995). Helminthen werden weiterhin in zwei grof3e Stamme un-
terteilt. Die Nematoden (auch Fadenwirmer) mit den intestinalen Wirmern, sogenannte
Boden-ubertragende Helminthen und die Filarien, welche lymphatische Filariose (LF),
Onchozerkose (FluRblindheit), Loiasis oder Mansonelliasis verursachen. Zu den
Plathelminthen (Plattwirmer) gehoren die Trematoden (Saugwurmer) mit Schistosomen
und die Cestoden (Bandwiirmer) mit den Taenien und Echinokokken (Hotez et al. 2008).


http://www.spektrum.de/abo/lexikon/biok/725
http://flexikon.doccheck.com/de/Sporozoen
http://flexikon.doccheck.com/de/Flagellaten
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Protozoen Helminthen Antropoden

Sporozoen Flagellaten Nematoden Platthelminthen Insekten
" E l Tremtoden Cstoden
Intestinale  Filarien

Wiirmer ‘1, l, \
/ Schistosomen Taenien Echinokkoken

Onchozerkose chabys
Loiasis

Mansonellose Lymphatische Filariose

Abb. 3: Ubersicht tber humanpathogene Parasiten. Es gibt drei groRe Gruppen.
Protozoen, Helminthen und Anthropoden. Helminthen werden weiterhin in zwei grolRe
Stamme unterteilt: Die Nematoden mit den intestinalen Wirmern und die Filarien. Die
wichtigesten Filariosen sind unter anderem die Iymphatische Filariose (LF),
Onchozerkose (Flussblindheit), Loiasis und die Mansonellose (verandert nach Hotez et
al. 2008).

Weltweit sind etwa zwei Milliarden Menschen mit Helminthen infiziert. (World Health
Organization 2016). Die Wirmer sind in der Lage in ihrem Wirt lange zu tberleben, da
sie das Immunsystem des Wirts modulieren kénnen, um ihr eigenes Uberleben zu si-
chern. Diese Fahigkeit der Helminthen scheint Therapiemdglichkeiten bei Autoimmun-
krankheiten und Allergien zu bieten, stellt aber gleichzeitig ein Problem bei Co-
Infektionen oder Impfungen dar, bei denen eine aktive Immunantwort gewinscht ist
(Hartmann et al. 2015).

1.2.1 Filarien

Gemal3 des Berichts der World Health Organization (2016) leiden tber 120 Millionen
Menschen an lymphatischer Filariose (LF), Onchozerkose oder Loiasis, wobei die Fila-
riosen eine der Hauptursachen der globalen Morbiditat darstellen (Hotez und Kamath
2009; Taylor et al. 2010; Ramaiah und Ottesen 2014; WHO 2016). Im Laufe der Evoluti-

on ist es den Filarien gelungen das Immunsystem des Wirts so zu modulieren, dass sie



18

eine Homeostase erreichten (Pfarr et al. 2009; Arndts et al. 2012; Arndts et al. 2014;
Arndts et al. 2015). Daher entwickeln nur einige Individuen schwere Krankheitsformen
der Infektion, wobei der Entstehungsmechanismus nicht eindeutig geklart ist (Babu and
Nutman 2012; Babu and Nutman 2014). Infektionen mit Helminthen sind meist nicht tod-
lich, haben aber einen grol3en Einfluss auf die Lebensqualitat des Betroffenen.

Der Infektions- und Ubertragungszyklus der einzelnen Filariosen funktioniert nach einem
ahnlichen Grundprinzip. In einem Vektor (Insekt) entwickeln sich die Mikrofilarien (Mf)
von der L1 Larve bis zur infektibsen L3 Larve. In diesem Stadium sind die Larven reif
und bereit zur Ubertragung auf den Endwirt (Mensch). Dies geschieht durch eine Blut-
mahlzeit. Die infektiosen L3 Larven siedeln sich in Korperflissigkeiten oder Kérper-
héhlen an und entwickeln sich zum adulten Wurm. Die Weibchen produzieren Millionen
von Mikrofilarien (Mf) die ins Blutsystem gelangen und dort vom Zwischenwirt durch eine
Blutmahlzeit aufgenommen werden und sich in ihm entwickeln.

LF wird durch Wuchereria bancrofti (W. bancrofti) und Brugia Arten verursacht. Adulte
Wirmer der Wuchereria- und Brugia-Arten haben eine lange Reproduktionsaktivitat (5-8
Jahre) (Taylor et al. 2010). Die Mf treten in periodischem Rhythmus im peripheren Blut
auf. Eine Erklarung fur diese Periodik kbnnte die Anpassung an die Blutmahlzeiten des
Vektors darstellen (Taylor et al. 2010). Betroffene Patienten sind zumeist asymptoma-
tisch und zeigen eher selten Fieberschibe, Lymphangitis und Elephantiasis (Abb. 4 A,
B).
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Abb. 4: Krankheiten ausgelost durch verschiedene Filarien. (A, B) Ein seltenes
Kranheitsbild ist die Elephantiasis, die druch W. bancrofti und Brugia Arten verursacht
werden kann. Die Patienten sind stark eingeschrankt. Die Mf verstopfen die
LymphgefaRe und verhindern so den Abflu@ der Lymphe. Beide Bilder zeigen
unterschiedlich stark ausgepragte Formen der Krankheit. (Quelle:
http://diseasespictures.com/elephantitis/) (C)  Onchozerkose ausgelést durch
Onchocerca volvulus kann Uber eine Entziindung bis zur Blindheit fihren. (D) Loiasis,
eine durch Loa loa verursachte Erkankung, die auch das Auge befallen kann. In diesem
Fall spricht man auch vom African eyeworm. (Quelle: http://rollingplanet.net/malaria-
flussblindheit-und-lymphathische-filariose/;
http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2014/seidel_xaar/reproduction.htm)

Die Symptome werden unter anderem durch die hohe Anzahl lebender Wirmer in den
LymphgefalRen ausgeldst. Dort fuhren sie zu einer Schéadigung der GefaRwand und
durch einen Lymphstau zu Odemen. Das Absterben von Wiirmern und Mf wirkt als Trig-
ger und fuhrt so zu einer chronischen Stimulation des angeborenen (siehe 1.1.1) und

erworbenen Immunsystems (siehe 1.1.2) (Hoerauf et al. 2011).


http://diseasespictures.com/elephantitis/
http://rollingplanet.net/malaria-flussblindheit-und-lymphathische-filariose/
http://rollingplanet.net/malaria-flussblindheit-und-lymphathische-filariose/
http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2014/seidel_xaar/reproduction.htm
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Wie im Flussdiagramm (Abb. 3) zu sehen, ist die Onchozerkose ein weiteres Krankheits-
bild, das durch Filarien verursacht wird. Sie wird durch Onchocerca volvulus ausgelost
und symptomatische Patienten zeigen Hautverdnderungen und Augenentziindungen
(Abb. 4 C). Auch hier werden die Symptome durch absterbende Wirmer ausgeldst (Tay-
lor et al. 2010). Bei der Loiasis, einer durch Loa loa verursachten Infektion, finden sich
zwei typische klinische Auspragungen. Da der Wurm durch das Unterhautfettgewebe
wandert kann es vorkommen, dass er unter der Bindehaut im Auge entlang wandert.
Dort ist er dann sichtbar und wird als Augenwurm (African eyeworm) bezeichnet (Abb. 4
D). Alternativ zeigt sich das Bild einer Loiasis (,Kamerunbeule®), welche mit einer
Schwellung zumeist an den Extremitaten einhergeht, jedoch auch im Gesicht auftreten
kann (Rakita et al. 1993). Besonders interessant fir diese Arbeit ist Mansonella perstans
(M. perstans), auch zu den Helminthen gehoérend, welche allerdings eher einen sehr
milden Verlauf der Klinik hat und von der bisher keine eindeutigen Krankheitsbilder be-
kannt sind (Hoerauf 2009; Simonsen et al. 2011).

Ein anderer wichtiger Fakt ist die endosymbiotische Beziehung zwischen dem Bakterium
Wolbachia und den Nematoden. Wolbachien finden sich bei Infektionen mit Onchocerca
volvulus und lymphatischer Filariose, wohingegen Loa loa keine Koinfektion aufweist
(Taylor et al. 2005b; Buttner et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesen-
heit von Wolbachien eine essentielle Rolle fur das Wurmwachstum und das Uberleben
des Parasiten im Wirt bei Onchocerca volvulus und lymphatischer Filariose hat. Dies
konnte auch schon fir die Therapie genutzt werden. Durch die Gabe von Doxycylin (An-
tibiotikum) konnte die Mikrofilarienanzahl signifikant reduziert werden und die adulten
weiblichen Wirmer wurden steril (Hoerauf et al. 2011).

Bei Infektionen mit M. perstans fanden sich bis jetzt widersprichliche Ergebnisse. In
Gabon, Mali und Zentralafrika konnten Wolbachien in den Filarien nachgewiesen wer-
den (Keiser et al. 2008; Coulibaly et al. 2009; Gehringer et al. 2014), wohingegen bei
anderen Studien in Uganda und Gabon keine nachweisbar waren (Grobusch et al.
2003).

1.2.1.1 Mansonella spp

Die Mansonella-Filarien gehdren zu den parasitdren Fadenwirmern. Die L3 Larve ent-

wickelt sich zur adulten Form, welche sich in den Kdrperhdhlen ansiedeln, insbesondere
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der Pleura- und Peritonealhdhle. Adulte Wimer leben ebenfalls im Mesenterium, im
Perirenalraum, Retroperitonealraum oder im Perikardraum.

Es gibt drei wichtige Vertreter. Mansonella ozzardi und Mansonella perstans im Binde-
gewebe des Bauchfells (Peritoneum) und Mansonella streptocerca im Unterhautzell-
gewebe. M. perstans findet sich weit verbreitet in der Subsahara (Simonsen et al. 2011,
Stensgaard et al. 2016). Die Durchseuchung in diesen Gebieten ist besonders hoch und
findet bereits im Kindesalter statt. Wie zuvor erwéhnt, treten bei einer Infektion mit M.
perstans keine eindeutigen Symptome auf, weshalb diesem Parasiten kaum Beachtung
geschenkt wurde. Generell werden allerdings Symptome wie abdominelle Schmerzen,
allergische Hautreaktionen mit Juckreiz sowie subkutane Schwellungen und Rétungen
im Zusammenhang mit einer M. perstans Infektion beobachtet (Adolph et al. 1962; van
Hoegaerden et al. 1987). Auch eine Eosinophilie zeigt sich, &hnlich wie bei anderen Fila-
riosen (Gelfand und Bernberg 1959; Clarke et al. 1971). Es ist zu bedenken, dass
Mansonelliasis in den gleichen Gebieten wie die Onchozerkose und die lymphatische
Filariose auftreten. Daher sollte die Infektion mit M. perstans nicht unbertcksichtigt blei-
ben, selbst wenn nur milde Symptome auftreten, da sie einen Storfaktor oder sogar ei-
nen Trigger fur diese Krankheitsbilder darstellen kdnnte. Diese Koinfektionen erschwe-
ren zusatzlich auch die Diagnostik. Nicht nur in dieser Hinsicht gebthrt M. perstans eine
gewisse Aufmerksamkeit, sondern auch aufgrund der Tatsache, dass sich hinter den
zwar milden Verlaufsformen der Infektion eine Interaktion mit dem Immunsystem des
Wirts zeigt. Diese Interaktion kdnnte einen Einfluss auf dieses haben und es so modulie-
ren, dass der Wirt anfalliger fir andere Infektionen ist. Insbesondere Koinfektionen mit
Mykobakterien (Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium tuberculosis) (Phillips et al.
2014) sind in Afrika keine Seltenheit und auch Einflisse auf andere Krankheiten wie Ma-
laria oder HIV scheint es zu geben (Brown et al. 2004; Brown et al. 2006; Hillier et al
2008). AuRerdem scheint es die Effizienz der BCG (Bacillus Calmette-Guerin) Impfung
zu beeinflussen (Elliott et al. 2010).

1.2.1.2 Lebenszyklus

Mansonella perstans benétigt zwei Wirte fur eine vollstandige Entwicklung. Als Zwi-
schenwirt dient eine Micke, Culicoides, eine Gattung der Gnitzen. In dieser entwickeln
sich die Mf vom L1 Stadium bis zum L3 Stadium (Abb. 5). Mit der Blutmahlzeit Gbertragt
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der Vektor (Culicoides) L3 Larven auf den Endwirt (Mensch). Es ist anzunehmen, dass
die Korpertemperatur die Larven aktiviert und sie antreibt, den Vektor zu verlassen und
aktiv durch die Hautschichten vorzudringen (Simonsen et al. 2011). Die weitere Entwick-
lung bis zum adulten Stadium und die zeitliche Dauer (prapatente Periode) sind nicht
genau bekannt. Im Wirt entwickeln sich die L3 Larven zu L4 Larven und schlie3lich zu
adulten Wirmern. Die Weibchen produzieren Mf, die ihren Weg in den Blutkreislauf fin-
den und dort dann tageszeitunabhangig nachweisbar sind (Simonsen et al. 2011). Die
Mf werden vom Vektor wahrend der Blutmahlzeit aufgenommen und gelangen im Vektor
vom Magen durch die Magenwand in die Thoraxmuskulatur, wo sie sich weiterentwi-
ckeln. Wenn sie das L3 Larvenstadium erreicht haben, wandern die Larven in Richtung

Stechrissel und kdnnen so erneut tbertragen werden (Simonsen et al. 2011).

Entwicklungim | Entwicklungim
Zwischenwirt Menschen

1 Cuhco;de.s Blutmahlzeit,
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2 Adulte Wiirmer in der
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Abb. 5: Der Lebenszyklus von Mansonella perstans. 1) Der Zwischenwirt (Culicoides)
gibt die L3 Larven wahrend der Blutmahlzeit an den Endwirt (Mensch) ab. 2) Dort entwi-
ckeln sich L3 Larven zu adulten Wirmern. 3) Die Weibchen produzieren Mf, die sich im
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Blut verteilen. 4) Culicoides nimmt bei der Blutmahlzeit die Mf (L1 Larven) auf. 5) - 7) In
der Micke entwickeln sich die L1 Larven bis zu L3 Larven. 8) Diese wandern in den
Stechrissel und kdnnen bei der nachsten Blutmahlzeit an den Endwirt Ubertragen wer-
den (verandert nach CDC Centers for Disease Control and Prevention).

1.2.1.3 Die Immunantwort wahrend einer Filarieninfektion

Filariosen sind komplexe Parasit-Wirt-Beziehungen, in denen eine Vielzahl von Zellen,
Zytokinen und Chemokinen eine Rolle spielen. Es gibt gro3e Bemuhungen, dieses Netz-
werk an Interaktionen zu verstehen und zu erforschen. Ein tieferes Verstandnis dieser
Mechanismen konnte neue Strategien zur Bekdmpfung der Infektionen liefern.

Die Immunantwort des Wirts wird auf verschiedenste Weisen durch eine Filarieninfektion
beeinflusst. Grundsétzlich verursachen Wirmer eine Immunregulation und Modifikation,
die dem Parasiten ein Uberleben ermdglicht und auch dessen Reproduktion. Gleichzei-
tig wird auch der Wirt vor einer UberschieRenden pro-inflammatorischen Reaktion ge-
schitzt. Regulatorische Mechanismen beinhalten Zytokinproduktion, den Klassenwech-
sel der Immunglobuline und alternativ aktivierte Makrophagen (AAM). Fur die Immun-
supression von Zellen spielen die T.egs und die anti-inflammatorischen Zytokine (IL-10
und TGF-B) eine wichtige Rolle (Babu und Nutman 2014). Eine modifizierte Ty2-Antwort
ist fur die Immunreaktion bei Filarieninfektionen charakteristisch. Diese Immunantwort
wird durch bestimmte Zytokine gekennzeichnet, unter anderem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10
und IL-13 (Koyasu et al. 2010). Die Anzahl an AAM, Mastzellen, basophilen
Granulozyten und eosinophilen Granulozyten steigt erheblich an. Auch Ak wie IgE, IgG1
und nicht inflammatorisches IgG4 werden vermehrt produziert. Die Ty2-Antwort wird
durch die Interaktion des Parasiten mit den Abwehrzellen des Wirts wie DC und Makro-
phagen getriggert (Babu und Nutman 2014). Erhéhte IgE Level, induziert durch IL-4 und
IL-13, sind fUr eine parasitare Immunantwort charakteristisch (Hussain et al. 1981).
Polyklonales IgE kann noch Jahre nach der Infektion nachgewiesen werden und lasst
daher vermuten, dass IgE antigenunspezifisch produziert wird und sich Gedéacht-
niszellen bilden. Der parasitare Einfluss auf das Immunsystem bewirkt ein
hyposensitives Immunsystem und asymptomatische Infektionen und ermdglicht dem
Wurm, lange zu tberleben (Babu und Nutman 2014).

Diese Fahigkeit ist hilfreich, da es bei Betroffenen auch unterschiedliche Verlaufsformen
und Auspragungen gibt. Zum Beispiel weisen ca. 50% der asymptomatischen
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Wuchereria bancrofti infizierten Individuen keine Mf im peripheren Blut auf. Diese Mf
Patienten zeigten keine starke Pathologie und blieben daher lange Zeit unentdeckt. Al-
lerdings ist diese Kohorte epidemiologisch interessant, da sie einen Endpunkt beziglich
der HelminthenUbertragung und damit einen Stopp des Lebenszyklus darstellt (Arndts et
al. 2012). Durch die Erforschung des immunologischen Profils dieser Patienten und
durch das Verstandnis, wie sie die Mf an ihrer Entwicklung hindern, kénnte es neue the-
rapeutische Moéglichkeiten geben (Arndts et al. 2012).

Des Weiteren zeigten friihere Studien, dass es einen Zusammenhang zwischen Wurm-
infektionen und chronischen Infektionen wie Asthma oder Koinfektionen wie Malaria gibt.
Diese Erkenntnisse kdnnten dazu dienen, auch in anderen Bereichen therapeutische
Erfolge zu erzielen (Hoerauf et al. 2005). Um diese Parasit-Wirt-Beziehungen zu erfor-
schen ist ein geeignetes Mausmodell unabdingbar. Das Litomosoides sigmodontis (L.
sigmodontis) Mausmodell (siehe 1.2.2) erweist sich als das beste Modell, um eine pa-
tente Infektion, also den kompletten Entwicklungszyklus vom Larvenstadium zum adul-

ten Wurm von LF zu untersuchen.

1.2.2 Das Litomosoides sigmodontis Mausmodell

Es wurde eine Vielzahl von Mausmodellen entwickelt, um die klinischen Symptome, die
Parasiten und auch die entsprechende Immunantwort im Wirt zu erforschen (Denham et
al. 1983; Graham et al. 2005). Diese Mausmodelle lieferten einen Weg, die Interaktion
zwischen Wirt und Parasit zu analysieren. Allerdings gelang es dem Parasit nicht, sich
naturlich und vollstandig zu entwickeln, da die Immunabwehr des Wirts zu stark war
(Graham et al., 2005). Ein voller Entwicklungszyklus ist nur im nattrlichen Wirt (Baum-
wollratte) moglich. Um die immunmodulatorischen Mechanismen von Filarien zu unter-
suchen benutzen Forscher das gut etablierte Mausmodell von L. sigmodontis, welches
zur selben Familie gehort, wie die human pathologischen Filarien, die die lymphatische
Filariose verursachen.

Somit kdénnen auch Immunantworten und Immunzellinfiltration untersucht werden
(Hubner et al. 2009; Petit et al. 1992; Layland et al. 2015). Diese Nematode gehort zu
der Familie der Onchocercidae (pathogene humane Filarien), welche bezogen auf das

Migrationsverhalten der Larven, genomische und biochemische Struktureigenschaften
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sowie immunologische Kreuzreaktionen viele Uberschneidende Aspekte aufweisen
(Graham et al. 2005).

Die Baumwollratte Sigmodon hispidus (Zahner und Wegerhof 1986) oder die mongoli-
sche Rennmaus Meriones unguiculatus (Diagne et al. 1990) wurden als nattrlicher Wirt
genutzt, um L. sigmodontis im Labor zu erhalten. Die Ubertragung von L. sigmodontis.
findet durch die tropische Rattenmilbe Ornithonyssus bacoti wahrend einer Blutmahlzeit
von infizierten Baumwollratten oder Rennratten statt. Die aufgenommenen Mf entwickeln
sich in unterschiedlichem Gewebe, wie intestinalem Gewebe, Speicheldrisen und
Coxaldrusen (Nieguitsila et al. 2013).

Innerhalb der ersten 5-7 Tage entwickeln sich die Mf zu L2-Larven und innerhalb von 9-
11 Tagen zu L3-Larven. Die infektiosen L3-Larven wandern zuriick in das Haemocoel
der Milbe (Hugues E.T 1950; Diagne et al. 1990), von wo aus sie bei der nachsten Blut-
mahlzeit an den Endwirt abgegeben werden (Nieguitsila et al. 2013). Wie in Abbildung 6
zu sehen, migriert die L3-Larve durch die lymphatischen Gefal3e in die Pleurahéhle zwi-
schen Lunge und Zwerchfell (Hoffmann et al. 2000). An diesem Ort entwickelt sich die
L3-Larve uber das L4-Stadium zum adulten Wurm. Méannliche und weibliche adulte
Wirmer paaren sich und produzieren Mf, die ca. 50 bis 55 Tage nach der Infektion im
peripheren Blut nachweisbar sind (Hoffmann et al. 2000).

L. sigmodontis ist in der Lage, verschiedene Mausstamme zu infizieren, wobei sich die
Entwicklung des Parasiten unterschiedlich darstellt. Semi-resistente C57BL/6 Mause
sind imstande, die adulten Wirmer zu eliminieren (ca. Tag 40 nach Infektion) und entwi-
ckeln keine patente Infektion (die Phase ab dem Zeitpunkt der vollstéandigen Entwicklung
zum adulten, Eier legenden Wurm und dem ersten Auftreten von Mf im peripheren Blut)
(Le Goff et al. 2000; Layland et al. 2015). Durch die Entdeckung, dass L. sigmodontis in
BALB/c Mausen alle Entwicklungsstadien durchlauft und eine patente Infektion stattfin-
den kann, ergaben sich neue Mdglichkeiten der Analyse (Petit et al. 1992). Die Unter-
schiede in der L. sigmodontis Resistenz der beiden Mausstamme sind durch unter-
schiedliche Immunantworten bedingt. Wahrend C57BI/6 Mause eher eine dominierende
Tul-Antwort zeigen, entwickeln BALB/c Mause eine Ty2 Immunantwort. Deshalb ist der
Parasit in der Lage, sich in BALB/c Mausen aus der infektiosen L3-Larve bis zum adul-

ten Wurm zu entwickeln und Mf zu produzieren (L1-Larve), welche sich in 40-60% der
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Falle im Blut des Wirts nachweisen lassen (Petit et al. 1992; Le Goff et al. 2000; Hoff-
mann et al. 2000; Rodrigo et al. 2016).

Balb/c Maus

Adulte Wirmer leben in der
Pleurahdhle ab ca. dem 25-30
Tag nach der Infektion

Nach ca. 8 Tagen entwickelt sich
die L4 Larve (juveniler Wurm)

Mikrofilarien (L1) im

| peripheren Blut, ab ca. Tag 50
L3 Larven werden Ober den Biss der Milbe auf die Maus nach der Infektion
Ubertragen und wandern in die Pleurahdhle an Tag 2-6

l

Infektidse L3 Larve in der \
Milbe, 10-14 Tage nach der

Aufnahme von Mf

Ornithyssus bacoti—die
Rattenmilbe, die Mf entwickeln
sich zu L2 und dann L3 Larven

Abb. 6: Der Lebenszyklus von L. sigmodontis. L. sigmodontis benutzt die Rattenmilbe
Ornithonyssus bacoti als Zwischenwirt. Wahrend der Blutmahlzeit an einem infizierten
Wirt werden Mikrofilarien (L1) aufgenommen und wandern in unterschiedliche Gewebe,
wo sie sich bis zur infektiosen L3 Larve weiterentwickeln. In diesem Stadium wandern
die Larven in die Mundhohle. Nach Ubertragung der L3 Larven an den Endwirt wandern
diese Uber die LymphgefalRe in die Pleurahdhle, wo sie sich Uber das L4 Stadium in
adulte Wiurmer entwickeln, Mf produzieren und somit den Kreislauf wieder schlie3en
(verandert nach Hubner et al. 2009).



27

1.2.3 Die Immunantwort bei einer L. sigmodontis Infektion

Wie bereits dargestellt kann L. sigmodontis nur im BALB/c Labor-Mausstamm eine pa-
tente Infektion entwickeln. Verschiedene genetisch veranderte Mausstamme stellen ei-
nen grofRen Wert fur die Forschung dar und helfen bei dem Verstandnis, wie die Parasi-
ten das Wirts-Immunsystem regulieren. Mausstamme mit Defiziten in bestimmten Zellty-
pen oder Zytokinen sind besonders wichtig, um die regulatorischen Effekte von Helmin-
then zu erforschen.

In der Immunabwehr gegen L. sigmodontis spielen Tyl, Tu2, Tul7 und Tegs €ine wichti-
ge Rolle (Hoerauf et al. 2005; Diaz und Allen 2007). So wurde gezeigt, dass sich bei L.
sigmodontis Infektionen in BALB/c M&ausen hauptséchlich eine Ty2-Immunantwort zeigt,
welche von spezifischem IgG und Eosinophilie begleitet wird. Au3erdem scheint die T2-
Immunantwort eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Entwicklung der L3-Larven
zum adulten Wurm zu spielen (Al-Qaoud et al. 1997). Studien konnten zeigen, dass
Méause, denen IFN-y fehlt, nicht in der Lage waren eine Infektion mit L. sigmodontis zu
bekampfen (Saeftel et al. 2001). Dies lasst den Schluss zu, dass auch Tyl Mechanis-
men in der Abwehr von Parasiten involviert sind (Babu und Nutman 2014). Es ist wohl
bekannt, dass es wahrend der Helmintheninfektion zu einer erhéhten Produktion von IL-
4 und IL-5 (Tw2) kommt (Marechal et al. 1997) und diese Zytokine eine signifikante Rolle
bei der Entwicklung der patenten Infektion tbernehmen. Bezuglich eines der beiden Zy-
tokine in defizienten Mausen zeigten sich eine hohere Mikrofilarienanzahl und eine ver-
langerte Uberlebenszeit. In Erstinfektionen scheint IL-5 in der Entwicklung zum adulten
Wurm involviert zu sein (Martin et al. 2000; Saeftel et al. 2001; Volkmann et al. 2003).
Dies zeigte sich durch Experimente, in welchen IL-5 defiziente Mé&use eine hoéhere
Wurmlast hatten, wohingegen Mause die IL-5 Uberexpremierten in der Lage waren, die
Parasiten schneller als Wildtypmause zu eliminieren (Martin et al. 2000). IL-4 scheint
eine wichtige Rolle in der Reifung der Helminthen in C57BL/6 Mausen zu spielen. In infi-
zierten Mausen, die kein IL-4 bilden kénnen, entwickeln sich die Helminthen bis zur pa-
tenten Infektion. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass IL-4 und somit die Ty2-
Immunantwort eine Schlisselrolle bei der patenten Infektion und auch bei der Immun-
abwehr spielen (Le Goff et al. 2000). IL-2 férdert die Produktion von Tyl-Zellen und der
Zytokine IFN-y und TNF-3, die fir das Rekrutieren von Makrophagen, die Hochregulati-
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on verschiedener Zytokine sowie die Einleitung der Apoptose essentiell sind (Trautmann
et al. 2002).

Das Tul-Zytokin IFN-y hat einen wichtigen Einfluss wahrend der Infektion mit L.
sigmodontis, da defiziente Mause wahrend einer Infektion mit B. malayi eine hdhere
Wurmlast haben als Wildtyp Méause (Babu et al. 2000).

Sowohl IL-5 als auch IFN-y haben einen Effekt auf die Knotenbildung und die Beseiti-
gung der Wirmer (Osborne et al. 1996; Saeftel et al. 2003). Dieser Synergismus der
beiden Zytokine wurde mithilfe von knockout (KO) Mausen untersucht und zeigte eine
erhohte Wurmlast im Vergleich zu defizienten Mausen fur nur eins der beiden Zytokine
(Saeftel et al. 2003). Je nach Entwicklungsstufe des Parasiten spielen Tyl- und Ty2-
Immunantworten eine Rolle und kdonnen diese kontrollieren. Die Effektorzellen agieren
wéahrend einer Helmintheninfektion synergistisch (Saeftel et al. 2003).

Eines der wichtigsten Zytokine fir die Immunsupression ist IL-10. Auch wahrend einer
Filariose reguliert es die Proliferation von Ty1- und Ty2-Zellen (Taylor et al. 2006). Bei L.
sigmodontis Infektionen scheint es einen Einfluss auf die Anfélligkeit der Filarien zu ha-
ben (Hoffmann et al. 2001). Studien haben gezeigt, dass hohe Spiegel von IL-10 das
Uberleben von adulten Wiirmern und Mf begiinstigen (Specht et al. 2012). Regulatori-
sche Eigenschaften werden sowohl IL-10 als auch TGF-R zugeschrieben (Babu et al.
2006) und sind in die Aktivierung und Induktion von T4 Zellen verwickelt (Roncarolo et
al. 2006). Teq Zellen sind in der Lage die Pathologie zu limitieren, indem sie die Inflam-
mation drosseln und die Autoimmunreaktion kontrollieren. CD4"Foxp3*CD25" Treg Zellen
sind wahrend einer L. sigmodontis Infektion aktiv und sorgen durch die Suppression der
Immunantwort des Wirts furr ein Uberleben des adulten Parasiten (Taylor et al. 2007).
Auch neutrophile Granulozyten haben eine grol3e Bedeutung bei der Bekampfung der
Parasiten. Sie sind unter anderem fir die Einkapselung der Wirmer mit verantwortlich
(Al-Qaoud 2000). In Studien wurde gezeigt, dass IFN-y KO Mause eine geringere Che-
motaxis und Phagozytose im Vergleich zu Wildtyp M&usen hatten (Saeftel et al. 2001)
und IL-5 KO Méause eine geringere Anzahl von neutrophilen Granulozyten in der Pleura-
hohle aufwiesen (Al-Qaoud 2000). Beide Zytokine (IL-5 und IFN-y) fordern die Produkti-
on von TNF-a (Saeftel et al. 2001), welches fir die Rekrutierung von neutrophilen

Granulozyten eine essentielle Rolle spielt (Al-Qaoud 2000). Neben den patenten Infekti-
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onen in den BALB/c M&usen I&sst sich in anderen Mausstammen die Immunmodulation
bei kompletter Eradikation von L. sigmodontis untersuchen.

Durch die Erforschung des immunologischen Profils verschiedener Patienten und durch
das Verstandnis, wie sie die Mf an ihrer Entwicklung hindern, kénnten sich neue thera-

peutische Mdglichkeiten ergeben (Arndts et al. 2012).

1.3 Zielsetzung

Individuen, die mit M. perstans infiziert sind zeigen im Gegensatz zu Infektionen mit an-
deren Filarienarten oft nur milde Symptome und kaum eine Pathologie. Dies lasst auf
eine gute Adaptation des Parasiten an den Wirt und eine Immunregulation schliel3en.
Zurzeit existieren wenige Daten bezuglich der spezifischen Immunantwort in M. perstans
infizierten Individuen. Um eine M. perstans Infektion zu diagnostizieren ist es noétig, die
Mikrofilarien im Blut zu erkennen. Zur Detektion von geringen Mf Anzahlen ist ein ge-
schultes Auge ndétig, wobei eine genaue Differenzierung zwischen verschiedenen Arten
oder die Analyse der fortschreitenden Infektion mikroskopisch kaum mdéglich sind. Mole-
kulare Techniken sind von grof3er Bedeutung, um die Diagnostik und Analyse zu erleich-
tern und sollten Mittel der Wahl sein. Daher ist die Etablierung einer quantitativen real-
time PCR (gPCR) fur M. perstans Infektionen im Blut von enormem Interesse und stellt
einen grof3en Fortschritt in der Diagnostik von infizierten Personen und auch von infizier-
ten Culicoides Micken (Vektor) dar. Die Analyse der Culicoides Spezien kann Auf-
schluss Uber die Vektorpravalenz von M. perstans geben und kénnte somit hilfreich bei
der Einddmmung der Infektion sein. Zudem wiirde eine Verbesserung der qPCR zur Er-
hohung der Sensitivitdt und Spezifitdt fhren und eine Infektion sicher diagnostizieren.
Epidemiologische Studien wéren mittels qPCR mdglich. Somit stellte die Etablierung
und Optimierung der qPCR eines der Ziele dieser Arbeit dar.

Zusatzlich konnte im Rahmen des Kooperationsprojekt mit Kamerun und Ghana mit
dem Akronym MaP2Co M. perstans Antigen gewonnen werden und es gelang in vitro
eine Infektion mit M. perstans zu simulieren (Njouendou et al. 2017; Ritter et al. 2018).
Dies stellt einen wichtigen Schritt in der Analyse der Fahigkeiten das Immunsystem zu

modulieren von M. perstans dar.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Pathologieentwicklung, die wahrend
einer Filarieninfektion entsteht. Da es in vivo nicht moglich ist, die genaue Immunzellin-
filtration und histologische Veranderungen zu beurteilen, sollte mithilfe des Litomosoides
sigmodontis Mausmodells als Modell fir humane Filariosen die Pathologie im Verlauf
einer Infektion von BALB/c Mausen untersucht werden. Dabei sollte besonderes die In-
filtration von Immunzellen und daraus resultierende Entziindungs- und Pathologieent-
wicklung beurteilt werden. In diesem Rahmen wurde eine Inflammationsskala zur
Berurteilung etabliert, um verschiedene Infektionen miteinander vergleichen zu kdnnen.
Neben BALB/c Wildtyp Mausen wurden auch Tegs und IL-4Ro/IL-57 Mause analysiert.
IL-4Ra/IL-57 Mause zeigten im Vergleich eine starke Entziindungsreaktion. Ebenfalls
wurde das Immunprofil in den Mausmodellen analysiert. Bisher sind nur Daten zu Single
knockout Mausen bekannt, aber beide Zytokine, IL-4 und IL-5, spielen eine wichtige Rol-

le bei parasitaren Infektionen bezogen auf die Wurmlange und Wurmanzabhl.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Automatische Eismaschine (Scotsman MF26) HTG Trading, Ipswich, UK

Cycler Corbett Rotor-Gene 6000
ELISA Mikroplattenleser (SpectraMax® )
Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)

Glasware

Heizblock (Thermomixer compact)
Homogenisator (Precellys® 24 )
Kihlplatte (COP 20)

Kihlplatte (COP 30)

Kuhlschrank

MAGPIX Luminex System
Mikroskop (Axioscop)

Mikroskop Leitz DMRXE

NanoVue

Neubauer Zdhlkammer
Paraffineinbettungssystem (TB 588)
Paraffin Ofen

PCR Workstation Pro

pH-Meter (SevenEasy ")

Pipetboy
QiaCube®

Qiagen, Hilden, Deutschland

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Bosch, Stuttgart, Deutschland

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

Schott, Frenchs Forest, Australia
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland

Medite, Burgdorf, Deutschland

Medite, Burgdorf, Deutschland

Amica, Ascheberg, Deutschland

Luminex Cooperation, Texas, USA

Zeiss, Jena, Deutschland

Leica Mikroskopsysteme GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Healthcare Life Sciences, Freiburg,
Deutschland
Marienfeld GmbH, Gelsenkirchen,
Deutschland

Medite, Burgdorf, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland

Mettler Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland

Integra, Biebertal, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland



Rotationsmikrotom automatic (RM 2245)

Scheren
Shandon Excelsior ES tissue processor

Superdex™ 75 column

Thermomagnetic stirrer (IKAMAG® REO)

Ultrazentrifuge (Optima™ L-100 XP)
Vortex Mixer (RS-VA 10)

Vortex Mixer (Minishaker)

Waage

Wasser Purification System
Zentrifuge (Eppendorf 5417R)
Zentrifuge (Hettich Mikro 200; 1610)
Zentrifuge (Multifuge 4 R)

2.1.2 Software

GraphPad Prism 5

Corbett Rotor-Gene 6000 Software
ProcartaPlex Analyst 1.0 Software
Simplicity 2.1

DISKUS Software

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Abfalltiten

BD BBL™ Columbia CNA Agarplatte

Leica Mikroskopsysteme GmbH, Wetzlar

Deutschland

Labomedic GmbH, Bonn, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,

Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland

Phoenix Instrument, Garbsen,
Deutschland

VWR International, Radnor, USA
Kern KB, Balingen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Hettich, Kirchlengern, Deutschland
Fischer Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

GraphPad Software, San Diego USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
eBioscience, Heidelberg, Deutschland
Berthold Technologies

Hilgers, Kénigswinter, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland



ELISA Platten (96 well)

Reaktionsgefale (0.5-2 ml)
Falcon (15 ml, 50 ml)
Gaze (0,5/0,5 mm)
Handschuhe

Kanulen

Objekttrager

Parafilm

Petrischalen Greiner

Pipettenspitzen (10-1000 ul)

Serologische Pipetten (5-50 ml)

12-Well Platte

96-Lochplatten

2.1.4 Reagenzien

Acetone
AE Puffer

Agarose

Assay diluents
BSA

Chloroform (HPLC grade)
Coating Puffer (10x)
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Greiner Bio-One GmbH, Fricken-hausen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Labomedic GmbH, Bonn, Deutschland
Ansell Healthcare, Bruessel, Belgien

BD MicrolanceTM, Heidelberg,
Deutschland

Engelbrecht, Ederminde, Deutschland
Bemis, Kalifornien, USA

Bio-One GmbH, Fricken-hausen,
Deutschland

Starlab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Biozym  Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

eBioscience, Heidelberg, Deutschland
PAA  Laboratories GmbH, Colbe,
Deutschland

AppliChem Panreac, Barcelona, Spanien

eBioscience, Heidelberg, Deutschland



Deoxynucleosid Triphosphate (dNTPs)
Dithiothreitol (MDTT)

Dnase Puffer | (10x)

Dnase Inaktivator Reagenz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Eosin yellow
Ethanol 70 %-99.8 % (v/v)
First Strand Puffer (5x)

Fixative Losung

Forene®

Formaldehyde Lésung 10 % (v/v)

Glycerin

Wasserstoffperoxid (H20,)

Isopropanol
Mayer's Haematoxylin

Oligo dt
Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

rDNase |

Rnase out™
Schwefelsaure (H,SO,)
Super Script® IlI
SYBR® Green |

3,3,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)

Trizol®
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Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Kalifornien, USA

Ambion GmbH, Kaufungen, Deutschland
Ambion GmbH, Kaufungen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Kalifornien, USA

Medion Diagnostics, Grafelfin,
Deutschland

AbbVie GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,

Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Munchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Minchen,

Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,
Morphisto GmbH, Frankfurt am Main,

Deutschland

Deutschland

Invitrogen, Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

Ambion GmbH, Kaufungen, Deutschland

Invitrogen, Kalifornien, USA
Merck KGaA, Darmstadt,
Invitrogen, Kalifornien, USA

Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland
Deutschland

eBioscience, Heidelberg,

Ambion GmbH, Kaufungen, Deutschland



Trypan blue

Tween® 20

Weigert's Haematoxylin

Xylol

2.1.5 Kit/Assay Systeme

Advanced Protein Assay

Diff-Quik staining set

Dnase-free™ Kit

Hot Start Tag® DNA Polymerase

Mouse ELISA Kits (Ready-Set-Go)
(TNF-0,, IFN-y, IL-17A, IL-13)

Mouse ELISA Kits (Duo Set®; IL-5, IL-10)
Pierce® LAL Chromogenic Endotoxin-
Quantitation Kit

Precelly's Glas Kit (0,5 mm)
ProcartaPlex Mouse Chemokine Panel 1
(9 plex)

QIAamp’s DNA Mini Kit

2.1.6 Puffer und Lésungen
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Sigma-Aldrich GmbH, Minchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Morphisto GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

AppliChem Panreac, Barcelona, Spanien

Cytoskeleton, ORT, USA

Medion Diagnostics, Grafelfin,
Deutschland

Ambion GmbH, Kaufungen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
eBioscience, Heidelberg, Deutschland

R&D GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland

eBioscience, Heidelberg, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Alle Puffer und Losungen wurden mit Millipore Q destilliertem Wasser hergestellt.

2.1.6.1 Puffer fur die Zytokin PCR

AE Puffer 40 mM

1 mM

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (pH 8.3)
EDTA
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2.1.6.2 Puffer und Lésungen fur den ELISA

eBioscience:
Coating Puffer
Waschpuffer

Blocking Losung
Enzyme
Substrate
Stopploésung

R&D:

Coating Puffer
Waschpuffer
Blocking Losung
Enzyme

Substrat

Stopploésung

10 x Coating Puffer verdinnt mit A.dest-> 1x Coating Puffer
1 x PBS (pH 7.2-7.4)

0.05 % (v/v) Tween® 20

1 x Assay diluents

Arvidin-HRP (1:250 verdinnt mit A. dest)

3, 3, 5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)

2 N H,SO,4

0,1 M Na;HPO4 mit A. dest; pH 9,0 mit HCL

1 x PBS (pH 7.2-7.4)

0.05 % (v/v) Tween® 20

1 x PBS

1 % BSA

Streptavidin-POD 1:5000 mit 1 x PBS/1 % BSA

10 ml Lsg 4: 0,1M NaH,PO, mit A. dest., pH 5,5 mit NaOH
200 ul TMB

2 ul H20,

2 N H,SO,4

2.1.6.3 Zellkulturmedium und Puffer

ACT Puffer

Hinkelmann L6ésung

17 mM Tris
160 mM NH,4CI
pH 7.2

0.5 % Eosin yellow
0.5 % Phenol
0.185 % Formaldehyd
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TBE-Puffer (10x) 108 g Trisbase
55 g Borsaure
9,3 g Na,EDTA 2 H,0
pH 8,3 in 1 Liter H,O

2.1.7 Primer fur die gPCRs

Alle Primer wurden bei Microsynth AG bestellt und in AE Puffer geltst. Die Primer hatten
eine Stockkonzentration von 100 uM und wurden je nach Bedarf mit AE Puffer verdinnt
(siehe Mastermix).

Primer und Fluoreszenz-Farbstoff fir die Zytokinbestimmung:

R-Aktin Primer
Fwd Primer 5-AGA GGG AAATCG TGC GTG AC-3'
Rev Primer 5'-CAATAG TGATGA CCT GGC GGT-3'

IL-4 Primer
Fwd Primer 5-TGT ACC AGG AGG CAT ATC CAC-3'
Rev Primer 5'-GTT CTT GGT TGC TGT GAG GAC-3'

IL-10 Primer
Fwd Primer 5-GGT TGC CAAGCC TTATCG GA-3'
Rev Primer 5'-ACC TGC TCCACTGCCTTG CT-3'

IL-17a Primer
Fwd Primer 5'CCG CAATGAAGA CCC TGATA-3
Rev Primer 5'-TCC CTC TTC AGG ACC AGG AT-3'

TNF-o Primer
Fwd Primer 5'-CAT CTT CTC AAAATT CGA GTG ACAA-3'
Rev Primer 5'-TGG GAG TAG ACAAGG TAC AAC-3'
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IFN-y Primer
Fwd Primer 5-TCAAGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA-3'
Rev Primer 5-TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG-3'

SYBR® Green | von Thermo Fisher wurde als Fluor-Farbstoff verwendet.

Primer und Sonden fiir die M. perstans PCR:
Mp_ITS1_fwd 5- GGT GAT ATT CGT TGG TGT CTAT-3

Mp_ITS1 rev 5'- AGC TAT CGC TTT ATC TTC ATC A-3’

Mp_ITS1 hybe 5 Fam-TCC AAATTATCG CCT AAA CCG TCG A-BHQ 3’
mIFNy_fwd 5- TCAAGT GGC ATA GAT CTG GAA GAA-3

mIFNy_rev 5-TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG-3’

mIFNy_hybe 5' HEX-TCA CCATCC TTT TGC CAG TTC CTC CAG-BHQ1-3"

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung des Patientenmaterials

Im Rahmen des MaP2Co Projekts des "African-German Cooperation Projects in
Infectiology” zwischen Ghana, Kamerun und Deutschland (Disseldorf und Bonn), wel-
ches von der DFG geférdert wurde (HO 2009/10-1), wurden die benoétigten Humanpro-
ben fur die Etablierung der gPCR und die Analyse von M. perstans spezifischen Immun-
antworten in Ghana bzw. Kamerun gewonnen und fir diese Arbeit zur Verfigung ge-
stellt. Das Protokoll der ,DNA purification from blood or body fluids® (Spin protocol) von
QlAamp’s DNA Mini Kit (QlIAamp’s DNA Mini and Blood Mini Handbuch 11/2007; Seite
27-29) wurde benutzt, um die DNA vom Vollblut und Sediment der einzelnen Proben zu
extrahieren. Dies geschah in Ghana und die extrahierte DNA wurde nach Deutschland
geschickt.

Fur die spezifische Kontrolle der M. perstans gPCR wurde die DNA von 1000 Mf von W.
bancrofti und M. perstans bendtigt. Die Mf wurden in Ghana gefiltert und die DNA nach
dem Protokoll fir die ,DNA purification from tissues® von QlAamp’s DNA Mini Kit
(QlAamp’s DNA Mini and Blood Mini Handbuch 04/2010; Seite 33-36) extrahiert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gewinnung der RNA aus Lungen- und Diaphragmagewebe

Gewebestiucke von Lunge und Diaphragma wurden am Analysetag entnommen und bei
-20 °C eingefroren (siehe 2.2.4.3). Fur die RNA-Gewinnung wurden die gefrorenen Pro-
ben in Homogenisatorrohrchen (Preceely's Glas Kit 0,5 mm) tberfuhrt und mit 1 ml
Trizol aufgefiillt. Mithilfe des Homogenisators (Precellys® 24) wurde das Gewebe zer-
kleinert (2 x 30 s). Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden die Proben
in frische Eppendorfgefalle (1,5 ml) transferiert, mit 0,2 ml Chloroform fur ca. 15 s ver-
mischt und bei RT fur 2-3 min inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (12000 g, 15 min, 4
°C) wurde der Uberstand in ein neues Tube lberfiihrt und der Rest verworfen. 0,5 ml
Isopropanol wurden hinzupipettiert und zuerst fir 10 min bei RT inkubiert und anschlie-
Bend bei 12000 g, 10 min, 4 °C zentrifugiert. Die RNA wurde so ausgefallt und befand
sich in einem kleinen Pellet am Boden des Gefal3es. Nun folgten zwei Waschschritte mit
jeweils 75 % Ethanol (1 ml) und 5 minutigem Zentrifugieren (7500 g, 4 °C). Der Uber-
stand wurde jedes Mal verworfen und am Ende wurde die Probe im Heizblock (37 °C)
fur 5-10 min getrocknet. AnschlieRend wurden 20 pl Rnase freies Wasser hinzugeflgt
und das Ganze im Heizblock bei 55-60 °C fir 10-15 min inkubiert. Die Konzentration der
fertige RNA wurde im NanoVue bei 260/280 nm gemessen und entweder bei -80 °C

weggefroren oder weiter zur cDNA verarbeitet (siehe 2.2.2.2).

2.2.2.2 Synthesen der cDNA aus RNA

Vor der Synthese von cDNA wurde mit dem Dnase-free™ Kit von Ambion jegliche DNA
entfernt. Dazu wurden 0,1 Volumenprozent (bei 20 pl Probe 2 pl) 10x Dnase 1 Puffer
und 1 pl rDnase zur RNA hinzugeflugt, gevortext und bei 37 °C 20-30 min inkubiert. Da-
nach erfolgte die Zugabe von 0,1 Volumenprozent (2 ul) Dnase Inactivation Reagent und
eine Inkubation von 2 min bei RT mit gelegentlichem Vortexen. Zum Schluss wurde alles
bei 10000 g fiir 1,5 min zentrifugiert und die im Uberstand befindliche gereinigte RNA in
ein neues Eppendorfgefal3 Uberfuhrt. Nun erfolgte die First-Strand cDNA Synthese
(Invitrogen). Dazu wurden je nach RNA Menge in der Probe 250 ng bis 5 pug der RNA
eingesetzt und auf ein Volumen von 11 pl mit Rnase freiem Wasser aufgefillt. Zu dem
Gemisch wurden 1 pl Oligo(dT) und 1 pl dNTPS (10 mM) hinzugefiigt. Somit entstand
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ein Endvolumen von 13 pl, das fir 5 min bei 65 °C inkubiert und anschliel3end fur min-
destens 1 min auf Eis gestellt wurde. Nach der Inkubation wurden 4 pl 5x First-Strand
Puffer, 1 pl 0,1 M DTT, 1 pl RnaseOUT™ und 1 pl Super Script® Il RT (200 units/pl)
hinzugeflgt. AnschlieRend wurde das Gemisch gevortext, zentrifugiert und erneut fir 45
min bei 55 °C im Heizblock inkubiert. Nach den 45 min erfolgte eine weitere Inkubation
von 15 min bei 70 °C und es wurden 40 pl Rnase freies Wasser hinzugefiigt. Nun konn-

te die cDNA in der g°PCR-Analyse eingesetzt werden (siehe 2.2.2.3).

2.2.2.3 Real-time Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR)

Die real-time PCR (qPCR) basiert auf dem Grundprinzip der herkdmmlichen
Polymerase-Kettenreaktion, ermdglicht allerdings zusatzlich die Quantifizierung der
DNA. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von
DNA Sequenzen. Fur eine PCR werden mehrere grundlegende Komponenten benotigt.
Zunachst wird die Original-DNA, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt enthélt (Templa-
te), bendtigt. Die Primer missen komplementar zum 3' Ende der DNA Einzelstrange, die
das zu amplifizierende Template enthalten, sein. Sie bilden den Startpunkt der DNA-
Synthese. Da die Reaktion bei hohen Temperaturen ablaufen muss, wird ein Enzym zur
Synthese bendtigt (DNA-Polymerase), welches nicht durch sie zerstort wird, die soge-
nannte Tag-Polymerase. Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTP's) dienen als Baustei-
ne fur den von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-Strang. Zusatzlich werden
noch Magnesiumionen (MgCl,) und Pufferlésungen bendtigt, um das richtige Milieu far
das Enzym zu schaffen. Die Vervielfaltigungsreaktion wird in finf spezifische Schritte
eingeteilt (Initiation, Denaturierung, Annealing, Elongation und finale Elongation). Jeder
Schritt benétigt seine eigene spezifische Reaktionstemperatur. In der Initiationsphase
wird die DNA-Polymerase aktiviert, wie zum Beispiel die Tag-Polymerase bei 94-98 °C.
Die Tag-Polymerase wird haufig in der PCR verwendet, da sie sehr thermostabil ist und
eine hohe Amplifikationsrate besitzt. Nach der Aktivierung der Polymerase kommt es zur
Auflésung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden komplementéaren
DNA-Strangen und somit zur Denaturierung bei 90-95 °C. Nach der Denaturierung er-
folgt ein rascher Temperatursturz auf 48-65 °C, je nach Temperaturoptimum der einge-
setzten Primer. Dies ist die Annealingphase, in der sich die Primer an die komplementa-
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ren Einzelstrange lagern und somit einen DNA-Primer-Hybrid bilden. In der Elongation
wiederum nutzt die Tag-Polymerase diesen DNA-Primer-Hybrid als Ansatzpunkt fir die
Synthese eines neuen DNA-Stranges. Dieser Prozess findet bei Temperaturen zwischen
70-80 °C, je nach opitmaler Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase, wobei Ublicherweise
eine Temperatur von 72 °C zur Anwendung kommt. Um eine ausreichende Menge an
amplifizierter DNA zu erhalten, werden bis zu 45 Zyklen durchlaufen, die aus Denaturie-
rung, Annealing und Elongation bestehen. AnschlieBend erfolgt eine finale Elongation
bei 72 °C, um sicherzugehen, dass alle Einzelstrange vervielfaltigt wurden. Diese finale
Elongation ist allerdings nicht zwingend nétig (Giulietti et al. 2001).

Fur eine gPCR wird nun zusatzlich noch ein Fluoreszenzfarbstoff fur die Quantifizierung
der DNA bendtigt. Dieses erfolgt in Echtzeit (real time) wéahrend eines PCR-Zyklus. Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Es gibt verschie-
dene Farbstoffe die zur Anwendung kommen, einer der haufigsten ist SYBR-Green |
(Thermo Fisher). Der Fluoreszenzfarbstoff lagert sich in die DNA ein (interkalieren), wo-
durch seine Fluoreszenz ansteigt und es somit zu einer Zunahme dieser von Zyklus zu
Zyklus kommt. Die Messung findet am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt.

Fur die Zytokin gPCR kamen folgende Mastermixe und das Cyclerprofil zur Anwendung:

Zytokin gqPCRs:

Mastermix 3-Aktin:

H20 13,2 ul
10 x Puffer 2,0 ul
MgCl, 1,2 ul
dNTPs 0,1 ul
Fwd Primer (10 puM) 0,6 ul
Rev Primer (10 pM) 0,6 ul
SYBR Green | 0,2 ul

Hot Start Tag" 0,1 pl
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Der Mastermix wurde flir alle Proben zusammen angesetzt. Es erfolgte eine Zugabe von

2 ul der Proben DNA fiur jeden Reaktionsansatz. Die Proben wurden im Doppelansatz

bestimmt.

Mastermix Zytokine:

H,O 12 ul
10 x Puffer 2,0 ul
MgCl, 0,4 ul
dNTPs 0,1 ul
Fwd Primer (5uM) 1,6 pl
Rev Primer (5uM) 1,6 ul
SYBR Green | 0,2 ul
Hot Start Tag® 0,1 pl

Der Mastermix wurde fur alle Proben zusammen angesetzt. Es erfolgte eine Zugabe von

2 pl der Proben DNA fir jeden Reaktionsansatz. Die Proben wurden im Doppelansatz

bestimmt.

Cycler Profil Zytokine:

Initiation 95 °C
Denaturierung 94 °C
Annealing 58 °C
Elongation 72 °C

M. perstans qPCR:

15 min

15s

20 s 45 Zyklen
20s

Fur die M. perstans gPCR wurden die Primer und die Hybridisierungsprobe basierend

auf der ,Internal Transcribed Spacer Region 1“ (ITS 1) konstruiert (Jimenez et al. 2011).

Mastermix M. perstans:
H.O

2 x Quantinova Puffer
Mp_ITS1 fwd (10uM)
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Mp_ITS1 rev (10uM) 1l
Mp_ITS1 hybe (10uM) (green) 0,1 pl

Der Mastermix wurde fir alle Proben zusammen angesetzt. Es erfolgte eine Zugabe von
2 ul der Proben DNA fir jeden Reaktionsansatz. Die Proben wurden als Triplikate be-

stimmt.

Mastermix duplex PCR:

H>O 3,1 ul
2 x Quantinova Puffer 10 ul
Mp_ITS1_fwd (10uM) 1p
Mp_ITS1_rev (10puM) 1p
Mp_ITS1 hybe (10uM) (green) 0,1 ul
mIFNy_fwd (10uM) 0,8 ul
mIFNy_rev (10puM) 0,8 pl
mIFNy_hybe (10ul) (yellow) 0,2 pl
mIFNy Plasmid (10° Kopien/pl) 1l

Der Mastermix wurde flir alle Proben zusammen angesetzt. Es erfolgte eine Zugabe von

2 pl der Proben DNA fir jeden Reaktionsansatz Die Proben wurden als Triplikate be-

stimmt.

Cycler Profil:

Initiation 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 10s
Annealing/Elongation 62 °C 30's 35 Zyklen

Bei dieser M. perstans gPCR handelt es sich um eine sogenannte two-step PCR. Dies

bedeutet, dass Annealing und Elongation bei gleicher Temperatur stattfinden.
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2.2.2.4 Die Etablierung einer spezifischen M. perstans gPCR

Wie zuvor unter 2.1.1. erwéhnt, wurden fur die Etablierung der M. perstans qPCR hu-
mane Proben sowie Culicoides Micken aus Ghana, die im Rahmen des MaP2Co Pro-
jekts gesammelt wurden, verwendet. Um M. perstans im Vektor und dem Wirtsmaterial
(Serum) nachzuweisen, wurde eine M. perstans spezifische Duplex PCR etabliert. Dazu
wurden die unter 2.1.7 fur M. perstans (SyB) und fir die IFN-y Inhibitionskontrolle
(yellow) aufgefiihrten Sonden und Primer verwendet.

Fur die qPCR wurde das Zielgen (ITS 1) mittels PCR vervielfaltigt und Utber eine
Klonierung in kompetente Escherischia coli (E. coli) Bakterien mit Hilfe des TOPO
Plasmids transferiert. Die Bakterien, die das Gen erfolgreich aufgenommen haben wur-
den uber die Blau-Weil3-Selektion identifiziert und in einer Kolonie PCR bestatigt. An-
schlieBend wurde eine positive Kolonie Gber Nacht in einer Suspension herangeziichtet,
um das Plasmid mit dem ITS 1 Gen zu vervielfaltigen. Eine erneute Bestatigung erfolgte
mittels Sequenzierung. Nach Bestimmung der Plasmidkonzentration wurde eine
Plasmidverdinnungsreihe angefertigt (siehe Tab. 1). Mit den bekannten Konzentratio-
nen (pg/ul) in der Verdinnungsreihe lassen sich gemessene Proben mithilfe der Stan-
dardkurve umrechnen. Um eine M. perstans Plasmidverdiinnungsreihe (10™*- 10°) her-
zustellen wurde 1 pl der Stockkonzentration (300.000 Kopien/2 ul; 40380 pg/ul) in 9 pl
AE Puffer gelost. Diese 1:10 Verdinnung stellte die erste Stufe mit einem ersten Stan-
dard von 4038 pg/ul dar. Alle weiteren Verdinnungen finden sich in Tabelle 1. Fur die
Inhibitionskontrolle wurde ein mIFNy Plasmid verwendet. Das Endvolumen des Reakti-
onsgemisches betrug 20 pl mit einem Plasmidgehalt von 2 pl des ITS1 Plasmids und

106 Kopien des mIFNy Plasmids.

Tab. 1: M. perstans Plasmidverdinnungsreihe zur Etablierung einer Standardkurve.

Standard Verdlinnung pg/mli
1 1: 10 (10 4038 pg/pl
2 1: 100 (102 403,8 pg/pl
3 1: 1.000 (107®) 40,38 pg/pl
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4 1: 10.000 (10 4,038 pg/l
5 1: 100.000 (10°%) 0,4038 pg/ul
6 1: 1.000.000 (10°) 0,04038 pg/pl
7 1: 10.000.000 (107) 0,004038 pg/ul

Plasmidstock: 300.000 Kopien/2 pl; 1,18 pg/ul

Fur alle durchgefilhrten gPCR’s wurde die TagMan® Technologie verwendet. Die
Plasmidverdinnungsreihe (Tab. 1) wurde fir die Etablierung der Standardkurve im Drei-
fachansatz durchgefiihrt. Jede Probe wurde ebenfalls in Triplikaten gemessen und als
Negativkontrolle wurde steriles Wasser anstelle der DNA eingesetzt. Die Genamplifikati-
on wurde mit einem Cycler Rotorgene (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Fluoreszenz wurde im grinen Kanal (FAM) und im gelben Kanal (HEX) bei 62 °C ge-

messen.

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde genutzt, um die Zytokinlevel
in der murinen Pleuraflissigkeit (siehe 2.2.4.2) zu bestimmen. ELISA ist ein antikdrper-
basiertes Nachweisverfahren zur Detektion verschiedener Molekile wie zum Beispiel
Zytokine. Das Verfahren beruht auf unterschiedlichen Ak. Im ersten Schritt werden die
ELISA-Platten mit einem spezifischen Ak gegen das gesuchte Antigen beschichtet
(gecoatet), der zweite Ak (Detektions Ak) ist ebenfalls gegen das gewinschte Ag gerich-
tet und bindet an dieses nach dem ersten Ak. Durch den ersten Ak wird das Ag an die
Platte fixiert und durch den zweiten Ak markiert. Der zweite Ak ist mit einem Enzym ge-
koppelt, zumeisten werden die Meerrettichperoxidase (HRP), die Alkalische
Phosphatase (AP) oder seltener auch die Glucose-Oxidase (GOD) verwendet. Nach

Zugabe des entsprechenden Substrats kommt es zum Farbumschlag (blau), da das En-


https://de.wikipedia.org/wiki/Meerrettichperoxidase
https://de.wikipedia.org/wiki/Alkalische_Phosphatase
https://de.wikipedia.org/wiki/Alkalische_Phosphatase
https://de.wikipedia.org/wiki/Glucose-Oxidase
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zym das Substrat spaltet. Der Farbumschlag zeigt die pH Veranderung an, die durch
das umgesetzte Substrat entsteht. Die Reaktion wird mithilfe einer Stopplésung unter-
brochen und fuhrt zu einem erneuten Farbumschlag (gelb). Diese Unterbrechung ist no-
tig, da ansonsten eine Sattigung eintritt. Diese Endreaktion kann im Spektrophotometer
bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenz 590 nm) gemessen werden (Murphy et al.
2014).

2.2.3.2 Ready-Set-Go ELISA Kits (eBioscience)

Das Ready-Set-Go ELISA Kit enthalt alle bendétigten Reagenzien, abgesehen vom
Waschpuffer und Stopplosung. Der ELISA wurde entsprechend den Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die 96-well Platten wurden mit 50 pl/Well des Erst-Ak gecoated und Uber
Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Nach dreimaligem Waschen mit dem Waschpuffer (1 x PBS,
0,05 % Tween®20, pH 7,2) wurde die Platte fiir mindestens eine Stunde mit 2 N H,SO4
geblockt (100 pl/Well) um nicht gebundende Ak abzufangen und bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden der Standard und die Pro-
ben mit je 50 pl/Well aufgetragen und fiir zwei Stunden inkubiert. Die Proben und der
Standard wurden als Doppelansatz aufgetragen, wobei der Standard in absteigender
Konzentration pipettiert wurde. Wéahrend dieser Inkubation binden die entsprechenden
Zytokine an den spezifischen Erst-Ak. Durch erneutes Waschen werden nicht gebunde-
ne Molekule entfernt. Der Detektions-Ak wird mit 50 pl/Well aufgetragen und mindestens
eine Stunde bei RT inkubiert. Der Zweit-Ak bindet spezifisch an das fixierte Zytokin. Un-
gebundener Ak wird durch erneutes Waschen (dreimal) entfernt, bevor 50ul/Well vom
Konjugat Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP) hinzugefugt wird. Eine Inkubation
von 45 min bei RT ist notig, bevor die Platte erneut fiinfmal gewaschen wird. Das Sub-
strat 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB Substrat, 50 pl/Well) wird durch das Enzym
(HRP) umgewandelt und es kommt zum Farbumschlag (blau). HRP wandelt das
chromogene TMB in seine oxidierte Form um, daher sollte der letzte Schritt moglichst
unter Vermeidung von Lichtquellen durchgefiihrt werden. Nachdem die ersten vier bis
funf Standards gut sichtbar wurden (Farbumschlag nach blau), wurde die Reaktion mit-
hilfe der Stopplosung (2 N Schwefelsdure) unterbrochen (Farbumschlag nach gelb).

Unmittelbar danach wurde die Platte bei 450 nm im ELISA microplate reader eingelesen.
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Die resultierende optische Dichte (OD) der Proben wurde mit den OD des Standards

verglichen und mit deren Hilfe die Konzentration errechnet.

2.2.3.3 Duo Set® ELISA Kits (R&D)

Das Duo Set ELISA Kit enthalt alle benétigten Reagenzien, auRer dem Waschpuffer und
dem Blocking Puffer. Der ELISA wurde den Herstellerangaben entsprechend durchge-
fuhrt. Die 96-well Platten wurden mit 50 pl/Well des Erst-Ak gecoatet (Coatingpuffer: 0,1
M Na2HPO4 in A. dest., pH 9,0 mit HCI) und Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Nach
viermaligem Waschen mit dem Waschpuffer (1 M PBS + 0,05 % Tween®20, pH 7,0-7,3)
wurde die Platte fur mindestens eine Stunde mit Blocking Puffer (1 x PBS /1 % BSA;
100 pl/Well) bei RT inkubiert um nicht gebundende Ak abzufangen. Nach erneutem
viermaligen Waschen wurden der Standard und die Proben mit je 50 ul/Well aufgetragen
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Proben und der Standard wurden als Doppelan-
satz aufgetragen, wobei der Standard in absteigender Konzentration pipettiert wurde.
Wahrend dieser Inkubation binden die entsprechenden Zytokine an den spezifischen
Erst-Ak. Durch erneutes Waschen werden nicht gebundene Molekile entfernt. Der De-
tektions-Ak wird mit 1 x PBS /1 % BSA verdiinnt und es werden 50 pl/Well aufgetragen,
gefolgt von einer erneuten Inkubation fur eine Stunde bei RT. Der Zweit-Ak bindet spezi-
fisch an das fixierte Zytokin. Ungebundener Ak wird durch erneutes Waschen (funfmal)
entfernt, bevor 50 pl/Well vom Konjugat Streptavidin-Peroxidase (Streptavidin-POD
1:5000 mit 1 x PBS /1 % BSA verdiinnen) hinzugefugt werden. Eine Inkubation von 45
min bei RT ist notig, bevor die Platte erneut finfmal gewaschen wird. Durch den Ent-
wickler (10 ml Lsg.4 + 200 pl TMB + 2 pl H,O,) kommt es zu einem Farbumschlag
(blau). Nachdem die ersten vier bis funf Standards gut sichtbar wurden, wurde die Reak-
tion mithilfe der Stopplésung (2 M H,SO,4) (Farbumschlag gelb) unterbrochen. Unmittel-
bar danach wurde die Platte bei 450 nm im ELISA microplate reader eingelesen. Die
resultierende OD der Proben wurde mit den OD des Standards verglichen und somit die

Konzentration errechnet.
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2.2.3.4 Multiplex auf Beads basierende Typisierung

Zur Detektion von Chemokinen im Pleurawash wurde ein ProcartaPlex Mouse
Chemokine Panel 1 (9 plex, eBioscience, Heidelberg, Deutschland) durchgeflihrt. Die-
ses Kit ermdglichte die gleichzeitige Analyse von neun Chemokinen. Aul3erdem wurden
die Zytokin- und Chemokinlevel der humanen Serumproben aus Kamerun ebenfalls mit
einem ProcartaPlex Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel 1 (eBioscience,
Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die Analyte werden an spezifische, magnetische
Beads gebunden, die wiederum durch spezifische Farbkodierungen voneinander zu un-
terscheiden sind. Die Bindung zwischen Analyt und Bead kann durch einen sekundaren
Detektions-Ak mit hoher Affinitat zum Analyt nachgewiesen werden. Der sekundére Anti-
korper ist mit Biotin markiert und kann daher mit Streptavidin (Phycoerythrin (PE) mar-
kiert) angezeigt werden. Der Nachweis der Chemokine erfolgte nach den Anweisungen
des Herstellers. 50 pl der magnetischen Beads wurden in jede Vertiefung der 96-Well-
Platte gegeben. Die Beads werden mithilfe einer magnetischen Platte in den Vertiefun-
gen gehalten. Dadurch gehen bei den Waschvorgédngen keine Beads verloren. Die
Beads wurden einmalig mit dem Waschpuffer gewaschen und es wurden 50 pl vom
Standard bzw. von der Probe hinzugefiigt. Die Pleurawashproben wurden unverdinnt
eingesetzt. Der Proben-Bead-Mix wurde fur zwei Stunden auf dem Schdttler (500 rpm)
bei RT unter Lichtschutz inkubiert. Danach wurden die Beads zweimal mit dem Wasch-
puffer gewaschen. Der Detektions-Ak wurde 1:50 verdinnt und jeweils 25 ul in jede Ver-
tiefung hinzugefiigt. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 30 min bei RT und 500
rom wurde die Platte erneut zweimal gewaschen und 50 pl Streptavidin-Phycoerythrin
(Streptavidin-PE) hinzugefligt. Die Platte wurde erneut fir 30 min auf der Schittelplatte
inkubiert und anschlieRend zweimal gewaschen. Vor der Messung wurden noch 120 pl
Lesepuffer (reading buffer) in jedes Well hinzugefligt. Die Daten wurden mit MAGPIX
Luminex System (Luminex Cooperation, Austin, USA) akquiriert und mithilfe der

ProcartaPlex Analyst software 1.0 (eBioscience) analysiert.
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2.2.4 Parasitologische Methoden

2.2.4.1 Mausstamme

Alle BALB/c Wildtyp (Wt) Mause (Mus musculus) sowie die knockout Mause Interleukin-
4-Rezeptor/Interleukin-5 (IL-4Ro/IL-57) und Depletion of regulatory T cells (Dereg)
Mause wurden im Institut fir medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie
(IMMIP) der Universitat Bonn gehalten. Urspriinglich kamen die BALB/c wt Mause von
Charles River, die Dereg Mause stammten aus eigener Zucht und die IL-4Ro/IL-5"
Mause von Prof. Dr. Klaus Matthaei. Die Haltung erfolgte unter spezifischen pathogen-
freien (SPF) Bedingungen im IMMIP unter der Berlcksichtigung aktueller Tierschutzbe-
stimmungen mit freiem Zugang zu Wasser und Futter. Die Experimente wurden unter
Berucksichtigung der ethischen Regulatorien des Landesamtes fur Natur, Umwelt und

Verbraucherschutz NRW und der Europaischen Union durchgefihrt.

2.2.4.1.1 Litomosoides sigmodontis Infektion

Wie in Punkt 1.2.2 erlautert erfolgte die Infektion mit Litomosoides sigmodontis durch
eine natdrliche Infektionsmethode. Als Zwischenwirt diente die tropische Rattenmilbe
(Ornithonyssus bacoti), welche durch die Blutnahrung von infizierten Baumwollratten
(>2,000 Mf/ml Blut) die Ubertragung auf die jungen Mause sicherte. Nach zehn Tagen
auf den Baumwollratten wurden die Milben mit 6-8 Wochen alten Mausen zusammen-
gebracht. Die Ubertragung der L3 Larven fand wahrend der Blutmahlzeit statt (Infekti-
onstag). Parasitologische, immunologische und histologische Parameter wurden an ver-
schiedenen Tagen (Tag 0-72 nach Infektion) analysiert.

BALB/c Wildtypmause wurden mit L. sigmodontis infiziert, um eine Infektionskinetik zu
erhalten. Da sich eine patente Infektion ausbildet, diente dieses Experiment zur Analyse
der Veranderungen der verschiedenen Parameter wahrend einer Infektion. Abbildung 7
A zeigt die verschiedenen Analysetage fur die Wt Mause. IL-4Ra/IL-5-/- Mause wurden
an Tag 72 untersucht (Abb. 7 B) und die Dereg Mause (siehe 2.2.4.1.2) wurden wie in
Abbildung 7 C abgebildet analysiert.
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Abb. 7: Experimenteller Versuchsablauf fur die BALB/c Wildtyp IL-4/5 dko und Dereg
Mause. Die naiven BALB/c Mause mit dem jeweiligen Hintergrund Wildtyp, IL-4Ro/IL-57
oder Dereg, wurden an Tag O infiziert und an den verschiedenen Analysetagen wurden
zwischen 3-5 Mause fur Wt (Abb. 7A) und Dereg (Abb. 7C) untersucht. An Tag 72 wur-
den 20 IL-4Ro/IL-57 analysiert.

2.2.4.1.2 Die Tg Depletion wahrend der L. sigmodontis Infektion

Die Dereg Mause stellen eine andere Form der genetisch veranderten Maus dar. In die-
ser Mauslinie sind die regulatorischen T-Zellen durch ein griin fluoreszierendes Protein
(GFP) markiert, um sie von den anderen Zellen zu unterscheiden. Zusatzlich tragen sie
den humanen Diphterietoxinrezeptor (DtR). Durch den DtR kann, durch die Gabe von
Diphterietoxin (DT), eine Depletion von Tegs erreicht werden (Lahl et al. 2007). Diese
Depletion halt ca. sieben Tage an, bevor die Trgs Sich regenerieren. Um in vivo diese
Eliminierung von Tegs zu erreichen, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag
29 und 30) 200 pl DT (1 pg/200 pl pro Maus) intraperitoneal injiziert. Es wurden die Tage
29 und 30 gewahlt, da sich in diesem Zeitraum adulte Wimer entwickeln (Abb. 6). Zwi-

schen Tag 25-30 hauten sich die L4 Larven und entwickeln sich zu adulten Wirmern. So
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lasst sich der Einfluss von Tegs auf die Entwicklung von parasitaren/L. sigmodontis Sta-

dien untersuchen.

2.2.4.2 Pleuraspulung, Gewinnung der Wirmer und des Probenmaterials

Infizierte Tiere wurden durch die Inhalation von Forene® getttet und mit sterilen Sche-
ren und Pinzetten geoéffnet. Der Schnitt erfolgte vom Bauchraum bis zum Sternum. Die-
ser wurde seitlich verlangert, um das Diaphragma vollstandig darzustellen. Als Erstes
wurde das Sternum mit einer Pinzette gehalten und nach oben gezogen, um die Pleura-
hohle zu spilen. Es erfolgte ein kleiner Schnitt am oberen Rand des Zwerchfells. Mithilfe
einer sterilen Pasteurpipette wurde die Pleurahéhle mit ca. 10 ml sterilem 1xPBS mehr-
fach Gber einen Filter/Gaze gespiilt. Dabei wurden die ersten 500 pl fur die Zytokin Ana-
lyse mittels ELISA benutzt (siehe 2.2.3.1) und die restliche Pleurafliissigkeit fur die Diffe-
renzierung von Immunzellen mittels der Zytospin Technik (siehe 2.2.4.6) verwendet. Die
Filter/Gaze wurden auf L. sigmodontis Wurmer untersucht und auf Anzahl, Geschlecht
und Lebensstadium analysiert (siehe 2.2.4.4). Anschliel3end wurde das Diaphragma ent-
lang der Thoraxhohle komplett entfernt und in einer Petrischale mit PBS Uberfihrt. Die
Lunge wurde ebenfalls komplett entfernt und zu dem Diaphragma gelegt. Mit einer steri-
len Schere wurde ein Stick sowohl vom Diaphragma als auch von der Lunge abge-
schnitten und in ein Eppendorfgefald (1,5 ml) Gberfiihrt. Diese Stiicke dienten spater der
Zytokinbestimmung mittels gPCR (siehe 2.2.2.3) und wurden zunéchst bei -20 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Die restlichen Anteile der Organe wurden fir histologi-

sche Untersuchungen verwendet (siehe 2.2.5.1).

2.2.4.3 Die Anaylse von Mf Ausschuttung

Die mit L. sigmodontis infizierten Tiere wurden am Tag des Experiments zuerst sediert
(Forene®), anschlielend wurden 10 pl Blut retroorbital abgenommen und in 300 ul
Hinkelmannldsung tberfuhrt, um die Anzahl der Mikrofilarien (Mf) im Blut zu bestimmen.
Die Pleuraflissigkeit wurde ebenfalls so behandelt. Die Proben wurden fir 30 min bei
RT inkubiert und anschlieRend 5 min bei 1300 g zentrifugiert. Der Uberstand (300 pl)

wurde verworfen und die Mf in den verbleibenden 10 pl gezahlt.
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2.2.4.4 Die Bestimmung der Wurmanzahl

Die auf der Gaze gesammelten Wirmer (siehe 2.2.4.3) wurden in eine Petrischale oder
12-Well Platte mitsamt der Gaze Uberfuhrt und mit 1xPBS benetzt. Danach wurden sie
fur kurze Zeit im Kuhlschrank aufbewahrt, um die Beweglichkeit zu vermindern und eine
bessere Auszahlung zu gewahrleisten. Fir die Bestimmung des Geschlechts und Le-
bensstadiums wurden die Wirmer einzeln auf Objekttrager (OT) transferiert und unter
Zuhilfenahme der in Abbildung 8 dargestellten Kriterien mittels eines Lichtmikroskops
(x20 VergrolRerung) beurteilt. Gegebenenfalls wurden Knoten und verkapselte Wirmer
ebenfalls vermerkt und gezahlt (Abb. 8).
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Abb. 8: Entwicklungsstadien von L. sigmodontis. (A) Stadium der L4 Larve. Mit dem +
ist die bukkale Kapsel makiert. (B) Weibliche L4 Larve. Das * makiert die Offnung der
Vulva, die mit einem Hautchen tberzogen ist. (C) Mannliche L4 Larve. Der - zeigt das
premordiale Spiculae. (D) Adulter weiblicher Wurm mit vollstandig entwickelter Vulva
(*).(E) Adulter mannlicher Wurm mit volltandig entwickeltem und innenliegendem
Spiculae (=2).

2.2.4.5 Die Zellzahlbestimmung in der Pleuraflissigkeit

Nach Gewinnung der Pleuraflissigkeit (siehe 2.2.4.2) wurde diese zentrifugiert (5 min,
4000 g), Uberstand verworfen und die Zellen anschlieRend in 1 ml PBS erneut geldst.

Zur Bestimmung der genauen Zellzahl wurden 10 pl dieser Zellsuspension mit 90 pl
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Trypan Blau (1:10 Verdinnung) gefarbt und anschlieend wurden 10 pl dieser Verdin-
nung in eine Neubauer Zahlkammer gezahlt. Um die Zellzahl pro ml zu bestimmen, wur-
den alle lebenden Zellen in allen 4 Quadranten ausgezéhlt und durch folgende Formel
berechnet:

Zellen/ml = Zellzahl x10* x Verdiinnungsfaktor (Trypan Blau Verdiinnung)

2.2.4.6 Zytospins, Zellfarbung und Zelldifferenzierung

Die Zytospintechnik wurde dazu genutzt, die Immunzellen, die sich in der
Pleuraspllflissigkeit befanden, genau =zu analysieren (siehe 2.2.4.2). In die
Zytospinkammer wird ein OT eingelegt und mit dafir vorgesehenem Filterpapier be-
deckt. Dieses Filterpapier besitzt vier Aussparungen, durch welche die Zellen nachher
auf den OT gelangen. Nach dem Verschluss der Kammer wird eine genaue Menge der
isolierten Zellen (5x10%/50 pl) von der Pleuraspiilung in die entsprechenden Offnungen
pipettiert. Durch Impulszentrifugation (340 g) ohne Bremse werden die Zellen auf den
OT gebracht und kénnen nach der vorsichtigen Entfernung der Kammer und des Filter-
papiers nach dem Trocknen an der Luft entsprechend gefarbt werden. Fir die optimale
Farbung wurde das Diff-Quick Staining Set von Medion Diagnostics verwendet. Fur die
Fixierung (Diff-Fix) wurde der OT zehnmal in die L6sung getaucht. Die Farbung der sau-
ren Bestandteile erfolgte mithilfe der zweiten Losung (Diff-Quick 1), indem der OT erneut
zehnmal eingetaucht wurde. Die Farbung der basischen Bestandteile erfolgte im letzten
Schritt (Diff-Quick 11) durch zweimaliges Eintauchen des OT. Fur die Zelldifferenzierung
wurde mikroskopisch die Anzahl der Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen und

eosinophilen Granulozyten im Doppelansatz (je 100 Zellen) bestimmt.

2.2.4.7 M. perstans Antigen Herstellung

52 adulte M. perstans Wiurmer (mannliche und weibliche) wurden aus einer in vitro Kul-
tur gewonnen. Sie wurden mechanisch zerkleinert, das ganze erfolgte auf Eis und an-
schlie3end in sterilem endotoxinfreiem PBS gel6st. Nach der Zentrifugation bei 300 g fur
10 min bei 4 °C wurden alle unléslichen Komponenten entfernt. Die Proteinkonzentration
des Antigen-Extrakts wurde mithilfe des Advanced Protein Assays ermittelt und Aliquots

im -80 °C Kuhlschrank eingefroren. Um eine bakterielle Kontamination auszuschliel3en
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wurde das Anigen-Extrakt auf einer BD BBL™ Columbia CNA Agarplatte (BD, Heidel-
berg, Deutschland) ausplattiert und fur 72 h bei 37 °C bebritet. Es konnte kein Bakteri-
enwachstum festgestellt werden. Desweiteren wurden Endotoxinlevel im Antigen-Extrakt
mit Hilfe des Pierce® LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland) gemessen und lagen unter 0.1 EU/mI (Ritter et al.
2018).

2.2.5 Histologische Methoden

2.2.5.1 Die Praparation des Gewebes

Die Lungen und Diaphragmen wurden nach der Gewinnung (siehe 2.2.4.2) fir die histo-
logische Untersuchung in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie (Universitatsklini-
kum Bonn) fixiert und konserviert. Um zu vermeiden, dass sich das Diaphragma wah-
rend der Fixierung komplett zusammenzieht, wurde es zuvor in Filterpapier gelegt. An-
schlieBend wurden die Gewebeproben in Paraffinblocke gegossen und es wurden 3-5
pm dicke Schnitte angefertigt und auf OT gezogen.

2.2.5.2 Farbetechnik

Fur die Beurteilung der histologischen Schnitte wurde eine Ubersichtsfarbung mit Hama-
toxylin-Eosin (HE) angefertigt. Dadurch lassen sich unterschiedliche Gewebe darstellen,
um diese zu beurteilen. Die Farbung erfolgte nach folgendem Schema (Tab. 2) und wur-
de zunachst per Hand, anschlieRend im Farbeautomaten durchgefiihrt. Dies erfolgte in
Kooperation mit Dr. Sven Perner (Institut fur Pathologie, UKB) und Wenzel Vogel (Insti-
tut fir Pathologie, UKB).

Tab. 2: Hamatoxylin-Eosin-Féarbung (HE) fur die histologische Differenzierung.
Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Funktion

Xylol Engelbrecht | 10 min Entfernung des Paraffins

Ethanol (96 %) | Merck KGaA | 2 min
Ethanol (96 %) | Merck KGaA | 2 min

Wasserung der Schnitte
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Ethanol (80 %) | Merck KGaA | 2 min

Ethanol (70 %) | Merck KGaA | 2 min

Dest. Wasser Merck KGaA | 2 min

Weigert's Morphisto 10 min Kernfarbung der sauren Be-

Haematoxylin standteile

Leitungs- - 5 min Durch den pH Wechsel kommt

wasser es zur tiefblauen Farbung

Eosin Morphisto 2 min Farbung der basischen Bestand-
teile des Gewebes

Leitungs- i Spulen bis das Entfernung der Farbreste

wasser Wasser klar ist

Ethanol (96 %) | Merck KGaA | 2 min

Ethanol (96 %) | Merck KGaA | 2 min Entwasserung der Schnitte

Xylol Engelbrecht | 10 min Fixierung

Entellan® Merck KGaA Eindecken der Schnitte

2.2.5.3 Die Bestimmung der Immunzellinfiltration und Pathologie

Die Lungen- und Diaphragmenschnitte wurden nach der Farbung mikroskopisch auf
Immunzellinfiltration untersucht und mithilfe einer Skala von 0-4 (Tab. 3) ausgewertet.
Die mikroskopische Analyse (Leitz DMRX Mikroskop) der visuellen Dicke der Inflamma-
tion und der Immunzellen am &uferen Rand der Lungen bzw. Diaphramen erfolgte
durch einen zertifizierten Facharzt fir Pathologie (verblindet). Zur Dokumentation wur-
den Fotos mithilfe der DISKUS Software angefertigt. Als besondere Merkmale wurden

Anschnitte von Wirmern und Riesenzellen (Synzytium von Makrophagen) festgehalten.

Tab. 3: Inflammationsskala einer L. sigmodontis Infektion von Lunge und Diaphragma.

0 Keine Entzindungsreaktion
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1 1-2 fache Zelllagen, (Leichte Entziindung)
2 3-4 fache Zelllagen (Mittlere Entziindung)
3 5-6 fache Zelllagen (Starke Entziindung)

mehr als 6 Zelllagen, Infiltration von Entzin-

dungszellen Uber die Organgrenzen hinaus

2.2.6 Statistische Analyse

Die statistischen Differenzen wurden mithilfe von GraphPrism 5 Software (San Diego,
USA) dargestellt. Parametrisch verteilte Daten wurden mit dem t-Test flr unabhangige
Stichproben oder mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) berechnet. Nicht-
parametrisch verteilte Daten wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests berechnet. Bei
einer Signifikanz wurde noch ein Mann-Whitney U-Test zum weiteren Vergleich durchge-
fuhrt.

2.2.7 Anmerkung zu experimentellen Analysen

Die Etablierung und Testung der M. perstans PCR erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Praktikantin Anna-Lena Sanders.

Koautorin bin ich bei der Puplikation Ritter et al. 2017, zusatzlich gingen Teile meiner
Daten in die Publikation Ritter et al. 2018 mit ein.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Etablierung einer M. perstans qPCR

Uber die Filarie M. perstans ist bis heute nicht viel bekannt und es wurde ihr bisher we-
nig Beachtung geschenkt, da sie nur bei wenigen Betroffenen Uberhaupt Symptome
auslost, ansonsten eher asymptomatisch verlauft. Es ist allerdings bekannt, dass Men-
schen mit einer Filarieninfektion ein hdheres Risiko haben, an Mykobakterien zu erkran-
ken (z.B. Tuberkulose). Deshalb ist es wichtig die Epidemiologie im Vektor sowie im
Mensch zu untersuchen, um eine erfolgreiche Behandlung zu erreichen. Fir die Diag-
nostik ist ein gut geschultes Personal nétig, die die Blutausstriche auswerten kdénnen.
Um diese Diagnostik zu vereinfachen und eine standardisierte Methode zu erhalten,
sollte eine spezifische gPCR fur M. perstans entwickelt werden. Wird bei dieser Metho-
de eine hohe Sensitivitat erreicht ist es mdglich, auch gering infizierte Patienten (geringe
Mf Anzahl) zu detektieren. Die dafir nétige DNA aus verschiedenen Culicoides Spezien
sowie das humane Vollblut und Blutsediment wurden in Ghana im Rahmen des oben
erwadhnten MaP2Co Projektes gewonnen, vor Ort verarbeitet und nach Bonn geschickt.
Das Probenmaterial fur das Immunprofil von M. perstans infizierten Patienten wurde

ebenfalls im Rahmen dieses Projektes gewonnen, allerdings stammt es aus Kamerun.

3.1.1 Validierung der M. perstans gPCR

Wie zuvor erwéhnt ist bis heute die einzige Moglichkeit, eine M. perstans Infektion zu
diagnostizieren, die Mf im peripherem Blut nachzuweisen. Sobald die infizierten Patien-
ten eine hohe Mf Last aufweisen, ist dieser Nachweis im Blutausstrich relativ einfach.
Trotzdem werden geschulte Mitarbeiter bendtigt, da auch sehr niedrige Mf Anzahlen de-
tektiert werden missen sowie eine eindeutige Zuordnung zu M. perstans erfolgen muss.
Daher war der spezifische Nachweis des ITS1 Gens von M. perstans mithilfe einer
guantitativen PCR das Ziel der vorliegenden Arbeit, um die Filarien DNA im Vollblut und
Sediment sowie in Culicoides DNA Proben zu messen. In Abbildung 9 wird ein Beispiel
fur eine Plasmidverdinnungsreihe (siehe 2.2.2.4) gezeigt, mit deren Hilfe eine Stan-

dardkurve etabliert werden konnte. Auch die Standardkurve mit der entsprechenden
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Gleichung zur Konzentrationsberechnung (pg/ul) ist beispielhaft abgebildet. Die Stan-
dardkurve zeigt eine Regressionsgerade mit einem R? Wert von 0,98696 zur Bestéti-
gung, dass die Plasmidverdinnungsreihe einer linearen Standardkurve entspricht. Die
Standardgleichung, die auf der Standardkurve beruht und ihre spezifischen Werte sind
exemplarisch gezeigt. Anhand dieser Formel werden die Konzentrationen der einzelnen
Proben vom Gerat berechnet. FiUr jeden einzelnen Lauf wurde eine Standard
Plasmidverdiunnungsreihe mitgefuhrt und aufgrund dessen eine spezifische Standard-
gleichung aufgestellt. Eine Abweichung der Plasmidkonzentration von zwei Verdin-
nungsstufen entspricht einer Log-Stufe und ist gleichzusetzen mit einer Ct Differenz von
3,2.
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Abb. 9: Detektionslimit und Standardkurve der M. perstans ITS1 qPCR. (A) zeigt die M.
perstans Plasmidverdinnungsreihe mit Konzentrationen von 4038 — 0,004 pg/ul. Das
Detektionslimit wurde als 0,004 pg/ul (1/3 Replikate positiv) festgelegt. (B) Die als
Beispiel ausgewdahlte Standardkurve zeigt eine Regressionsgerade mit einem R2 von
0,98696 und bestatigt somit einen linearen Zusammenhang der
Plasmidverdinnungsreihe.

Unterschiedlich durchgefiihrte Messungen zeigten einen Schwellenwert (Threshold) von
0,01, um einen Log-linearen Zusammenhang darzustellen. In allen weiteren Experimen-
ten wurde dieser Schwellenwert manuell eingestellt. Proben, die bis zum Zyklus 35 den
Schwellenwert nicht erreicht haben, wurden als negativ gewertet.

Um eine solide Standardkurve zu erhalten wurden Standardverdiinnungen von 4038-
0.004 pg/ul getestet. Jede Reaktion enthielt 2 pl der Plasmid-DNA im Endvolumen von
20 pl. Bei 100 % der Proben konnte eine minimale Anzahl von 0,4 pg/ul detektiert wer-
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den. Die Negativkontrolle (NTC) zeigte keinerlei Reaktion. Die Effizienz der Reaktionen
war 1.012 (101,2 %). Die Verdinnungen mit 0,04 und 0,004 pg/ul zeigten kein Signal,
daher stellt sich das Detektionslimit mit 0,4 pg/ul fur 2 ul DNA dar.

Es wurde eine duplex real-time qPCR durchgeflihrt, um zu zeigen, dass keine Proteine
in der Culicoides DNA oder andere Storfaktoren von der DNA Extraktion vorhanden sind,
die die Amplifikation behindern. Als Inhibitionskontrolle wurde ein Maus-IFN-y (mIFN-y)
Plasmid verwendet und die Amplifikation im HEX Kanal gemessen. Die Detektion des
Plasmids sollte innerhalb von 3 Zyklen des Ct Wertes der Negativkontrolle sein, um eine
Inhibition auszuschlieRen. Abbildung 10 zeigt das Amplifikationssignal im HEX Kanal.
Die Negativkontrollen erreichen den Schwellenwert nach 18,8 Zyklen. Alle Proben konn-

ten innerhalb von drei Zyklen dieser Kontrolle detektiert werden.

10-1-3

Norm. Fluoro.

Threshold|

S 1 '0 1S 2\0 25 3'0 3‘5
Zyklus
Abb. 10: Inhibitionskontrolle im HEX Kanal. Die Detektion des mIFNy Plasmids erfolgte

in allen Proben innerhalb von 3 Zyklen des Ct Wertes der Negativkontrolle (18,8 Ct) und
bestatigte damit, dass keine Inhibition vorlag.

Es zeigte sich keine Inhibition und auch keine Interaktion bei den Messungen. Mithilfe

dieser duplex gPCR konnten nun Patientenproben getestet werden.
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3.1.2 M. perstans infizierte Patientenproben

Den im Rahmen des MaP2Co Projektes rekrutierten Patienten aus Ghana wurde Blut
abgenommen, das mikroskopisch auf M. perstans Infektionen untersucht wurde. Vor Ort
wurden die Ausstriche gefarbt (Giemsa) und die Mf gezahlt sowie die DNA aus Vollblut
und Blutsediment fir die duplex gPCR gewonnen. Die gPCR wurde mit den validierten
Einstellungen (siehe 2.2.2.3) durchgefuhrt und alle Proben wurden in Triplikaten gemes-

sen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Ergebnisse der duplex PCR von mikroskopisch identifizierten M. perstans Pati-
entenproben.

Blutsediment Probenanzahl PCR Ergebnis
Mf pos. Patienten 12 12
Mf neg. Patienten 0 0
Vollblut Probenanzahl PCR Ergebnis
Mf pos. Patienten 14 13
Mf neg. Patienten 2 2

Bei den Blutsedimentproben aus Ghana konnte bei allen Messungen ein positiver
Nachweis von M. perstans erbracht werden. Allerdings gab es auch keine Mf negativen
Proben. Im Vollblut wurden 13 von 14 Proben (92,86 %) der Mf positiven Patienten rich-
tig detektiert. Bei einer Probe konnte das mikroskopische Ergebnis nicht bestatigt wer-
den. Daraufhin wurde auch die DNA aus dem Sediment getestet und es zeigte sich ein
positives Signal. Von den beiden negativen Patientenproben zeigte eine Probe ein klar
positives Signal. Die andere Probe musste als unklare Infektion definiert werden, da ei-
nes der Triplikate ein leicht positives Signal zeigte, das sich auch nach wiederholter

Messung bestatigte.
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3.1.3 Spezifitdtsoptimierung der M. perstans qPCR

Die positive Detektion der negativen Vollblutproben zeigte gewisse Probleme bei der
duplex gPCR auf. Um dem auf den Grund zu gehen, sollte zunéchst die Spezifitat tber-
pruft werden. Da in Ghana neben M. perstans Infektionen auch Infektionen mit W. banc-
rofti auftreten (Phillips et al. 2014), wurden zur Sensitvitatskontrolle Proben von W.
bancrofti und koinfizierten Proben getestet. Um qualitativ hochwertige und gentigend
DNA zu erhalten, wurde die DNA aus 10 verschiedenen Filtern mit einer Wurmlast zwi-
schen 80-1000 Mikrofilarien hergestellt. Dies geschah vor Ort in Ghana. Die M. perstans
gPCR wurde unter identischen Bedingungen durchgefihrt. Tabelle 5 zeigt, dass 90%
der W. bancrofti Proben als positiv gewertet wurden. 20 % der Kreuzreaktionen waren
auch nach einer Verdiinnung von 1:10 vorhanden. Erst bei einer Verdiinnung von 1:100

konnte kein positives Signal mehr detektiert werden.

Tab. 5: Ergebnisse der M. perstans ITS 1 Real-time PCR fiur W. bancrofti Mf.

W. bancrofti Mf pos.10 Proben

Verdinnung PCR Ergebnis
Unverdinnt (10) 9
1:10 (10) 2
1:100 (10) 0

Bei dem Vergleich von 1000 Ct Signalen von W. bancrofti und M. perstans Mf Proben
konnte klar gezeigt werden, dass die DNA von W. bancrofti Mf weniger spezifisch detek-
tiert wurde. In der M. perstans qPCR zeigten diese deutlich héhere Ct Werte, als die M.

perstans Proben, obwohl die gleiche Menge an DNA verwendet wurde (Abb. 11).
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1000 Mf von W. bancroftiund M. perstans

zeigen unterschiedliche Ct Werte
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Abb. 11: Die Ct Werte im Vergleich von 1000 Mf von W. bancrofti und M. perstans. Die
Grafik zeigt hohere Ct Werte fur die W. bancrofti Mf bei gleich eingesetzter Menge von
Mf. Die Balken zeigen die mittlere Standardabweichung der Triplikattestungen.

3.1.4 Die Erhdéhung der Annealing Temperatur zur Spezifitatsoptimierung

Zunachst wurde das urspringliche PCR Protokoll verandert, um die Spezifitat der gPCR
zu verbessern und die Detektion der W. bancrofti DNA zu eliminieren. Bei suboptimalen
Temperaturen wahrend der Annealingphase kann es zu unspezifischen Produkten
kommen. Diese entstehen durch das Anlagern der Primer an nicht spezifische Stellen
der DNA. (Rychlik et al. 1990). Eine Erh6hung der Annealingtemperatur steigert dabei
die Spezifitat der Primerbindung an die Ziel-DNA. Eine Verkirzung der Annealingzeit
fuhrt zu dem Effekt, dass die Primer weniger Zeit haben, um spezifisch zu binden. Beide
Modifikationen beeinflussen die Amplifikation und kbnnen diese optimieren.

Die Annealingtemperatur wurde von 58 °C auf 62 °C angepasst und die Zeit von 30 s
auf 10 s reduziert. Ein Lauf wurde mit 62 °C und 30 s durchgefihrt. Es stellte sich her-
aus, dass eine Veranderung der Annealingzeit irrelevant ist. Daher wurden die 10 s im
Protokoll vermerkt, um die Gesamtlaufzeit der PCR zu kirzen. Eine Messung von 10

Proben nach Anpassung der Annealingtemperatur wird in Tabelle 6 gezeigt. Es wird eine
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komplette Eliminierung der zuvor positiv detektierten W. bancrofti Proben festgestellt.
Durch die Erhéhung der Annealingtemperatur auf 62 °C konnte die Spezifitat der M. per-
stans ITS 1 gPCR wesentlich erhéht werden. Auch alle Verdiinnungsstufen zeigten kein

Signal mehr.

Tab. 6: Die Ergebnisse der M. perstans ITS 1 real-time PCR mit einer Annealingtempe-
ratur von 62 °C von W. bancrofti Mf.

W. bancrofti Mf pos.10 Proben

Verdinnung PCR Ergebnis
Unverdinnt (10) 0
1:10 (10) 0
1:100 (10) 0

Um die erhOhte Spezifitat zu Uberprifen, wurde spezifische DNA von 10 W. bancrofti
positiven Blutproben mit der PCR getestet. Zusatzlich wurden einige M. perstans positiv
und negativ Proben mitgefuhrt (nicht dargestellt), um die Spezifitat nach Anderung der
Annealingtemperatur zu verifizieren. Die Mf Anzahl der einzelnen Proben lag zwischen 1
und 11430 Mf/ml. Es zeigte sich, dass 0 % der W. bancrofti Proben detektiert wurden,

wobei die ITS 1 Detektion in 100 % der M. perstans infizierten Proben stattfand.
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Tab. 7: Die Validierung der Annealingtemperatur von 62 °C fur die M. perstans ITS 1
Real-time PCR fur W. bancrofti positives Blut (A) und M. perstans positive Blutsedimente

(B).

(A) W.bancrofti Vollblut Probenanzahl PCR Ergebnis
Mf pos. Patienten 10 0
Mf neg. Patienten 0 0

(B) M. perstans infiziertes _
_ Probenanzahl PCR Ergebnis
Blutsediment

Mf pos. Patienten 21 21
Mf neg. Patienten 1 1

3.2 Das Immunprofil von M.perstans

Die etablierte qPCR stellt einen grof3en Fortschritt in der Diagnostik von M. perstans
infizierten Personen dar. Mithilfe der PCR und der Mikroskopie der Blutausstriche wur-
den M. perstans infizierte Menschen in Studwest-Kamerun (MaP2Co Projekt) rekrutiert
und Blutproben entnommen. Ziel war, die Charakterisierung von Immunantworten bei M.
perstans inifizierten Individuen. Aus dem gewonnenen Blut wurde Serum hergestellt (in
Kamerun) und mithilfe der Multiplex/Luminex Technik (siehe 2.2.3.4) und mittels ELISA
(siehe 2.2.3.1) in Bonn untersucht. In Tabelle 8 sind die analysierten Proben fur die
gPCR aufgefinhrt.

Tab. 8: Probandendaten der Proben fir die Etablierung der gPCR.

Eigenschaften

M. perstans infizierte

Probanden (Mf")

M. perstans negative

Probanden (Mf)

Probenumfang (n)
Alter [Jahren]
Geschlecht [w:m]

28
21-64
9:19

29
10-67
13:16
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3.2.1 Der Zytokinspiegel in den Serumproben

Zunachst wurden systemische Zytokine untersucht, um das immunologische Profil von
M. perstans Mf" Individuen zu analysieren. Die Werte von IFN-y, IL-5, IL-4, IL-13, IL-10
und IL-17A wurden im Serum gemessen und in Abbildung 12 A-F dargestellt. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen M. perstans Mf" und M. perstans Mf Individuen
in Bezug auf IFN-y, IL-5 oder IL-13 (Abb. 12 A-C) festgestellt werden. Systemische Level
von IL-4 waren dagegen in M. perstans Mf* signifikant niedriger (Abb. 12 D). IL-10 Werte
zeigten keinen grof3en Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 12 E). Die sys-
temischen IL-17A Werte waren in M. perstans Mf* signifikant niedriger als in M. perstans
Mf" Individuen (Abb. 12F).
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Abb. 12: Reduzierte systemische Zytokinlevel in M. perstans Mf+ Probanden. Das Se-
rum von M. perstans Mf" Probanden (n=28) und M. perstans Mf" (n=11) Probanden wur-
de auf IFN-y (A), IL-5 (B), IL-13 (C), IL-4 (D), IL-10 (E) und IL-17A (F) mithilfe der
Luminex Technologie analysiert. Dies wurde grafisch mit einem Box wishker plot mit
Median, Interquartilbereich und Ausreil3ern dargestellt. Die Signifikanz wurde entweder
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mithilfe des Student oder Mann Whitney Tests bestimmt (Ritter et al. 2018).

3.2.2 Erhohtes sytemisches MIP-1f in M.perstans-infizierten Individuen

Als nachstes wurden einige Zytokine und Chemokine, die dem angeborenen Immunsys-
tem zugeschrieben werden, im Serum gemessen. Es wurden erneut M. perstans Mf
Probanden und M. perstans Mf" Probanden miteinander verglichen. M. perstans Mf*
Personen zeigten signifikant niedrigere Zytokinspiegel von IL-6 (Abb. 13 A), TNF-a (Abb.
13 B) und IL-12p70 (Abb. 13 C). Die Menge an systemischen IL-6, TNF-a und IL-12p70
zeigte eine negative Korrelation mit der Mf Anzahl. M. perstans Mf" Personen zeigten
aul3erdem signifikant erniedrigte Chemokinspiegel fur IL-8 und RANTES (Abb. 13 D und
E). Die Zytokinlevel von MIP-1p waren dagegen signifikant hoher in M. perstans Mf*
Probanden (Abb. 13 F).
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Abb. 13: Erhtéhte MIP-1p3 Konzentrationen in M. perstans (Mf+) Patienten. Im Serum
von M. perstans Mf und M. perstans Mf* Probanden wurde IL-6 (A), TNF-a (B), IL-
12p70 (C), IL-8 (D), RANTES (E) und MIP-1f (F) mithilfe der Luminex Technologie be-
stimmt. Dies wurde grafisch mit einem Boxplot mit Median, Interquartilbereich und Aus-
reilBern dargestellt. Die Signifikanz wurde entweder mithilfe des Student oder Mann
Whitney Tests bestimmt (Ritter et al. 2018).

3.2.3 Die Bestimmung von Immunglobulinen im Serum

Im Rahmen des oben beschriebenen MaP2Co Projekts konnte eine in vitro Kultur von
adulten M. perstans Wirmern etabliert werden. Mithilfe dieser adulten Wirmer konnte
M. perstans Antigen hergestellt werden (2.2.4.7) (Njouendou et al. 2017; Ritter et al.
2018). Durch dieses Ag konnte eine M. perstans spezifische Immunantworten hervorge-
rufen werden und die Filarien spezifischen Immunglobuline sowie Immunantwort unter-
sucht werden. Dieses Ag wurde zum coaten spezieller ELISA-Platten verwendet, um im
Folgenden aus den Serumproben aus Kamerun Antigen-spezifisches 1gG4 und IgE

nachzuweisen.
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Beim Vergleich der verschiedenen Gruppen beziglich IgE fanden sich keine Unter-
schiede (Abb. 14 A). Wie Abbildung 14 zeigt, fanden sich erhthte 1gG4 Spiegel in M.
perstans infizierten Individuen im Vergleich zu M. perstans Mf* (Abb. 14 B). Die erhéhten
Level von totalem 1gG4 in den M. perstans Mf" Proben wurde auch bei der Ratio von
totalem IgG4 und IgE deutlich (Abb. 14 C). Es zeigte sich ein héherer Spiegel an spezi-
fischem IgE bei den M. perstans Mf (Abb. 14 D). In Abbildung 14 zeigen M. perstans
Mf* Patienten hohere Level an spezifischem IgG4 (Abb. 14 E). Dies spiegelte sich auch
in der signifikant erh6hten Ratio von 1gG4/IgE wider (Abb. 14 F).
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Abb. 14: M. perstans Mf" Probanden zeigten erhohte Spiegel an spezifischem IgG4 im
Serum. Das Serum von M. perstans Mf (n=6) und M. perstans Mf* Probanden (n=13)
wurde auf M. perstans spezifische Immunglobuline, (A) totales IgE (ug/ml), (B) totales
lgG4 (ug/ml), (C) Ratio von totalem IgE/IgG4, (D) M. perstans-spezifisches IgE (OD), (E)
M. perstans-spezifisches 1gG4 (OD) und (F) Ratio von M. perstans-spezifischem
IgG4/IgE getestet. Dies wurde grafisch mit einem Boxplot mit Median, Interquartilbereich
und Ausreif3ern dargestellt. Die Signifikanz wurde entweder mithilfe des Student oder
Mann Whitney Tests bestimmt (Ritter et al. 2018).



70

3.3 Die L. sigmodontis Infektion

Um die Immunmodulation bei einer parasitaren Infektion genauer zu beurteilen, sind
Mausmodelle nétig. Die pathologischen Veranderungen einer Infektion festzuhalten ist
im Menschen nicht mdglich, da die Wirmer nicht isoliert werden kénnen. Durch die Ent-
deckung, dass L. sigmodontis in BALB/c Mausen alle Entwicklungsstadien durchlauft
und eine patente Infektion stattfindet, ergaben sich neue Mdglichkeiten der Forschung
(Petit et al. 1992). Das L. sigmodontis Mausmodell stellt sich als ein gutes Mausmodell

dar, weil es die Infektion im Menschen gut widerspiegelt.

3.3.1 Die Pathologie der L. sigmodontis Infektion

Mithilfe des L. sigmodontis Mausmodells wurde die Pathologie und Immunantwort unter-
sucht, um so Aufschluss Uber den Krankheitsverlauf zu erlangen und die Immunit&t wah-
rend einer Filarienerkrankung zu entschlisseln. Dazu wurden wie in Abschnitt 2.2.4.1.1
beschrieben BALB/c Mause infiziert. Ein besonderer Fokus lag auf der Histologie der
Lunge und des Diaphragmas sowie der Pathologie wahrend der Infektion. Abbildung 15
A stellt eine naive Lunge (Tag 0) in HE (siehe 2.2.5.2) gefarbt dar. Die Lungenstruktur ist
intakt und es findet sich keine Entziindungsreaktion. Abbildung 15 B zeigt das naive Di-
aphragma. Auch hier lassen sich keine Veranderungen feststellen. Abbildung 15 C zeigt
eine schematische Darstellung der wichtigen Strukturen und den Ort der Wurmansiede-
lung. Zwischen Lunge und Diaphragma befindet sich der Pleuraspalt, in dem sich die
adulten Wiurmer ansiedeln. Abbildung 15 D zeigt einen exemplarischen, histologischen
Schnitt einer infizierten BALB/c Wt Maus an Tag 72. Es sind sowohl die Lunge (a) als
auch das Diaphragma (b) zu erkennen und dazwischen finden sich Entziindungszellen
(c). Diese befinden sich im Pleuraspalt an die Organe angelagert, nicht aber in den Or-
ganen selber. Die Struktur der Organe zeigt keine erhéhten Infiltrate auf. Auch im histo-
logischen Schnitt wird die Lage der Wirmer sichtbar (*).
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Abb. 15: Histologische Parameter von L. sigmodontis-infizierten BALB/c Mausen. Es
wurden histologische Schnitte angefertigt und mit HE gefarbt. (A) zeigt eine naive Lunge
ohne Entzundungszeichen oder pathologische Veréanderungen. (B) Ein naives
Diaphragma ohne Entzindungszeichen oder pathologische Verédnderungen. (C) zeigt
eine schematische Darstellung der wichtigsten Strukturen. Abgebildet sind die Trachea,
die Lunge und das Diaphragma. Zwischen Lunge und Diaphragma befindet sich die
Pleurahdhle, die von den Wuirmern besiedelt wird. (D) stellt die Lunge (a), das
Diaphragma (b) und den Pleuraspalt (c) einer infizierten BALB/c Maus an Tag 72 dar. Es
sind deutliche Entziindungszellen (c) zu erkennen, wobei die Struktur von Lunge und
Diaphragma intakt ist. * zeigt einen adulten Wurm (verandert nach Ritter et al. 2017).

3.3.1.1 Die Immunzellen und ihre Zusammensetzung in der Pleurahdhle

Um ein Bild Gber die Infektion und Entztindungsreaktion zu bekommen, wurden die Zel-
len im Pleuraspalt mithilfe einer Lavage (Pleuraflissigkeit siehe 2.2.4.2) gesammelt und
untersucht. Es wurden Zytospins angefertigt und gefarbt (siehe 2.2.4.6), um die beteilig-
ten Zellen zu zahlen und um einen zeitlichen Verlauf darzustellen. Abbildung 16 zeigt
den prozentualen Anteil von Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen
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Granulozyten wahrend der Infektion. Die Anzahl der Lymphozyten nimmt mit der Zeit ab
und verringert sich von 80 % auf nur noch ca. 40 %. Im Gegenzug steigt die Anzahl der
eosinophilen Granulozyten, die bei allergischen Reaktionen und bei parasitaren Infektio-
nen eine tragende Rolle spielen (Hubner et al. 2009), stetig an (von 1 % auf ca. 45 %).
Die Anzahl der Monozyten bleibt konstant, wahrend die der neutrophilen Granulozyten

leicht ansteigt.
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Abb. 16: Prozentualer Anteil von Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten wahrend einer L.sigmodontis Infektion. Die Anzahl der
Lymphozyten nimmt mit der Zeit ab und verringert sich von 80 % auf nur noch ca. 40 %.
Im Gegenzug steigt die Anzahl der eosinophilen Granulozyten stetig an (von 1 % auf ca.
45 %). Die Anzahl der Monozyten und neutrophilen Granulozyten bleibt relativ konstant.
Die Daten stammen aus einem Infektionsexperiment mit n=50 Tieren, wobei pro
Analysetag zwischen 3-5 Tiere untersucht wurden.

3.3.1.2 Die Zytokinlevel in der Pleuraflissigkeit wahrend einer L. sigmodontis Infektion

Nach Analyse der Zytospins sollten auch verschiedene Zytokine untersucht werden, um
festzuhalten, ob sich im Laufe der Infektion ihr Profil &ndert. Dafir wurden an jedem
Analysetag die ersten 500 ul PBS von der Spulung der Pleura fir die Bestimmung der
Zytokine verwendet (siehe 2.2.4.2). Mittels ELISA (siehe 2.2.3.1) wurden verschiedene
Zytokine im Uberstand gemessen und mit einer Infektionskinetik grafisch dargestellt. In
Abbildung 17 sind die gemessenen Werte fur IL-17A, IL-13, IL-5 und IL-10 dargestellt.
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Es zeigen sich generell geringe Messwerte, die sich im Laufe der Infektion nicht wesent-
lich verandern. Nur die Werte von IFN-y steigen ab Tag 35 bis Tag 45 stark an, bleiben

bis Tag 60 konstant und fallen bis Tag 72 wieder ab.
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Abb. 17: Das Immunprofil in der Pleuraflissigkeit wahrend einer L. sigmodontis Infekiti-
on. Es wurden IL-17A, IL-13, IFN-y, IL-5 und IL-10 Zytokine Levels in der
Pleuralflussigkeit wahrend einer L. sigmodontis Infektion mittels ELISA analysiert. Die
Daten stammen aus einem Experiment mit n=50 Tieren, wobei von Tag 0 (naiv) bis Tag
72 pro Analysetag zwischen 3-5 Tiere untersucht wurden.

3.3.1.3 Die Chemokinelevel wahrend einer L. sigmodontis Infektion in der BALB/c Maus

Chemokine spielen bei der Abwehrreaktion gegen Filarien, speziell neutrophile und
eosinophile Granulozyten (Hubner et al. 2009; Layland et al. 2015), eine entscheidende
Rolle. Sie sorgen dafir, dass die Immunzellen an den Ort der Entziindung gelangen.
Dieser Vorgang wird Chemotaxis genannt und es existieren unterschiedliche Substan-
zen, die als Anlockstoffe dienen. Mihilfe der Multiplex/Luminex Technik (siehe 2.2.3.4)
wurden die Level von neun verschiedenen Chemokinen in der Pleuraflissigkeit (siehe
2.2.4.2) bestimmt. Abbildung 18 zeigt das Ergebnis der gemessenen Chemokine. Insge-
samt lasst sich sagen, dass sich nur geringe Mengen der Chemokine nachweisen las-

sen und sich keine signifikant erhdhten Werte finden.
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Abb. 18: Die beteiligten Chemokine wahrend einer L. sigmodontis Infektion in der
BALB/c Maus. Mithilfe der Luminex Technologie wurden die Level 9 verschiedener
Chemokine Gro-a, MCP-1, MCP3, MIP-1a. MIP1-B, MIP-2, RANTES, Eotaxin und IP-10
wahrend einer L.s Infektion im Pleurawash bestimmt. Die Daten stammen aus einem
Infektionsexperiment mit n=17 Tieren, wobei pro Analysetag zwischen 1-2 Tiere
untersucht wurden.

3.4 Die Immuninfiltration wahren der L. sigmodontis Infektion

Nachdem die Analyse der Zytokine und Chemokine keine signifikanten Ergebnisse zeig-
ten, wurde ein weiterer Fokus auf die pathologischen Veranderungen im Gewebe bzw.
des umgebenden Pleuraspalts gelegt. Um die Infiltration und Pathologieentwicklung
wahrend der Infektion zu untersuchen, wurden die Gewebestlicke aus Lunge und Dia-
phragma wie unter 2.2.4.2 beschrieben entnommen, geschnitten und gefarbt. Zur Beur-
teilung der Schnitte wurde das in Tabelle 4 (siehe 2.2.5.3) beschriebene Schema ver-
wendet. Durch die Wurmer im Pleuraspalt (ab ca. Tag 30) und deren Vermehrung
kommt es zur Reizung der angrenzenden Gewebe. Des Weiteren reichern sich Entzln-
dungszellen an der Lunge und am Diaphragma, allerdings nicht in den Organen selbst
an. Abbildung 19 A zeigt die Lunge einer infizierten Maus an Tag 72. Die Lungenstruktur
ist noch erhalten, allerdings sieht man am Rand deutlich mehr Zelllagen als normaler-
weise Ublich. Dies deutet auf eine Entziindungsreaktion hin. Wichtig ist dabei, dass sich
die Entziindung nicht in der Lunge abspielt, sondern auf3erhalb im Pleuraspalt. Abbil-

dung 19 B zeigt ebenfalls ein von Tag 72 stammendes Diaphragma mit deutlich ver-
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mehrten Zelllagen. Die Muskelstruktur ist ansonsten unauffallig. Wie zuvor erwahnt wur-
den die Proben an verschiedenen Tagen entnommen, um eine Infektionskinetik zu er-
stellen und mithilfe der Inflammationsskala (siehe 2.2.5.3 Tabelle 3) bewertet. Eine grafi-
sche Darstellung dieser Auswertung findet sich in Abbildung 19 C, in welcher Lunge und
Diaphragma dargestellt sind. Es zeigt sich, dass ab Tag 30 die Entzindung immer deut-
licher zu sehen ist. Dies geht einher mit der Entwicklung der adulten Wirmer, die sich ab
Tag 25-30 in der Pleurahohle befinden. Ab Tag 45 bis Tag 72 lasst sich keine Zunahme

der Entziindung mehr feststellen.
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Abb. 19: Immuninfiltration im Pleuraspalt bei einer L. sigmodontis Infektion in der
BALB/c Maus. Es wurden histologische Schnitte angefertigt und mit HE gefarbt. (A) zeigt
eine infizierte Lunge an Tag 72. Es ist eine deutliche Erhéhung der Zelllagen zu
erkennen. (B) zeigt ein infiziertes Diaphragma an Tag 72. Auch hier zeigt sich eine
erhohte Zelllagenzahl, Zeichen der Entziindungsreaktion. (C) zeigt die Analyse von
Lunge und Diaphragma mithilfe der Infektionsskala tGber den Zeitraum der Infektion mit
n=50 Tiere, wobei pro Analysetag zwischen 3-5 Tiere untersucht wurden (verandert
nach Ritter et al. 2017).

In Abbildung 20 A ist der Anschnitt eines Wurms zu sehen, der von Immunzellen einge-
kapselt wird. Der Wurm stellt einen Reiz dar und dies kénnte zur Formation der Immun-
zellen fuhren. Insbesondere eosinophile Granulozyten finden sind bei parasitaren Infek-
tionen, aber auch neutrophile Granulozyten und Lymphozyten helfen bei der Einkapse-
lung des Wurms. Dies ist die Grundlage von Granulombildung (Hernandez-Pando et al.
2000; Sakai et al. 2012). Die in Abbildung 20 B gezeigte Riesenzelle findet sich eben-
falls vereinzelt in den histologischen Schnitten.
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Abb. 20: Immunzellen bei einer L. sigmodontis Infektion in der BALB/c Maus. (A) zeigt
einen Wurm der von Immunzellen umgeben ist. Neben eosinophilen Granulozyten fin-
den sich neutrophile Granulozyten und Lymphozyten unter ihnen. (B) zeigt eine Riesen-
zelle. Sie entsteht durch die Fusion mehrerer Makrophagen und zeichnet sich durch die
nebeneinanderliegenden Zellkerne aus (verandert nach Ritter et al. 2017).

3.4.1 Das Zytokinprofil im Gewebe der Lunge und des Diaphragmas wéahrend einer L.

sigmodontis Infektion

Durch die histologische Untersuchung der Lunge und des Diaphragmas wurde deutlich,
dass eine Entziindungsreaktion existiert, welche sich im Laufe der Infektion verstarkt.
Da in der Pleuraflissigkeit keine eindeutigen Messergebnisse auftraten, wurde eine
Zytokinbestimmung der Gewebeproben durchgefihrt. Aus Lungen- und
Diaphragmenproben (siehe 2.2.4.2) wurde cDNA (siehe 2.2.2.2) gewonnen und in der
gPCR (siehe 2.2.2.3) eingesetzt, um Zytokine nachzuweisen. Da die Probengrdl3e nicht
genau standardisiert werden konnte, wurden die Messungen in Bezug zu B-Aktin ge-
setzt, um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Abb. 21 zeigt die Messergebnisse fir
die Zytokin/B-Aktin Ratio von IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a und IFN-y Gber den Zeitraum
der Infektion. Abbildung 21 A stellt die Werte fiir die Lungenproben dar, Abbildung 21 B
die Ergebnisse fiir die Diaphragmenproben. Es zeigten sich kaum nachweisbare
Zytokinlevel, einzig TNF-a zeigt einen leichten Anstieg in den Diaphragmenproben ab

Tag 45. Insgesamt zeigt sich jedoch keine Signifikanz.
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Abb. 21: Das zytokinprofil im Gewebe der Lunge und des Diaphragmas wahrend einer
L. sigmodontis Infektion. Von den Lungen- und Diaphragmenproben wurde die Ratio von
IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a und IFN-y bezogen auf B-Aktin bestimmt. (A) zeigt die ge-
messenen Parameter fur die Lungen und (B) fur die Diaphragmen. Es zeigten sich kaum
nachweisbare Zytokinlevel, einzig TNF-a steigt ganz leicht in den Diaphragmenproben
ab Tag 45 an. An den Tagen 0-8 und 45 wurden n=3 Mause untersucht. An Tag 15, 22,
30 und 60 wurden n=5 Mause analysiert und an Tag 35 und 72 n=4 M&use.

3.5 Die Rolle von Tegs wahrend einer L. sigmodontis Infektion

Regulatorische CD4+CD25+Foxp3+ T-Zellen produzieren die immunsuppressiven Zyto-
kine IL-10 und TGF-B. Wéhrend einer Infektion mit Helminthen kommt es zu einer ge-
steigerten Produktion dieser Zytokine und somit zu einer Immunsuppression des Wirts.

Dies hilft dem Parasiten im Wirt zu Uberleben und das abwehrende Immunsystem zu
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kontrollieren (Maizels et al. 2004; Layland et al. 2010). In der Dereg Mauslinie sind die
regulatorischen T-Zellen durch ein grin fluoreszierendes Protein (GFP) markiert. Der
FoxP3 Promoter steht unter der Kontrolle des DtR und durch die Gabe von DT kann die
Produktion von FoxP3 Ty an spezifischen Zeitpunkten ausgeschaltet werden (Lahl et
al. 2007). Im nachsten Experiment wurden Dereg BALB/c Mause mit L. sigmodontis infi-
ziert, um die Rolle der Tgs genauer zu analysieren und die pathologischen Veranderun-
gen festzuhalten. Der Zeitpunkt der Depletion an den Tagen 29 und 30 wurde gewahlt,
da sich zu dieser Zeit die adulten Wirmer in der Pleurahthle befinden. Da die histologi-
schen Untersuchungen gezeigt haben, dass nur adulte Wirmer eine Pathologie hervor-
rufen, ist es wichtig, genau diesen Zeitraum, in dem die adulten Wirmer entstehen, zu

wahlen, um eine Depletion der Tegs VOrzunehmen

3.5.2 Die Zytokin- und Chemokinproduktion nach Teq Depletion

Um den Einfluss von regulatorischen Zellen bzw. die Immuantworten zu untersuchen,
wurden in der Pleuraflissigkeit und in den Gewebeproben die Zytokine und/oder
Chemokine bestimmt.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Zytokinmessung der Organproben aus der
gPCR (siehe 2.2.2.3) dargestellt. Es wurde die Ratio von IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-o. und
IFN-y bestimmt. Die Frage war, ob Tegs €ine Rolle in der Zytokinausschiittung spielen.
An Tag 72 konnten lediglich in den Lungenproben geringe Werte fur IL-10 und IL-17A
gemessen werden. Es zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede. Davon
abgesehen konnten anders als zuvor bei den BALB/c Wildtypen keine Zytokinlevel ge-

messen werden.
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Abb. 22: Die beteiligten Zytokine wahrend einer L. sigmodontis Infektion im Dereg
Mausmodell. Von den Lungen- und Diaphragmenproben wurde die Ratio von IL-4, IL-10,
IL-17A, TNF-a. und IFN-y bezogen auf B-Aktin bestimmt. (A) zeigt die gemessenen Pa-
rameter fur die Lungen und (B) fur die Diaphragmen. Es zeigten sich kaum nachweisba-
re Zytokinlevel, einzig IL-10 und IL17A stiegen ganz leicht in den Lungenproben an Tag
72 an. An jedem Analysetag wurden n=3 Mause fir Wt und Dereg analysiert.

Die anderen Zytokinmessungen in der Pleuraflissigkeit, ebenso wie die
Chemokinbestimmungen zeigten keine nachweisbaren Werte und stellten daher keinen
Unterschied zu den BALB/c Wildtypen dar.
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3.5.3 Die Entzundungsreaktion im Pleuraspalt bei einer L. sigmodontis Infektion in der

Dereg Maus

Durch das Fehlen der Tegs ab Tag 29/30, gerade in jenem Zeitraum, in welchem sich die
L4 Larven zu adulten Wirmer entwickeln, ware es mdglich, eine andere Immunreaktion
zu erkennen, da die adulten Wurmer fur die Pathologie verantwortlich sind. Um dies zu
analysieren wurden die Gewebestiicke aus Lunge und Diaphragma wie unter Punkt
2.2.4.2 beschrieben entnommen, geschnitten und HE gefarbt. Zur Beurteilung der
Schnitte wurde das in Tabelle 3 (siehe 2.2.5.3) beschriebene Schema verwendet.

In Abbildung 23 werden naive Dereg Mause und die Veranderung in der Lunge und im
Diaphragma wahrend der Infektion gezeigt. Sowohl beim Lungen- (Abb. 23 A) als auch
beim Diaphragma-Schnitt (Abb. 23 B) naiver Méause findet sich keine Infiltration von Im-
munzellen. Die histologische Struktur ist intakt und weist keine Entztindungszellen auf.
Abbildung 23 C und D zeigen die Entziindungsreation an Tag 72. Es finden sich ver-
mehrte Zelllagen am Rand der Organe. Diese befinden sich im Pleuraspalt. Die Organe
selbst sind nicht infiltriert. In Abbildung 23 E wird die Entwicklung der Infektion nach der
Analyse mithilfe der Inflammationsskala deutlich (siehe 2.2.5.3 Tab. 3). Ab Tag 30 wird
eine deutliche Infiltration erkennbar, die im Laufe der Zeit stark zunimmt. Lungen- und
Diaphragmenwerte sind gemeinsam abgebildet. Es zeigt sich kein Unterschied zu den
BALB/c Wildtypen, das heil3t eine Depletion von Ty am Tag 29/30 hat keinen Einfluss

auf Pathologie und Zytokin/Chemokinausschuttung.
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Abb. 23: Die Entzindungsreaktion im Pleuraspalt bei einer L. sigmodontis Infektion in
der Dereg Maus. Die Lunge und das Diaphragma infizierter Dereg Mause wurde
enthnommen und HE gefarbt. (A) zeigt eine naive Lunge. (B) zeigt ein naives
Diaphragma. Es finden sich keine histologischen Veranderungen. Die Zellstruktur ist
vollkommen intakt. Wahrend der Infektion &ndert sich die Pathologie. (C) zeigt eine
infizierte Lunge an Tag 72 und (D) ein Diaphragma an Tag 72. Die Organstruktur ist bei
beiden intakt, allerdings finden sich ebenfalls vermehrte Zelllagen am Rande der
Organe, also im Pleuraspalt. (E) zeigt die Analyse von Lunge und Diaphragma mithilfe
der Inflammationsskala Uber den Zeitraum der Infektion mit n=3 Mause pro Analysetag.
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3.6 Die Infektion mit L. sigmodontis im IL-4Ra/IL-5" BALB/c Mausstamm

Einige Studien haben gezeigt, dass die patente Infektion in BALB/c IL-57" M&ausen eine
hoéhere Wurmlast hat (Saeftel et al. 2003) und dass IL-4 eine kritische Rolle bei der Ent-
wicklung einer patenten Infektion in C57BL/6 Mausen spielt (Le Goff et al. 2002). Daher
stellt sich die Frage, inwieweit sich die Pathologie verandert, wenn sowohl IL-4 als auch

IL-5 nicht mehr vorhanden sind.

3.6.1 L. sigmodontis infizierte IL-4Ra/IL-57 BALB/c Mause weisen eine erhéhte

Wurmlast und Mf Anzahl auf

Um die Infektion in IL-4Ra/IL-57 BALB/c Mausen zu beurteilen, wurden die Parasitolo-
gie, Immunologie und Pathologie dieser Mause betrachtet. Wie zuvor erwahnt entwickelt
sich in BALB/c Mausen eine patente Infektion mit der hdchsten Mikrofilarienanzahl an
Tag 72 nach der Infektion. In Abbildung 24 A zeigt sich eine signifikant erhdhte Anzahl an
Wiirmern in der Pleurahéhle bei IL-4Ra/IL-57 M&usen im Vergleich zu Wildtypmausen.
Dies spiegelt sich auch in den signifikant erhdhten Mikrofilarien in der Peripherie (Abb.
24 B) und in der Pleuraflissigkeit (Abb. 24 C) wider. Der Vergleich der Lange der einzel-
nen Wiirmer offenbarte, dass die mannlichen Wiirmer der IL-4Ra/IL-57 M&use wesent-
lich langer sind als die mannlichen Wirmer der Wildtypen, es aber keinen Unterschied
bei den weiblichen Wirmern gab (Abb. 24 D). Abbildung 24 E stellt die Anzahl der Mf im
zeitlichen Verlauf ab Tag 50 dar. Es findet sich eine deutlich erhéhte Anzahl an Mf in IL-

4Ro/IL-5" Mausen im Vergleich zu den Wildtypen.
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Abb. 24: L. sigmodontis infizierte IL-4Ra/IL-57"" BALB/c Mause weisen eine erhohte
Wurmlast und Mf Anzahl auf. In (A) zeigt sich eine signifikant erh6hte Anzahl an Wur-
mern in der Pleurahdhle bei IL-4Ra/IL-57 Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen an
Tag 72 nach der Infektion. (B) verdeutlicht die signifikant erhohte Mf Anzahl im Blut. (C)
zeigt die signifikant erhéhte Mf Anzahl im Pleurawash. (D) Die mannlichen Wirmer (m)
der IL-4Ra/IL-57 M&use sind wesentlich langer als die mannlichen Wirmer der Wildty-
pen. Bei den weiblichen Wiurmern (w) zeigt sich kein Unterschied. (E) stellt die Anzahl
der Mf im Blut im zeitlichen Verlauf ab Tag 50 dar. Es findet sich eine deutlich erhéhte
Anzahl an Mf in IL-4Ra/IL-57 Mausen im Vergleich zu den Wildtypen. Die Signifikanz
wurde entweder mithilfe des Student oder Mann Whitney Tests bestimmt. (verandert
nach Ritter et al. 2017)

3.6.2 L. sigmodontis infizierte IL-4Ro/IL-57 BALB/c M&use weisen keinen Unterschied in

den Zytokinenspiegeln auf

Um die IL-4Ro/IL-5" BALB/c Mause mit den anderen beiden Mausmodellen vergleichen
zu koénnen, wurden bei diesen Mausen die Chemokinlevel im Pleurawash sowie die Zy-

tokine in den Organproben bestimmt.
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Die Ratio von IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a und IFN-g wurden bestimmt und fur Wildtyp
Mause sowie fiir IL-4Ro/IL-57 BALB/c Mause an Tag 72 nach der Infektion dargestellt.
Bei den Zytokinen IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a und IFN-y konnten keine Unterschiede de-
tektiert werden (Abb. 25 A-E).
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Abb. 25: L. sigmodontis infizierte IL-4Ra/IL-5" BALB/c Mause weisen keinen
Unterschied in den Zytokinspiegeln auf. Aus den Lungen- und Diaphragmenproben
wurde die Ratio von (A) IL-4, (B) IL-10, (C) IL-17, (D) TNF-a und (E) IFN-y an Tag 72 der
Infektion bestimmt. Es sind sowohl Wildtypen als auch die IL-4Rao/IL-5" Proben
gemessen worden und im Vergleich aufgetragen. Es konnten keine Unterschiede bei
den Zytokinen IL-4, IL-10, IL-17, TNF—a und IFN-y gefunden werden. Die Daten zeigen
die Ergebnisse aus drei verschiedenen Experimenten (n=24 Wt und n=28 IL-4Ra/IL-5"
Méause). Die Signifikanz wurde entweder mithilfe des Student oder Mann Whitney Tests
bestimmt.

3.6.3 Mit L. sigmodontis infizierte IL-4Ra/IL-5" BALB/c Mause zeigen erhéhte

Chemokinlevel

Um das Immunprofil zu komplettieren, wurden auch bei den IL-4Ro/IL-57 Mausen die

verschiedenen Chemokine gemessen. Die Bestimmung erfolgte aus der
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Pleuraflissigkeit und die Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt. Es gibt keinen Un-
terschied fur Gro-o beim Vergleich von IL-4Ro/IL-57 und BALB/c M&usen (Abb. 26 A).
Dahingegen sind die IP-10 Werte in IL-4Ro/IL-57 Mausen signifikant erhéht (Abb. 26 B).
Auch bei den Werten von MCP-1 und MCP-3 (Abb. 26 C und D) fand sich keine Diffe-
renz, wobei sich wiederum signifikant hohere Werte in IL-4Ra/IL-57 M&usen fiir MIP-q,
MIP-B und RANTES detektieren lie3en (Abb. 26 E-H). Erniedrigte Werte in den IL-
4Ro/IL-5"" im Vergleich zu den BLAB/c M&usen fanden sich bei der Messung von

Eotaxin (Abb. 26 I).
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Abb. 26: Mit L. sigmodontis infizierte IL-4Ro/IL-5" (dKO) BALB/c Mause zeigen erhohte
Chemokinlevel. In der Pleurafliissigkeit von infizierten IL-4Ra/IL-57 BALB/c und Wildtyp
BALB/c Mausen wurden Chemokine bestimmt. Es wurde ein Luminex Maus Chemokine
Panel verwendet, um die Werte fir Gro-a (A), IP-10 (B), MCP-1 (C), MCP-3 (D), MIP-
la (E), MIP-1B (F), MIP-2 (G), RANTES (H) und Eotaxin (l) zu bestimmen. Der Graph
zeigt die Werte fur einzelne Mause aus vier verschiedenen Infektionsexperimenten
(n=34 WT und n=34 IL-4Ro/IL-5" Mause). Die Signifikanz wurde entweder mithilfe des
Student oder Mann Whitney Tests bestimmt (veréandert nach Ritter et al. 2017).

3.6.4 Erheblich gesteigerte Entztuindungsreaktion in L. sigmodontis infizierten IL-4Ro/IL-

57 Mausen

Aufgrund der veranderten Immunantwort in infizierten IL-4Ro/IL-57 Mausen wurde auch

bei diesem Mausstamm die Inflammation in der Lunge und im Diaphragma untersucht.
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Nicht infizierte IL-4Ro/IL-5" Mause zeigten keine Pathologie (Abb. 27 A und B). Bei den
infizierten Tieren fanden sich sowohl in der Lunge (Abb. 27 C) als auch im Diaphragma
(Abb. 27 D) massive Entziindungsreaktionen. Die Entziindungsreaktionen waren viel
starker ausgepragt als bei Wildtypen und fanden nicht nur an den angrenzenden Struk-
turen der Organe statt, sondern in den Organen selbst. Dies fuhrt zu einer erh6hten
Wertung von 4 auf der Inflammationsskala. Es kam sowohl in der Lunge, im Diaphragma
als auch im Pleuraspalt zur Infiltration von Immunzellen.

b
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Abb. 27: Gesteigerte Entzindungsreaktion im Pleuraspalt, in der Lunge und im
Diaphragma in L. sigmodontis infizierten IL-4Ro/IL-57" Mausen. Es wurden die Lunge
und das Diaphragma von infizierten IL-4Ro/IL-57 Mausen entnommen und HE gefarbt.
(A) zeigt eine naive Lunge. (B) zeigt ein naives Diaphragma. Es finden sich keine
histologischen Veranderungen. Die Zellstruktur ist vollkommen intakt. Wé&hrend der
Infektion andert sich die Pathologie. (C) zeigt eine infizierte Lunge an Tag 72 und (D) ein
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Diaphragma an Tag 72. Die Organstruktur ist bei beiden nicht mehr intakt, es finden sich
Infiltrate im Organ und vermehrte Zelllagen am Rande der Organe, im Pleuraspalt
(verandert nach Ritter et al. 2017).

Abbildung 28 zeigt die Auswertung mithilfe der Inflammationsskala (Tab. 4) von Wt Mau-
sen im Vergleich zu den IL-4Ra/IL-5" M&usen (Ritter et al. 2017).
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Abb. 28: Gesteigerte Entziindungsreaktion im Pleuraspalt, in der Lunge und im Dia-
phragma in L. sigmodontis infizierten IL-4Ra/IL-57 M&usen. Es wurden die Lunge und
das Diaphragma von infizierten IL-4Ro/IL-57 Mausen entnommen, HE gefarbt und mit-
hilfe der Inflammationsskala ausgewertet. (A) zeigt die Ergebnisse der Lunge von naiven
und infizierten Tieren, (B) die Ergebnisse der Diaphragmen von naiven und infizierten
Tieren. Naive Tiere weisen keine Inflammation auf, wahrend die Inflammation bei IL-
4ARo/IL-57" Mausen an Tag 72 starker ausfallt als bei den Wildtypen an Tag 72. Der
Graph zeigt die Werte fUr einzelne Mause aus zwei verschiedenen Infektionsexperimen-
ten (naive Wildtyp Mause n=9 und IL-4Ra/IL-57 Mause n=12; infizierte Wildtyp Mause
n=12 und IL-4Ro/IL-57 M&use n=18 (Ritter et al. 2017).
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4. Diskussion

4.1 M. perstans: Eine vernachlassigte tropische Krankheit

Mansonella perstans ist eine von Culicoides Mucken Ubertragene Nematode, die in 33
Landern der Subsahara vorkommt. Eine Durchseuchung findet sich ebenfalls in Zentral-
und Sudamerika sowie der Karibik (Simonsen et al. 2011). Es sind uber 114 Millionen
Menschen infiziert (Simonsen et al. 2011). An der Westkiste Afrikas ist die Micke vom
Senegal bis nach Angola zu finden, in Zentralafrika vom Nord- bis Stdsudan, 6stlich bis
Uganda, Kenia und Tanasania sowie im Suden bis Simbabwe (Agbolade et al. 2006). In
den meisten Landern (Kamerun, Nigeria, Ghana, Sierra Leone, Elfenbeinkiiste, Sambia
und Uganda) betrifft die Infektion die arme Bevdlkerung (Agbolade et al. 2006; Wanji et
al. 2003). Bisher fand dieser Parasit keine grol3e Beachtung, da ihm kein eindeutiges
Krankheitsbild zugeschrieben wird. Die meisten Infektionen verlaufen asymptomatisch,
wohingegen in einigen Fallen auch verschiedenste Symptome mit der M. perstans Infek-
tion in Verbindung gebracht werden, wie z. B. Eosinophilie, subkutane Schwellungen
und Gelenkbefall (Adolph et al. 1962; Clarke et al. 1971). Auch wenn diese Symptome
nicht bei allen Betroffenen auftreten, sollte M. perstans nicht unterschatzt werden, da
der Parasit haufig als Koinfektion auftritt und andere Infektionen wie LF, Onchozerkose,
HIV oder Tuberkulose eventuell beeinflussen kann (Simonsen et al. 2011; Brown et al.
2004; George et al. 2014). Gerade bei den infizierten Jugendlichen zeigt sich eine stei-
gende Pravalenz bezuglich Koinfektionen mit Mycobacterium ulercans und
Mycobacterium tuberculosis (Phillips et al. 2014). Interessanterweise liegen in den en-
demischen Gebieten Regionen nebeneinander, in denen M. perstans sehr deutlich ist
und eine hohe Mf Last vorliegt neben Regionen die keine Mf Last aufweisen. Dies l&asst
vermuten, dass auch Umweltfaktoren eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer In-
fektion spielen. Generell ist es wichtig die Transmission von M. perstans zu verstehen,
um diesen Parasiten bekampfen zu konnen. Mithilfe der gPCR kdnnen die Vektoren un-
tersucht und die Bedingungen fir die Transmission erforscht werden und so vielleicht
eine Erklarung gefunden werden, warum M. perstans besonders im aquatornahen Re-
genwaldern vorkommt (Wanji et al. 2016). Momentan scheint M. perstans einer der an-
passungsfahigsten Parasiten zu sein. Ein Verstandnis der genauen immunologischen

Mechanismen hinter der Infektion kénnte eine Hilfe bei neuen Therapiemdglichkeiten,
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nicht nur bei parasitaren Infektionen, sondern auch dariber hinaus bei Autoimmun-
krankheiten spielen. Das "African-German Cooperation Projects in Infectiology” ist ein
Programm der DFG, in dem Forschungsprojekte geférdert werden. Im MaP2Co Projekt
(HO 2009/10-1) wurde der Fokus auf zwei Lander (Ghana und Kamerun) gelegt, um
Daten als Grundlage zur Erforschung und Therapie parasitarer Erkrankungen zu erhe-
ben. Im Zuge meiner Doktorarbeit war es moéglich, Material (Serum) aus Kamerun und
Ghana zu erhalten, um die Diagnostik von M. perstans mittels PCR zu etablieren und
ein Immunprofil von M. perstans Monoinfektionen zu untersuchen.

Um eine Infektion mit M. perstans zu diagnostizieren, dient bis heute die Mikroskopie
von Blutausstrichen als Standardmethode. Es existieren noch keine Schnelltests oder
ELISA Verfahren im Gegensatz zur LF Diagnostik, fur die es sowohl einen Schnelltest
gegen das lésliche W. bancrofti Antigen (ICT) als auch einen etablierten ELISA gibt (Well
et al. 1997). Die Mikroskopie stellt eine gewisse Herausforderung dar, da fir die Diagno-
sesicherung gut geschultes Personal notig ist. Es miussen sehr geringe Mengen an Mf
detektiert werden und es darf zu keiner Verwechslung mit anderen Filarieninfektionen
kommen, da eine falsche Therapie zu einer Verschlechterung der Erkankung fuhren
koénnte. In der Vergangenheit wurden verschiedene Formen der qPCR zur Detektion von
M. perstans entwickelt (Jimenez et al. 2011; Keiser et al. 2008). Diese Methoden ben6ti-
gen aber zum Teil grofe Mengen an DNA Material (200 Kopien/pl) (Albers et al. 2014).
Zur Optimierung wurde eine spezifische M. perstans qPCR mithilfe des ITS1 Gens von
M. perstans etabliert. Diese DNA Region existiert in allen Eukaryonten, also auch in al-
len anderen Nematoden und bietet so die Mdglichkeit eine Spezifitat zu erreichen. Wir
haben uns darauf konzentriert diese Methode zu verbessern um die Detektion von M.
perstans im Vektor sowie im menschlichen Wirt zu ermdglichen. Monoinfektionen mit M.
perstans sind bisher noch nicht bzw. nur teilweise (Ritter et al. 2018) untersucht worden,
allerdings gibt es keine Analysen des Immunprofils von M. perstans. Es wurden Immun-
antworten bei Koinfektionen mit anderen Parasiten wie z.B. Malaria untersucht (Drame
et al. 2016; Hillier et al. 2008). In diesem Zusammenhang wurden allerdings keine De-

tails erforscht.
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4.1.1. Entwicklung einer spezifischen M. perstans gPCR

Die Etablierung und Erh6hung der Spezifitat einer M. perstans gPCR gelang durch die
Erhohung der Annealingtemperatur. Dadurch ist es moglich, W. bancrofti und M. per-
stans Infektionen sicher zu unterscheiden. Albers et. al. erhielten eine 100 % Detektion
nur ab 200 Kopien/ul (Albers et al. 2014). Wir schafften es, das Detektionslimit auf 0,4
pa/ul (0,015 Kopien/pl) zu optimieren. Um die Spezifitat zu kontrollieren wurde, W. banc-
rofti DNA eingesetzt, da gerade hier mikroskopisch ein Verwechslungspotential besteht,
und in der gPCR getestet. Da die Detektion zunachst positiv ausfiel und somit keine
Spezifitat gegeben war, wurde das PCR Protokoll verandert. Die positive Detektion lasst
sich durch die groBe Ahnlichkeit der ITS1 Region erklaren, da sie zu 68% (berein-
stimmt. Durch die Anderung der Annealingtemperatur, die fir die akkurate Anlagerung
der Primer besonders wichtig ist, konnte die Detektion von W. bancrofti DNA eliminiert
werden. Die bisher gemessenen 21 Proben zeigten eine grol3e Spezifitat. Allerdings soll-
ten noch weitere Messungen erfolgen, um diese Ergebnisse zu festigen. Da die Koinfek-
tion mit W. bancrofti hoch ist, sollte die gPCR auf ihre Spezifitat bei diesen Patienten
untersucht werden. Es ware auch ein Vorteil, eine triplex PCR zu entwickeln, um eine
gleichzeitige Diagnostik zu ermdglichen, wie es schon fir B. malayi und W. bancrofti
maoglich ist (Pilotte et al. 2013). Ob die gPCR auch M. perstans spezifisch ist, bezogen
auf die Spezies Mansonella, ist ein weiterer Punkt, der Uberpruft werden muss. Vorlaufi-
ge Ergebnisse zeigen momentan, dass M. streptocerca von dieser gPCR nicht detektiert
wird. Dies gibt die Mdglichkeit, unter den einzelnen Mansonella Spezies zu unterschei-
den und die Option, neue spezifische PCR’s zu entwickeln. Es kbnnte von Interesse
sein, die unterschiedlichen Symptome und Auspragungen der einzelnen Mansonella-
Infektionen zu untersuchen und deren Unterschiede zu analysieren, auch im Hinblick auf
unterschiedliche Immunantworten der einzelnen Spezies im Kontext diverser

Koinfektionen.

4.1.2 Das Immunprofil von M. perstans

Allgemein sind Filarieninfektionen durch Ty2- sowie regulatorische Immunantworten ge-
kennzeichnet. So werden neben bestimmten Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-13, IL-9 und IL-

10, auch Antikoérper wie IgE, 1IgG1 und nicht inflammatorisches IgG4 vermehrt produziert
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(Babu und Nutman 2014). Bei Individuen, die mit Onchozerkose oder lymphatischer Fi-
lariose infiziert sind, zeigen sich erhohte Level an IL-10, TGF- regulatorischer T-Zellen,
IgG4 und eine hohe Wurmlast (Hoerauf et al. 2005; Arndts et al. 2014; Arndts et al.
2012; Adjobimey und Hoerauf 2010). An sich dient die T2 Immunantwort nicht priméar
der Abwehr des Parasiten, sondern vielmehr dem Schutz des Wirts vor der Inflammation
und Zellzerstérung. So ist zum Beispiel IL-4 ein Zytokin mit anti-inflammatorischen Ei-
genschaften, das unter anderem die kérpereigene Produktion von Tyl-Zellen, Makro-
phagen sowie von IFN-y und IL-12 verringert. AuRerdem ist IL-4 fir den Immunglobulin-
Klassenwechsel zu IgE und 1gG4 verantwortlich (Le Goff et al. 2002; Babu et al. 2000).
M. perstans ist vielleicht einer der am besten angepassten Nematoden, da die Infektion
mit dem Parasit bei den meisten Betroffenen asymptomatisch verlauft und ansonsten
nur milde Symptome auslost (Adolph et al. 1962). Gerade diese Tatsache macht die Er-
forschung des Immunprofils von M. perstans so interessant, da es wichtige Erkenntnisse
Uber die Beziehung zwischen Wirt und Parasit liefern kann, welche zur Entwicklung von
Impfstoffen und Medikamenten beitragen kdénnen (Hartmann et al. 2015). Auf3erdem ist
eine Entschlisselung der Immunantwort von M. perstans essentiell, um den Einfluss des
Parasiten auf Krankheiten wie Tuberkulose, Malaria oder HIV (Brown et al. 2004; Brown
et al. 2006), sowie die Wechselwirkung bei einer BCG Imfung zu erforschen (Elliott et al.
2010).

Zurzeit gibt es noch keine Untersuchungen monoinfizierter M. perstans Betroffener
(Metenou et al. 2009; Phillips et al. 2014). Um zum ersten Mal einen Uberblick Uiber die
spezifische Immunantwort zu erhalten, wurde das Serum von M. perstans infizierten Pa-
tienten aus Kamerun untersucht. Interessanterweise fanden sich erniedrigte Werte von
IL-4 und IL-17 in den Blutproben der M. perstans Mf' im Vergleich zu M. perstans Mf".
Die verminderten Zytokinmengen spiegeln die Fahigkeit des Parasiten wider, das Im-
munsystem des Wirts zu modulieren. Ein Vergleich zu anderen parasitaren Infektionen
ware sehr interessant. Eine Untersuchung in vivo bei Menschen ist nicht méglich, da der
Parasit sich in den Kérperh6hlen aufhélt. M. perstans scheint die Immunantwort in gro-
Rem Mal3e zu modulieren, sodass der Wirt keinen erheblichen Schaden nimmt und es
zu keiner AbstoRung kommt. Ahnliches zeigte sich auch bei den Chemokinen (IL-8,
RANTES), pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-6, TNF-a) und Tyl Zytokinen (IFN-y, IL-
12p70), bei denen es erniedrigte Werte im Vergleich zu M. perstans Mf” gab. Einzig MIP-
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1B zeigte interessanterweise erhdhte Werte. MIP-13, auch CCL 4 genannt, ist ein wich-
tiges Chemokin und somit fuir die Chemotaxis verschiedener Immunzellen verantwortlich
(Bystry et al. 2001). Es unterstitzt die pro-inflammatorische Tyl Immunantwort (Schrum
et al. 1996). und wird von CD8+ T-Zellen als HIV Suppressor Faktor produziert (Cocchi
et al. 1995). Durch die Erh6hung von MIP-1$ kann es auch sein, dass im Laufe der In-
fektion die Level von pro-inflammatorischen Zytokinen steigen. Es ist noch nicht genug
Uber MIP-13 bekannt und dartber, welche Rolle es in der Immunantwort bei parasitaren
Infektionen spielt. Einzelne Studien an O. vovulus infizierten Patienten haben gezeigt,
dass systemisches MIP-1p erniedrigte oder gleiche Werte im Vergleich zu gesunden
Probanden hat. Erst 6 Monate nach der Therapie mit Ivermectin gegen O. volvulus, stieg
der MIP-1p Spiegel an (Fendt et al. 2005). Die jetzt gemessenen erhghten Werte sind
noch nicht erklarbar und es sollten weitere Untersuchungen erfolgen, um die Bedeutung
von MIP-1p wahrend einer Infektion mit M. perstans zu analysieren und gleichzeitig
auch festzustellen, welche Rolle es bei anderen Filariosen spielt.

Im Rahmen des MaP2Co, welches von der DFG geférdert wurde (HO 2009/10-1), wurde
eine neue Methode entwickelt um M. perstans Wirmer in vitro zu kultivieren und aus
diesen Antigen herzustellen (Njouendou et al. 2017; Ritter et al. 2018). Vorherige Unter-
suchungen der Wirmer waren mittels Elektronenmikroskop mdglich, nachdem Araujo et
al. (1995) die Wirmer mittels Ultraschall in den Gefal3en detektierten und im Ganzen
operativ herausnahmen. So war es moglich die lebenden Wirmer zu untersuchen und
deren Oberflachenstruktur zu beschreiben, die sich als transversale Streifung mit perio-
dischen Verdickungen entlang des Wurms zeigte und andere Organe (Mund, Vulva,
Kloake) zu untersuchen (Araujo et al. 1995). Erste Methoden zur in vitro Kultivierung
wurden an Brugia Spezien erforscht. Es gelang einen Tag alte Larven von Brugia
pahangi und Brugia malayi zu gewinnen und diese, in vitro bis zur infektiosen L3 Larve,
entwickeln zu lassen (Nayar et al. 1991). Somit stellt die im Rahmen des MaP2Co Pro-
jektes entwickelte Methode eine Weiterentwicklung der bekannten Methoden dar. Sie
ermoglicht eine spezifische Analyse der Immunantwort von M. perstans sowie die Etab-
lierung eines vollstandigen Entwicklungszyklus. Dies ist ethisch von Vorteil, da keine
Menschen mehr bendtigt werden, um detaillierte Studien durchzuflhren. So kdnnte die
Wurmentwicklung und Paarung analysiert, Restimulationsimmunantworten gezeigt und

Medikamententestungen durchgeftihrt werden.
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Mithilfe des Antigens war es zum ersten Mal mdglich, spezifische Immunglobuline zu
messen. Dazu wurde das in Kamerun hergestellte Antigen in der Zellkultur eingesetzt
und zur Stimulierung von Blutzellen Mf* Individuen und von Mf Individuen verwendet. Es
konnte gezeigt werden, dass die Restimulation von Blutzellen von M. perstans (Mf") In-
dividuen mit dem gewonnen Antigen starke IFN-y, IL-17A und IL-13 Anworten hervorruft
(Ritter et al. 2018). Es konnten keine Zytokine im Zellkulturiberstand gesunder Européa-
er erfasst werden, die noch keinen Kontakt mit M. perstans hatten. Dies lasst darauf
schlieen, dass die Zytokinreaktion fur Mf infizierte Personen spezifisch war und somit
fur den Wurm. Interessanterweise war die Immunantwort bei den restimulierten Blutzel-
len von Mf" Individuen anders, als das zuvor untersuchte systemische Profil (Serum).
Zum Beispiel waren IFN-y, IL-13 und IL-17A in infizierten Personen erniedrigt im Ver-
gleich zu Mf" (Ritter et al. 2018). Eine starke IL-17A und IL-17A/IL-4 Immunantwort in W.
bancrofti und O. volvulus infizierten Inidviduen wurde kirzlich mit Patienten in Zusam-
menhang gebracht, die unterschiedliche Formen der Pathologie zeigten (Babu et al.
2009; Babu und Nutman 2012; Katawa et al. 2015). Weitere Analysen sind notig, um
das Immunprofil von M. perstans infizierten Personen zu entschlisseln. Allerdings zeigte
sich in einer anderen Studie unserer Gruppe an O. volvulus ebenfalls eine unterschiedli-
che Reaktion im Vergleich von systemischer Immunantwort und Restimulation. In dieser
Studie waren die Werte des systemischen IL-5 bei Infizierten signifikant hoher als bei
Nicht-Infizierten. Bei der Restimulation von isolierten PBMC mit O. volvulus Antigen
zeigte sich das gegensatzliche Bild (Arndts et al. 2014). Die kontraren Ergebnisse konn-
ten die Fahigkeit der adulten Wiurmer widerspiegeln, das Wirtsimmunsystem zu regulie-
ren. Eine andere Erklarung kénnte die Entwicklung von M. perstans Wirmern in vitro
sein. Eventuell haben sich die Wirmer anders entwickelt, da sie nicht im Wirtsmillieu
wuchsen, welches einen protektiven oder immunregulierenden Einfluss gehabt hatte.
Daher sind die Immunantworten der in vitro gezlchteten Wirmer starker. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass noch weitere Studien durchgefuihrt werden missen, um die Unter-
schiede zwischen systemischen Zytokinleveln und Restimulation zu zeigen.

Bei parasitdren Infektionen wie der lymphatischen Filariose spielen insbesondere IgE
und 1gG4 eine wichtige Rolle. Gerade bei asymptomatischen Patienten mit hoher Mf An-
zahl im Blut zeigen sich erhéhte spezifische 1IgG4 Werte und erniedrigtes IgE (Maizels et

al. 1995). Unkontrollierte Entziindungsreaktionen zeigen eher eine Tyl Immunantwort
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und niedrige Level an IgG4, aber hohe IgE Werte, diese finden sich bei Patienten mit
ausgepragten Klinik (Maizels und Yazdanbakhsh 2003). In unseren Untersuchungen
konnten wir zeigen, dass spezifisches IgG4 mit einer patenten Infektion von M. perstans
assoziiert ist. Auch andere Studien bestatigen, dass erhohtes 1gG4 bei der Immunant-
wort in W. bancroft und O. volvulus Infektionen gemessen wurde (Kurniawan et al. 1993;
Arndts et al. 2012; Arndts et al. 2014). Die erhdhten Spiegel an totalem IgE und IgG4 in
M. perstans Mf" Patienten im Gegensatz zu den Mf Patienten unterstiitzen die aktuelle
Studie in Gabun, in der totales IgE ebenfalls erhoht gemessen wurde (Bouyou-Akotet et
al. 2014). Obwohl sich erniedrigte M. perstans spezfische IgE Level fanden, komple-
mentiert dies nur das systemische Immunprofil von M. perstans, welches zeigt, wie gut
M. perstans das Wirtsimmunsystem regulieren und diesem ausweichen kann. Wegen
der geringen Mengen an M. perstans Extrakt wurden nur die Konzentrationen an IgE
und 1gG4 analysiert. Weitere Studien konnten Erkenntnisse tUber andere Immunglobuli-
ne und Subtypen bringen. Aul3erdem sollte in weiteren Studien die Kreuzreaktivitat von
M. perstans Antigen mit anderen Filarienantigenen untersucht werden. In laufenden
Analysen wurde bei O. volvulus infizierten Patienten nur eine geringefiigige Anderung
der Immunantwort gezeigt, wenn spezifisches O. volvulus Antigen hinzugefugt wurde
(Arndts et al. 2014).

Bisher basierten die Erkenntnisse einer M. perstans Infektion auf Studien mit Patienten
die mit anderen Parasiten, wie O. volvulus, W. bancrofti, Plasmodium falciparum,
Entamoeba histolytica/dispar, Schistosoma mansoni/haematobium koinfiziert waren
(Soboslay et al. 2006; Metenou et al. 2009; Semnani et al. 2010; Dolo et al. 2012; Lech-
ner et al. 2013). Durch die neue Mdglichkeit adulte M. perstans Wirmer in vitro zu zlch-
ten und daraus Ag herzustellen, konnten erste Schritte zur Erstellung eines Immunprofils
von M. perstans erreicht werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle Serumzytokine
und Chemokine mit Ausnahme von MIP-1f und IL-10 in M. perstans infzierten Individuen
erniedrigt waren. Die Kultivierung peripherer Blutzellen zeigte dagegen erhdhte Level fur
IFN-y, IL-10. IL-13 und IL-17A und aul3erdem noch antigen-spezifische IgG4 Werte fur
M. perstans. Ein weiterer Fokus fUr zukinftige Forschung ware die Etablierung eines
Mausmodells fiir M. perstans um eine Analyse auch beziglich der pathologischen Ver-

anderungen in vivo zu erreichen.
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4.2 L. sigmodontis Infektion als Mausmodel fiir lymphatische Filariose und Mansonellose

Es war maoglich, systemische Immunantworten wéhrend einer Monoinfektion mit M. per-
stans zu untersuchen. Ein grof3es Hindernis bei der Untersuchung von M. perstans spe-
zifischen Immunantworten ist das Fehlen von Mansonella Antigen, da die Wirmer sich
in der Pleurahdhle aufhalten und dadurch nur schwer zu gewinnen sind. Daher ist es
auch kaum moglich, den Infektionsverlauf und die Pathologie einer M. perstans Infektion
in vivo zu untersuchen. Bislang gibt es noch kein Mausmodell um die Infektion in vivo zu
verfolgen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit ging es um die Pathologieentwicklung wahrend einer para-
sitaren Infektion. Um solche Analysen durchzuftihren gibt es flur die lymphatische Fila-
riose ein gut etabliertes Mausmodell. Das Litomosoides sigmodontis Mausmodell bietet
sich fur weitere Untersuchungen an, da auch hier, wie bei M. perstans Infektionen, die
Entwicklung und Entztndungsreaktion in der Pleurahohle stattfinden (Simonsen et al.
2011; Hoerauf 2009). Die patente Infektion in BALB/c Mausen ermdglicht die Erstellung
einer Infektionskinetik (Lawrence 1996; Hoffmann et al. 2000; Lawrence und Devaney
2001). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL-4 defiziente C57BL/6 Mause eine
patente Infektion entwickeln und eine dhnliche Anzahl an Mf und Wirmern wie infizierte
BALB/c Mause entwickeln. IL-4 scheint daher eine wichtige Rolle bei der Abwehr der
Parasiten zu spielen. Zusammen mit IL-5 sind die Zytokine flir die Eliminierung der
Wiuarmer und der L3 Larven verantwortlich (Le Goff et al. 2000).

Wahrend der Infektion kommt es oft zu Granulombildung (Attout et al. 2008). IL-13 stellt
ein wichtiges Zytokin bei dieser Pathologie dar. Es induziert die Bildung der Granulome,
aul3erdem wird es Uber einen Feedbackmechanismus reguliert. Dies stellt eine Regula-
tion innerhalb der Ty2 Antwort dar. Bei der induzierten T2 Antwort finden sich oft hohe
Werte von IL-10, die wahrend der Infektion aufrecht erhalten werden. Diese hohen Level
haben eine umgekehrte Korrelation mit der spezifischen T-Zell Proliferation. IL-10 inhi-
biert die B-Zellen in ihrem Klassenwechsel zu IgE und férdert den Wechsel zu 1gG4
(Maizels und Yazdanbakhsh 2003).
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4.2.1 Pathologie und Immunantwort

Obwohl in Erwagung gezogen wird, dass immunologische Dysregulation und genetische
Komponenten eine wichtige Rolle wahrend der Filarieninfektion spielen, ist die Patholo-
gie immer noch nicht vollends geklart (Babu et al. 2005; Babu und Nutman 2012; Babu
und Nutman 2014). Um wichtige Komponenten fir die filarien-induzierte Pathologie und
Immunantwort zu finden, wurden zunachst BALB/c Wildtypen mit L. sigmodontis infiziert,
um die Inflammtion und Immunmodulation am Infektionsort, der Pleurahdhle, zu unter-
suchen. Es zeigte sich, dass das Lungengewebe wéahrend der Infektion (bis Tag 72) frei
von histologisch sichtbarer Pathologie war. Dies zeigt eine streng regulierte und kontrol-
lierte Inflammation. Einzig am Gewebe direkt am Pleuraspalt fanden sich Entziindungs-
reaktionen ab dem Zeitpunkt der endgultigen Entwicklung der Larven in adulte Wirmer
(Tag 30). Dies lasst vermuten, dass es zu einem Umschwung in der Immunantwort ge-
gen den Parasiten kommt, sobald sich adulte Wirmer entwickelt haben. Zum ersten Mal
konnte gezeigt werden, dass die Immunzellinfiltration und daraus entstehende Entziin-
dungsreaktionen sowie die Pathologieentwicklung zwischen Lunge und Diaphragma
eintreten, sobald adulte Wirmer den Pleuraspalt erreichen. Die infiltrierenden Zellen im
Pleuraspalt, bestehen aus Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten, neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und sporadisch auftretenden mehrkernigen Riesenzellen.
Es wurde vor Kurzem gezeigt, dass diese Zellen Bestandteil von Granulomen um adulte
Wirmer sind (Attout et al. 2008). In einer Studie wurde die Beziehung zwischen Leuko-
zyten, Filarien und der Entwicklung von Granulomen untersucht und zwei verschiedene
Arten von Granulomen in infizierten Mausen beschrieben (Attout et al. 2008). Frihe
Granulome bilden sich im ersten Monat nach der Infektion und bestehen hauptséchlich
aus Leukozyten und eosinophilen Granulozyten. Spatere Granulome dagegen enthalten
viel mehr Leukozyten und neutrophile Granulozyten (Attout et al. 2008; Al-Qaoud 2000;
Volkmann et al. 2003). Weitere Studien sollten sich mit der Zellzusammensetzung am
Geweberand der Pleurahthle beschaftigen, um herauszufinden, ob sich auch hier die
infiltrierenden Zellen im Laufe der Infektion verandern und ob sie den Zellveranderungen
bei Granulombildung ahneln. Riesenzellen entstehen durch Zell-Zell Fusion aus Makro-
phagen, die durch verschiedene Zytokine (IFN-y, IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, und GM-CSF)
induziert wird und finden sich besonders dort, wo grof3e Fremdkoérper oder schwer ab-
baubares Material zu finden ist (Helming und Gordon 2009). Riesenzellen sind in der
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Lage, vermehrt Zytokine zur Modulation der Immunantwort zu produzieren (Hernandez-
Pando et al. 2000). Sie entstehen oft in Verbindung mit granulomatésen Erkrankungen
(z. B. Tuberkulose), finden sich allerdings auch bei anderen chronischen Entziindungen
(Sakai et al. 2012; Kumar et al. 2013). In Bezug auf Filarieninfektionen gibt es auch ein-
zelne Studien, die Riesenzellen erwahnen. In einer Studie von Case et al. (mit Brugia
malayi infizierten Frettchen) zeigten sich Granulome aus Eosinophilen, Epitheloidzellen
und Riesenzellen um die Wurmfragmente in verschiedenen Stadien (Case et al. 1991).
In Brugia malayi infizierten Nacktméausen (<200 Tage nach Infektion) zeigte sich, dass
lymphozytare Thromben-/Granulombildung mit der Wurmerradikation einhergeht und
Makrophagen, Langerhans Riesenzellen und Eosinophile in diesen Prozess involviert
waren. Diese unterschiedliche Zellzusammensetzung legt nahe, dass verschiedene Me-
chanismen eine Rolle bei der Entstehung von Elefantiasis spielen, je nach Entwick-

lungsstatus der Filarie (Vickery et al. 1991).

4.2.2 Die Rolle der Tyegs

Es ist bekannt, dass Tegs €ine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Pathologie
wahrend einer L. sigmodontis Infektion spielen (Dittrich et al. 2008; Taylor et al. 2009;
Hubner et al. 2009). Sie stellen eine Subpopulation der T-Zellen dar, die in der Lage sind
das Immunsystem zu modulieren. Sie wirken immunsuppressiv und spielen eine wichti-
ge Rolle in der Toleranz von kdrpereigenen Antigenen und im Kontext von Autoimmun-
krankheiten (Bettelli et al. 2006). Allerdings scheint ihnen auch eine grof3e Rolle in der
Immunmodulation wahrend einer parasitaren Infektion zu zukommen. Sie produzieren
anti-inflammatorische Zytokine (IL-10 und TGF-B), welche die Entziindungsreaktion und
die protektive Immunantwort herunter regulieren (Maizels et al. 2004). Ziel der vorlie-
genden Arbeit war die Untersuchung der Infektionskinetik bei Dereg (Depletion of
regulatory T cells) M&usen, um einen Vergleich zu der Situation in BALB/c Wildtyp M&u-
sen zu bekommen. Die Depletion der Tegys erfolgte an Tag 29/30 mit dem Diphterietoxin.
Diese Depletion héalt ca. 6-7 Tage an, bevor neue Tys gebildet werden (Lahl et al. 2007;
Christiaansen et al. 2014) Neben der Mdglichkeit die Treqs zu depletieren, kann auch ei-
ne Blockierung Uber Antikérper erfolgen. Taylor et al. (2007), die eine Depletion mit anti-

CD25-Ak und anti-GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family related gene) er-
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reichten, konnten einen Effekt zeigen (Christiaansen et al. 2014). Der Vorteil einer De-
pletion ist allerdings, dass der Effekt langer anhalt und daher nicht taglich, wie die Ak,
angewendet werden muss. AulRerdem findet sich CD 25 noch auf anderen T-Zell-
Populationen, womit eine spezifische Depletion nicht moéglich und somit das Dereg
Mausmodell das Mittel der Wahl ist. Zusatzlich besteht bei der Anwendung von Ak die
Gefahr, dass sie unspezifisch binden oder durch andere Faktoren abgefangen werden.
Die Depletion mit den Antikbrpern an Tag 27 induziert eine verstarkte Abwehr der Wir-
mer (Taylor et al. 2005a). In unseren Experimenten konnten wir keinen Einfluss der Tegs
auf die Pathologie feststellen. Unter der Depletion der Tegs zeigte sich ebenfalls ab Tag
30 eine Entzundungsreaktion zwischen Lunge und Diaphragma, die sich im Laufe der
Infektion im Pleuraspalt ausbreitete. Allerdings ist zu bedenken, dass nur eine DT Gabe
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 29/30) erfolgte und die Depletion nur fur 6-7
Tage anhalt (Christiaansen et al. 2014). Daher kdnnte der Einfluss auf die Entwicklung
der Pathologie zu kurz gewesen sein, um einen Effekt zu zeigen. Es lasst sich nur zei-
gen, dass die Depletion an Tag 29/30, also zu dem Zeitpunkt, an dem sich die L4 Larve
zum adulten Wurm entwickelt, keinen Einfluss auf die Entwicklung hat und es auch zu
keiner verstarkten Entztindungsreaktion kommt. Um genauere Aussagen bezuglich der
Tegs auf die Pathologie zu treffen, sollten zukiinftige Experimente mit mehreren
Depletionen durchgefiihrt werden. Die Bestimmung der Zytokine in der Pleuraflissigkeit
brachte keine messbaren Ergebnisse. Ein anderer Versuch wére die Bestimmung der
Zytokine in der Pleuraflissigkeit mittels PCR. Dies war im Rahmen dieser Arbeit zeitlich
nicht mdglich. Ein weiterer Ansatz ware die Restimulation der thorakalen und pulmona-
len Lymphknoten durch LsAg, um dann die Zytokin- und Chemokinlevel zu messen (Tay-
lor et al. 2005a).

4.2.3 Die Rolle des IL-4/IL-5 Signalwegs wahrend der L. sigmodontis Infektion

Bei der Depletion von Ty Wurden keine Unterschiede in der histologischen Analyse
beziglich der Pathologie im Vergleich zu den Wildtypméausen gefunden. Eine Depletion
(Tag 29/30) scheint also einen geringen Einfluss auf die Entwicklung der Pathologie an
den folgenden Tagen zu haben. Einige Studien haben gezeigt, dass die patente Infekti-
on in BALB/c IL-57 Mausen hoher ist (Saeftel et al. 2003) und IL-5 einen Einfluss auf die
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Wurm- bzw. Mikrofilarienanzahl hat (Al-Qaoud 2000; Volkmann et al. 2003). Zusatzlich
ist bekannt, dass IL-4 eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von Mf ins Blut spielt
(Volkmann et al. 2003; Le Goff et al. 2002). Bisher wurden noch keine Analysen bei
double knock-out (4Ro/IL-57) Mausen gezeigt.

Im IL-4Ra/IL-57 BALB/c Mausstamm zeigte sich eine wesentlich starkere Immunreakti-
on. Im Vergleich zum Wildtyp BALB/c Stamm zeigte sich eine Inflammation Uber das
gesamte Gewebe (Inflammationsskala 4, siehe Tab. 3). Dies bestétigt vorherige Ergeb-
nisse, dass die Ty2-Zytokine fir die Modulierung der Immunantwort wichtig sind und
sowohl den Wirt als auch den Wurm schiitzen. Bei den IL-4Ra/IL-57" BALB/c Mausen
wurden hohe Mf Anzahlen gezahlt und auch die Wurmanzahl war deutlich héher. Wie zu
erwarten war die Anzahl an Eosinophilen, und somit auch der Messwert an Eotaxin in
der Pleurafliussigkeit deutlich erniedrigt an Tag 72 nach Infektion. Allerdings war die An-
zahl an Neutrophilen erhdht, was vorherige Studien bestatigt die zeigten dass Granulo-
me in spateren Stadien hauptsachlich aus neutrophilen Granulozyten in BALB/c Mausen
bestehen (Al-Qaoud 2000; Volkmann et al. 2003; Attout et al. 2008). Verschiedene
Chemokine, wie IP-10, MIP-1a. MIP-2 und RANTES waren signifikant erhdht in 4Ro/IL-
57 Mausen. Dies bestatigt Studien, in denen gezeigt wurde, dass ein Chemokingradient
notig ist, um die Immunzellen zum Ort der Infektion zu rekrutieren (Al-Qaoud 2000; Hall
et al. 2001; Hise et al. 2004; Babu et al. 2005). Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass
diese Chemokine eine wichtige Rolle in Filarieninfektionen spielen. Zum Beispiel wurde
gezeigt, dass MIP-1 Level in okkulten Onchocerca volvulus Infektionen erhdht sind
(Lechner et al. 2012). Bei Restimulationsexperimenten von peripheren Blutzellen von O.
volvulus-infizierten Kindern konnten erhdhte MIP-1a Werte gemessen werden (Kocher-
scheidt et al. 2010). MIP-1a scheint eine Rolle bei der Rekrutierung von Neutrophilen in
vitro (Zhang et al. 1999) und in vivo (Lee et al. 2000) zu spielen. Dies lasst vermuten,
dass erhdhte MIP-1 Chemokine die Infiltration der Pleurahohle fiir Neutrophile erleichtert
und somit zur Pathologieentwicklung in 4Ra/IL-5" M&usen beitragt.

In nicht infizierten BALB/c Mausen finden sich nur wenige Immunzellen, wahrend sich in
infizierten Tieren eine grol3e Anzahl verschiedener Immunzellen findet. In der Initialpha-
se zahlen dazu T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Eosinophile wahrend der ersten
30 Tagen der Infektion (Al-Qaoud et al. 1997; Martin et al. 2000; Le Goff et al. 2002;
Volkmann et al. 2003; Saeftel et al. 2003; Babayan et al. 2003). Im spateren Stadium
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breiten sich die Immunzellen weiter aus und gerade die CD4" T-Zellen sorgen fir eine
starke T2-Antwort (IL-4, IL-5 und 1L-13) und Foxp3™ Tregs €xprimieren GITR, CD25 und
CTLA-4 (zytotoxisches T-lymphozyten assoziiertes Protein 4) (van der Werf et al. 2011;
Taylor et al. 2012; Rodrigo et al. 2016). Tatsachlich fuhrt eine Blockierung von GITR in
vivo wahrend einer Infektion zu einer gesteigerten IL-4 Sekretion der CD4" T-Zellen oh-
ne Einfluss auf die Wurmanzahl oder Mf Anzahl zu haben. Das Immunprofil in inifzierten
BALB/c Mausen andert sich ebenfalls ab Tag 49 nach der Infektion (Zeitpunkt der Mf
Freisetzung ins Blut) in Richtung des Profils einer latenten Infektion: eine reduzierte Ty2
Antwort (IL-13 und IL-5) in der Pleuraflissigkeit von Mf" Mausen (Rodrigo et al. 2016).
Auch isolierte CD4" T-Zellen (Milz) von Mf M&usen zeigten eine reduzierte Immunant-
wort (TNF-a, IL-13, IL-10, IL-5) nach Restimulierung ex vivo mit Wurmextrakt (Rodrigo
et al. 2016). Trotz der gesteigerten Inflammation gelang es nicht erhohte
Zytokinexpression in den Gewebeproben zu detektieren. Da sich die Entziindungsreak-
tion nur am Rand des Gewebes zeigt, sollten weitere Gewebesticke fir die
Zytokinanalyse gewonnen werden, die ndher am Infektionsort, also am Pleuraspalt lie-
gen, statt von der Lungenspitze.

Es sind noch weitere Untersuchungen an verschiedenen Mausstammen nétig um den
genauen Einfluss von Zytokinen oder Depletionen auf die Entwicklung der Pathologie im
Mausmodell zu erforschen. Mit dem etablierten Inflammationsscore wurde eine gute Me-
thode entwickelt, um verschiedene Stadien der Entziindung im histologischen Material

zu vergleichen und somit eine Grundlage fur weitere Experimente geschaffen.
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5. Zusammenfassung

Uber 120 Millionen Menschen leiden unter einer Infektion mit Filarien, wie lymphatischer
Filariose (Elephantiasis), Onchozerkose (Flussblindheit) und Loiasis. Diese Krankheiten
stellen unter den ,Neglected Tropical Diseases” die verheerendsten Krankheiten in Be-
zug auf den sozialen und den 6konomischen Einfluss dar. Viele der Mechanismen der
Wirtsimmunitat und mit der Krankheit korrelierende Symptome sind bis heute nicht ver-
standen. Um Impfungen und Therapieoptionen zu entwickeln und zu verbessern sind
weitere Studien von grof3em Interesse, die die Modulationsmechanismen und die Patho-
logie hinter den Filarieninfektionen erklaren. Ein besonderes Interesse gilt in dieser Ar-
beit der Filarie Mansonella perstans (M. perstans), die in Afrika, Nord- und Stidamerika
sowie in der Karibik endemisch ist. Es ist nicht méglich, die Wirmer in vivo aus den Pa-
tienten zu gewinnen, da sie sich in der Pleurahthle befinden. Aufgrund dieser Limitie-
rung fanden bis heute kaum Forschungen mit ihnen statt. Im Rahmen des DFG gefor-
derten MaP2Co Projekts wurden humane Proben von Mikrofilarien positiver (Mf+) und
Mirkofilarien negativer (Mf-) Patienten fir diese Arbeit zur Verfugung gestellt, um eine
spezifische qPCR zu entwickeln. Die gPCR sollte zur Methode der ersten Wahl werden,
um den Parasiten gezielt zu detektieren und um Einflisse von M. perstans auf das
Wirtsimmunsystem zu analysieren. M. perstans verursacht nur in seltenen Fallen eine
starke Pathologie. Allerdings ist genau diese Tatsache von grof3er Bedeutung, da der
Wurm das Immunsystem anscheinend so gut moduliert, dass er ungestort tUberleben
kann. Die Analyse dieser Fahigkeit konnte Aufschliisse Uber neue Mechanismen geben
und die Therapieoptionen von Wurminfektionen entscheidend verbessern. Im Rahmen
dieser Arbeit ist es gelungen, eine spezifische qPCR fiur die Detektion von M. perstans
zu entwickeln. Es sind nur geringe Mengen von Patientenmaterial nétig und gleichzeitig
weist die gPCR eine hohe Sensitivitat auf. Dies stellt einen grol3en Schritt hin zu einer
molekularen Methode zur Diagnostik von M. perstans infizierten Individuen dar. Auf lan-
ge Sicht gesehen wére es moglich, die mikroskopische Diagnostik zu ersetzen. Deswei-
teren wurden im Rahmen dieser Arbeit mithilfe von M. perstans Antigen einzelne Se-
rumproben von Patienten hinsichtlich ihres Immunprofils analysiert. Dies stellt einen

wichtigen Schritt zur Erforschung des spezifischen Immunprofils von M. perstans dar.
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Im zweiten Teil der Arbeit riickte die Pathologie wahrend einer Wurminfektion in den Fo-
kus. Litomosoides sigmodontis (L. sigmodontis) ist ein etabliertes Mausmodell fur die
lymphatische Filariose, da sich der Parasit bis zu einer patenten Infektion (Freisetzung
von Mikrofilarien, Entwicklung zu infektibsen Larven, Anreicherung in der Peripherie)
entwickeln kann. Im Rahmen von Infektionsexperimenten ist es so moglich, die patholo-
gischen Veranderungen an der Lunge und an dem Diaphragma zu verschiedenen Zeit-
punkten der Infektion zu analysieren und so die Entwicklung der Pathologie zu beobach-
ten. In unseren Experimenten zeigte sich, dass 30 Tage nach der Infektion von BALB/c
Mausen eine Entziindungsreaktion und Pathologieentwicklung in der Pleurahdhle statt-
findet. Mithilfe verschiedener Mausstamme (Depletion von Tiegs, IL-4Ro/IL-57" double
Knockout Mause) konnten zum Teil eindeutige Unterschiede in der Entwicklung der Pa-
thologie gefunden werden. Im IL-4Ro/IL-57" BALB/c Mausstamm zeigte sich eine we-
sentlich starkere Immunreaktion. Im Vergleich zum Wildtyp BALB/c Stamm zeigte sich
eine Inflammation Uber das gesamte Gewebe der Lunge und des Diaphragmas mit
massiver Infiltration von Immunzellen sowie eine héhere Wurmlast. Korrespondierend
mit dieser starken Entzindungsreaktion konnten signifikant hohere Levels von IP-10,

MIP-1a, MIP-18, MIP-2 and RANTES in der Pleuraflissigkeit gemessen werden.
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