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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Filarien und Filariosen

Filarien (Filarioidea) sind getrenntgeschlechtliche, extraintestinal in Wirbeltieren auf3er
Fischen parasitierende Nematoden, die zu ihrer Entwicklung auf Blut saugende Arthropoden
als Zwischenwirte angewiesen sind. In diesen entwickelt sich das erste Larvenstadium, die
Mikrofilarie, bis zum fir Wirbeltiere infektiosen dritten Larvenstadium. Dieses wird auf den
Endwirt {ibertragen, wo es sich iiber ein viertes Larvenstadium zum Adultwurm entwickelt.
Wihrend Filarien als systematische Gruppe ein recht weites Wirtsspektrum nutzen, sind viele
Filarienarten sehr wirtsspezifisch. So kann Onchocerca volvulus, der Erreger der
Flussblindheit, ebenso wie die Wanderfilarie Loa loa auller im Menschen nur in anderen
Primaten seinen Entwicklungszyklus durchlaufen, andere Sdugetiere sind gegen Infektionen
mit diesen Parasiten resistent. Auch innerhalb natiirlicher Wirtspopulationen verhalten sich
nicht alle Individuen suszeptibel, wofiir neben unterschiedlichen Umwelteinfliissen auf die
Individuen u. a. genetische Polymorphismen als Ursache angenommen werden konnen.

Von Infektionen mit Filarien sind mehr als 150 Millionen Menschen vor allem in den Tropen
betroffen. Thre Bedeutung erlangen diese chronischen Erkrankungen im Gegensatz zur
Malaria und anderen Tropenkrankheiten nicht durch eine groBe Zahl von Todesfillen,
vielmehr fiihren sie zu starken Beeintrdchtigungen der Lebensqualitdt und zum Verlust von
Arbeitskraft. Aufgrund ihrer schwerwiegenden soziodkonomischen Auswirkungen werden sie
von der WHO an dritter Stelle nach Malaria und Tuberkulose als bedeutende
Tropenkrankheiten aufgefiihrt (WHO 2002). Im Wesentlichen haben vier Vertreter der
Onchocercinae  grole  Bedeutung als  Krankheitserreger des Menschen. Mit
O. volvulus waren nach Schitzungen der WHO im Jahre 1995 18 Millionen Menschen vor
allem im tropischen Afrika infiziert. Mehr als 119 Millionen Menschen sind von
lymphatischen Filariosen betroffen (Michael et al. 1996). 95 % davon entfallen auf die
zirkumtropisch verbreitete Wuchereria bancrofti (WHO 1994), fast der gesamte Rest geht auf
das Konto der asiatischen Brugia malayi und B. timori. Sind bei der Onchozerkose
Erblindung und verschiedene Hauterkrankungen schwere Krankheitssymptome, so
verursachen die anderen Arten Stérungen des Lymphgefdfl- und des renalen Systems,
Schiaden durch Entziindungsreaktionen sowie dadurch begiinstigte Sekundirinfektionen

(Maizels et al. 1995).
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1.2 Wirtsimmunologie bei Infektionen mit

extrazelluliren Parasiten

Der Elimination in einen Wirtsorganismus eingedrungener Pathogene liegen zwei
grundlegende Prinzipien zu Grunde: eine unspezifische innate Immunantwort und eine nach
einem ersten Kontakt aufgebaute adaptive Immunantwort, die spezifisch gegen ein
bestimmtes Pathogen gerichtet ist, wobei beide allerdings eng miteinander verbunden und
keineswegs unabhdngig voneinander sind. Die angeborene Immunantwort ist der erste Weg
zur schnellen Eliminierung eindringender Pathogene (Fearon & Locksley 1996; Robertson
1998; Hoffmann et al. 1999). Dabei verhindern Haut- und Schleimhautepithelien bereits das
bloBe Eindringen von Pathogenen, einerseits als mechanische Barriere, andererseits iiber die
Produktion antimikrobieller Peptide, denen {iiber die unmittelbare mikrobizide Wirkung
hinaus weit reichende immunologische Aktivitit zukommt (Ganz 2003; Oppenheim et al.
2003), so z. B. durch die Anlockung von Leukozyten, die Alarmierung des adaptiven
Immunsystems und die Neutralisation proinflammatorischer Pathogenmolekiile (Miiller,
Autenrieth & Peschel 2005). Fiir die rasche Vernichtung bereits in den Wirt eingedrungener
Bakterien, Pilze und protozoischer Parasiten sind in erster Linie Phagozyten, eosinophile
Granulozyten und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) zustindig (Morrissette, Gold &
Aderem 1999; Trinchieri 1989; Weller 1997; Rainbird, Macmillan & Meeusen 1998). NK-
Zellen setzen iiber Zytokine, v. a. Interferon (INF-)y, eine Kaskade von Reaktionen in Gang,
die zu einer Immunantwort gegen das infektiose Agens fiihrt (Trinchieri 1995). Sie selbst
erkennen und phagozytieren entsprechende Pathogene bzw. zerstoren infizierte Wirtszellen.
Verschiedene Phagozyten bewirken eine erste Abwehr gegen Parasiten, z. B. {liber Stickoxid
(Liew, Xu & Chan 1999) und Sauerstoffradikale (Wozencraft, Croft & Slayers 1985; Cardoni
et al. 1997; Greve et al. 1999), wohingegen die von manchen Parasiten gebildeten Enzyme
Superoxid-Dismutase und Katalase (Batra, Chatterjee & Srivastava 1990) die Detoxifikation
der Sauerstoffradikale ermdglichen und die Parasiten sich dadurch schiitzen.

Die Erkennung in den Wirtsorganismus eingedrungener Fremdorganismen erfolgt anhand
molekularer Muster. Fiir die innate Immunantwort ist im Gegensatz zur adaptiven Immun-
antwort ein sehr schnelles Erkennen von Pathogenen kennzeichnend, was eine Beschrankung
auf wenig variable, weit iiber verschiedene systematische Gruppen verbreitete Muster
voraussetzt. Diese Erkennung von pathogenassoziierten molekularen Mustern (PAMP =

Pathogen-Associated Molecular Patterns) erfolgt iiber Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR)
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wie z. B. Toll-like-Rezeptoren (TLR), die einer stammesgeschichtlich alten Familie von
Rezeptoren angehdren, die eine zentrale Rolle fiir das Immunsystem nicht nur von Sdugern,
sondern auch von Insekten und Pflanzen spielen (Beutler 2000'; Beutler 2000%), sowie iiber
C-Typ-Lektine (Hokke & Yazdanbakhsh 2005). TLR sind homolog zu Toll, einem PRR in
Drosophila spp., die nur {iber eine innate Immunantwort verfiigen (Tanji & Ip 2005).

PAMP weisen ein hohes MaB an struktureller Ahnlichkeit bei verschiedenen Organismen auf.
So gibt es bei Bakterien zwar Unterschiede im O-Antigen-Teil von Lipopolysaccharid (LPS),
hingegen weisen alle Gram-negativen Bakterien unverénderlich den gleichen Lipid-A-Teil
von LPS auf. Diese Konstanz der PAMP fiihrt dazu, dass zu ihrer Erkennung eine relativ
geringe Zahl verschiedener entsprechender Rezeptoren ausreicht. Eine Schliisselrolle unter
den PRR scheint TLR4 innezuhaben. TLR4 sowie TLR2 spielen eine wichtige Rolle bei der
durch endosymbiontische Wolbachia vermittelten Immunantwort des Menschen gegen
O. volvulus (Brattig et al. 2004). AuBler LPS sind auch Lipoproteine, Peptidoglykane und
Lipoteichonsdure als PAMP identifiziert worden, die von Bakterien, nicht jedoch von Zellen
von Eukaryoten produziert werden. Somit reicht es aus, wenn deren Immunsystem die
erwahnten Molekiile anhand der PAMP erkennt, um die Bakterien als Fremdorganismen zu
registrieren. Uber die PRR werden also nicht verschiedene Pathogene unterschieden. Wie das
Immunsystem zwischen pathogenen und kommensalischen Bakterien differenziert, ist noch
ungekldrt. Es wird vermutet, dass hierfiir antiinflammatorische Zytokine und die
Kompartimentierung der Immunantwort eine wichtige Rolle spielen (Medzhitov 2001). Ein
weiterer PRR ist das Mannose Binding Lectin (MBL), das neben dem klassischen und dem
alternativen Pathway einen dritten Mechanismus der Komplement-Aktivierung induzieren
kann. Das Mannose Binding Lectin erkennt bestimmte Zuckerseitenketten auf der Oberflache
fremder Zellen und Organismen. Derartige Kohlenhydratstrukturen sind auch bei
Mikrofilarien mehrfach nachgewiesen worden (Rao et al. 1989; Araujo et al. 1993). Ob
MBL-abhédngige Mechanismen der innaten Immunantwort auch zum schnellen Abbau von
Mikrofilarien von Litomosoides sigmodontis in resistenten Labormdusen wie in der

vorliegenden Arbeit beitragen oder hierfiir gar urséchlich sind, ist allerdings spekulativ.

Bei Parasitosen, die in der Regel chronisch verlaufen, bendtigt der Wirt zu ihrer Kontrolle
neben den rasch einsetzenden Mechanismen der innaten Immunantwort sowohl eine
erworbene Antikorper- als auch eine erworbene zellvermittelte Immunantwort (Sher &
Coffman 1992). Dabei ist diese zweite, spdter einsetzende Abwehrreaktion gegen Pathogene,

die adaptive Immunantwort, nicht unabhingig von den Vorgédngen der innaten Immunantwort.
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Chemokine und Zytokine, die von Zellen als Reaktion auf Pathogenkontakt gebildet werden,
aktivieren nicht nur der innaten Immunantwort zuzurechnende, bereits vorhandene
Zellpopulationen, sondern setzen auch je nach Art des Pathogens eine differenzierte adaptive
Immunantwort in Gange (Banyer et al. 2000). Eine Verbindung zur adaptiven Immunantwort
stellt die Komplementkaskade dar. Auch iiber verschiedene Botenstoffe, wie die Zytokine
Interleukin (IL-)6, IL-1B, Tumornekrosefaktor (TNF-)a und INF-y, wird eine Aktivierung
verschiedener Komponenten des adaptiven Immunsystems bewirkt (Weller 1997; Rainbird et
al. 1998; Morisette et al. 1999).

Die Erkennung von Fremdorganismen lduft bei der adaptiven Immunantwort {iber andere
Wege als bei der innaten Immunantwort. Antigene extrazelluldrer Parasiten wie der Filarien
werden v. a. von Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten prozessiert und
durch Bindung an Molekiile des Major Histocompatibility Complex (MHC-) II den CD4"-T-
Lymphozyten présentiert. Diese aktivieren iiber Zytokine unterschiedliche Typen weiterer
Zellen. Je nach Art der weiteren Vorginge spricht man bei diesen CD4"-Zellen von Tyl- (T-
Helfer-) bzw. Ty2-Zellen (Mosmann et al. 1986, basierend auf Parish 1971' und 1971%; Parish
& Liew 1972; Parish 1973). Typisch fiir Ty1-Zellen sind u. a. die Sekretion von IL-2, INF-y
und Lymphotoxin a sowie eine starke zelluldre phagozytotische Aktivitit (Spellberg &
Edwards 2001), wiahrend Ty2-Zellen v. a. durch die Produktion von IL-4, IL-5, IL-9, IL-10
und IL-13 charakterisiert sind und eine stark antikérperdominierte Immunantwort hervorrufen
(Del Prete et al. 1994), wobei allerdings keine eindeutige Zuordnung zelluldrer Tyl- und
humoraler Ty2-typischer Immunantwort moglich ist, da beide sowohl humorale als auch
zelluldire Komponenten involvieren. IL-5 steuert die Differenzierung basophiler und
eosinophiler Granulozyten (Parsons ef al. 1993), die u. a. das toxische Major Basic Protein
(MBP) freisetzen und am Inflammationsort andere Granulozyten und Mastzellen rekrutieren
(Le Goff 2000). INF-y bewirkt eine Stimulierung von Makrophagen (Szulk & Piasecki 1988),
wiéhrend Ty2-typische Zytokine wie IL-4 und IL-13 im Menschen die Produktion von
Immunglobulinen wie IgE und IgG4 fordern.

Ausgelost wird die Differenzierung von Tpy-Zellen in Tyl- oder Ty2-Zellen durch
dendritische Zellen. Diese werden bspw. durch intrazelluldre Bakterien iiber TLR stimuliert
und reagieren mit der Sekretion von IL-12, was die Differenzierung naiver CD4 -Zellen zu
Tul-Zellen induziert. Treffen dendritische Zellen auf mehrzellige Parasiten, so initiieren sie
die Differenzierung naiver CD4 -Zellen zu Ty2-Zellen, hierfiir sind aber bislang weder die
entsprechenden Rezeptoren noch die verantwortlichen Molekiile sicher bekannt (Lehar &

Bevan 2004). Amsen et al. (2004) sowie Tanigaki et al. (2004) vermuten, dass die
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Differenzierung in Tyl- oder Ty2-Zellen iiber den Notch-Pathway gesteuert wird, einen
evolutiv sehr konservierten Signalweg, der die Differenzierung verschiedener Zelltypen
beeinflusst. Bei Sdugetieren existieren vier Notch-Rezeptoren sowie flinf Notch-Liganden,
Jagged 1 und 2 sowie Delta 1, 2 und 3. Die Stimulation dendritischer Zellen mit LPS induziert
Delta, wohingegen unter Bedingungen, die zur Auspragung Ty2-typischer Antworten fiihren,
in dendritischen Zellen Jagged induziert wird. Bindet ein Ligand an einen Notch-Rezeptor, so
kann anschlieBend durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors RBPJx die Expression
verschiedener Gene, so unter anderem des fiir das Ty2-typische IL-4 kodierenden Gens,
induziert werden. Notch-Liganden scheinen daher an der Polarisierung von T-Zellantworten

in Richtung Ty1- oder Ty2-Typ zumindest beteiligt zu sein (Lehar & Bevan 2004).

Bei intestinalen Helminthen wie Trichuris muris kontrolliert in der Labormaus eine Ty2-
dominierte Antwort den Infektionsverlauf (Else & Grencis 1991), wohingegen bei den
extraintestinalen Filarien die Bedeutung einer solchen nicht endgiiltig geklart ist. Zwar
herrscht bei chronischen Filariosen meist eine Ty2-typische Antwort vor, jedoch ist fraglich,
ob diese in der Lage ist, den Parasiten zu kontrollieren, oder ob sie nicht vielmehr vom
Parasiten zu dessen eigenem Schutz induziert wird. Einen Hinweis darauf gibt die
Beobachtung, dass bei Patienten, die medikamentds von Mikrofilarien befreit wurden, die
Immunantwort sich vom Ty2-Typ in Richtung Ty1 verschiebt (Soboslay et al. 1992; Soboslay
et al. 1997). AuBerdem beinhaltet die frithe Immunantwort von PBMC (peripheral blood
mononuclear cells = mononukledre Zellen des peripheren Blutes) gegen B. malayi nur
proinflammatorische Ty1-Zytokine wie INF-y, TNF-a, GM-CSF, IL-1a, IL-8, jedoch (noch)
keine Ty2-Zytokine (Babu & Nutman 2003). Durch im Tierversuch intraperitoneal injizierte
Mikrofilarien wird zundchst eine Tyl-typische Immunantwort mit hoher INF-y-Produktion
induziert, eine anhaltende Mikrofilardmie oder Mehrfachinjektionen von Mikrofilarien fithren
jedoch zu einer Verschiebung in Richtung Ty2. Adulte weibliche Wiirmer und dritte Larven
induzieren ausschlielich eine Ty2-Antwort (Lawrence 1996).

Bei anderen Helminthen, z. B. Schistosoma spp., Vertretern der Trematoda, induzieren
Glykane (Oberflachenzucker) in vivo charakteristische innate Wirtsimmunantworten (Hokke
& Yazdanbakhsh 2005), die sowohl mit Schistosoma-Ei-induzierter Ty1- (MIP-183, MIP-2) als
auch Ty2-typischer Immunantwort (MIP-1a, MIP-1vy u. a.) assoziiert sind (Park ez al. 2001).

Neben den beschriebenen Tyl- und Ty2-Zell-Populationen riickten in letzter Zeit verstirkt

Tu3- oder auch regulatorische T-Zellen in den Mittelpunkt der Forschung, die nach
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Stimulierung durch Antigene IL-4, IL-10 und Transforming Growth Factor Beta (TGF-B)
freisetzen konnen (Levings, Sangregorio & Roncarolo 2001; Maloy & Powrie 2001; Powrie
& Maloy 2003). Filarien kdnnen sowohl Tyl- als auch Ty2-typische Immunantworten iiber
regulatorische T-Zellen und alternativ aktivierte Makrophagen supprimieren. Fiir
regulatorische T-Zellen ist bei Filarieninfektionen eine Induktion der 1gG4-Produktion durch
B-Zellen beschrieben (Hoerauf ef al. 2005). Gillan & Devaney (2005) beobachteten fiir
B. malayi eine Regulation bzw. Limitierung der Tyl-Antwort durch Ty2-Zellen, wihrend

diese ihrerseits von regulatorischen T-Zellen kontrolliert werden.

Durch Experimente mit Mausestimmen, die entweder eine T- oder B-Zell-Defizienz oder eine
Defizienz beider Zellpopulationen aufwiesen, wurde eine Rolle der B-Zellen sowohl fiir die
innate als auch fiir die adaptive Immunantwort nachgewiesen. In die Mechanismen, die
hierbei zum Abtdten von Wurmlarven fiihrten, sollten u. a. Antikérper, Komplement und
Eosinophile involviert sein (Brigandi et al. 1996; Rotman et al. 1996, Herbert et al. 2000).
Herbert et al. (2002) hingegen konnten fiir Infektionen mit dem humanpathogenen
Strongyloides stercoralis eine Rolle von B-Zellen nur bei der adaptiven, nicht jedoch bei der
innaten Immunantwort feststellen, wie auch Martin et al. (2001) fiir Infektionen mit L3 von
L. sigmodontis in der Labormaus eine Bedeutung von B-Zellen nur bei Infektionen mit
vorausgehender Vakzinierung mit bestrahlten L3, nicht jedoch bei Erstinfektionen in naiven
Tieren erkennen konnten. Insbesondere Bl-Zellen produzieren bei einer Zweitinfektion
parasitenspezifische Antikorper, v. a. IgM. Herbert et al. (2002) rechnen B-Zellen in diesem
Modell aber keine Bedeutung fiir die Polarisierung der Zytokinantwort von T-Zellen oder fiir
die Rekrutierung von Eosinophilen zu, wie dies bei Infektionen mit anderen Parasiten

beschrieben wurde.

1.3 Reaktionstypen des Menschen bei Filariosen

In Gebieten, in denen Filariosen endemisch sind, konnen verschiedene Formen des
Krankheitsverlaufes bzw. des Schweregrades der Symptomatik unterschieden werden (WHO
1987). Diese werden auf unterschiedliche immunologische Reaktionen der Wirte gegen die
Parasiten zuriickgefiihrt, wobei die Grenzen zwischen diesen Gruppen nicht immer klar zu
zichen sind. Hier vor allem bezogen auf Infektionen mit O. volvulus, sind so genannte

tolerante, hyporeaktive Patienten mikrofilarienpositiv, zeigen anfangs jedoch keine oder kaum
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klinische Symptome. Sie erscheinen immunsupprimiert, reagieren also mit einer fiir die
Kontrolle des Parasiten unzureichenden Immunantwort. Hyperreaktive Patienten hingegen
sind zur Eliminierung der Mikrofilarien befdhigt, zeigen jedoch aufgrund inadidquater
tiberschiefender Immunantworten schwere Pathologien. Mit einer addquaten Immunantwort
Reagierende weisen auch bei liangerer Exposition weder nachweisbare Infektionen, noch
klinische Symptome auf und werden daher als putativ Immune bezeichnet (Nutman et al.
1991).

Da diese unterschiedlichen Verlaufsformen in denselben Endemiegebieten auftreten, konnen
zumindest auch unter anderem genetisch Unterschiede innerhalb der menschlichen Population

als Ursache fiir die unterschiedlichen Infektionsverldufe vermutet werden.

1.4 Das Filariose-Tiermodell

Da sich die humanpathogenen Filarien durch eine groBBe Wirtsspezifitit auszeichnen, ist man
in der Filarioseforschung fiir bestimmte Fragestellungen auf ein Tiermodell angewiesen. Es
sollte verschiedene parasitologische und immunologische Kriterien erfiillen und Faktoren
beriicksichtigen, die bei Arbeiten im Feld meist unbekannt bleiben. Natiirliche Wirts-
populationen sowohl bei human- als auch tierpathogenen Filarien sind nicht nur genetisch
sehr uneinheitlich, sondern auch mit Storvariablen behaftet. So ist die Wurmlast des
Menschen praktisch nur indirekt {iber die Mikrofilarien zu bestimmen, der Zeitpunkt der
Ubertragung kann kaum ermittelt werden, es sind mehrere Entwicklungsstadien der Parasiten
gleichzeitig vorhanden, und der Einfluss von Begleitinfektionen mit anderen Parasiten,
Bakterien oder Viren ist schlecht abzuschitzen. So erfordert eine genauere Untersuchung
einzelner Komponenten des Wirtsimmunsystems, die wiederum gegen einzelne
Parasitenstadien gerichtet sind, ebenso wie die Untersuchung der genetischen Grundlagen fiir
Suszeptibilitdt bzw. Resistenz des Wirtes gegen bestimmte Parasitenstadien bessere Modelle
im Labor. Humanpathogene Filarien lassen sich kaum oder nur mit groBem Aufwand — unter
Einsatz von Primaten — unter Laborbedingungen halten, was jedoch mittlerweile als ethisch
fragwiirdig gilt. Deshalb bietet sich die Verwendung eines nicht auf Primaten als Wirt
spezialisierten nahen Verwandten als geeigneteres Labormodell an. Natiirlich lassen sich auch
bei humanpathogenen Arten in der Labormaus Infektionen mit einzelnen Parasitenstadien

durchfiihren und die daraus resultierenden Wirtsreaktionen untersuchen (Hoerauf & Fleischer
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1997), dies ist jedoch ein sehr artifizielles Vorgehen mit einem verwandtschaftlich sehr weit

entfernten Wirt.

Litomosoides sigmodontis ist wie die oben genannten humanpathogenen Filarien ein Vertreter
der Onchocercinae. Er beherbergt ebenso wie die bedeutenden humanpathogenen Arten
endosymbiontische Wolbachien (Rickettsiales), die fiir die Pathogenese im Menschen
mitverantwortlich gemacht werden (Brattig 2004). Die natiirlichen Wirte von L. sigmodontis
sind verschiedene Baumwollratten (Sigmodon spp.), Vertreter der Neuweltmiuse
(Sigmodontinae) innerhalb der Méuseverwandten (Muridae), deren Verbreitungsgebiet sich
vom siidlichen Nordamerika bis zum nordlichen Stidamerika erstreckt (Nowak 1999). Die
adulten Wiirmer halten sich in der Pleura der Baumwollratten auf. Erwachsene Minnchen
werden rund 3 cm lang, die Weibchen konnen mehr als das Vierfache davon erreichen. Zur
Erndhrung ist wenig bekannt, doch ist beschrieben, dass vor allem die jungen Adultweibchen
unmittelbar nach der vierten Hautung Erythrozyten als Nahrung aufnehmen (Attout et al.
2005). Es sind ovovivipare Tiere, die gescheidete, gut bewegliche Mikrofilarien (Mf) von 55
bis 75 um Lénge abgeben. Die Mikrofilarienscheide ist die Eihiille und umgibt das erste
Larvenstadium vollstdndig. Die Mikrofilarien wandern in die Blutbahn ein, von wo sie von
threm Vektor, der Tropischen Rattenmilbe Ornithonyssus bacoti (Mesostigmata:
Macronyssidae), beim Stich aufgenommen werden. Sie penetrieren das Darmepithel und
entwickeln sich im Laufe von zehn Tagen nach der Aufnahme bis zum dritten Larvenstadium
(L3), welches bei einem weiteren Stich wiederum auf eine Baumwollratte iibertragen wird.
Die L3 gelangen liber Lymph- und Blutgefile in die Lunge, von wo aus sie sich in die
Pleurahohle einbohren (Wenk 1967), in der sie sich nach sechs bis acht Wochen iiber ein
viertes Larvenstadium (L4) zu Adultwiirmern hauten. 55 bis 60 Tage nach dem Eindringen

der L3 in den Wirt beginnt die Patenz (Le Goff et al. 2002).
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Abb. 1.1: Entwicklungszyklus von Litomosoides sigmodontis.
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1.4.1 Litomosoides sigmodontis im Labor

L. sigmodontis ldsst sich unter Laborbedingungen aufler in Baumwollratten auch gut in
Mongolischen Rennméiusen (Meriones unguiculatus), Vertretern der Gerbillinae, halten. Als
Vektor dient auch hier O. bacoti. Mit Baumwollratten und Rennméusen lassen sich allerdings
kaum immunologische Untersuchungen und Genexpressionsanalysen durchfiihren, es stehen
auch keine Inzuchtstimme mit definierten, unterschiedlichen Phénotypen hinsichtlich des
Verlaufs einer Infektion mit L. sigmodontis zur Verfligung. Thre Genome sind noch nicht
sequenziert, was einen Vergleich verschieden suszeptibler Tiere einer Auszuchtpopulation auf
Genomebene sehr erschwert. Demgegeniiber bieten Labormiuse viele Vorteile: es steht eine
Vielzahl an Reagenzien und Antikdrpern zur Verfligung, moderne Genexpressions-
microarrays decken inzwischen das gesamte Genom ab und erméglichen so die gleichzeitige
Analyse der Expression aller bekannter Gene. Es existieren mehrere hundert Inzuchtstimme,
die teils sehr unterschiedlich auf eine L. sigmodontis-Infektion reagieren. Das Mausgenom ist
anhand mehrerer Inzuchtstimme bereits sequenziert, filir viele Inzuchtstimme stehen erprobte
Sets von Mikrosatellitenmarkern zur Verfiigung, die einen Vergleich der Genome
verschiedener Miusestimme ermoglichen. Im Allgemeinen sind immunkompetente Inzucht-
stimme von Labormédusen resistent gegen Infektionen mit L. sigmodontis, seien es
,.natlirliche Infektionen mit dem dritten Larvenstadium, oder auch artifizielle Infektionen mit
anderen Entwicklungsstadien. Einen suszeptiblen Phéinotyp zeigen jedoch verschiedene
Inzuchtstimme aus der BALB-Linie. Insbesondere in BALB/c kann L. sigmodontis nach
Infektion mit dem dritten Larvenstadium in etwa 50 % der infizierten Tiere eine vollstdndige

Entwicklung durchlaufen (Petit et al. 1992).

Aus Baumwollratten und Rennmédusen lassen sich die verschiedenen Entwicklungsstadien
von L. sigmodontis problemlos isolieren, was an Labormdusen die Untersuchung von
Wirtsreaktionen ermdglicht, die spezifisch fiir bestimmte Parasitenstadien sind. Bei einer
natiirlichen Infektion kommen teilweise gegensitzliche Auswirkungen verschiedener
Parasitenstadien auf den Wirt zum Tragen. Sind Mikrofilarien und adulte Wiirmer gleichzeitig
vorhanden, so dominiert bei chronischer Infektion eine Ty2-Immunantwort, der Einfluss der
Mikrofilarien auf den Wirt wird hierbei tiberdeckt (Lawrence 1996). Besondere Bedeutung
haben Untersuchungen zur Immunantwort gegen Mikrofilarien alleine. Gray & Lawrence
(2002) sehen das Verstdndnis der zum Abtdoten der Mikrofilarien von L. sigmodontis

flihrenden immunologischen Vorginge im Wirt sowohl in Hinblick auf einen mdoglichen
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Angriffspunkt zur Unterbindung der Ubertragung, als auch auf die durch absterbende
Mikrofilarien verursachte Pathologie bei Infektionen mit nahe verwandten Arten wie O.

volvulus als wesentlich an.

1.4.2 Die Haus- bzw. Labormaus

1.4.2.1 Systematik

Hausmduse (Mus musculus) gehdren zur umfangreichsten der 26 Sdugetierordnungen, den
Nagetieren (Rodentia), Unterordnung Myomorpha. Darin stehen sie in der gattungs- und
artenreichsten Familie der Mauseverwandten (Muridae) und der Unterfamilie der Eigentlichen
Maiuse (Murinae). 1943 listeten Schwarz & Schwarz 11 Unterarten auf, je nach Autoren
werden sie teilweise auch nur als Staimme (Wilson & Reeder 1993) oder als eigene Arten
betrachtet (Milishnikov, Lavrenchenko & Lebedev 2004). Vier Unterarten spielten fiir die
Entwicklung der heutigen Labormiduse eine Rolle: M. m. musculus aus Asien, Zentral- und
Osteuropa, M. m. castaneus aus Sid- und Ostasien, M. m. domesticus aus West- und
Stideuropa sowie aus Japan M. m. molossinus, die ihren Ursprung in den erstgenannten

Unterarten haben soll (Bonhomme ef al. 1989).

1.4.2.2 Die Hausmaus als Haus- und Labortier

Die Haltung und Zucht von Hausmiusen hat eine teilweise mehr als 3000 Jahre lange
Tradition. In chinesischen Schriften um 1100 v. Chr. finden sich bereits Beschreibungen
gefleckter Méuse, aus Europa existieren Berichte iiber die Vererbung von Fellfarben aus dem
18. Jahrhundert (Belle 2004). Die fritheste Aufzeichnung iiber wissenschaftliche Versuche an
Hausmaiusen stammt aus dem Jahre 1664 von Robert Hooke. Die heutigen Labormiuse haben
thren Ursprung grofteils in Zuchten zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Im Jahr 1900 begann
Abbie Lathrop in den USA eine Hausmauszucht, die zunichst auf die Zucht von Miusen als
Haustiere fiir Liebhaber ausgelegt war. Ihre Méuse fanden aber auch bald Eingang in die
wissenschaftliche Forschung. Ein weiterer Grundstein fiir die Entwicklung der Labormaus

war in den Jahren 1908 die Griindung des Bussey Instituts in Harvard durch William Castle,
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wo friih bedeutende genetische Forschung betrieben wurde. Castle selbst veroffentlichte
bereits 1903 seine Ergebnisse zur Vererbung des Albinismus (Snell & Reed 1993). Einer der
Schiiler Castles, Clarence Cook Little, begann 1909 mit der Entwicklung des ersten
Inzuchtmiusestammes und griindete 20 Jahre spiter das Jackson Laboratory, das neben der
Firma Charles River heute den groften Bestand an Laborméusen besitzt. 1937 entdeckte Peter
Gorer an Méusen den Einfluss des H-2-Locus, spiter als MHC (Major Histocompatibility
Complex) beschrieben, bei der AbstoBung von Hauttransplantaten. Ende der 1940er Jahre
entwickelte George Snell MHC-kongene Miusestdmme, die bis auf den H-2-Locus genetisch
vollig identisch sind, was der immunologischen Forschung neue Moglichkeiten erschloss und
Snell einen Nobelpreis einbrachte (Pennisi 2000). Die vier o. g. Unterarten von M. musculus
trugen genetisch zu unterschiedlichen Teilen zur Entwicklung der heutigen Laborméuse bei.

Der Hauptanteil des Genoms stammt dabei von M. m. musculus.

1.4.2.3 Inzuchtstimme, kongene Stimme, Knockoutmutationen

Als Inzuchtstimme werden solche Zuchtlinien bezeichnet, die entsprechend den Regeln des
Committee On Standardized Genetic Nomenclature For Mice (1989) mindestens 20
Generationen ausschlieBlich durch Bruder-Schwester-Paarungen, basierend auf nur einem
Zuchtpaar je Generation, geziichtet wurden. Nach dieser Generationenfolge werden die Tiere
als an allen genetischen Loci homozygot, also genetisch identisch betrachtet, auch wenn
rechnerisch erst 98.7 % aller Loci homozygot vorliegen (Green 1981). Vollkommene
Homozygotie ist tatsdchlich nie zu erreichen, und auch extrachromosomale Faktoren spielen
hierbei eine Rolle (Heinecke 1989). Es konnen auflerdem auch noch neue Spontanmutationen
auftreten. Bereits innerhalb der Populationen der verschiedenen Unterarten von M. musculus
besteht ein hoher Grad an genetischer Heterogenitit, wie dies Yu & Peng 2002 fiir M. m.
castaneus nachwiesen. Da die einzelnen Inzuchtstimme zu sehr unterschiedlich grofen
Anteilen auf den o. g. vier Unterarten basieren, demnach die Ausgangspopulationen in den
frihen Zuchten ebenfalls sehr heterogen gewesen sein diirften und die heutigen
Inzuchtstimme durch teilweise mehrere hundert Zuchtgenerationen genetisch separiert sind,
konnen verschiedene Inzuchtstimme als Repridsentanten einzelner Genotypen einer
natiirlichen Population angesehen werden. Aufgrund der relativ kleinen Griinderpopulationen
sind die genetischen Unterschiede zwischen den klassischen Inzuchtstimmen allerdings

geringer als zwischen direkt auf Wildtieren basierenden Inzuchtstimmen. Die ersten
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Inzuchtmiusestamme datieren zuriick bis in die Anfiange des 20. Jahrhunderts. Zu den dltesten
Inzuchtstimmen, die sich deshalb genetisch auch am stirksten voneinander unterscheiden,
zahlen DBA, BALB und C57BL.

Durch die Kreuzung zweier Inzuchtstimme und Riickkreuzung der Nachkommen mit dem
Rezipientenstamm unter Selektion auf ein Merkmal des Donorstammes konnen Miuse erzielt
werden, die genetisch bis auf die Zielregion mit dem Rezipientenstamm iibereinstimmen
(Markel ef al. 1997). Man spricht bereits nach zehn Generationen serieller Riickkreuzung von
kongenen Tieren, auch wenn der neue Stamm dann rechnerisch noch in etwa 1 % des
Donorgenoms vom Rezipentenstamm abweicht. Eine Koisogenitdt, d. h. eine genetische
Ubereinstimmung zweier Miusestimme bis auf tatsichlich nur ein einziges Gen kann nur
durch Mutation innerhalb eines Inzuchtstammes erreicht werden, da bei der Einkreuzung
eines gewiinschten Merkmals stets ein etwas groferes Chromosomensegment als nur das
Zielgen libertragen wird, d. h. es besteht hier immer eine gewisse genetische Kontamination.
Die Léange des weiter iibertragenen differenziellen Chromosomensegments in Centimorgan
berechnet sich bei mehr als fiinf Riickkreuzungen vereinfacht als 200/Anzahl der
Riickkreuzungen, d. h. nach zehn Generationen ist damit zu rechnen, dass der vom Donor
stammende Chromosomenabschnitt, der das selektierte Gen enthilt, inklusive flankierender
Bereiche noch 20 ¢cM umfasst. Dariiber hinaus werden auch an anderen Stellen des Genoms
der kongenen Tiere noch zufillig verteilte, nicht mit dem selektierten Gen gekoppelte
»Passenger Loci* des Donorstammes zu finden sein, deren Anzahl mit zunehmender Anzahl
der Riickkreuzungen abnimmt (Silver 1995). Die zunehmende Ubereinstimmung im Aufbau
befindlicher kongener Méusestimme verdeutlicht Abbildung 1.2 am Beispiel der Kreuzung

von BALB/c und DBA/1 und Riickkreuzung der Nachkommen mit BALB/c.

—e— Homozygotiegrad der Nachkommen

—=— Genetische Ubereinstimmung der
Nachkommen mit dem Donorstamm (DBA(1)

[%]

—a— Genetische Ubereinstimmung der
Nachkommen mit dem Empfangerstamm
(BALB/c)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 16 17 18
Anzahl der (Riick-)Kreuzungen

Abb. 1.2: Zunahme des Homozygotiegrades verschiedener (Riickkreuzungs-)Generationen, ausgehend von den

Parentalstimmen DBA/1 und BALB/c bis zu kongenen Méausen.
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1.5 Vererbung von Resistenzen gegen verschiedene

Pathogene

Speziell die innate Resistenz von Labormiusen gegen intrazellulire Pathogene wie
Mycobacterium bovis, Salmonella typhimurium und Leishmania donovani wird von einem
einzigen dominant autosomal vererbten Gen Sic/lal (solute carrier family 11a member 1)
vermittelt (Denis et al. 1986; Skamene ef al. 1982). Das Gen wurde auch als Nramp1 (natural
resistance associated macrophage protein), Lsh, Bcg oder Ity beschrieben (Gros, Skamene &
Forget 1981; Blackwell 2001). Xu et al. (1996) kreuzten resistente DBA/2- (Bcg') und
suszeptible C57BL/6-Méuse (Bcg®) und erzielten nach 20 Generationen Riickkreuzung mit
C57BL/6 bei Selektion der Nachkommen auf Resistenz Bcg-kongene Méuse auf C57BL/6-

Hintergrund, die einen Infektionsverlauf entsprechend DBA/2 aufwiesen.

Die Resistenz von Laborméusen gegen L. major wird hingegen multigen vermittelt. Beebe et
al. (1997) verwendeten fiir ihre Untersuchungen resistente B10.D2- und suszeptible BALB/c-
Maiuse. Nach Kreuzung beider Stimme und fiinf Generationen der Riickkreuzung resistenter
Nachkommen mit BALB/c ermittelten sie aufgrund einer grofen Héufigkeit von
Polymorphismen in den entsprechenden Genloci fiir die Resistenz verantwortliche Gene auf

den Chromosomen 6, 7, 10, 11, 15 und 16.

Auch bei experimentellen Helmintheninfektionen unterscheiden sich verschiedene
Nagetierstimme in ihrer Suszeptibilitit, z. B. gegeniiber S. mansoni (Deelder, Class & De
Vries 1978; Colley & Freeman 1980), Nematospiroides dubius (Si-Kwang 1966),
Strongyloides ratti (Dawkins et al. 1980) sowie B. pahangi und Acanthocheilonema viteae
(Fox & Schacher 1976; Haque et al. 1980). Resistenz vermittelnde Genloci konnten bei den
Wirten aber nicht genauer ermittelt werden, da die Versuchstiere genetisch nicht sehr
homogen und schlecht charakterisiert waren (Fanning & Kazura 1983). Fanning & Kazura
untersuchten aber ihrerseits die genetischen Grundlagen der Resistenz oder Empfanglichkeit
verschiedener Labormausstimme gegeniiber B. malayi. Inzuchtstimme wie CBA, C3H und
DBA/1 zeigten niedrigere und wesentlich kiirzer andauernde Mikrofilardmien als C57BL/6,
BALB/c u. a. Es wurde eine Unabhingigkeit vom MHC-II-Komplex festgestellt. So
unterschieden sich Stidmme mit demselben MHC-Haplotyp, aber unterschiedlichem

genetischen Hintergrund, wie CBA und C57Br mit H-2" bzw. A.Sw und SJL mit H-2*
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erheblich in der Anzahl von Parasiten im Blut und deren Zirkulationsdauer, wihrend sich
kongene Stdmme, d. h. mit gleichem genetischen Hintergrund, aber unterschiedlichem MHC,
wie C3H.B10 (H-2") und C3H/HeJ (H-2") diesbeziiglich nicht unterschieden. Die Kreuzung
von suszeptiblen DBA/2- mit resistenten C3H-Mé&usen brachte in der ersten Filialgeneration
stets nur resistente Nachkommen hervor (d. h. Tiere, in deren Blut nach vier bis sechs Tagen
keine Mikrofilarien nachweisbar waren). Wurde die F1 mit dem parentalen Stamm C3H
riickgekreuzt, so war die N2 resistent, die Riickkreuzung mit DBA/2 brachte sowohl resistente
als auch empfiangliche N2-Tiere hervor. Dies spricht in diesem Fall fiir eine dominante
Vererbung der Resistenz gegeniiber der Empfanglichkeit und flir nur ein einzelnes oder
wenige verantwortliche Gene. Die Grundidee, kongene Mausstimme zur Ermittlung multi-
wie monogener Ursachen unter anderem der Resistenz gegen Pathogene zu verwenden, geht
weit zurlick bis auf Fisher (1965) oder gar Bartlett & Haldane (1935), wurde aber wegen des
hohen zeitlichen wie logistischen Aufwandes nur sporadisch eingesetzt (Brownstein et al.

1992).

Beim Menschen ist ein Genlocus (5q31-q33) beschrieben, der fiir die Kontrolle von
S. mansoni-Infektionen verantwortlich ist, fiir Ascaris lumbricoides-Infektionen fand man
entsprechende Loci auf den Chromosomen 1 und 13 (Quinnell 2003). Fiir Filariosen gibt es
bislang jedoch noch keine sichere Assoziation von genetischen Faktoren mit den

Infektionsverlaufen.

1.6 Genetische Grundlagen der Resistenz von

Labormausen gegen L. sigmodontis

Verschiedene Labormausstdimme zeigen unterschiedliche Reaktionen auf injizierte
Mikrofilarien von L. sigmodontis. So konnen DBA/1-Méuse diese innerhalb von zwei Tagen
komplett aus dem Blut eliminieren, wéhrend sie bei BALB/c-Miusen {iber einen Monat lang
zirkulieren konnen. Auch andere Miusestamme, in deren Blut innerhalb von vier Tagen post
infectionem keine Mikrofilarien mehr nachweisbar sind, werden von uns entsprechend per
Definition als resistent, solche mit langerer Mikrofilardmie als suszeptibel bezeichnet. MHC-
[I-Knockout-Méuse auf ebenfalls resistentem CS57BL/6-Hintergrund tolerieren injizierte

Mikrofilarien {iber einen langen Zeitraum, was die Hypothese nahe legt, dass immunologische
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Faktoren an der Eliminierung von Mikrofilarien beteiligt sind. Allerdings sind C57BL/10-
Miuse mit dem MHC-Haplotyp H-2¢ des suszeptiblen Stammes BALB/c ebenso resistent wie
C57BL/6 mit dem MHC-Haplotyp H-2°, gleiches gilt fiir DBA/2- (H-2%) im Vergleich zu
DBA/1-Méusen (H-27), so dass dies zumindest fiir die unterschiedliche innate Immunantwort
von resistenten und suszeptiblen Médusen wie auch in den Versuchen von Fanning & Kazura
(1983) nicht von Bedeutung zu sein scheint (Hoffmann et al. 2001). Auch Knockouts der
Gene fiir IL-4 sowie IL-10 auf resistentem C57BL/6-Hintergrund sowie des Gens fiir INF-y
auf resistentem DBA/1-Hintergrund fiihren nicht zu einer Anderung des Phinotyps bei
intravendser Injektion von L. sigmodontis-Mikrofilarien (Hoffmann, personliche Mitteilung).
Erste Kreuzungsversuche von Bereth (2000) mit DBA/1- und BALB/c-Méusen sprachen fiir
eine monogene, dominante Vererbung der Resistenz gegeniiber injizierten Mikrofilarien von
L. sigmodontis.

Das breite Reaktionsspektrum verschiedener Labormausstimme bei Infektionen mit
L. sigmodontis macht eine Eignung des Filariose-Tiermodells auch zur Aufschliisselung des
vielfiltigen Reaktionsspektrums in humanen Populationen vorstellbar. Die Unterschiede
zwischen verschiedenen Mausestimmen in Laborversuchen reprisentieren dann in
vereinfachter Form die Unterschiede zwischen den Individuen einer natiirlichen Population,
wobei zu beachten ist, dass simtliche Inzuchtstimme genetisch sicherlich weniger differieren
als verschiedene Individuen einer einzigen natiirlichen Population. Diese Vereinfachung
ermoglicht es aber, die Bedeutung einzelner Wirtsgene auf Infektionsverldufe zu untersuchen,
da mittels der oben erwéhnten Riickkreuzungsstrategie zur Erzielung kongener Miuse ein
Einfluss des sonstigen genetischen Hintergrundes ausgeschlossen oder minimiert werden

kann.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Fiir die vorliegende Arbeit sollten zundchst Méuse geziichtet werden, die gegen intravends
injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis resistent, dabei aber kongen zu suszeptiblen
Inzuchttieren sind. In fritheren Arbeiten war fiir den Inzuchtstamm BALB/c ein suszeptibler,
fiir den Inzuchtstamm DBA/1 ein resistenter Phianotyp beschrieben worden, auBBerdem lie3en
erste Kreuzungsexperimente auf einen monogenen Erbgang mit Dominanz des Resistenz
vermittelnden Allels schlieBen. Unter ,,resistent wird hier verstanden, dass innerhalb von vier
Tagen keine Mikrofilarien mehr im peripheren Blut nachweisbar sind, d. h. dieser Form der
Resistenz miissen Mechanismen zugrunde liegen, die der frithen, innaten Immunantwort

zuzurechnen sind.

Anhand der aus den hier beschriebenen Kreuzungsexperimenten mit BALB/c und DBA/1
hervorgegangenen zweiten Riickkreuzungsgeneration sollte durch Mikrosatellitenanalysen
versucht werden, zunichst genomweit auf DNA-Ebene diejenigen Bereiche zu ermitteln, in
denen sich resistente und suszeptible Tiere unterscheiden, bzw. sollten Marker gefunden
werden, fiir die sich eine signifikante Kopplung mit dem resistenten Phénotyp ergab. Die
weitere Untersuchung der sich daraus ergebenden Kandidatenregion(en) sollte dann an den
kongenen Tieren hoherer Riickkreuzungsgenerationen erfolgen. Hierdurch sollte also ein fiir
die Auspragung von Resistenz oder Suszeptibilitit gegen Mikrofilarien von L. sigmodontis in
der Labormaus verantwortlicher Genlocus definiert werden. Dariiber hinaus war von
Interesse, ob neben dem postulierten ,,Hauptresistenzlocus® mfr (microfilaraemia resistance)
nicht doch weitere, evtl. auch geschlechtschromosomale Genloci modulierend an der
Ausprigung des resistenten Phianotyps beteiligt sind. Da fiir viele verschiedene Parasitenarten,
sowohl Protozoen wie auch Metazoen, geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Suszeptibilitit der Wirte beschrieben sind (Klein 2004), sollte durch entsprechende
Kreuzungsstrategien  ein  solcher  Einfluss  ausgeschlossen = werden. Durch
Hauttransplantationen sollte auch die MHC-Ubereinstimmung der kongenen Tiere
nachgewiesen werden, um frithere Versuche, die flir die innate Immunantwort eine
Unabhingigkeit des Phénotyps vom MHC-Haplotyp in diesem Modell ergaben, zu bestitigen.
AuBer der Beschreibung der genetischen Grundlagen der Resistenz war auch die Darstellung
der sich auf RNA-Ebene abspielenden Vorginge durch Genexpressionsanalysen mit cDNA-
Microarrays an den kongenen Madusen bei unterschiedlichem Infektionsstatus ein Ziel,

einerseits um die sich prinzipiell abspielenden Vorgénge iiberhaupt darzustellen, andererseits
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war auch denkbar, dass die sich aus den Mikrosatellitenanalysen ergebenden Kandidatengene

auch in den Genexpressionsanalysen als differenziell reguliert wieder zu finden waren.

Wihrend die adaptive Immunantwort gegen Filarien im Tiermodell sowie bei Infektionen im
Menschen recht gut charakterisiert ist, gibt es nur wenige Publikationen zur innaten Resistenz
bei murinen Filariosen. Le Goff er al. (2000) konnten bei ihren Untersuchungen einen
Einfluss von IL-5 nur auf die adaptive, nicht jedoch auf die innate Immunantwort zeigen. Aus
den Untersuchungen von Pfaff et al. (2000)' geht hervor, dass Stickoxid zwar in vitro
mikrofilarizid wirkt, in vivo dies jedoch nicht gilt. Informationen zu den an der innaten
Resistenz gegen Filarien beteiligten Substanzen sind daher noch diirftig und vage, ebenso zu
den daran konkret beteiligten Zelltypen. Korten ef al. (2002) beschrieben die Rolle von NK-
Zellen fiir die innate Immunantwort bei L. sigmodontis, Simons, Rothenberg & Lawrence
(2005) zeigten die Bedeutung von Eosinophilen fiir die innate Immunantwort gegen B. malayi

in der Labormaus.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher iiber FACS-Analysen des peripheren Blutes naiver
und mit Mikrofilarien infizierter, resistenter wie suszeptibler Mause mogliche zelluldre
Unterschiede zwischen den kongenen Mausestimmen untersucht werden, die einen
Riickschluss auf die an der Vermittlung von Resistenz und Suszeptibilitit beteiligten
Zelltypen ermoglichen konnten. Humorale Parameter (polyklonale Immunglobuline sowie
Autoantikorper und Rheumafaktor) im peripheren Blut sollten mittels Bioplex-Assay sowie
ELISA gemessen werden.

Eine mogliche humorale Grundlage der innaten Resistenz sollte auch durch verschiedene
Experimente zur Ubertragbarkeit von Resistenzfaktoren iiber Blut oder Plasma von naiven
oder infizierten resistenten Mausen auf suszeptible Tiere untersucht werden, ebenso ob die
Verabreichung von Muttermilch resistenter Tiere an suszeptible Jungtiere einen Einfluss auf

den Verlauf einer spéteren Mikrofilarieninfektion hat.

Um einen eventuellen FEinfluss des fiir die innate Immunantwort definierten
Mikrofilardmieresistenzlocus auch auf die adaptive Immunantwort zu erfassen, sollten
verschiedene Vakzinierungsexperimente mit mehrfachen Mikrofilarieninjektionen in
verschiedenen Abstdnden bei resistenten und suszeptiblen kongenen Méusen durchgefiihrt

werden.

18



Einleitung

Mit diesen Mausen sollten schlieBlich auch Infektionsversuche mit anderen Parasitenstadien
durchgefiihrt werden, um einen moglichen Einfluss des postulierten Mikrofilardmie-
resistenzlocus auch hier und damit moglicherweise doch auch fiir einen natiirlichen
Infektionsverlauf aufzuzeigen. Aus fritheren Versuchen (Hoffmann ef al. 2001; Schumacher
2002) war bekannt, dass adulte Weibchen von L. sigmodontis in der Lage sind, in genotypisch
resistenten Mausen den Abbau intravends injizierter Mikrofilarien stark zu verzégern und
diese somit suszeptibel werden zu lassen, und dass andererseits in den gleichen Méusen adulte
Mainnchen zu einer extremen Beschleunigung des Mikrofilarienabbaus und somit sozusagen
zu ,superresistenten Maiusen fiihren. Der Einfluss adulter Ménnchen auf die
Mikrofilardmiedauer sollte daher hier nochmals mit resistenten Tieren hdherer
Riickkreuzungsgenerationen bestitigt werden, auBerdem sollte die Genexpression nach
Adultweibchenimplantation in Verbindung mit Mikrofilarieninjektion gemessen und auf
mogliche entgegen gesetzte Regulation gegeniiber alleiniger Mikrofilarieninjektion untersucht
werden. Weitere Infektionsexperimente mit L3 und L[4 sollten einmal direkt die
Weiterentwicklung dieser Stadien in den verschiedenen Mausestimmen erfassen, aber auch
wie bei den Adultwurmimplantationen Erkenntnisse liefern, inwieweit diese Parasitenstadien
Einfluss nehmen auf eine spitere Mikrofilarieninjektion und somit auf die adaptive

Immunantwort, und inwiefern der mfi- auch hier eine Rolle fiir den Infektionsverlauf spielt.

Mikrofilarieninjektionen an verschiedenen Méiusestimmen auf resistentem genetischen
Hintergrund mit Knockouts verschiedener immunologisch relevanter Gene sowie an
verschiedenen Madusestimmen mit sonstigen Immundefizienzen und Kreuzungen dieser
Stamme mit kongenen resistenten Tiere sollten schlieBlich Riickschliisse auf die Beteiligung
z. B. verschiedener Zytokine oder bestimmter Zelltypen an der Vermittlung der Resistenz

zulassen.
Letztlich sollten diese Untersuchungen auf eine Etablierung des vorgestellten Filariose-

Tiermodells als Pioniermodell fiir die innate Immunantwort gegen grofle, nicht

phagozytierbare Pathogene hinfiihren.

19



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Labormausstamme

Als Versuchstiere wurden zundchst Maiduse der Inzuchtstimme BALB/cOlaHsd und
DBA/10laHsd, im Folgenden als BALB/c und DBA/1 bezeichnet, verwendet. Mit diesen
Stimmen wurden Kreuzungen und Riickkreuzungen durchgefiihrt und schlielich ein darauf
basierender, zu BALB/c kongener Stammes geziichtet. BALB/c und DBA/I kamen
urspriinglich von Harlan-Winkelmann (Borchen) und wurden am Institut fiir Tropenmedizin
weitergeziichtet. Die Ziichtung des zu BALB/c kongenen Stammes, der sich von diesem nur
durch seine Resistenz gegen injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis unterscheidet
(BALB/c.DBA/1-mfr, d. h. auf den genetischen Hintergrund des Rezipientenstammes
BALB/c wurde das Resistenz vermittelnde Allel des Donorstammes DBA/1 fiir den
Mikrofilardmieresistenzlocus mfr iibertragen), wurde folgendermaflen durchgefiihrt:

Die Kreuzung eines BALB/c-Minnchens mit einem DBA/1-Weibchen ergab die erste
Filialgeneration (F1 = NI1). Ein Weibchen dieser Generation wurde mit dem BALB/c-
Elterntier riickgekreuzt. Die daraus folgenden N2-Nachkommen wurden auf ihre
Empfénglichkeit fiir Mikrofilarien von L. sigmodontis iiberpriift und ein resistentes Weibchen
mit einem BALB/c-Ménnchen riickgekreuzt. Dies wurde zunichst bis zur N7 wiederholt.
Tiere der N7, die als resistent betrachtet wurden, wurden untereinander verpaart. Die
resultierenden resistenten N7F1 (sowohl Weibchen als auch Médnnchen) wurden mit BALB/c
rickgekreuzt, um auf Homo- bzw. Heterozygotie dieser Tiere bzgl. der Resistenz gegen
Mikrofilarien schliefflen zu konnen. Mause, die hierbei nur resistente N7F1N1-Nachkommen
produzierten, wurden als homozygot resistent betrachtet und untereinander weiterverpaart.
Mit diesem homozygoten Stamm wurden dann bereits verschiedene Versuche durchgefiihrt,
gleichzeitig wurde dieser Stamm aber ausgehend von der N7F4 auch weiter mit BALB/c
riickgekreuzt, um den Anteil DBA/1-Genom weiter zu verringern und zu BALB/c tatsidchlich
kongene Méuse zu erzielen. Dies wurde bis zur N7F4N7 weitergefiihrt, dann folgten wieder
eine Inzuchtgeneration sowie eine anschlieBende Riickkreuzung, um wiederum die
homozygoten Tiere selektieren und weiter inziichten zu konnen. Mit den ebenfalls
anfallenden suszeptiblen Méusen der N7F4N7F1 wurde ein homozygot empfianglicher
Maiusestamm begriindet.

Um die Benennung der Generationen zu vereinfachen, werden in den folgenden Kapiteln
Tiere ab N7F4N7Fx mit N14FxNy bezeichnet, also z. B. N14FIN1 statt N7FAN7FINI1, bzw.
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dariiber hinausgehende Riickkreuzungen nur noch mit NI16, NI17 wusw.; die
Riickkreuzungsschemata sind in den Abbildungen 2.1 und 2.2 dargestellt. Angegeben sind
darin die jeweils erwarteten Aufspaltungsverhiltnisse resistenter und suszeptibler Tiere jeder

Generation, wenn ein dominanter, monogener Erbgang angenommen wird.

P: BALB/c-4 x DBA/1-9

resistentes
F1-0 N1: 100 % Resistente

A 4

resistentes
N2-Q

\ -
resistente N3- bis N6-9 N2 — N7: 50 % Resistente

\ 7
'
resistente N7-J x resistente N7- 9

\

BALB/c-J und -9 resistente N7F1-J und -9

— \

N7F1N1 \
\ Selektion h{\d Verpaarung homozygoter Tiere

7

N7F1: 75 % Resistente,
davon 1/3 homozygote

N7F1N1: 1/3 aller Wiirfe \
sind zu 100 % resistent,
2/3 zu 50 % N7F2-3 und -9
Eltern von zu 100 % \
resistenten Wiirfen sind N /
homozygot Bruder-Schwester~ Verpaarung
N7F3-J und -Q
\\ ;/
Bruder-Sch\\\Ksteererpaarung
usw.

Abb. 2.1: Aufbau des homozygot empfanglichen Inzuchtstammes von der F1 bis zur N7Fx mit den

erwarteten Anteilen resistenter und empfanglicher Méuse unter Annahme eines monogenen Erbganges.
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P: BALB/c-9 x N7F4-J

resistentes

N7F4N1- 2 N7F4N1:
100 % Resistente

A 4

\ resistentes
\\ N7F4N2- &
\ -
resistente N7F4N3- bis N7F4N2 — N7F4N7:
N7F4N6- ¢ 50 % Resistente
&

resistente N7F4N7-3 x resistente N7F4N7- Q

\v

BALB/c-J und -9 resistente N7FAN7F1-3 und -Q |[N7F4N7F1: 75 %

Resistente, davon
/ \ 1/3 homozygote
A 4

N7F4N7F1N1
\ Selektion t)nd Verp arung homozygoter Tiere

N7F1N1N1: 1/3 aller
Wiirfe sind zu 100 %

resistent, 2/3 zu 50 % N7F4N7F2-C? und -9
Eltern von zu 100 %

resistenten Wiirfen sind \\ /
homozygot Bruder-SchWisqterg’ Verpaarung

N7F4N7F2-J und -
/

Bruder-Sch ester;filerpaarung

usw

Abb. 2.2: Weitere Riickkreuzungen ab der N7F4 zur Erzielung eines zu BALB/c kongenen,
mikrofilardmieresistenten Méausestammes mit den erwarteten Anteilen resistenter und empfanglicher Mause

unter Annahme eines monogenen Erbganges.
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BALB/c weist somit fiir den postulierten Resistenzlocus den Genotyp mfi*’*, DBA/1 mfi’”" auf,
heterozygote Tiere z. B. der F1 tragen mfi”*. BALB/c trigt den MHC-H-2-Haplotyp H-2°,
DBA/1 weist H-27 auf.

Daruiber hinaus wurden weitere Mausestamme in dieser Arbeit verwendet:

DBA/20laHsd (DBA/2, Harlan-Winkelmann): Diese gehen wie DBA/1 auf die Zucht von
Little 1909 zuriick. In den Jahren 1929 und 1930 wurden mehrere Unterstimme etabliert,
darunter die beiden hier verwendeten. Durch die bereits recht frithe Trennung dieser Stimme
weisen sie einige genetische Unterschiede auf, unter anderem im MHC-H-2-Haplotyp,
ansonsten haben sie aber einen weitestgehend iibereinstimmenden genetischen Hintergrund.
DBA/2-Miuse weisen denselben Haplotyp H-2 auf wie die suszeptiblen BALB/c-Miuse,
sind aber ebenso resistent gegen injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis wie DBA/1-

Maiuse (Hoffman et al. 2001).

BALB/cOlaHsd-FoxnI™ (Nude, Harlan-Winkelmann): Tiere dieses Stammes tragen bei
genetischem Hintergrund von BALB/c die rezessive Spontanmutation nu (nude = nackt) des
Gens Foxnl (forkhead box N1) auf Chromosom 11. Dies fiihrt bei homozygoten Tieren zu
einem abnormen Haarwuchs, bzw. erscheinen sie haarlos. Sie besitzen zwar funktionelle
Haarfolikel, jedoch ist die Haarentwicklung gestort.

Wegen einer fehlerhaften Entwicklung des Thymusepithels fehlt ihnen ein Thymus. Deshalb
fehlen ihnen auch reife T-Zellen, dementsprechend weisen sie einen Defekt in der
zellvermittelten Immunantwort auf. Dies flihrt auch zu einem teilweisen Defekt in der B-Zell-
Entwicklung, andere Zelltypen sind nicht betroffen (Flanagan 1966; Pantelouris 1968;
Thomsen et al. 2005).

BALB/cjHanHsd-Prkdc*™ (SCID, Harlan-Winkelmann): ,,scid steht fiir Severe Combined
ImmunoDeficiency. Es handelt sich um eine im Inzuchtstamm C.B-17 (BALB/c.C57BL/Ka-
Igh-1b) natiirlich aufgetretene, rezessive Mutation von Prkdc (Protein kinase, DNA activated,
catalytic polypeptide) auf Chromosom 16, die zu einer starken Verminderung der Anzahl von
T- und B-Zellen und praktisch zum kompletten Verlust deren Funktionalitét fiihrt. Weder sind
diese Tiere zur Bildung von Antikdrpern gegen verschiedene Antigene oder zur AbstoBung
transplantierten Fremdgewebes in der Lage, noch reagieren ihre Milzzellen auf Stimulation

mit verschiedenen B- und T-Zell-Mitogenen. Die Mutation verhindert in T- und B-Zellen die
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V(D)J-Rekombination, was zur Unfdhigkeit dieser Zellen zur Bildung von Immunglobulinen
und T-Zell-Rezeptoren fiihrt (Adarichev et al. 2004). Dementsprechend sind IgM, 1gGl,
IgG2a, IgG2b, 1gG3, und IgA normalerweise nicht nachweisbar. Ein geringer Teil der SCID-
Mause (,,leaky) produziert allerdings sehr geringe, doch nachweisbare Mengen eines bis
dreier dieser Immunglobuline (Bosma 1992). Dies ist vom genetischen Hintergrund abhingig
und auf BALB/c- oder C57BL/6-Hintergrund ausgepréigter als auf C3H-Hintergrund. NK-
Zellen als wichtigste Effektoren der MHC-unabhingigen Immunantwort sind von dieser
Mutation nicht betroffen und liegen ebenso wie Granulozyten und Makrophagen wie bei
Nude-Méusen in normaler Anzahl und Funktionalitdt vor (Bosma ef al. 1983; Bosma &

Carroll 1991; Thomsen et al. 2005).

BALB/c-mb-1" (Iga'/ ", Gesellschaft fiir biotechnologische Forschung, GBF, Braunschweig,
hergestellt am MPI fiir Immunbiologie, Freiburg): mb-1 kodiert fiir das Immunglobulin Iga
(CD79a), ein transmembranes Glykoprotein, das Expression und Funktion verschiedener B-
Zell-Rezeptorkomplexe sowohl auf Progenitor- wie auf maturen B-Zellen vermittelt. In
Mausen, die auf Grund eines mb-1-Knockouts kein Iga aufweisen, entwickeln sich B-Zellen
nicht {iber das Progenitorstadium hinaus, welches aber anders als bei SCID keine Stérung der

V(D)J-Rekombination aufweist (Pelanda et al. 2002).

C57BL/6-TNFRp55” (TNFRp55™", Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Tiibingen): Die
biologischen  Aktivititen des Tumornekrosefaktors (TNF) werden {iiber zwei
Oberflachenrezeptoren mit Molekulargewichten von 55 bzw. 75 kd (TNFRp55 bzw.
TNFRp75) vermittelt. Die Zellen dieses Knockoutstammes auf C57BL/6-Hintergrund
exprimieren kein TNFRpS55, jedoch TNFRp75. T-Zell-Entwicklung und Lymphozyten-
populationen sind unverindert. Insgesamt ist der TNF-Signalweg stark unterdriickt, so ist
TNF nicht mehr in der Lage, NF-xB in T-Zellen zu induzieren. TNFRpSS'/'-Méiuse sind
gegeniiber normalerweise letalen Dosen von Lipopolysacchariden oder Staphylococcus
aureus-Enterotoxin B resistent, jedoch nicht in der Lage, eine dann tddlich verlaufende
Listeria monocytogenes-Infektion zu kontrollieren, so dass eine entscheidende Rolle von
TNFRp55 fiir die Wirtsabwehr von Mikroorganismen angenommen werden kann (Pfeffer et

al. 1993; Bohn et al. 1998).

C57BL/6-MARCO™ (MARCO™, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Tiibingen):
MARCO (macrophage receptor with collagenous structure) ist ein Typ-II-
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Transmembranprotein aus der Klasse A-Scavenger-Rezeptorfamilie (Kraal et al. 2000). Es
findet sich auf Makrophagen, dendritischen Zellen sowie Mikrogliazellen. Es bindet sowohl
lebende wie auch durch Hitze abgetotete Bakterien. Als Liganden dienen u. a. bakterielle

Lipopolysaccharide (Grolleau et al. 2003).

B6.129S7-IfngrI™ 8" (INF-yR™", Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Tiibingen): Miuse
auf BL/6-Hintergrund, die homozygot die Ifingri™ -Mutation tragen und deshalb den INF-y-
Rezeptor 1 nicht exprimieren, zeigen normale T-Zellantworten, haben jedoch Defekte in der
angeborenen Immunantwort, was sich z. B. an einer gesteigerten Suszeptibilitdt fiir

Infektionen mit Listeria monocytogenes zeigt (Huang et al. 1993).

B6.129P2-1110""“¢" (IL10™", Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Tiibingen): Miuse auf
BL/6-Hintergrund, die homozygot die /70" “¢"-Mutation tragen, sind nicht in der Lage, IL-
10 zu produzieren. Unter konventionellen Bedingungen neigen sie zu chronischer
Enterocolitis und Andmie, unter pathogenfreien Bedingungen fallen die intestinalen Probleme
(lokale Entziindungsreaktionen im vorderen Dickdarm) weniger schwerwiegend aus.
Lymphozytenentwicklung und Antikdrperantworten sind gegeniiber Wildtypméusen nicht
verdndert (Kuhn ef al. 1993).

Auflerdem wurden (Riick-)Kreuzungen verschiedener dieser Mausestimme mit BALB/c

bzw. BALB/c.DBA/1-mfr durchgefiihrt:

- DBA/2-Miduse wurden mit BALB/c gekreuzt, die F1-Tiere wiederum mit BALB/c-Méusen

riickgekreuzt und die resultierende N2 phéno- und genotypisiert.

- Nude-Méuse wurden ebenso wie SCID- und Iga”-Miuse mit homozygot resistenten
BALB/c.DBA/1-mfr-Méusen gekreuzt und die resultierenden FI1-Tiere mit Tieren der
Mutantenstimme riickgekreuzt. Bei den N2-Riickkreuzungstieren der Nude-Méuse eriibrigte
sich eine Genotypisierung, da bei ithnen der Genotyp (nu/nu) auch phénotypisch ersichtlich

war.

Die Haltung der Mause erfolgte in Makrolon-Kéfigen vom Typ II bis III. Als Bodensubstrat

wurde eine Weichholzeinstreu verwendet. Wasser und Nahrung in Form von extrudierten
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Alleinfutterpellets standen den Tieren ad libitum zur Verfligung. Bei einem zwdlfstiindigen
Tag-Nacht-Rhythmus betrug die Raumtemperatur 22 °C. Tiere bis zur N7, BALB/c- und
DBA/1-Miduse und ein Teil der nur fiir Genomanalysen verwendeten Tiere waren in
konventioneller Haltung untergebracht, samtliche fiir Genexpressionsanalysen verwendeten
Maiuse sowie alle immundefizienten Tiere und die fiir die Riickkreuzungen ab der N7
verwendeten Zuchttiere hingegen wurden in Kéfigen gehalten, die in Einzelbeliiftung mit
gefilterter Luft versorgt wurden (IVC = Individually Ventilated Cages, System von
Tecniplast).

2.2 Haltung von L. sigmodontis

Als Zwischenwirt fiir L. sigmodontis diente der natiirliche Vektor, die Tropische Rattenmilbe
Ornithonyssus bacoti. Die Haltung der Milben erfolgte bei Temperaturen um 30 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 80 % auf der auch fiir die Nagerhaltung verwendeten Holzstreu
in silikongeklebten Glasaquarien von 30 cm Lidnge x 20 cm Breite x 20 cm Hohe. Diese
Behiltnisse waren oben offen und am oberen Rand auflen mit einem Band aus Stoff umgeben,
das mit Dimethylphtalat, einem Insektenrepellent, befeuchtet war. Um die Milben am
Entkommen zu hindern, standen die Aquarien dariiber hinaus zu mehreren in groferen
Metallwannen, die eine Schicht Glycerin enthielten.

Der Ernihrung der Milben dienten narkotisierte (Nembutal®, Ceva, Paris) Mongolische
Rennméuse, die in kleinen Drahtkidfigen in die Milbenbehilter auf die Einstreu gesetzt
wurden. Je nach GroBBe der Milbenkolonie wurden die Kédfige dann nach einiger Zeit an den
Aquarien aufgelegten Gitterdeckeln erhoht aufgehingt, um den noch auf der Rennmaus
verbliebenen Milben Zeit zu geben, von den Tieren und aus den Drahtkéfigen wieder auf das
Substrat zuriickzugelangen und um zu verhindern, dass weitere Milben auf die Rennméuse
klettern konnten. Die Fiitterung der Milben erfolgte zweimal wochentlich.

Der Zyklushaltung dienten Baumwollratten, die natiirlichen Endwirte von L. sigmodontis. Zur
Infektion mit L3 wurden sie wie die Rennméiuse in die Milbenbehilter eingebracht und nach
erfolgter Infektion einige Zeit von den anderen Nagern getrennt in Quarantine gehalten.
Entsprechend wurden die Milben mit L1 infiziert, indem sie an infizierten, patenten
Baumwollratten Blut saugten. Untergebracht waren Baumwollratten und Rennmduse in
Makrolon-Kifigen der Groflen III und IV, ansonsten unter gleichen Bedingungen wie die

Laborméiuse.
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2.3 Narkose und Markieren der Versuchstiere

Um den Tieren Blut abzunehmen, reichte eine kurzzeitige Narkose. Hierfiir wurden sie in
einen Exsiccator gesetzt, durch den mittels einer Wasserstrahlpumpe ein Luft-Diethylether-
Gemisch gesaugt wurde. Waren die Tiere etwa zehn bis fiinfzehn Sekunden bewusstlos,
wurden sie herausgenommen. Durch diese Art der Narkose waren die Tiere etwa eine Minute
lang betdubt.

Fiir linger dauernde Eingriffe wie Mikrofilarieninjektionen reichte diese Art der Narkose
nicht aus. Hierzu diente ein Gemisch aus Esketaminhydrochlorid (Ketanest®S, Parke-Davis,
Berlin; Dosierung: 100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (Rompun®2% von
Bayer Vital, Leverkusen; Dosierung: 15 mg/kg Korpergewicht). Die Tiere wurden zunichst
wieder mit Diethylether betdubt, anschliefend erfolgte eine intramuskuldre Injektion dieses
Gemisches in den Oberschenkel eines Hinterbeines mit einer 26G-Kaniile. Diese Art der
Narkose hielt etwa eine Stunde an.

Um die Versuchstiere eines Kéfigs voneinander unterscheiden zu konnen, erhielten sie mit

einer Skin-Snip-Zange Ohrlochmarkierungen.

24 Gewinnung von Mikrofilarien aus

Baumwollratten

Mit einer heparinisierten 60 pl-Hédmatokritkapillare (Multimed, Kirchheim/Teck) wurden
Baumwollratten durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus etwa 2 ml Blut entnommen,
in einem heparinisierten 12 ml-Rohrchen mit Heparin-Natrium (Liquimin®N 2500,
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyklin) aufgefangen und mit dem gleichen Volumen
Zellkulturmedium (RPMI 1640 mit 25 mM HEPES und 2 mM L-Glutamin, GIBCO BRL,
Eggenstein) vermischt. Um die Mikrofilarien hieraus zu isolieren, wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation nach Chandrashekar ef al. (1984) durchgefiihrt. Zunachst
wurde aus Percoll® (Pharmacia, Uppsala, Schweden) und 2.5M-Saccharoseldsung im
Verhiltnis 9:1 eine 90%ige isoosmotische Stammldsung hergestellt. Aus dieser wurde dann
durch Mischung mit 0.25M-Saccharoselésung im Verhidltnis 1:3 eine 25%ige, durch

Mischung im Verhiéltnis 3:7 eine 30%ige Percolllosung hergestellt. In ein 12 ml-Polystyrol-
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Rohrchen wurden 2 ml der 30%igen Losung pipettiert und darauf mit einer Pasteur-Pipette 2
ml der 25%igen Losung geschichtet. Dariiber wurden wiederum ohne die Schichtung zu
zerstoren die 4 ml verdiinnten Blutes aufgetragen. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation
bei 400 g und 37 °C fir 35 Minuten. Die Mikrofilarien konnten anschlieBend als deutlich
erkennbare, milchige Bande mit einer Pasteur-Pipette abgenommen und in ein weiteres 12 ml-
Rohrchen iiberfiihrt werden, welches mit RPMI auf 10 ml aufgefiillt und fiir 10 Minuten einer
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen unterworfen wurde, wodurch die Mikrofilarien ein
Pellet bildeten. Der Uberstand wurde mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt, das Pellet je nach
GroBe in RPMI resuspendiert und in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer von 0.2 mm Tiefe

mikroskopisch die Mikrofilariendichte bestimmt.

2.5 Intravenose Mikrofilarien- und Mediuminjektion

Die Miuse wurden narkotisiert, dann wurde ihnen mit einem elektrischen Haarschneider das
Hals- und Brustfell rasiert und der Bereich desinfiziert (Softasept®, Braun, Melsungen). Die
Tiere wurden auf dem Riicken liegend mit Klebestreifen auf einer Kunststoffplatte fixiert,
dann wurde im Bereich der Vena jugularis die Haut etwa 10 mm ldngs eingeschnitten. Unter
einem Stereomikroskop wurde eine die gewiinschte Mikrofilarienzahl enthaltende Menge der
Mikrofilariensuspension mit einer 30G-Kaniile in die Vena jugularis injiziert. Die Tiere, die
fiir die Genexpressionsanalysen als ,,Scheinbehandelte benutzt wurden, erhielten nur eine
Injektion einer entsprechenden Menge RPMI ohne Mikrofilarien. Nach der Injektion wurde
die Wunde durch Zusammendriicken der Wundrander verschlossen. Nach der Operation
kamen die Tiere in mit Zellstoff ausgelegte Kéfige, eine bis drei Stunden nach der Operation
wurde den Tieren erstmals Blut abgenommen, um die Mikrofilariendichte zu bestimmen.

Nach vier Tagen wurden sie auf normale Streu umgesetzt.
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2.6 Vollblut- und Plasmaiibertragung

Den Spendertieren abgenommenes Blut wurde entweder direkt den Empfingertieren
intravends injiziert, oder es wurde zundchst Plasma hieraus gewonnen. Dazu wurde das
Spenderblut sofort nach der Entnahme in einem 1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdl3 bei 4 °C
und 4500 g zentrifugiert und das Plasma abgenommen. In der Regel wurde vor der
Ubertragung Blut bzw. Plasma mehrerer Spender gemischt, um auf das gewiinschte Volumen

zu erreichen.

2.7 Intrapleurale Mikrofilarieninjektion

Die Miuse wurden wie beschrieben narkotisiert, der Brustbereich enthaart und desinfiziert.
Eine 30G-Kaniile wurde dann im Brustbereich bis in die Pleura eingestochen und 100 000

Mikrofilarien in RPMI injiziert.

2.8 Natiirliche Infektion mit dem dritten

Larvenstadium

In ein 50 ml-Polystyrol-R6hrchen wurden je eine narkotisierte Maus sowie 50 mit
L. sigmodontis infizierte Milben verschiedener Stadien gegeben. Nach etwa einer Stunde
waren deutlich jeweils mehrere vollgesaugte Milben zu erkennen, woraufthin die Mause
wieder aus den Rohrchen genommen wurden. Eine Angabe der Menge der iibertragenen L3
ist so nicht moglich. Da alle Milben jedoch aus derselben Kolonie stammten und zum selben
Zeitpunkt infestiert wurden, ist aber davon auszugehen, dass auf alle Mduse eine &hnliche

Anzahl L3 iibertragen wurde.
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2.9 Toten von Versuchstieren

Die Tiere wurden in eine geschlossene Kunststoffbox gesetzt, in die durch ein seitliches Loch

etwa zwei Minuten lang bis zum Tod langsam CO; eingeleitet wurde.

2.10 Gewinnung und Implantation von L4 und

Adultwiirmern

Infizierte Baumwollratten wurden getotet, die Bauchseite gedffnet und die Wiirmer aus der
Pleurahdhle gespiilt. Sie wurden in Petrischalen mit RPMI iiberfiihrt und einige Zeit bei 37 °C
stehen gelassen, damit sich die oftmals stark miteinander verschlungenen Adultwiirmer
voneinander l16sten. Anhand von Unterschieden in Liange und Dicke wurden Ménnchen und
Weibchen selektiert und getrennt in frisches Medium iiberfithrt. Bei L4 ist eine solche
Differenzierung nicht moglich.

Je fiinf adulte, lebende Minnchen bzw. Weibchen bzw. 50 L4 wurden mit etwa 1.5 ml RPMI
mit einer Kunststoffpasteurpipette aufgesaugt. Den Versuchstieren wurde die rechte
Bauchseite enthaart, desinfiziert und die Tiere auf einer Platte fixiert. Ein etwa 1 cm langer
Schnitt erdffnete die Bauchhaut, ein weiterer Schnitt das Peritoneum. Durch diese Offnung
wurde die Pipette gefiihrt, mit der die Wiirmer zusammen mit dem RPMI in die Bauchhohle
gespiilt wurden. AnschlieBend wurde der Peritonealschnitt einfach (Vicryl 5/0, geflochten,
Ethicon, Edinburgh), der Hautschnitt mit Riickstich doppelt vernidht (Ethilon 5/0, monofil,
Ethicon, Edinburgh). Kontrolltieren wurden entweder je sechs durch Einfrieren abgetotete
adulte Ménnchen implantiert, oder bei ansonsten gleichem operativem Eingriff anstelle von

Adultwiirmern 1.5 ml RPMI in das Peritoneum eingebracht.
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2.11 Blutabnahme und Bestimmung der

Mikrofilariendichte bei Miusen

Einer kurzzeitig betdubten Maus wurde mit einer Héamatokritkapillare (Minicaps,
heparinisiert, 10 pl, Multimed, Kirchheim/Teck) retroorbital Blut entnommen und in einem
1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdll gesammelt. Daraus wurden 30 pl moglichst schnell in ein
weiteres Reaktionsgefdl mit 1 ml FACS™-Lysing-Solution (Becton Dickinson, San Jose)
tiberfithrt, wodurch auf eine Heparinisierung verzichtet werden konnte. Es wurde kurz auf
einem Vortex gemischt und nach fiinf Minuten flir zehn Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Mikrofilarienpellet in der Restfliissigkeit resuspendiert, auf
einen Objekttrager tiberfiihrt und unter dem Mikroskop die Mikrofilarien des gesamten
Fliissigkeitsvolumens ausgezahlt, um die Mikrofilariendichte je 30 pl Blut zu bestimmen. In
der Regel wurde zwischen einer und drei Stunden nach der Injektion von Mikrofilarien das
erste Mal die Mikrofilariendichte bestimmt, um zu {iberpriifen, ob die Injektion erfolgreich
verlief, anschlieBend wurde tiglich bis Tag 4 p. i. oder zumindest an Tag 4 p. i. Blut

entnommen, um Resistente und Suszeptible klassifizieren zu kdnnen.

2.12 Injektion und Nachweis von Mikropartikeln

Es wurden sowohl Polystorol- als auch Resaminharz-Mikropartikel (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) mit Durchmessern von 5 und 10 um verwendet, die schitzungsweise eine
dhnliche Dichte wie Mikrofilarien aufweisen. Die Polystorolpartikel waren unmarkiert, die
Resaminharzpartikel mit Fluorosceinisothiocyanat (FITC) markiert. Die wissrigen
Partikelsuspensionen wurden mit RPMI 1:50 verdiinnt und den Versuchstieren eine zwischen
1x 10°und 1 x 10° (5 pm) bzw. 20 000 (10 pm) Mikropartikel enthaltende Fliissigkeitsmenge
entsprechend der Mikrofilarieninjektion in die Vena jugularis injiziert. 30 Minuten nach der
Injektion wurde Blut abgenommen und die in 30 pl enthaltenen Mikropartikel nach Zelllyse
im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dann wurden die Maiuse getotet und die Lungen
entnommen. Diese wurden in RPMI homogenisiert, zwischen zwei Glasobjekttragern

gequetscht und das gesamte Préparat im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
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2.13 Hauttransplantation bei kongenen Mausen

Je einer resistenten (N7F9) und einer suszeptiblen (N7F4) Maus wurde nach Narkose,
Enthaarung und Desinfektion ein etwa 1 Cent-groes Hautstiick mit einer Schere im
Nackenbereich entnommen. Dieses wurde, um ein Zusammenrollen zu verhindert, zunichst
auf einer mit Agarose ausgegossenen Petrischale und mit RPMI bedeckt mit Nadeln
festgesteckt und dann entgegen der normalen Haarwuchsrichtung des Empféngertieres diesem

an die entsprechende Stelle tibertragen und an mehreren Stellen mit Ethilon 5/0 vernéht.

2.14 Genomanalyse an BALB/c x DBA/1-Kreuzungen

Um fiir Resistenz bzw. Suszeptibilitdt ursdchliche genetische Unterschiede zwischen den aus
DBA/1 und BALB/c erzielten kongenen Maédusen zu ermitteln, wurden genomweite
Mikrosatellitenanalysen durchgefiihrt. Mikrosatelliten (auch Short Tandem Repeats) sind
nicht-kodierende DNA-Sequenzen, die {iber das gesamte Genom verstreut sind. Sie bestehen
aus bis zu einhundert Mal tandemartig wiederholten Motiven von einem bis sechs Basen-
paaren (Tautz & Schldtterer 1994; Weber & Wong 1993). Mikrosatelliten sind im gesamten
Genom viel hdufiger, als es die Hiufigkeit der einzelnen Basen im gesamten Genom erwarten
lieBe (Cox & Mirkin 1997; Pupko & Graur 1999). Sie weisen auBBerdem Mutationsraten auf,
die weit iiber denen nicht-repetitiver Chromosomenabschnitte liegen. Mutationen stellen
hierbei v. a. Addition oder Depletion von Repeat-Einheiten dar, wodurch eine Vielzahl von
Langenpolymorphismen entsprechender Mikrosatelliten zwischen verschiedenen Individuen
entsteht (Dib et al. 1996). Durch Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich diese
Langenunterschiede einfach nachweisen. Fiir etliche Labormausstimme ist bereits eine
Vielzahl von Mikrosatelliten mit Léngenpolymorphismen bekannt, mit denen -eine
Grobkartierung von genetischen Unterschieden etwa zwischen ndherungsweise kongenen

Maiusestdmmen moglich ist.
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2.14.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung wurde mit einem Puregene™ Genomic DNA Purification Tissue Kit

(Gentra Systems, Minneapolis) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Dem getéteten Versuchstier die Leber entnehmen, ca. 10 - 20 mg davon werden fiir
die DNA-Isolierung benoétigt, der Rest wird bei -28 °C tiefgefroren

Das Leberstiick in ein 1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 300 ul Cell Lysis
Solution iiberfithren und mit einem Homogenisator zerkleinern

1.5 ul Proteinase K Solution zugeben, 25-mal invertierend mischen

Uber Nacht bei 55 °C inkubieren, am niichsten Tag kurz mischen

1.5 ul RNAse A Solution zugeben, 25-mal mischen

Eine Stunde bei 37 °C inkubieren

Zelllysat auf Raumtemperatur abkiihlen lassen

100 pl Protein Precipitation Solution hinzugeben

Bei hoher Geschwindigkeit auf dem Vortex 20 Sekunden lang mischen

Drei Minuten bei 16 000 g und 4 °C zentrifugieren

Den Uberstand in ein neues ReaktionsgefiBe mit 300 ul eiskaltem 100%igem
Isopropanol tiberfiihren

50-mal vorsichtig invertierend mischen

Mindestens eine Minute bei 16 000 g und 4 °C zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen

Reaktionsgefal umgedreht auf FlieBpapier mehrere Minuten trocknen lassen

300 ul 70%igen Ethanol zugeben

DNA-Pellet durch vorsichtiges Schiitteln 16sen und waschen

Mindestens eine Minute bei 16 000 g und 4 °C zentrifugieren

Ethanol vorsichtig abpipettieren, das Reaktionsgefa3 30 min trocknen lassen

50 ul DNA Hydration Solution zugeben

Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubieren, zur vollstindigen Losung der DNA kurz

mischen

In einem Photometer wurde der DNA-Gehalt der Proben bestimmt und durch Verdiinnung

mit DNA Hydration Solution auf eine Konzentration von 50 ng/ul eingestellt. Danach wurden

die Proben bei —28 °C eingefroren bzw. zur Analyse an die GBF in Braunschweig gesandt.
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2.14.2 Mikrosatelliten-PCR

Fiir eine erste genomweite Analyse moglicher Kopplung von Genotypen mit resistenten
Phénotypen wurden an der GBF DNAs von 72 verschiedenen Méusen wie in Tabelle 2.1

angegeben eingesetzt.

Anzahl | Generation |Phédnotyp |vermuteter Genotyp
39 N2 resistent R/s
3 N7F1 resistent R/R
2 N7F1 resistent R/s
3 N7F1 suszeptibel s/s
11 N7F1N1 resistent R/s
2 N7F1N1 suszeptibel s/s
6 N7F2 resistent R/R
6 N7F3 resistent R/R
Tab. 2.1: Tiere, deren DNA fiir die erste genomweite

Mikrosatellitenanalysen eingesetzt wurde. R = DBA/1-Allel fiir den
Resistenzlocus, s = BALB/c-Allel.

Diese DNA-Proben wurden mit den 85 in den Tabellen 2.2 und 2.3 aufgelisteten
Mikrosatellitenmarkern, die nach Angaben von CIDR (Center for Inherited Disease Research,

http://www.cidr.jhmi.edu/) aufgrund von Lingenpolymorphismen informativ fiir Kreuzungen

aus BALB/c und DBA/1 sind, in PCR-Reaktionen eingesetzt. Die entsprechenden Primer sind
bei CIDR angegeben. Die jeweiligen Forward-Primer waren am 5'-Ende mit FAM, VIC oder
NED fluoreszenzmarkiert. PCR Produkte (PCR-Bedingungen siehe Tabelle 2.4) mit
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen wurden gepoolt und in einem automatisierten
MegaBACE DNA Analysis System (Molecular Dynamics und Amersham Biosciences)
untersucht. Zur Auswertung der Allelsignale wurde Mega BACE Genetic Profiler, Version
1.1, eingesetzt (Goldmann et al. 2005).
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Chromosom | Ldnge [cM] | Marker Position [cM] | bp (DBA/1) |bp (BALB/c)
D1Mit430 10 123 127
D1Mit236 25.7 90 105
1 127 D1Mit215 47 151 167
D1Mit308 62.1 219 203
D1Mit507 87.8 200 210
D1Mit406 101.2 125 118
D2Mit61 34 111 98
2 114 D2Mit285 86 164 162
D2Mit145 98.5 161 169
D3Mit203 11.2 259 263
D3Mit67 28 236 232
3 95 D3Mit311 45.2 121 111
D3Mit320 71.8 105 107
D3Mit200 77.3 88 104
D4Mit18 5.2 221 208
4 84 D4Mit348 40 146 246
D4Mit203 60 102 109
D4Mit170 66.6 240 246
D5Mit348 8 240 252
D5Mit352 20 109 103
5 92 D5Mit201 42 97 99
D5Mit10 54 193 178
D5Mit95 68 162 164
D6Mit123 29 265 267
6 75 D6Mit67 41.5 152 160
D6Mit328 49.3 148 124
D6Mit14 71.2 157 167
D7Mit294 8 169 171
D7Mit228 18 203 188
7 74 D7Mit248 27.8 117 76
D7Mit323 50 253 215
D7Mit259 72 249 229
D8Mit289 11 103 142
D8Mit63 15 234 232
8 82 D8Mit45 40 106 100
D8Mit88 58 144 131
D8Mit49 67 225 201
DIMIt71 29 124
9 74 DIMit336 35 167 159
DIMit355 53 132 127
D9Mit151 72 115 107

Tab. 2.2: Mikrosatelliten fiir die erste genomweite Mikrosatellitenanalyse an DNAs der in Tab. 2.1

angegebenen Mause mit ihrer Position in ¢cM auf dem jeweiligen Chromosom von Chromosom 1 bis

10 und den Léangenpolymorphismen zwischen BALB/c- und DBA/1-Allelen. Nomenklatur der

Mikrosatelliten: D = DNA-Marker, Zahl = jeweiliges Chromosom, Buchstabenkombination =

Kiirzel der Institution, die den Marker entwickelt hat (z. B. Mit fiir Massachusetts Institute of

Technology), Zahl = Durchnummerierung der Marker eines Chromosoms.
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Chromosom | Ldnge [cM] | Marker Position [cM] | bp (DBA/1) |bp (BALB/c)
D10Mit86 17 225 218
10 77 D10Mit31 36 141 144
D10Mit230 49 126 122
D10Mit103 70 175 179
D11Mit2 2.4 107 97
D11Mit86 28 97 89
11 80 D11Mit4 37 213 170
D11Mit289 55 165 171
D11Mit126 63 193 201
D12Mit60 16 102 111
D12Mit91 29 159 157
D12Mit158 38 77 94
12 61 D12Mit118 45 130 138
D12Mit280 55 146 126
D12Mit133 56 105 119
D12Nds2 59 167 177
13 80 D13Mit16 10 207 170
D13Mit88 21 137 149
D14Mit98 3 147 154
D14Mit174 10.5 137 139
14 69 D14Mit39 30 247 260
D14Mit263 44 .4 112 118
D14Mit170 63 211 207
D15Mit13 6.7 131 149
D15Mit143 214 132 134
15 81 D15Mit161 69.2 259 263
D15Mit262 51.1 90 84
D15Mit67 40.9 175 181
16 72 D16Mit153 56.8 154 156
D16Mit52 66.8 134 129
D17Mit51 22.9 157 159
17 82 D17Mit10 24.5 160 166
D17Mit93 44.5 178 163
D17Mit122 51.9 129 148
D18Mit222 6 204 118
18 60 D18Mit208 38 175 173
D18Mit48 50 168 177
D19Mit68 6 117 107
19 56 D19Mit88 15 119 127
D19Mit88 34 159 151
DXMit68 17.3 141 139
X 76 DXMit19 43.2 261 273
DXMit172 48.7 219 201
DXMit121 67 127 111

Tab. 2.3: Mikrosatelliten fiir die erste genomweite Mikrosatellitenanalyse an DNAs der in Tab. 2.1
angegebenen Méause mit ihrer Position in ¢cM auf dem jeweiligen Chromosom von Chromosom 11 bis
X und den Liangenpolymorphismen zwischen BALB/c- und DBA/1-Allelen. Zur Nomenklatur der
Mikrosatelliten siehe Tab. 2.2.
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Schritt | Aktion Temperatur | Dauer | Anzahl Zyklen

1 Denaturierung 95 °C 12 min 1Xx
Denaturierung 94 °C 15s

2 Annealing 55-60 °C 15s 10 x
Extension 72 °C 30s
Denaturierung 89 °C 15s

3 Annealing 55-60 °C 15s 20 x
Extension 72 °C 30s

4 Extension 72 °C 10 min 1Xx

Tab. 2.4: PCR-Bedingungen nach Goldmann et al. (2005) fiir die genomweite
Mikrosatellitenanalyse an DNAs der in Tab.2.1 angegebenen Méuse mit den
in Tab. 2.2 und Tab. 2.3 angegebenen Markern. Die Ansétze wurden in 10 pl
Reaktionsvolumen durchgefiihrt mit 25 mM MgCl,, 5 uM jedes Primers, 2.5
mM dNTPs, 50 ng Proben-DNA, 0.5 U AmpliTaq DNA-Polymerase (Applied

Biosystems).

Fiir weitere genomweite Mikrosatellitenanalysen an insgesamt 255 Mausen der N2 wurden

teilweise andere Marker als in den Tabellen 2.2 und 2.3 und dazu nicht-fluoreszenzmarkierte

Primer eingesetzt (siche Tabelle 2.5). Diese Marker wurden den Angaben des Broad Insitute

(Cambridge,

Massachusetts)

auf http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/mouse/index#genetic

entnommen, die entsprechenden Primersequenzen sind dort angegeben. Die Léangen-

polymorphismen weichen bei Markern, die auch fiir die erste Analyse verwendet wurden,

teilweise etwas ab, da CIDR jeweils etwas abgednderte Primersequenzen verwendet. Aktuell

wurden diese 255 DNAs mit 33 Markern bis Chromosom 15 untersucht.
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Chromosom | Lange [cM] | Marker Position [cM] |bp (DBA/1) | bp (BALB/c)
1 127 D1Mit406 101.2 125 118
2 114 D2Mit145 98.5 161 169
3 95 D3Mit311 45.2 122 110

D3Mit200 77.3 107 127
4 84 D4Mit203 60 102 109
5 92 D5Mit348 8 115 123
D5Mit10 54 203 190
6 75 D6Mit328 49.3 148 126
D6Mit14 71.2 149 152
D7Mit228 18 159 142
7 74 D7Mit323 50 146 106
D7Mit259 72 152 130
8 82 D8Mit88 58 128 116
D8Mit49 67 152 130
9 74 DIMit71 29 104 104
DIMit336 35 116 106
10 77 D10Mit86 17 156 150
D11Mit2 2.4 124 112
D11Mit86 28 134 126
11 80 D11Mit4 37 300 242
D11Mit289 55 126 132
D11Mit126 63 193 201
D12Mit280 55 146 126
12 61 D12Mit150 59 107 153
D12Nds2 59 162 165
D12Mit144 61 309 303
D13Mit16 10 207 170
13 80 D13Mit88 21 170 180
D13Mit256 40 82 94
D14Mit98 3 146 152
14 69 D14Mit39 30 232 246
D15Mit13 39.6 118 138
15 81 D14Mit263 44.4 112 118

Tab. 2.5: Mikrosatelliten fiir die zweite genomweite Mikrosatellitenanalyse an DNAs von 255 N2-
Méusen mit ihrer Position in ¢cM auf dem jeweiligen Chromosom von Chromosom 1 bis 15 und den
Langenpolymorphismen zwischen BALB/c- und DBA/1-Allelen. Zur Nomenklatur der Mikrosatelliten
siche Tab. 2.2.
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Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte hier durch herkdémmliche Ethidiumbromidfarbung

und Auftrennung auf einem 4%igen MetaPhor"-Agarose-Gel nach folgendem Protokoll:

- 6 g MetaPhor®-Agarose (Cambrex, Rockland) in 150 ml 6 °C kalten TBE-Puffer
[10.78 g Trizma-Base (Sigma-Aldrich, St. Louis), 5.50 g Borsdure und 0.75 g
EDTA] langsam einriihren

- Unter Riihren auf 120 °C erhitzen

- Ca. 15 Minuten kochen bis zum vollstdndigen Auflosen der Agarose

- Abkiihlung auf 55-60 °C

- 10 pl Ethidiumbromid zugeben

- Gel gieBen und bei Raumtemperatur auspolymerisieren lassen

- Ca. 20 Minuten bei 4 °C lagern

Gellauf: - Laufpuffer 1x TBE
- 10 pl PCR-Produkt + 5 pl Ladepuffer (Peqlab, Erlangen)

Neben den genomweiten Mikrosatellitenanalysen an den in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Tieren
wurden an weiteren Tieren hoherer Riickkreuzungsgenerationen (Tabelle 2.6) Mikrosatelliten-
analysen nur mit aus den Tabellen 2.3 und 2.5 kombinierten Markern fiir Chromosom 12

(Tabelle 2.7) durchgefiihrt.

Anzahl | Generation |Phdnotyp |vermuteter Genotyp
2 N7 resistent R/R
2 N7F6 resistent R/R
3 N7F7 resistent R/R
1 N7F8 resistent R/R
2 N13 resistent R/s
4 N14 resistent R/s
3 N14 suszeptibel s/s
7 N14F1 resistent R/s
5 N14F1 suszeptibel s/s

69 N15 resistent R/s
12 N15 suszeptibel s/s

Tab. 2.6: Miuse verschiedener Riickkreuzungsgenerationen, deren
DNA zur Feinkartierung der Kandidatenregion auf Chromosom 12
mit den in Tab. 2.7 angegebenen Mikrosatelliten eingesetzt wurde. R

= DBA/1-Allel fiir den Resistenzlocus, s = BALB/c-Allel.
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Marker Position [cM] | bp (DBA/1) |bp (BALB/c)
D12Mit 118 45 cM 124 134
D12Mit 280 55 cM 146 126
D12Mit 133 56 cM 107 117
D12Nds 2 59 cM 162 165
D12Mit 150 59 cM 107 153
D12Mit 144 61 cM 309 303

Tab. 2.7: Mikrosatelliten fiir die Feinkartierung der Kandidaten-
region auf Chromosom 12 an DNAs der in Tab. 2.6 angegebenen
Tiere mit ihrer Position in ¢cM und den Léangenpolymorphismen
zwischen BALB/c- und DBA/1-Allelen. Zur Nomenklatur der
Mikrosatelliten siche Tab. 2.2.

PCR-Bedingungen und Auswertung entsprachen dem Vorgehen bei den 255 N2-Tieren.

2.14.3 Statistische Auswertung der Genomanalyse

Die Angabe der physikalischen Lage von Genen zueinander und auf den Chromosomen
erfolgt in Centimorgan (cM), wobei 1 cM dem Abstand zweier Gene auf einem
Chromosomenabschnitt entspricht, bei dem eine Rekombination mit einer Wahrscheinlichkeit
von 1 % zu erwarten ist. Je enger benachbart zwei Gene sind, desto unwahrscheinlicher ist
eine Rekombination, d. h. die Wahrscheinlichkeit fiir eine gekoppelte Vererbung nimmt zu.
Die Bestimmung des Kopplungsgrades erfolgt nach Edwards (1987) iiber die Berechung von

Lod-scores (logarithm of odds) nach der Formel
Lod =rlog (2¢) + nlog (2p),

wobei ¢ = Rekombinationsrate, p = 1 — ¢, r = Anzahl rekombinanter Individuen und n =
Anzahl nicht rekombinanter Individuen. Die Rekombinationsrate ¢ errechnet sich aus ¢ = r/n,
wobei r = Anzahl rekombinanter Individuen und n = gesamte Stichprobe (Green 1981). Ein
Lod-score gibt das Verhéltnis der Wahrscheinlichkeit einer Kopplung zweier Gene gegeniiber
einer freien Rekombination an. Bei einem Lod-score > 3 (Wahrscheinlichkeit fiir eine

Kopplung von > 1000:1) ist von einer Kopplung der Gene auszugehen.
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Die statistische Auswertung der Genotypen flir die untersuchten Markerregionen wurde fiir
die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Tiere mit der Software GENE-LINK durchgefiihrt
(Montaguelli 1991). Hierzu wurde bei Heterozygotie, d. h. Vorliegen von DBA/1- und
BALB/c-Allelen an entsprechenden Genloci, ,,+*, bei Homozygotie, also Vorliegen von
lediglich BALB/c-Allelen, ,,-“ eingetragen. Diese eingegebenen Codes fiir den genetischen
Zustand der an den verschiedenen Genloci wurden dann mit dem hypothetischen
Resistenzlocus unter Annahme von voéllig einheitlicher Homozygotie bei suszeptiblen und
Heterozygotie bei resistenten Tieren der zweiten Riickkreuzungsgeneration verglichen und
daraus die Kopplungswahrscheinlichkeiten und Abstinde der bekannten Marker zu dem
postulierten Resistenzlocus berechnet. Die Signifikanz der Kopplung eines Mikrosatelliten-
markers mit dem Resistenzlocus wurde dabei mit dem Chi-Quadrat-Test ermittelt. Dartiber
hinaus wurde die wahrscheinlichste Anordnung des Resistenzlocus in Bezug zu den
verschiedenen Mikrosatellitenmarkern iiber einen ,,Lod-score for order nach White et al.

(1985) berechnet.

Die statistische Analyse fiir die 255 N2-Tiere sowie die in Tabelle 2.6 aufgefiihrten Tiere
erfolgte mit der Software Map Manager QTX17b (Manly, Cudmore & Meer 2001), wobei die

gleichen Parameter wie mit GENE-LINK bestimmt wurden.

2.15 Genotypisierung weiterer Labormauskreuzungen

Mit N2-Nachkommen der in 2.1 beschriebenen (Riick-)Kreuzungen verschiedener
Inzuchtstimme mit dem homozygot resistenten, zu BALB/c kongenen Stamm
BALB/c.DBA/1-mfr wurden mit dem Mikrosatellitenmarker D12Nds2 (Tabelle 2.3)
Genotypisierungs-PCR durchgefiihrt.

2.15.1 DNA-Isolierung

Den Tieren wurde je ein ca. 4 mm’ groBes Ohrgewebestiick, wie es bei der Markierung der
Versuchstiere (2.4) anfillt, entnommen und mit 75 pl DirectPCR® Lysis Reagent (Viagen,
Los Angeles) und 1 pl Proteinase K (20 pg/ul) in ein 0.5 ml Reaktionsgefdll gegeben.

AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei 55 °C iiber Nacht in einem Hybridisierungsofen
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sowie eine weitere Inkubation bei 85 °C im Wasserbad fiir 45 min. Nach einer Zentrifugation

bei 15000 g fiir 10 s wurde der DNA-haltige Uberstand abgenommen.

2.15.2 Mikrosatelliten-PCR

Die PCR-Bedingungen sind gegeniiber den in Tabelle 2.4 angegebenen modifiziert, siche
Tabelle 2.8.

Schritt | Aktion Temperatur | Dauer | Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 94 °C 10 min 1Xx
Denaturierung 94 °C 1 min
2 Annealing 52 °C 1 min 40 x
Extension 72 °C 1.5 min
3 Extension 72 °C 10 min 1x

Tab. 2.8: PCR-Bedingungen fiir die Mikrosatellitenanalyse mit dem Marker
D12Nds2 an DNAs von N2-Tieren der in 2.1 angegebenen Kreuzungen. Die Ansitze
wurden in 50 pl Reaktionsvolumen durchgefiihrt mit 0.4 uM jedes Primers, 200 pM
dNTPs, 1.5 pl geloste Proben-DNA (ca. 20 ng), QIAGEN PCR Buffer (1.5 mM
MgCl,), 1.25 U AmpliTaq DNA-Polymerase (Qiagen, Hilden).

Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte auch hier durch herkémmliche Ethidiumbromid-
farbung und Auftrennung auf einem 4%igen MetaPhor”-Agarose-Gel (2.13.2).

2.16 Genexpressionsanalysen bei Laborméiusen nach

Infektion mit L. sigmodontis

Neben der Untersuchung von der Resistenz und Suszeptibilitit zu Grunde liegenden
genetischen Faktoren auf DNA-Ebene wurden zur Beschreibung der bei einer Infektion mit
verschiedenen Stadien von L. sigmodontis ablaufenden Vorginge auf RNA-Ebene
Genexpressionsanalysen an RNA aus Lungengewebe mit cDNA-Oligonukleotid-Microarrays
von Affymetrix durchgefiihrt. Lungengewebe wurde deshalb eingesetzt, weil die Lunge als
Reservoir flir Mikrofilarien angesehen wird und dort auch der Hauptabbauort der

Mikrofilarien vermutet wird (Pfaff e al. 2000%), so dass dort auch entsprechende
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Genexpressionsaktivititen nachzuweisen sein sollten. Es wurden die Genexpressionsmuster
nach Mikrofilarieninjektion sowie nach kombinierter Adultweibchenimplantation und

Mikrofilarieninjektion untersucht.

2.16.1 Genexpression nach Injektion von Mikrofilarien

2.16.1.1 Versuchstiere

Es wurden ménnliche resistente N7- und BALB/c-Mause im Alter von ca. 6 bis 8 Wochen mit
3 verschiedenen Vorbehandlungen (naiv, scheinbehandelt, mit Mikrofilarien infiziert)

verwendet. Folgende Tierzahlen wurden jeweils eingesetzt:

- Unbehandelt: 5 BALB/c und 5 Resistente
- Scheinbehandelt: 3 BALB/c und 4 Resistente
- Infiziert: 3 BALB/c und 6 Resistente

Insgesamt wurden also 26 Microarrayexperimente durchgefiihrt.

2.16.1.2 Lungenentnahme

Die Tiere wurden mit CO, getdtet (scheinbehandelte und infizierte Tiere 2 Stunden nach dem
Eingriff), durch Eintauchen in 70%iges Ethanol desinfiziert und in einer Sterilbank auf einer
mit Aluminiumfolie eingeschlagenen und desinfizierten Styroporplatte auf dem Riicken
liegend fixiert. Die Haut wurde entlang der Korpermitte zum Kopf und den Extremitéten hin
aufgeschnitten und seitlich weggeklappt festgesteckt. Die Pleura wurde aufgeschnitten, die
Lunge mit moglichst geringer Blutung im Ganzen entnommen und in ein 12 ml-Réhrchen mit
4 ml Trizol® (Invitrogen) iiberfiihrt, das die RNA fixiert und eine Zerstérung durch Nukleasen
verhindert. Die Lungen wurden dann auf Eis an die Microarray Facility des Instituts fiir
Medizinische Genetik, Tiibingen, iibergeben, wo die weitere Verarbeitung der Proben

erfolgte.
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2.16.1.3 Probenaufarbeitung

In der Microarray Facility wurde zundchst RNA aus den Gewebeproben isoliert.
Anschliefend erfolgte reverse Transkription in ¢cDNA und darauthin durch in vitro-
Transkription die Umwandlung in cRNA bei gleichzeitigem Einbau biotinmarkierter
Nukleotide. RNA-Qualitdt und -Quantitit wurden mittels eines 2100 Bioanalyzers (Agilent
Technologies, Palo Alto) photometrisch bestimmt. Nun wurden MG U74A Oligonukleotid-
Microarrays von Affymetrix mit den Targetsequenzen hybridisiert und in einem Scanner die
Signalstirke fiir jeden Punkt des Arrays bestimmt. MG U74A weisen 12488 Probe Sets auf,

die jeweils einzelne Gene bzw. Expressed Sequence Tags (EST) reprisentieren.

2.16.14 Auswertung der Microarrays

Die Bildverarbeitung sowie Berechnung der Signalstirken und weiterer Parameter erfolgten
zunichst mit der Affymetrix Microarray Suite Version 5.0.0.032 (MAS). Eingestellt wurde

zur einheitlichen Skalierung der verschiedenen Arrays ein Target Signal von 150.

Signalstirken und Detection wurden direkt in Microsoft Excel {ibertragen. Fiir die Detection
werden ,,A“ (absent), ,,P* (present) oder ,,M*“ (marginal) angegeben, die aussagen, ob ein
Messwert tatsdchlich zu berticksichtigen oder als Rauschen zu bewerten ist. ,,A“ wurde durch

,0, ,P“ durch ,, 1%, ,,M* durch ,,0.5 ersetzt.

Um Unterschiede in der Genexpression zwischen verschiedenen Versuchsgruppen zu
ermitteln, wurden in der MAS Batchanalysen durchgefiihrt, d. h. paarweise Vergleiche jedes
Chips der einen mit jedem Chip der anderen Versuchsgruppe. Berechnet werden hierbei
Signal Log Ratios, also logarithmierte Verhiltnisse der Signale zweier Chips zueinander. Aus
den Batchanalysen wurden Signal Log Ratio sowie Signal Log Ratio High, Signal Log Ratio
Low sowie der Change in Excel iibertragen. ,NC*“ (no change) wurde durch ,0% I
(increase) durch ,,1%, ,MI* (medium increase) durch ,,0.5%, ,,D* (decrease) durch ,,- 1* und
»MD* (medium decrease) durch ,,- 0.5 ersetzt.

Folgende Vergleiche wurden berechnet, wobei die zweite Versuchsgruppe jeweils die

Baseline darstellt:
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- unbehandelte Resistente vs. unbehandelte BALB/c

- Resistente nach Scheinbehandlung vs. entsprechende BALB/c

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion vs. entsprechende BALB/c

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion vs. Resistente nach Scheinbehandlung

- unbehandelte Resistente vs. Resistente nach Scheinbehandlung

Um Gene als in einem Vergleich sicher differenziell exprimiert zu betrachten, mussten im

Durchschnitt einer Versuchsgruppe und eines Vergleiches folgende Kriterien erfiillt werden:

Bei heraufregulierten Genen:

- Signalstirke des Experiment-Arrays > 50 - Detection des Experiment-Arrays > 0.66
- Signal Log Ratio > 1 - Signal Log Ratio Low > 0.5
- Change > 0.66

Dies bedeutet, dass bei einem hochregulierten Gen mit einer SLR von mindestens 1 nicht
beriicksichtigt wurde, wie hoch die absolute Signalstirke auf den Baseline-Arrays war,
ebenso ob das Gen auf diesen als ,,absent™ oder ,,present* erkannt wurde. Hier war stattdessen
wichtig, dass das Gen auf den Experiment-Arrays eine Signalstdrke iiber 50 aufwies und bei
mindestens 2/3 der Experiment-Arrays als ,,present™ detektiert wurde. Dariiber hinaus durfte
fiir das Gen bei den Batchanalysen nicht in weniger als 2/3 der Vergleiche ein ,,increase*
angegeben werden und die SLR Low als eine Art Streuungsmal} nicht unter der Hailfte der

minimalen SLR liegen, also nicht unter 0.5.

Bei herunterregulierten Genen:

- Signalstédrke des Baseline-Arrays > 50 - Detection des Baseline-Arrays > 0.66
- Signal Log Ratio < - 1 - Signal Log Ratio High < - 0.5

- Change < - 0.66

Dies heiflt hier, dass bei einem herunterregulierten Gen mit einer SLR von < -1 nicht
beriicksichtigt wurde, wie hoch die absolute Signalstirke auf den Experiment-Arrays war,
ebenso ob das Gen auf diesen als ,,absent* oder ,,present” erkannt wurde. Hier war diesmal
ausschlaggebend, dass das Gen auf den Baseline-Arrays eine Signalstirke iiber 50 aufwies
und bei mindestens 2/3 der Baseline-Arrays als ,,present™ detektiert wurde. Dariliber hinaus

durfte das Gen wie oben bei den Batchanalysen nicht in weniger als 2/3 der Vergleiche ein
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»increase aufweisen, und die SLR Low als eine Art Streuungsmal} nicht unter der Hélfte der
minimalen SLR liegen, also nicht unter 0.5.

Um auf é&hnliche Weise regulierte Gene gruppieren zu konnen, wurden die
Versuchsgruppenmittelwerte der Signalstirken aller Gene, die in mindestens einem Vergleich
differentiell exprimiert waren, mit der Software Genesis (Institute for Genomics and

Bioinformatics - Graz University of Technology, http://genome.tugraz.at/Software/; Sturn,

Quackenbush & Trajanoski 2002) auf einen Bereich von -2 bis +2 normalisiert. Anschlieend
wurden aus den normalisierten Werten durch das Verfahren der Self Organising Maps (SOM)

12 Cluster jeweils dhnlich regulierter Gene berechnet. Folgende Einstellungen wurden hierzu

verwendet:

Dimension X: 3 Initialization: Random Genes
Dimension Y: 4 Neighborhood: Bubble
Iterations: 2000 Topology: Hexagonal
Alpha: 0.05

Radius: 3

Um die gemeinsame Regulierung der Expression funktionell verbundener Gene zu
untersuchen, wurden weitere Auswertungen mit Ingenuity Pathway Analysis 3.1 (IPS,

www.ingenuity.com) durchgefiihrt (Schoch et al. 2004). Hierzu erfolgte eine Verarbeitung

der Rohdaten der Microarrays zundchst mittels der Software ArrayAssist von Affymetrix.
Nach einem Clustering aller Microarrays nach ihrem globalen Expressionsverhalten wurden
mehrere Microarrays aus der Auswertung ausgeschlossen, die zu stark von den anderen

Arrays derselben Versuchsgruppe abwichen.

Letztlich blieben 22 Microarrays in der Analyse:

Gruppe 1: BALB/c nach Scheinbehandlung n=3
Gruppe 2: Resistente nach Scheinbehandlung n=2
Gruppe 3: unbehandelte BALB/c n=4
Gruppe 4: unbehandelte Resistente n=>5
Gruppe 5: BALB/c nach Mikrofilarieninjektion n=3
Gruppe 6: Resistente nach Mikrofilarieninjektion n=>5
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Es wurden die gleichen Vergleiche wie mit der MAS durchgefiihrt. IPS berechnet eine
Anzahl verschiedener funktioneller Gennetzwerke, in dieser Arbeit wird fiir jeden Vergleich
immer das Netzwerk mit der hdchsten Anzahl differenziell regulierter Gene wiedergegeben.
Die Kriterien fiir eine differenzielle Genexpression sind hier eine SLR von > 1 bzw. < -1,

sowie ein p < 0.05.

2.16.2 Genexpression nach Implantation adulter Weibchen

2.16.2.1 Versuchstiere

In diesem Experiment wurden minnliche, heterozygot resistente N15- bzw. suszeptible
N14F3-Miuse im Alter von ca. 6 bis 8§ Wochen mit 3 verschiedenen Vorbehandlungen
(Mikrofilarieninjektion, Mikrofilarieninjektion nach Scheinimplantation, Mikrofilarien-

injektion nach Adultweibchenimplantation) verwendet. Folgende Tierzahlen wurden jeweils

eingesetzt:

- Mikrofilarieninjektion: 5 Suszeptible und 5 Resistente
- Mikrofilarieninjektion nach Scheinimplantation: 4 Suszeptible und 3 Resistente
- Mikrofilarieninjektion nach Adultweibchenimplantation: 5 Suszeptible und 5 Resistente

Insgesamt wurden hierfiir also 27 Microarrayexperimente durchgefiihrt.

2.16.2.2 Lungenentnahme und Probenaufarbeitung

Die Entnahme und Transport der Lungen erfolgte wie fiir das 1. Experiment beschrieben. Bei
diesem Versuch wurden MG 430 V2 Oligonukleotid-Microarrays von Affymetrix eingesetzt

mit ca. 45 000 Probe Sets, mit denen anndhernd das gesamte Mausgenom erfasst ist.
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2.16.2.3 Auswertung der Microarrays

Die Bildverarbeitung sowie Berechnung der Signalstidrken und weiterer Parameter sowie die
Berechung von Signal Log Ratios erfolgte hier direkt mit ArrayAssist. In diese Auswertung
gingen alle o. g. Microarrays ein. Zur Normalisierung wurden alle Arrays auf die 5 Arrays der

suszeptiblen Tiere nach Mikrofilarieninjektion als Baseline bezogen.
Folgende Vergleiche wurden berechnet:

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion vs. entsprechende BALB/c

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion und Scheinimplantation vs. entsprechende
BALB/c

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion und Adultweibchenimplantation vs.
entsprechende BALB/c

- Resistente nach Mikrofilarieninjektion und Scheinimplantation vs. Resistente nach
Mikrofilarieninjektion

- Mikrofilarieninjektion und Adultweibchenimplantation vs. Resistente nach

Mikrofilarieninjektion und Scheinimplantation

Auch hier erfolgten Netzwerkanalysen wie oben fiir das 1. Experiment beschrieben.

2.17 Zellulire und humorale Blutparameter

2171 Bestimmung der Leukozyten- und Eosinophilendichten

Zur Bestimmung der Leukozytendichte wurden je 5 pl heparinisiertes Blut 1:10 mit Tiirkscher
Losung (0.5 % w/v) in einem 0.5 ml-Reaktionsgefdl3 verdiinnt und die Leukozyten in einer

Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt.

Zur Bestimmung der Eosinophilendichte wurden 5 pl heparinisiertes Blut 1:10 mit einer

0.1%igen Phloxin-B-Losung (in 50%igem Propylenglykol) in einem 0.5 ml-Reaktionsgefal3
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verdiinnt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Mischung wurde auf eine
Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer aufgetragen und fiir 10 Minuten zur Sedimentation der Zellen
mit einem Kunststoffdeckel abgedeckt stehen gelassen. AnschlieBend wurden die dann

orangerot gefirbten Eosinophilen ausgezéhlt.

2.17.2 FACS, Bioplex-Assay und ELISA

Den Versuchstieren wurden je 500 pl Blut entnommen, in 1 ml-Schraubdeckelgefdflen mit
10 ul Heparin-Natrium aufgefangen und zur weiteren Verarbeitung unter standardisierten
Bedingungen (Gailus-Durner et al. 2005) an die German Mouse Clinic der GSF, Neuherberg,
geschickt.

2.17.2.1 FACS-Analysen

In der GSF erfolgte zundchst zur Isolierung von Leukozyten direkt in 96-Well-Mikrotiter-
Platten eine Erythrozytenlyse mittels NH4CI(0.17 M)-Trispuffer (pH 7.45). Nach einem
Waschschritt mit FACS-Farbepuffer (PBS, 0.5 % BSA, 0.02 % Natriumazid, pH 7.45)
wurden die Leukozyten 20 Minuten mit einem anti-Fc-Rezeptor-Antikorper (Klon 2.4G2,
PharMingen, San Diego) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern gefarbt (PharMingen). Nach der Inkubation
mit den Antikérpern wurde Propidiumjodid zur Identifizierung toter Zellen zugefiigt. Eine
Ubersicht iiber alle durchgefiihrten Firbungen gibt Tabelle 2.9.

Die Analyse der gefdrbten Zellsuspensionen erfolgte in einem Cyan-Durchflusszytometer
(DakoCytomation), die Verarbeitung der Daten mit der Software FlowJo (TreeStar Inc.,

USA). Alle Messungen wurden bis zum Erreichen von 25 000 Ereignissen durchgefiihrt.

49



Material und Methoden

Oberflichenmarker Zelltyp Klon
CD3" T-Zellen 145-2C11
CD4" Ty RM4-5
CD4'CD25" (= I1L2ra) T requlatorisch RM4-5; PC61
CD4'CD62L high (= L-Selektin) | naive Ty RM4-5; MEL-14
CD4'CD62L low Memory-/Effektor- oder aktivierte Ty RM4-5; MEL-14
CD4'CD44" aktivierte/Memory-Ty RM4-5; IM7
CD4'CD44 naive Ty RM4-5; IM7
CD4 'Ly6c naive Ty RM4-5; AL-21
CD4 'Ly6c” aktivierte/Memory-Ty RM4-5; AL-21
CD4 Ly6c' CD44 Memory-/Effektor- oder aktivierte Ty RM4-5; AL-21; IM7
CD4 'Ly6c'CD44" Memory-/Effektor-Ty RM4-5; AL-21; IM7
CD4 Ly6c CD44 naive Ty RM4-5; AL-21; IM7
CD4'Ly6c CD44" Memory-/Effektor- oder aktivierte Ty RM4-5; AL-21; IM7
CDS8a" CD8a'-T,yiooxisch 53-6.7;
CDS8a'CD62L high naive CD8a - T, iotoxisch 53-6.7; MEL-14
CD8a'CD62L low Memory-/Effektor- oder aktivierte CD8a"-T,yotoxiseh | 53-6.7; MEL-14
CD8a'CD103" CD83+-TZw0toxisch an Schleimhautepithel 53-6.7; 2E7
CD8a+Ly6c+CD44+ Memory-/Effektor- oder aktivierte CD8a+—TZthm(iSC11 53-6.7; AL-21; IM7
CD83+Ly6c+CD44' Memory-/Effektor- oder aktivierte CD8a+—szmiscl1 53-6.7; AL-21; IM7
CD8a'Ly6c CD44° naive CD8a"-T,yotoxisch 53-6.7; AL-21; IM7
CDS8a'Ly6cCD44" Memory-/Effektor- oder aktivierte CD8a -T yioroxisch | 33-6.7; AL-21; IM7
CD8b" CD8b"™-T, iotoxisch H35-17.2
CD45" (= B220) Leukozyten RA3-6B2
CD45'1gD immature B-Zellen RA3-6B2; 11-26¢.2a
CD45'1gD" mature B-Zellen RA3-6B2; 11-26¢.2a
CD19" B-Zellen 1D3
CD19'CD5" B,-Zellen 1D3; 53-7.3
CDI19'CD5 B,-Zellen 1D3; 53-7.3

rl’ (= ranulozyten, aktivierte T- und B-Zellen -
Grl" (= CD97) Granulozy ktivierte T- und B-Zell RB6-8C5
Gr1'CD11b" Granulozyten RB6-8C5; M1/70
CDI11b'Grl’ Monozyten M1/70
CD49b" NK-Zellen DX5"
CD49b'CD3" NK-T-Zellen DX5"

Tab. 2.9: Ubersicht iiber die in den FACS-Analysen gemessenen zelluliren Parametern.

2.17.2.2 Bioplex-Assay zum Nachweis unspezifischer Immunglobuline

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen unspezifischer Antikorper der Klassen und
Subklassen I1gG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3, IgM und IgA wurde fiir alle Antikérper simultan in
der selben Probe mittels eines Bioplex-Bead-Assays (Biorad, Hercules) durchgefiihrt. Hierbei
werden monoklonale Antikorper eingesetzt, die an Beads mit unterschiedlichen
Fluorochromen konjugiert sind. Es werden sdmtliche Antikorperklassen simultan in derselben
Probe untersucht. Die Bestimmung der Immunglobulinkonzentrationen erfolgt dann in einem

Bioplex-Reader.

50



Material und Methoden

2.17.2.3 ELISA zur semiquantitativen Messung von Rheumafaktor und
anti-DNA-Antikorpern

Der Nachweis von Rheumafaktor und anti-DNA-Antikorpern erfolgte mittels indirektem
ELISA mit IgG (rabbit, Sigma-Aldrich, Steinheim) und Kélberthymus-DNA (Sigma-Aldrich)
als Antigene and AP-konjugiertem Sekundérantikorper (goat anti-mouse, Sigma-Aldrich).
Serumproben von MRL/MpJ-Tnfisf6""-Méusen (Jackson Laboratory, Bar Harbor) wurden als
Positivkontrollen fiir den Autoantikdrperassay verwendet. Die Bestimmung der Antikorper-

konzentrationen erfolgte {iber photometrische Messungen.

2.18 Allgemeine statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung anderer Versuche als der Genexpressions- sowie der
Genomanalysen wurden die Softwareprogramme Microsoft Excel XP und WinSTAT 3.0
verwendet. Zur Bildung von Mittelwerten wurde das arithmetische Mittel, als Streuungsmal3

die Standardabweichung berechnet.

Die Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen erfolgte fiir die
Mikrofilarieninjektionsexperimente sowie die Infektionen mit L3 mittels des Mann-
Whitney(U)-Testes. Als signifikant wurden Unterschiede zwischen Gruppen betrachtet, wenn

die beidseitige Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als 0.05 war.

Zur Auswertung der FACS- und Immunglobulin-Analysen wurde zunichst mittels des
Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung gepriift. Lag eine solche vor, wurde mittels
des F-Tests auf homogene oder heterogene Varianzen getestet. Signifikante Unterschiede

wurden dann durch den Student-T-Test ermittelt (p < 0.05).
Die Ubereinstimmung der bei den Kreuzungsversuchen ermittelten Zahlenverhiltnisse von

empfinglichen und resistenten Tieren mit den nach den Mendelschen Regeln zu erwartenden

Verhiltnissen wurde mit einem Binomialtest iiberpriift.
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3 Ergebnisse

3.1 Parasitologische Experimente

Aus den Inzuchtstimmen DBA/1 und BALB/c sollten durch serielle Riickkreuzung zu
BALB/c kongene Maiuse geziichtet werden, die sich von diesen durch Resistenz gegen
intravends injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis unterscheiden. Daher wurden in jeder
Generation Mikrofilarieninjektionen durchgefiihrt, um die jeweils zur Zucht bendtigten
(heterozygot) resistenten Nachkommen zu selektieren.

Mit hierbei erzielten kongenen resistenten und suszeptiblen sowie BALB/c-Mdusen wurden
dann weitere Infektionsexperimente auch mit anderen Parasitenstadien (L3, L4 und
Adultwiirmern) durchgefiihrt.

AuBerdem wurden verschiedene Versuche zur Ubertragbarkeit von Resistenzfaktoren via
Milch, Blut oder Plasma, zum vakzinierenden Einfluss mehrfacher Mikrofilarieninjektionen,
zur Auswirkung nacheinander folgender L3- und Mikrofilarien-, L4- und Mikrofilarien-

sowie Adultwurm- und Mikrofilarieninfektionen durchgefiihrt.

3.1.1 Mikrofilarieninjektionen

3.1.1.1 Mikrofilarimien verschiedener Riickkreuzungsgenerationen

Bei den ersten Experimenten wurden je 100 000 Mikrofilarien pro Maus injiziert, bei spiteren
Experimenten meist 50 000. Erste Kreuzungsexperimente und Mikrofilarieninjektionen bis
Generation N3 wurden bereits bei Bereth (2000) vorgestellt. Da spiater DNA von Tieren der
F1 und anderen niederen Generationen zur Genomanalyse benétigt wurde, die aus fritheren
Untersuchungen nicht mehr zur Verfligung stand, wurden auch diese Generationen nochmals
nachgeziichtet und in Mikrofilarieninjektionsexperimente einbezogen. Der Verlauf des
Mikrofilarienabbaus in den Parentalstimmen DBA/1 und BALB/c ist in Abbildung 3.1

wiedergegeben:
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1000 Parentalstamme
100
-
— @000
5 *
m
= 10
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04 : : ‘
0 1 2 3 4
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Abb. 3.1: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von DBA/I- und BALB/c-Méusen nach
intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien. *: p = 0.02.

Bereits zwei Stunden nach der Injektion der Mikrofilarien lagen die Mikrofilariendichten bei
DBA/1-Mausen signifikant unter denen von BALB/c-Midusen. In BALB/c-Miusen
zirkulierten die injizierten Mikrofilarien mehrere Wochen im peripheren Blut, bei DBA/1-
Maiusen hingegen waren bereits einen Tag nach der Injektion keine Mikrofilarien mehr
nachzuweisen. Die Zeitspanne, die BALB/c-Miuse bis zur Eliminierung der Mikrofilarien
benotigen, liegt etwa zwischen frithestens zehn Tagen und vereinzelt bis zu sechs Wochen.
Als Kriterium fiir die Resistenz von Labormiusen aus Kreuzungen mit DBA/1 gegeniiber
injizierten Mikrofilarien gilt im Folgenden, dass vier Tage nach der Injektion keine
Mikrofilarien mehr in einer Blutprobe von 30 pl nachweisbar sein durften. Zu diesem
Zeitpunkt waren alle DBA/1-Méuse mikrofilariennegativ, alle BALB/c-Miuse hingegen
eindeutig mikrofilarienpositiv, es gab diesbeziiglich keine Uberschneidungen. Entsprechend
sind die Mikrofilardmien im Folgenden meist nur bis zum vierten Tag nach dem Eingriff
dargestellt, da dies der fiir Unterschiede in der innaten Immunantwort resistenter sowie
suszeptibler Miuse ausschlaggebende Zeitraum ist. ,,Resistenz“ bezeichnet im Folgenden so

weit nicht anders angegeben die Resistenz gegen injizierte Mikrofilarien.

Die Verpaarung von BALB/c-Midnnchen mit DBA/1-Weibchen erbrachte eine F1, deren
Mikrofilardmie in Abbildung 3.2 dargestellt ist.
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Abb. 3.2: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von F1-Nachkommen der Kreuzung DBA/1 x
BALB/c nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Die F1-Nachkommen aus der Kreuzung von BALB/c und DBA/1 waren uniform resistent.
Sie zeigten einen ebenso raschen Abbau der injizierten Mikrofilarien wie DBA/1-Méuse,
wenngleich bei ihnen der Startwert zwei Stunden nach der Injektion hoher lag als bei DBA/1-

Maiusen.

Die F1-Nachkommen wurden mit BALB/c-Midusen riickgekreuzt. In jeder der folgenden
Generationen wurden durch Mikrofilarieninjektionen die resistenten Nachkommen ermittelt
und entsprechend wieder mit BALB/c-Mdusen verpaart. Die Mikrofilardmien der
Generationen N2 bis N7 sind in Abbildung 3.3 wiedergegeben. Die Grafik zur N3 ist hierbei
der Arbeit von Bereth (2000) entnommen, die Grafiken zu den Mikrofilarimien der

Generationen N4 bis N7 entstammen meiner eigenen Diplomarbeit (Schumacher 2002).
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Abb. 3.3: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration a) N2, b) N3, c¢) N4, d) N5,
e) N6, f) N7 nach intravendser Injektion von a), f) 50 000 bzw. b), c), d), e) 100 000 Mikrofilarien. b)
verdndert nach Bereth (2000), c¢), d), e), f) verdndert nach Schumacher (2002).

In jeder Generation zeigte sich eine Aufspaltung in resistente und suszeptible Nachkommen
nidherungsweise im Verhiltnis 1:1. In manchen Experimenten wurden nicht tdglich
Blutproben genommen, so dass ldnger andauernde Mikrofilardimien der resistenten
Nachkommen auf fehlende Probennahmen zwischen dem Tag der Infektion und Tag 4 nach
dem Eingriff zuriickzufiihren sein konnen. Jedoch zeigte keine Generation eine solch rasche
Eliminierung der Mikrofilarien wie DBA/1-Méuse bzw. die F1. Die resistenten Tiere der
siebten Riickkreuzungsgeneration wurden untereinander verpaart, um homozygot resistente
Miuse mit weitestgehender genetischer Ubereinstimmung zu BALB/c zu erzielen. Die

Mikrofilardmie der Méuse dieser N7F1 zeigt Abbildung 3.4.
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Abb. 3.4: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Generation N7F1 (N7 x N7) nach

intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien. Verdndert nach Schumacher (2002).

Um homozygot und heterozygot resistente Tiere unterscheiden zu kénnen, wurden resistente
Maiuse der N7F1 mit BALB/c-Médusen gekreuzt. Die Mikrofilardmien deren Nachkommen
sind in Abbildung 3.5 dargestellt.

1000 L NZFIN1 =NB

100

)y
—@—— Suszeptible (n=31)

———— Resistente mit
heterozygotem Elter
(n=34)

- - -A- - - Resistente mit

homozygotem Elter

(n=37

10 -

Mf / 30 pl Blut

0 : :
0] 1 2 3 4
Tage post infectionem

Abb. 3.5: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration
N7F1IN1 (entspricht N8) nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien. Verdndert
nach Schumacher (2002).

Statt N7FIN1 und entsprechenden Bezeichnungen wird im Folgenden ,,N8“ usw. verwendet,
da die Anzahl der Riickkreuzungen und nicht der Inzuchtgenerationen entscheidend fiir den
Grad der genetischen Ubereinstimmung mit BALB/c ist. In der N8 fanden sich Wiirfe, die wie

zuvor eine Aufspaltung in resistente und suszeptible Nachkommen anndhernd im Verhéltnis
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1:1 aufwiesen (insgesamt 31 suszeptible gegeniiber 34 resistenten Mausen). Ein Teil der
Wiirfe war jedoch uniform resistent, so dass deren N7FI-Eltern als homozygot resistent
eingestuft wurden. Voraussetzung hierflir waren wenigstens vier uniform resistente
Nachkommen, was mit 94%iger Sicherheit auf einen homozygot resistenten Elter schlieSen
lasst. Retrospektiv ergaben sich aus den Infektionsexperimenten mit Mausen der N8 fiir die

Tiere der N7 folgende Verhéltnisse (Abbildung 3.6):

resistente N7F1;
n=18; 69%

suszeptible N7F1;
n=_§;31%

homozygot resistente
N7F1;n=5

. icht i iifte resistente N7F1;
heterozygot resistente N7F1; Eli luberpru ¢ resistente N7

n=12

Abb. 3.6: Aufspaltung der Generation N7F1 (N7 x N7) in suszeptible
bzw. resistente Tiere sowie weitere Aufspaltung der resistenten in

homozygote und heterozygote.

69 % aller Tiere der N7F1 waren resistent, von den hiervon durch Riickkreuzung tliberpriiften
Tieren waren 5 homozygot, 12 heterozygot resistent. Basierend auf den homozygoten Méusen
wurde ein neuer MAusestamm etabliert, der im Folgenden durch Bruder-Schwester-
Verpaarungen fortgesetzt wurde. Ein Teil der Experimente zur Genexpression sowie
verschiedene weitere parasitologische Untersuchungen wurden mit Méiusen dieses 7
Generationen riickgekreuzten, homozygot resistenten Stammes durchgefiihrt, der rein
rechnerisch eine 99.2%ige genetische Ubereinstimmung mit BALB/c und an 98.4 % aller
Genloci Homozygotie aufweist. Fiir die Ermittlung des Mikrofilardmieresistenzlocus wurden
weitere Riickkreuzungen durchgefiihrt, um den Anteil des DBA/1-Genoms noch weiter zu
verringern und soweit praktisch moglich tatsidchlich zu BALB/c kongene Tiere zu erzielen.
Hierzu wurden homozygot resistente Tiere sowie die resistenten Nachkommen der folgenden

Riickkreuzungsgenerationen zum Ausschluss geschlechtsspezifischer Faktoren der Resistenz
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diesmal mit BALB/c-Weibchen riickgekreuzt. Die Mikrofilaramien von Mausen der

Generationen N9 bis N14 zeigt Abbildung 3.7.
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Abb. 3.7: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgenerationen a) N9, b) N10, c¢) N11,

d) N12, e) N13, f) N14 nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Wieder spalteten alle Generationen in ndherungsweise je 50 % resistente und suszeptible

Tiere auf. Die resistenten Mause waren wieder im arithmetischen Mittel etwas lédnger

mikrofilarienpositiv als DBA/1- bzw. F1-Méuse. Wie bei der N7 wurden resistente Mause der

N14 untereinander verpaart, um homozygot resistente N14F1-Tiere zu erhalten. Die

Mikrofilardmien von Tieren dieser Generation zeigt Abbildung 3.8.

58




Ergebnisse

4

1000 N14F1
L —— 3

—e— Suszeptible (n = 24)

<

10 -
—m— Resistente (n=61)

Mf / 30 pl Blut

0 : :
0 1 2 3
Tage post infectionem

=
4

Abb. 3.8: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Generation N14F1 (N14 x N14)

nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Um die homozygot resistenten Tiere in der NI4F1 zu ermitteln, wurden wieder
Testriickkreuzungen mit BALB/c-Médusen durchgefiihrt. Die Nachkommen, also die
NI14F1IN1, die im Folgenden wie oben entsprechend als N15 bezeichnet wird, entstammten

wieder teils uniform resistenten, teils aufspaltenden Wiirfen (Abbildung 3.9).
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Abb. 3.9: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration
NI14FIN1 (entspricht N15) nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

In den aufspaltenden Wiirfen fanden sich wieder annihernd je 50 % resistente und suszeptible
Nachkommen (49 bzw. 50). Aus dem Phanotyp ihrer Nachkommen in der N15 wurde wieder
retrospektiv auf den Genotyp der resistenten Maiuse der NI14 geschlossen, die

Aufspaltungsverhéltnisse sind Abbildung 3.10 zu entnehmen.
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suszeptible N14F1;
n=24;28%

resistente N14F1;
n==61;72%

homozygot resistente N14F1;
n=9

nicht iiberpriifte resistente
heterozygot resistente N14F1; NI4F1;n=29
n=25

Abb. 3.10: Aufspaltung der Generation N14F1 (N14 x N14) in
suszeptible bzw. resistente Tiere sowie weitere Aufspaltung der

resistenten in homozygote und heterozygote.

Auch basierend auf der N14 wurden weitere Riickkreuzungsexperimente durchgefiihrt, um
den Anteil DBA/1-Genom noch weiter zu verringern (Abbildungen 3.11 bis 3.13), weitere
parasitologische und immunologische Untersuchungen sowie Genexpressionsanalysen
wurden mit homozygot resistenten N14Fx-Méusen bzw. heterozygot resistenten Méusen aus

Verpaarungen sicher homozygoter Tiere mit BALB/c-Miusen durchgefiihrt.
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Abb. 3.11: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration N16

nach intravenoser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

60



Ergebnisse

1000 -

100

10 -

Mf / 30 pl Blut

N14FINS = N17

—&— Suszeptible (n = 16)
—8— Resistente (n =16)

2
Tage post infectionem

Abb. 3.12: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration N17

nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

1000 -

100 -

10 -

N14F1N4 =N18

—&— Suszeptible (n=9)
—a— Resistente (n=9)

2
Tage post infectionem

Abb. 3.13: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Riickkreuzungsgeneration N18

nach intravenoser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Die Generationen N16 bis N18 spalteten wieder ndherungsweise bzw. exakt 1:1 in resistente

und suszeptible Tiere auf, und wieder dauerten die Mikrofilardmien der resistenten Mause im

arithmetischen Mittel bis Tag drei nach der Infektion an, also ldnger als bei DBA/1- oder F1-

Mausen.

Die beobachteten Spaltungsverhéltnisse von F1 bis N18 entsprechen einem autosomal

monogenen, dominanten Erbgang fiir die Resistenz. Unter der Annahme eines Mendelschen

Erbgangs gibt Tabelle 3.1 die tatsdchlich beobachteten sowie die nach Mendel und nach dem

Binomialtest zu erwartenden Anteile resistenter und suszeptibler Méuse in jeder Generation

an.
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Aufspaltung der Resistenten in verschiedene Untergruppen

Um einen moglichen modulatorischen Einfluss weiterer Gene beurteilen zu kdnnen, wurden
in verschiedenen Generationen mit ausreichendem Stichprobenumfang nur die resistenten
Tiere nach der Geschwindigkeit des Abbaus injizierter Mikrofilarien gruppiert und

signifikante Unterschiede berechnet (Abbildungen 3.14 bis 3.17).

1000 Resistente Untergruppen N2 —8— Resisterted4 (n="1)
—=&— Resisternted3 (n=91)
—a— Resistented2 (n=33)
—a— Resisterted1(n=9)

10

Mf / 30 pl Blut

0 1 2 3 4
Tage post infectionem

Abb. 3.14: Mikrofilardimie (a. M. + SD) der resistenten Tiere der
Riickkreuzungsgeneration N2 nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien, nach
der Geschwindigkeit des Mikrofilarienabbaus in Gruppen unterteilt. *: p = 0.03 (d3
gegeniiber d4) , **: p = 0.0003 (d1 gegeniiber d2), +: p =0.00001 (d4 gegeniiber d2), ++:
p=4x10"

1000 Resistente Untergruppen N10 —B— Resistente d4 (n=3)

—B— Resistented3 (n=1)
—aA— Resistented2 (n=1)
—A— Resistente d1(n=6)

100 +++

10 -

Mf / 30 ul Blut

0 1 2 3 4
Tage post infectionem

Abb. 3.15: Mikrofilardmie (a. M. + SD) der resistenten Tiere der
Riickkreuzungsgeneration N10 nach intravenoser Injektion von 50 000 Mikrofilarien,
nach der Geschwindigkeit des Mikrofilarienabbaus in Gruppen unterteilt. *: p = 0.01 (dl
und d2 gegeniiber d3), ++: p = 0.0007 (d3 gegeniiber d2), +++: p = 0.00002 (d2
gegeniiber d3), +: p = 0.0002.
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1000 Resistente Untergruppen N4

100

—8— Resistente d3 (n =10)
—a— Resistente d2 (n=4)
—A— Resistented1 (n=1)

10 -

Mf / 30 pl Blut

w
IN

0] 1 2
Tage post infectionem

Abb. 3.16: Mikrofilardmie (a. M. + SD) der resistenten Tiere der Riickkreuzungsgeneration
N14 nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien, nach der Geschwindigkeit des
Mikrofilarienabbaus in Gruppen unterteilt. *: p = 0.007 (d3 gegeniiber d2), **: p = 0.003.

1000 - Resistente Untergruppen N14F1

—m— Resistente d4 (n=4)
—=— Resistente d3 (n =42)
—a— Resistente d2 (n =13)
—A— Resistente d1 (n=2)

Mf / 30 pl Blut

w
IN

0] 1 2
Tage post infectionem

Abb. 3.17: Mikrofilardmie (a. M. + SD) der resistenten Tiere der Riickkreuzungs-
generation N10 nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien, nach der
Geschwindigkeit des Mikrofilarienabbaus in Gruppen unterteilt. *: p = 0.02 (d2
gegeniiber d3), **: p = 0.0004 (d2 gegeniiber d3), +: p = 1 x 10 (d2 gegeniiber d3),
++:p=3x10°

In den Generationen N2, N10, N14 und N14F1 unterschieden sich die Mikrofilardmien
resistenter Méuse, die an Tag 1, Tag 2, Tag 3 oder erst Tag 4 p. i. mikrofilariennegativ waren,

teils hoch signifikant.
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Mikrofilarieninjektionen bei homozygot suszeptiblen Mausen

Aus der Verpaarung suszeptibler N14-Mduse hervorgegangene suszeptible Méuse der N14F1
wurden mit Mikrofilarien infiziert (Abbildung 3.18).

1000 N14F4 s/s
100 $
5
o
= 10
o
(32}
s
1 4
—o— N14Fs/s (n=7)
0 : : : ‘
0 7 14 21 28
Tage post infectionem

Abb. 3.18: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von N14F4-Méusen des homozygot suszeptiblen

Stammes nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Die Dynamik der Mikrofilarieneliminierung entsprach der von Tieren des Parentalstammes
BALB/c, bis etwa vier Wochen p. i. waren im peripheren Blut zirkulierende Mikrofilarien
nachweisbar. Mit diesen suszeptiblen Mausen wurde ein homozygot suszeptibler Stamm
begriindet. Tiere dieses Stammes dienten in einigen der folgenden Experimente als Kontrollen

zu resistenten Tieren.
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3.1.1.2 Injektion verschiedener Mikrofilariendosen

In je drei BALB/c- und heterozygot resistente Miuse wurden Mikrofilarien in Dosen von je
1000, 5000, 20 000 und 50 000 intravends injiziert und eine Stunde p. i. die Mikrofilarien-
dichten bestimmt (Abbildung 3.19).

Verschiedene Mikrofilariendosen

50

40 -
5 301
D S
o 20-
[sp}
s ¢ BALBc (n=3)

10 -

£ I ® Resistente (n=3)
0w ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10000 20000 30000 40000 50000
Injizierte Mkrcfilarien

Abb. 3.19: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von resistenten N15- und BALB/c-Mausen eine
Stunde nach intravendser Injektion von 1000, 5000, 20 000 bzw. 50 000 Mikrofilarien.
*:p=0.05.

Bei einer Injektionsdosis von 1000 Mikrofilarien konnten anschlieBend keine Mikrofilarien
im peripheren Blut nachgewiesen werden. Bei den anderen Infektionsdosen gelang der
Nachweis, wobei die Mikrofilariendichten der BALB/c-Méuse stets iiber denen der

resistenten Méuse lagen.
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3.1.1.3 Intrapleurale Mikrofilarieninjektion

Das Habitat der Adultwiirmer von L. sigmodontis ist die Pleura. Dort werden unter
natiirlichen Infektionsbedingungen auch die Mikrofilarien freigesetzt, bevor sie von dort via
Lymphsystem iiber den Lungenkreislauf in das periphere Blut gelangen. Deshalb sollte
untersucht werden, ob sich die bei intravendser Mikrofilarieninjektion beobachteten
Unterschiede zwischen resistenten und suszeptiblen Méusen auch bei Einbringen von
Mikrofilarien direkt in die Pleura wieder finden lassen. Dazu wurden sechs suszeptiblen und
sechs homozygot resistenten Mdusen jeweils 100 000 Mikrofilarien intrapleural injiziert

(Abbildung 3.20).

1000 4 Intrapleurale Mikrofilarieninjektion
100 -
5
m
= 10
o
e
=S
—&— Suszeptible (n =6)
—B— Resistente (n =6)
O T 1
0 7 14
Tage post infectionem

Abb. 3.20: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von resistenten N7F3- und suszeptiblen N7F4-

Tieren nach intrapleuraler Injektion von 100 000 Mikrofilarien.

Ab Tag 5 p. i. waren bei sdmtlichen suszeptiblen Méausen Mikrofilarien im peripheren Blut
nachweisbar. In der Gruppe der resistenten Tiere wies an Tag 1 p. i. nur ein Tier eine
Mikrofilariendichte von einer Mikrofilarie in 100 pl Blut auf. An Tag 2 p. i. war nur bei zwei
anderen resistenten Mausen ebenfalls jeweils eine Mikrofilarie in 100 pul Blut nachweisbar.

An Tag 3 p. i. waren alle Tiere dieser Gruppe mikrofilariennegativ.
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3.1.14 Vakzinierung durch mehrfache Mikrofilarieninjektionen

Um die Induzierbarkeit der innaten Immunantwort bzw. die Latenzzeit fiir eine adaptive
Immunantwort zu untersuchen, wurden in je zehn suszeptible und heterozygot resistente
Maiuse 50 000 Mikrofilarien injiziert, drei Tage darauf erfolgte eine Zweitinjektion mit
100 000 Mikrofilarien. Die Mikrofilardmieverldufe beider Experimente sind in Abbildung

3.21 zusammengefasst.

1000 2 Mikrofilarieninjektionen im Abstand von 3 Tagen

- - -@- - - Suszeptible 2. Injektion (n="10)

———— Suszeptible 1 Injektion (n="10)

Mf / 30 pl Blut

11 —_m Resistente 1 Injektion (n="1)

- - -l - - - Resistente 2. Injektion (n= 1)

0 ..' T T 1
0 1 2 3 4
Tage post infectionem

Abb. 3.21: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Mé&usen der Riickkreuzungsgeneration N15
nach intravendser Injektion von 50 000 sowie drei Tage spdter 100 000 Mikrofilarien.
*: p < 0.003 (Resistente 1. gegeniiber Suszeptible 1. Injektion sowie Resistente 1.

gegeniiber 2. Injektion); **: p = 0.0002 (Resistente 1. gegeniiber 2. Injektion).

Bei den resistenten Tieren lag die Mikrofilariendichte zwei Stunden nach der Zweitinfektion
signifikant unter dem entsprechenden Wert der Erstinfektion. Der Mikrofilarienabbau war
stark beschleunigt, so dass einen Tag nach der Zweitinfektion alle resistenten Mause
mikrofilariennegativ waren. Die Mikrofilariendichten der suszeptiblen Tiere lagen zwei
Stunden nach der Zweitinfektion hoch signifikant iiber dem entsprechenden Wert der
Erstinfektion. Der Mikrofilardmieverlauf der Zweitinfektion entsprach ansonsten dem einer

Erstinfektion.

Ein entsprechendes Experiment mit einer Zweitinfektion im Abstand von sieben Tagen nach

der Erstinfektion zeigt Abbildung 3.22:
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1000 2 Mikrofilarieninjektionen im Abstand von 7 Tagen
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= : —m— Resistente 1 Injektion (n="1)
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0+ \ RLLLECUY 1 ‘

0 1 2 3 4

Tage post infectionem

Abb. 3.22: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Méusen der Riickkreuzungsgeneration N15
nach intravendser Injektion von 50 000 sowie sieben Tage spiter 100 000 Mikrofilarien.
*: p=0.01 (Resistente 1. gegeniiber 2. Injektion); **: p = 0.002 (Resistente 1. gegeniiber
2. Injektion).

Bei resistenten Méusen war wieder eine signifikant niedrigere Mikrofilariendichte zwei
Stunden nach der Zweitinfektion gegeniiber dem entsprechenden Wert nach der Erstinfektion
zu beobachten. Der Mikrofilarienabbau war auch hier beschleunigt, so dass einen Tag nach
der Zweitinfektion nur noch in einer resistenten Maus eine Mikrofilarie in 30 pl Blut
nachgewiesen wurde. Der Mikrofilardmieverlauf suszeptibler Méause nach Zweitinfektion

entsprach dem der Erstinfektion.

Da bei resistenten Tieren bereits drei Tage nach Erstinfektion eine Auswirkung auf den
Verlauf einer Zweitinfektion zu beobachten war, bei suszeptiblen hingegen auch sieben Tage
nach Erstinfektion kein solcher Effekt auftrat, wurden in einem weiteren Experiment nur in
suszeptible Mause 39 Tage nach einer ersten Injektion von 50 000 Mikrofilarien erneut
50 000 Mikrofilarien intravends injiziert und die Mikrofilardimieverldufe beobachtet

(Abbildung 3.23).
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1000 2 Mikrofilarieninjektionen im Abstand von 39 Tagen

10 I

1] ——&—— Suszeptible 1. Injektion (n =6)

Mf / 30 pl Blut

- - - - - - Suszeptible 2. Injektion (n =6)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Abb. 3.23: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Miusen der Riickkreuzungsgeneration N15
nach intravendser Injektion von 50 000 sowie 39 Tage spiter erneut 50 000

Mikrofilarien. *: p < 0.05.

Die Mikrofilariendichten an Tag 2 und 4 nach der Zweitinfektion lagen signifikant unter den
entsprechenden Werten der Erstinjektion. Nach Tag 4 war der Mikrofilarienabbau gegeniiber

einer Erstinjektion stark beschleunigt.

3.1.1.5 Einfluss von Plasma- und Blutiibertragung auf die

Mikrofilarimie suszeptibler Miiuse

Um festzustellen, ob die innate Resistenz durch Blutplasma bzw. Vollblut von resistenten
Maiusen auf naive suszeptible Méuse {bertragbar ist, wurden Transferexperimente

durchgefiihrt.

Im ersten Experiment wurden bei der Injektion von 50 000 Mikrofilarien zugleich 350 pl
Plasma von naiven, homozygot resistenten N7F4-Méusen auf suszeptible N7F4-Méiuse
iibertragen. Als Kontrollen wurden gleiche Volumina Plasma von naiven BALB/c-Miusen
gewonnen und ebenfalls simultan mit den Mikrofilarien in suszeptible Tiere injiziert. Hierbei
ergab sich kein Unterschied in der Mikrofilaramie der beiden Versuchstiergruppen

(Abbildung 3.24).
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1000 - Mikrofilarieninjektion und Plasmaiibertragung in suszeptible
Mause

=
m
= 104
o
(3]
=
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0 ‘ ‘ |
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Abb. 3.24: Mikrofilaraimie (a. M. + SD) von suszeptiblen N7F4-Méusen nach
intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien bei gleichzeitiger Ubertragung von
350 pl Plasma von naiven resistenten N7F4-Méusen. Kontrolltiere erhielten 350 pl

Plasma von naiven BALB/c-Maiusen.

In einem zweiten Experiment wurden zundchst 500 pl Vollblut von naiven, homozygot
resistenten N14F2-Miusen auf suszeptible N14F2-M4iuse tibertragen und diesen drei Tage
danach 50 000 Mikrofilarien injiziert. Als Kontrollen dienten suszeptible Méuse, die ein
entsprechendes Blutvolumen von naiven BALB/c-Midusen und drei Tage spiter ebenfalls

50 000 Mikrofilarien injiziert bekamen (Abbildung 3.25).

1000 4 Mikrofilarieninjektion 3 Tage nach Blutiibertragung in N14F2 ss

=
o
> 101
(3]
=
1 ——— Blut von naiven BALB/c (n =6)
- - -@- - - Blut von naiven Resistenten (n=7)
0 T T T 1

0 1 2 3 4
Tage post infectionem

Abb. 3.25: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von suszeptiblen N14F2-Maéusen nach
intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien drei Tage nach Ubertragung von 500 ul
Blut von naiven resistenten N14F2-Mé&usen. Kontrolltiere erhielten 500 pl Blut von

naiven BALB/c-Miusen.
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Die Mikrofilardmien der unterschiedlich behandelten Tiere unterschieden sich auch hier nicht.
Im dritten Experiment wurden dann zundchst 500 pl Blut von naiven BALB/c-, naiven
homozygot resistenten N7F9-Miusen bzw. heterozygot resistenten N15-Méusen, die acht
Tage zuvor Mikrofilarien injiziert bekommen hatten, auf suszeptible N14F2-Maiuse

iibertragen und diesen einen Tag danach 50 000 Mikrofilarien injiziert (Abbildung 3.26).

1000 - mikrofilarieninjektion 1 Tag nach Hutiibertragung in BALB/C

b=

o

S 104

[sp}

s ——e— Blut von naiven BALB/c (n =5)
14 - - -B- - - Biut von naiven Resistenten (n =5)

—aA— Blut von infizierten Resistenten (n =5)
O T T T 1
0 1 2 3 4

Tage post infectionem

Abb. 3.26: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von suszeptiblen N14F2-Miusen nach
intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien drei Tage nach Ubertragung von 500 pl
Blut von naiven resistenten N7F9- bzw. vor acht Tagen mit Mikrofilarien infizierten
resistenten N15-Maiusen. Kontrolltiere erhielten 500 pl Blut von naiven BALB/c-

Maiusen.

Auch hier entsprachen sich die Mikrofilardmien der verschiedenen Veruchstiergruppen genau.
Es konnte somit durch die Ubertragung von Blut bzw. Plasma resistenter bzw. suszeptibler
naiver bzw. infizierter Méuse in genetisch suszeptiblen Méausen kein Einfluss auf den

Mikrofilarienabbau beobachtet werden.

3.1.1.6 Einfluss der Muttermilch resistenter Mause auf die

Mikrofilaramie suszeptibler Miuse

Es wurde weiterhin untersucht, ob sich Resistenz vermittelnde Faktoren in der Muttermilch
resistenter Miuse finden und auf Jungtiere iibertragen lassen. Hierzu wurden BALB/c-
Jungtiere im Alter von zwei Tagen sowie suszeptible N14F3-Jungtiere im Alter von fiinf

Tagen naiven, homozygot resistenten und zur selben Zeit sdugenden Ammen untergelegt und
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von diesen aufgezogen. Diesen Jungtieren wurden im Alter von 21 bzw. 18 Tagen je

50 000 Mikrofilarien injiziert (Abbildung 3.27).

1000

Von resistenten Ammen aufgezogene Suszeptible

5
o
3 10
o
[sp]
=
14 — e BALBc (n=5)
---o--- N14F3 ss (n=6)
0 1 2 3 4 5 6 7

Tage post infectionem

Abb. 3.27: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von suszeptiblen N14F3- und BALB/c-Méusen,
die im Alter von fiinf bzw. zwei Tagen sdugenden resistenten N14F2-Médusen untergelegt
wurden, nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien im Alter von 21 bzw. 18

Tagen.

Der Mikrofilarienabbau verlief wie bei normal aufgezogenen suszeptiblen bzw. BALB/c-
Maiusen auch, es konnte kein Einfluss der Milch resistenter Miitter auf den Mikrofilardmie-

verlauf der Jungtiere beobachtet werden.

3.1.2 Natiirliche Infektion mit L3

Neben den Infektionsexperimenten mit Mikrofilarien wurden auch solche mit dem infektiosen
dritten Larvenstadium durchgefiihrt. Dazu wurden je elf resistenten N7F4- und BALB/c-
Maiusen durch die Stiche je 50 infestierter Milben L3 iibertragen. Lediglich bei einer BALB/c-
Maus wurden dann 59 Tage nach der Infektion mit L3 Mikrofilarien im Blut nachgewiesen
(1 Mf/ul), bei einer resistenten Maus wurden im Abdomenabklatsch 126 Mikrofilarien

gefunden. Alle anderen Méuse wurden nicht patent.
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3.1.21 Adultwurmriickfindung und -léinge

Je sechs Miuse aus beiden mit L3 infizierten Gruppen wurden 61 Tage nach der Infektion

obduziert und Anzahl (Abbildung 3.28) sowie Linge der gefundenen Adultwiirmer bestimmt.

Adultwurmanzahl bei Obduktion B BALB/c (n = 6)
16 - B Resistente (n = 6)

Weibchen Mannchen

Abb. 3.28: Anzahl (a. M. + SD) wieder gefundener Adultwiirmer bei Obduktion 61 Tage

nach natiirlicher Infektion mit L3.

Eine Riickfindungsquote kann nicht angegeben werden, da die Anzahl der natiirlich
tibertragenen L3 nicht zu bestimmen war. Die absolute Anzahl wieder gefundener adulter
Minnchen und Weibchen lag im arithmetischen Mittel bei 8-9.5 bzw. 7-8 und unterschied
sich zwischen resistenten und BALB/c-Méusen nicht. Die wieder gefundenen Adultwiirmer
wurden nach Geschlechtern getrennt vermessen, die mittleren Léngen sind in Abbildung 3.29

wiedergegeben:

Adultwurmliinge bei Obduktion B BALB/c (n=6)

70 - B Resistente (n =6)

*%*

Lange [mm]
8

Weibchen NMBnnchen

Abb. 3.29: Linge (a. M. + SD) wieder gefundener Adultwiirmer bei Obduktion 61 Tage
nach natiirlicher Infektion mit L3. **: p = 0.008, *: p = 0.01; n = Stichprobenumfang

infizierter Méuse.
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Im Gegensatz zur Wurmriickfindung konnten hinsichtlich der Lange bei der Obduktion
gefundener Adultwiimer zwischen resistenten und BALB/c-Méusen signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Die Liangen aus BALB/c-Mausen gewonnener Adultwiirmer lagen sowohl
fiir Adultweibchen wie fiir Adultménnchen deutlich iiber denen aus resistenten Méusen
isolierter Adultwiirmer (62 gegeniiber 56 mm bzw. 17 gegeniiber 14 mm, d. h. in resistenten
Maiusen blieben weibliche Adultwiirmer mehr als 10, mannliche Adultwiirmer mehr als 14 %

kiirzer als in BALB/c-Méusen).

3.1.2.2 Mikrofilarieninjektion in nach L3-Infektion nicht patent

gewordene resistente und BALB/c-Miuse

Zur Uberpriifung auf mdgliche vakzinierende oder supprimierende Einfliisse, die wihrend der
Entwicklung der L3 zu Adultwiirmern auftreten, auf nachfolgend injizierte Mikrofilarien bzw.
die Immunantwort gegen diese wurden in je drei der nicht patent gewordenen resistenten und
BALB/c-Méuse 72 bzw. 80 Tage nach der natiirlichen Infektion mit L3 je 50 000 Mikro-
filarien injiziert (Abbildung 3.30).

1000

Mikrofilarieninjektion nach L3-Infektion in nicht Patente

Mf / 30 ul Blut

0] 7 14 21
Tage post infectionem

Abb. 3.30: Mikrofilardmie (a. M. + SD) nach intravendser Injektion von 50 000
Mikrofilarien in nicht patent gewordene resistente N7F4-Miuse 72, in nicht patent

gewordene BALB/c-Méuse 80 Tage nach natiirlicher Infektion mit L3.

Bei zwei resistenten Mausen waren bereits eine Stunde nach der Injektion keine Mikrofilarien
mehr im peripheren Blut nachweisbar, bei ihnen war der Mikrofilarienabbau gegeniiber

alleiniger Mikrofilarieninfektion beschleunigt. Eine resistente Maus hingegen zeigte einen
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dem von BALB/c entsprechenden Mikrofilardmieverlauf. Bei ihr waren mehrere Wochen lang
Mikrofilarien nachweisbar, so dass sie trotz gesicherten resistenten Genotyps als
phénotypisch suszeptibel einzuordnen war. Die BALB/c-Miuse zeigten eine lang andauernde

Mikrofilardmie.

3.1.3 Implantation von L4 und Mikrofilarieninjektion

Um den Einfluss verschiedener Parasitenstadien auf die innate Resistenz gegen Mikrofilarien
zu untersuchen, wurden aus natiirlich infizierten Baumwollratten nach Obduktion L4 von
L. sigmodontis gewonnen. In sechs resistente Mduse wurden je 50 L4 implantiert. Als
Kontrollen wurde bei weiteren sechs resistenten Mausen RPMI als ,,Scheinimplantation®
intraperitoneal injiziert. Vier Tage nach diesem Eingriff wurden je 50 000 Mikrofilarien

injiziert (Abbildung 3.31).

1000 1. Injektion von Mikrofilarien nach L4-Implantation
100
5 - - -®- - - Resistente mit
m I Scheininplantation (n =6)
S 104 . —=— Resistente it L4-Inplantation
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Abb. 3.31: Mikrofilardmie (a. M. + SD) resistenter N15-Mé&use nach intravendser
Injektion von 50 000 Mikrofilarien vier Tage nach Implantation von 50 L4 bzw.

Scheinimplantation. *: p = 0.03.

Der Mikrofilarienabbau der Tiere mit vier Tage zuvor implantierten L4 war stark
beschleunigt, bzw. waren zwei Stunden nach der Mikrofilarieninjektion nur bei einem der
sechs Tiere Mikrofilarien im peripheren Blut nachweisbar. Der Mikrofilardimieverlauf der
Maiuse mit Scheinimplantation entsprach dem normalerweise bei alleiniger Mikrofilarien-

injektion zu beobachtenden.
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Bei normaler Weiterentwicklung der implantieren L4 war davon auszugehen, dass sich aus
thnen nach einigen Tagen junge Adultwiirmer entwickelt hatten. Um auch deren Einfluss auf
eine nachfolgende Injektion von Mikrofilaren zu untersuchen, wurden 15 Tage nach der
ersten Mikrofilarieninjektion in die Tiere mit implantierten L4 ein zweites Mal 50 000 Mikro-

filarien injiziert (Abbildung 3.32).
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Abb. 3.32: Mikrofilarimie (a. M. + SD) resistenter N15-Méause nach 2. intravendser
Injektion von 50 000 Mikrofilarien 19 Tage nach Implantation von 50 L4 und 15 Tage

nach 1. intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Bei einem Tier waren wiederum zwei Stunden nach der Mikrofilarieninjektion keine
Mikrofilarien im peripheren Blut nachweisbar. In den fiinf anderen Méiusen war der
Mikrofilarienabbau hingegen nun stark verzogert, alle diese Maduse waren ldnger als zwei

Wochen nach der Zweitinjektion noch mikrofilarienpositiv.

In unabhdngigen Kontrollexperimenten wurden suszeptiblen und resistenten Mausen
gleichalte L4 implantiert wie in den beschriebenen Experimenten, jedoch keine Mikrofilarien
injiziert. Bei diesen Kontrolltieren waren ab Tag 6 nach der Zweitinjektion von Mikrofilarien
in die Tiere aus Abbildung 3.32 im peripheren Blut Mikrofilarien nachweisbar (ohne
Abbildung), die daher von den inzwischen adulten Filarien freigsetzt worden sein mussten.
D. h. am Tag der Zweitinfektion mit Mikrofilarien bis sechs Tage p. i. waren in den

Versuchstieren adulte, jedoch noch keine Mikrofilarien freisetzende Wiirmer vorhanden.
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3.14 Implantation adulter Minnchen und Mikrofilarien-

injektion

In je fiinf resistente Mduse wurden je sechs adulte Méannchen von L. sigmodontis implantiert
bzw. RPMI als ,,Scheinimplantation® intraperitoneal appliziert, drei Méusen wurden je fiinf
durch Einfrieren abgetotete Mannchen implantiert. Elf Tage nach diesen Eingriffen wurden

je 50 000 Mikrofilarien injiziert (Abbildung 3.33).

1000 1 Mikrofilarieninjektion 11 Tage nach Mannchenimplantation

100 —m—— Resistente nit
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=
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Abb. 3.33: Mikrofilardmie (a. M. + SD) resistenter N7F4-Méause nach intravendser
Injektion von 50 000 Mikrofilarien elf Tage nach Implantation sechs lebender Mannchen

bzw. fiinf toter Mdnnchen bzw. Scheinimplantation.

Die Tiere mit implantierten lebenden wie auch abgetoteten adulten Ménnchen zeigten
einen stark beschleunigten Mikrofilarienabbau. Bei fast allen waren bereits zwei
Stunden nach der Mikrofilarieninjektion keine Mikrofilarien mehr im peripheren Blut
nachweisbar. Dagegen zeigten die Miuse, die nur RPMI injiziert bekommen hatten,

einen normalen Mikrofilardmieverlauf.
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3.2 Zellulire und humorale Parameter
3.2.1 Leukozyten- und Eosinophilendichte nach L3-Infektion

Je zehn resistente und BALB/c-Mause wurden mit L3 infiziert. 49 bzw. 57 Tage p. i. wurden
die Dichten von Leukozyten und Eosinophilen im peripheren Blut bestimmt (Abbildung
3.34). Diese Zeitpunkte wurden gewdihlt, weil Haisch (1996) hier Unterschiede zwischen

verschieden stark suszeptiblen Médusestimmen nachweisen konnte.

410000 - Blutzellen
B BALB/c (n=10)

- B Resistente (n = 10)
=}

o

= 1000 +

= i

)

©

N

100 - ‘ ‘
Leukozyten Eosinophile

Abb. 3.34: Leukozyten- und Eosinophilendichte (a. M. + SD) 49 bzw. 57 Tage nach
natiirlicher Infektion mit L3 im Blut von BALB/c- und resistenten N7F4-Miusen.

Beide Miusestimme zeigten anndhernd iibereinstimmende Leukozyten- und Eosinophilen-

dichten, signifikante Unterschiede konnten nicht gefunden werden.

3.2.2 FACS-Analysen bei naiven Méusen, nach
Mikrofilarieninjektion und L3-Infektion

Es wurden FACS-Analysen zur Bestimmung der Anteile verschiedener Leukozyten-
populationen des peripheren Blutes resistenter und suszeptibler Méduse mit verschiedenem
Infektionsstatus durchgefiihrt. Verglichen wurden 16 suszeptible (10 &, 6 Q) und 27
resistente (14 &, 13 Q) Miuse ohne jegliche Vorbehandlung, je zehn suszeptible (3 &, 7 Q)
und resistente (4 &, 6 Q) Miuse fiinf Stunden nach Injektion von 50 000 Mikrofilarien sowie
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zehn suszeptible (6 &, 4 Q) und neun resistente (5 &, 4 @) Miuse 60 Tage nach natiirlicher
Infektion mit L3 (Abbildung 3.35).
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Abb. 3.35: FACS-Analysen des peripheren Blutes a) von naiven Mausen, b) fiinf Stunden nach intravendser
Injektion von 50 000 Mikrofilarien sowie c¢) 60 Tage nach natiirlicher Infektion mit L3. Angegeben sind

prozentuale Anteile der verschiedenen Zellpopulationen (a. M. + SD). *: p < 0.05.
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Stammesspezifische Unterschiede hinsichtlich der Zellpopulationen:

Bei den naiven Tieren wiesen die resistenten Méuse signifikant héhere Anteile von Tyiemory-
(CD4'CD44"), NK-Zellen (DX5") und Monozyten (CD11b"'Gr1") gegeniiber den suszeptiblen
Miusen auf, hinsichtlich naiver Ty-Zellen (CD4 CD44) verhielten sich die Versuchsgruppen
umgekehrt.

Nach Mikrofilarieninjektion lagen die Werte resistenter Méuse fiir naive Tzyotoxisch-
(CD8a'Ly6cCD44) wund B-Zellen (B220'IgD), NK-Zellen sowie Granulozyten
(Gr1+CD1 1b+) signifikant tiber, bei Ty-Zellen, Memory-/Effektor- oder aktivierten Tzytotoxisch-
(CD8a+CD62L10W), CD8b+TZyt0t0xiSCh— sowie maturen B-Zellen (B220+IgD+) signifikant unter

denen suszeptibler Méduse.

Nach L3-Infektion konnten zwischen resistenten und suszeptiblen Mausen keine signifikanten
Unterschiede in den verschiedenen Leukozytenpopulationen im peripheren Blut beobachtet

werden.

Oberflichenrezeptorexpression:

Als MaB fiir die Aktivierung verschiedener Zellpopulationen kdnnen die Fluoreszenz-
intensitdten der jeweiligen Einzelzellen angesehen werden, da eine stirkere Fluoreszenz mit
mehr auf der Zelloberflache exprimierten Molekiilen des jeweils markierten Typs einhergeht.
Nach Mikrofilarieninjektion war das geometrische Mittel der Fluoreszenz nur bei
CD8a Tzyomxisch-Zellen bei suszeptiblen signifikant hoher als bei resistenten Méiusen
(p = 0.0005), bei allen anderen Zelltypen gab es keine signifikanten Unterschiede (ohne
Abbildung).

Nach L3-Infektion waren bei suszeptiblen Mausen die Fluoreszenzintensititen von Ty-, B-
Zellen und allgemein Leukozyten (B220) signifikant hoher als bei resistenten Méusen

(p <0.05).
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Unterschiede nur hinsichtlich des Infektionsstatus:

Um unabhingig von den verwendeten Mausestimmen die Verdnderungen hinsichtlich der
Zellpopulationen bei verschiedenen Infektionsstatus aufzuzeigen, sind in Abbildung 3.36 nur
diejenigen Zellpopulationen dargestellt, fiir die signifikante Unterschiede zwischen Mausen
nach Mikrofilarieninjektion und L3-Infektion jeweils gegeniiber naiven Tieren bestehen.
Hierbei wurden die jeweiligen Werte resistenter und suszeptibler Méduse zu einem

gemeinsamen Mittelwert zusammengefasst

100 FACS-Analysen bei verschiedenen Infektionsstatus

B naiv (n =43)
B Mkrdfilarieninjektion (n = 20)
B L3-Infektion (n =19)

%

e S ONNNNNNNNNN

g
B

Abb. 3.36: FACS-Analysen des peripheren Blutes von Méausen in naivem Zustand, fiinf Stunden nach intravendser
Injektion von 50 000 Mikrofilarien sowie 60 Tage nach natiirlicher Infektion mit L3. Angegeben sind prozentuale
Anteile der verschiedenen Zellpopulationen (a. M. + SD). x: kein signifikanter Unterschied gegeniiber naiven
Tieren. Fiir alle anderen Zellpopulationen sind die Unterschiede von Méusen nach Mikrofilarieninjektion bzw. L3-

Infektion gegeniiber naiven Tieren signifikant mit p < 0.05 bis p <2 x 107,

Die Anteile aktivierter und Ty- und Twmemory-Zellen waren nach Mikrofilarieninjektion stark
verringert gegeniiber naiven Tieren, nach L3-Infektion hingegen leicht erhdht, bei naiven Ty-
Zellen waren die Verhéltnisse umgekehrt. CD8a'- und CD8b+sztotoxisch-Zellen waren nach
beiden Infektionsmodi gegeniiber naiven Tieren verringert, ebenso Leukozyten (B220") sowie
B-Zellen (CD19") allgemein. Immature B-Zellen waren nach beiden Infektionen in groBeren
Anteilen vorhanden, dementsprechend weniger mature B-Zellen. Die NK-Zell- und
Granulozytenpopulationen hatten nach beiden Infektion zugenommen, wéhrend eine

Abnahme von Monozyten nach Infektion zu beobachten war.
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3.2.3 Immunglobuline bei naiven Mausen, nach

Mikrofilarieninjektion und L3-Infektion

In Blutproben derselben Tiere wie fiir die FACS-Analysen wurden mittels Bioplex-Assay die
Konzentrationen verschiedener Immunglobuline unabhéngig von ihrer Antigenspezifitit
bestimmt (Abbildung 3.36). Zu beachten ist, dass die Ordinaten unterschiedlich skaliert sind,

um die Unterschiede jeweils zwischen resistenten und suszeptiblen Médusen desselben

Infektionsstatus zu verdeutlichen.
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Abb. 3.37: Konzentrationen antigenunspezifischer Immunglobuline des peripheren Blutes a) von naiven

Mausen, b) fiinf Stunden nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien sowie c¢) 60 Tage nach

natiirlicher Infektion mit L3 (a. M. + SD). *: p <0.01; **: p <0.005.
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Bei naiven resistenten Tieren lagen die Konzentrationen von unspezifischem IgGl, IgG2b
und IgG3 signifikant liber denen naiver suszeptibler Tiere. Nach Mikrofilarieninjektion sowie

natirlicher Infektion mit L3 waren keine Unterschiede nachweisbar.

Unterschiede nur hinsichtlich des Infektionsstatus:

Um stammesunabhéngig die Verdnderungen hinsichtlich der Immunglobulinkonzentrationen
bei verschiedenen Infektionsstatus aufzuzeigen, sind in Abbildung 3.38 die Mittelwerte
resistenter und suszeptibler Méuse fiir diejenigen Immunglobuline zusammengefasst
dargestellt, fiir die signifikante Unterschiede zwischen Méusen nach Mikrofilarieninjektion

und L3-Infektion jeweils gegeniiber naiven Tieren bestehen.

100000 ——  — Immunglobuline bei unterschiedlichen Infektionsstatus - B naiv (n =43)

O Mkrofilarieninjektion (n = 20)
@ L3-Infektion (n =19)

Mg / ml

oGt loG2b IbG3 igM

Abb. 3.38: Konzentrationen antigenunspezifischer Immunglobuline des peripheren Blutes von Méausen in naivem

Zustand, fiinf Stunden nach intravenoser Injektion von 50 000 Mikrofilarien sowie 60 Tage nach natiirlicher

Infektion mit L3 (a. M. + SD). *: p <0.05, **: p <0.001.

Nach Mikrofilarieninjektion waren die Konzentrationen von IgG3 und IgM gegeniiber naiven

Tieren signifikant erhdht.
Sehr starke Zunahmen der Konzentrationen der Immunglobuline IgG1, IgG2b, 1gG3 und IgM

waren nach L3-Infektion gegeniiber naiven Tieren zu beobachten.
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3.24 Autoantikorper und Rheumafaktor nach
Mikrofilarieninjektion und L3-Infektion

In Blutproben derselben mit Mikrofilarien bzw. L3 infizierten Tiere wie fiir die FACS- und
Immunglobulin-Analysen wurden mittels ELISA in je zwei Messungen die Konzentrationen
von Autoantikérpern und Rheumafaktor bestimmt. Nach Mikrofilarieninjektion waren weder
Autoantikérper noch Rheumafaktor nachweisbar, die Ergebnisse fiir die L3-Infektion zeigt

Tabelle 3.2. Bei naiven Tieren wurden keine Messungen durchgefiihrt.

Probe anti-ds- und ss-DNA Rheumafaktor
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2

Resistent 1 + + ++ ++
Resistent 2 nd + + +
Resistent 3 nd + + Nd
Resistent 4 + + + Nd
Resistent 5 nd + nd Nd
Resistent 6 nd nd ++ +
Resistent 7 nd + ++ Nd
Resistent 8 nd + + +
Resistent 9 nd nd nd Nd
Suszeptibel 1 nd nd nd Nd
Suszeptibel 2 ++ + ++ Nd
Suszeptibel 3 nd + + Nd
Suszeptibel 4 nd nd nd Nd
Suszeptibel 5 nd nd nd Nd
Suszeptibel 6 nd nd + Nd
Suszeptibel 7 nd + nd Nd
Suszeptibel 8 nd + nd Nd
Suszeptibel 9 nd + + Nd
Suszeptibel 10 nd + nd Nd

Tab. 3.2.: Relative Konzentrationen von Autoantikérpern und Rheumafaktor im Blut von Labormiusen 60
Tage nach Infektion mit L3. ++: hohe Antikdrperkonzentrationen; +: Antikorper nachweisbar; nd = keine

Antikorper nachweisbar. ds: double stranded (doppelstriangig), ss: single stranded (einstringig).

Hinsichtlich Autoantikérper bestanden nach L3-Infektion keine Unterschiede zwischen
resistenten und suszeptiblen Miusen, jedoch war bei deutlich mehr resistenten als suszeptiblen

Tieren Rheumafaktor im peripheren Blut nachweisbar.
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3.3 Rolle der Lunge beim Mikrofilarienabbau

Um festzustellen, ob die beobachteten Unterschiede in der Eliminierung von Mikrofilarien auf
anatomische oder physiologische Unterschiede — etwa im Kapillardurchmesser oder der
Filterfunktion — zwischen Lungen resistenter und suszeptibler Mause zuriickgehen, wurden
20 000 mit FITC markierte Microbeads mit einem Durchmesser von 10 um in zehn BALB/c-
sowie neun homozygot resistente Mduse injiziert und eine halbe Stunde nach der Injektion
Blutproben sowie bei der darauf folgenden Obduktion der Versuchstiere die kompletten
Lungen entnommen. Die Lungen wurden als Quetschpriparate komplett unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Gesamtzahl aller in den Lungen befindlicher

Microbeads bestimmt (Abbildung 3.39):

Injektion von Microbeads

1000 -

Microbeads / gesamte Lunge

BALB/c (n=10) Resistente (n =9)

Abb. 3.39: Anzahl wieder gefundener 10 um-FITC-Microbeads (a. M. + SD) in der
gesamten Lunge von resistenten N7F9- bzw. N15- sowie BALB/c-Méusen 30 Minuten

nach Injektion von 20 000 Microbeads.

Die Gesamtzahl wieder gefundener Microbeads unterschied sich zwischen beiden
Versuchstiergruppen nicht und lag bei ca. 13 % der insgesamt injizierten Microbeads. Im
peripheren Blut waren bei keiner Probe Microbeads nachweisbar.

Ein weiteres Experiment mit unmarkierten 5 um-Microbeads war nicht auswertbar, da die

Microbeads mit dem Mikroskop in den Gewebeproben nicht zu finden waren.
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3.4 Hauttransplantation zur Uberpriifung der MHC-

Ubereinstimmung kongener Miuse

Lange vor der Beschreibung seiner Rolle bei der Immunantwort war die Funktion des MHC
fiir Erfolg und Misserfolg von Gewebetransplantationen bekannt. Bei Ubertragung von
Gewebe eines Spenders auf einen Empféanger mit unterschiedlichem MHC-Haplotyp erfolgen
AbstofBungsreaktionen, die bereits unmittelbar nach der Transplantation einsetzen konnen,
jedoch auch bis 90 Tage nach dem Eingriff auftreten kdnnen. Somit eignen sich umgekehrt
Gewebstransplantationen, die ldnger als 90 Tage erfolgreich verlaufen, auch zum Nachweis
der MHC-Ubereinstimmung von Spender und Empfénger.

In diesem Experiment wurde je einer homozygot resistenten und suszeptiblen Maus ein Stiick
Nackenhaut entnommen und dem jeweils anderen Tier so transplantiert, dass die
Haarwuchsrichtung des Transplantats der des Empfangers entgegengesetzt war. Den Zustand

des Transplantats bei der resistenten Maus 95 Tage nach der Operation zeigt Abbildung 3.40:

Abb. 3.40: Resistente N7F9-Maus 95 Tage nach Transplantation von Nackenhaut einer suszeptiblen
N7F4-Maus. In b), ¢), d) wurde das Fell rasiert bzw. die Stelle komplett enthaart.

Bei beiden Tieren waren die Transplantate vollstindig angewachsen und in das umgebende
Gewebe integriert. Bis das Experiment nach 105 Tagen beendet wurde, waren keine

Abstoflungsreaktionen eingetreten.
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3.5 Genomanalysen

An DNAs der in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Tiere wurde mit den in Tabelle 2.2 und 2.3
aufgelisteten Markern eine genomweite Mikrosatellitenanalyse durchgefiihrt. Interessant sind
diejenigen Marker, fiir die die resistenten Tiere verschiedener Riickkreuzungsgenerationen
heterozygot sind, d. h. auch DBA/I-Allele tragen. Abbildung 3.41 zeigt beispielhaft ein
Gelbild fiir die Mikrosatelliten D3Mit110, D8Mit50 und D12Mit150 bei 39 resistenten N2-

Tieren sowie je einem BALB/c-, DBA/1- und F1-Tier. Zu erkennen ist z. B., dass das Tier 1
fiir D3Mitl10 heterozygot ist, also BALB/c- und DBA/1-Allele aufweist, wéhrend es fiir
D8Mit50 nur BALB/c-Allele besitzt.

D3Mit110
-~ D8Mit50
D12Mit150

Abb. 3.41: Mikrosatellitenanalyse mit den Markern D3Mit110 (oberer Gelabschnitt), D8Mit50 (mittlerer
Gelabschnitt) und D12Mit150 (unterer Gelabschnitt) an 39 N2-Tieren (hier: F2) und zum Vergleich jeweils
1 BALB/c-, 1| DBA/1- sowie 1 F1-Tier JJ leer
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Anhand der Verteilung der beobachteten Hetero- und Homozygotien bei den 39 resistenten
N2-Tieren wurden Linkage-Analysen durchgefiihrt, um iiber Kopplung der verwendeten
Marker an den hypothetischen Mikrofilardmieresistenzlocus auf dessen Lage schlielen zu

konnen (Tabelle 3.3).

Chromosom Marker Tierzahl | Distanz [cM] | SD p
3 D3Mit67 38 15.79 5.92 1< 0.001
9 DIMit336 39 17.95 6.15 | <0.001
9 DIMit355 39 15.38 5.78 | <0.001
9 DIMit151 39 23.08 6.7 |[<0.01
11 D11Mit2 39 30.77 7.39 |<0.05
12 D12Mit91 39 30.77 7.39 |<0.05
12 D12Mit158 35 25.71 7.39 |<0.01
12 D12Mit118 37 21.62 6.77 |<0.01
12 D12Mit133 39 2.56 2.53 | <0.001
12 D12Nds2 38 2.63 2.6 [<0.001

Tab. 3.3: Ubersicht iiber die Genloci, fiir die eine Linkage-Analyse mit 39

resistenten N2-Tieren eine Kopplung mit dem Resistenzlocus ergab.

Fir die Chromosomen 3, 9 und 12 wurden signifikante Zusammenhidnge zwischen
verschiedenen Markern und dem Mikrofilaramieresistenzlocus gefunden, wobei die Marker
D12Mit133 und D12Nds2 die besten Ergebnisse bzw. die geringsten Distanzen zu diesem
Locus erbrachten. Abbildung 3.42 zeigt fiir die Marker auf Chromosom 12 die bei den 39
Tieren aufgetretenen Haplotypen, und die Genloci in der sich daraus ergebenden

wahrscheinlichsten Reihenfolge (p = 1).

D12Mit91 . . . . .
D12Mit158 . . ? ? ? ?
D12Mit118 . . . ? ? .
orzureras | [ L (I /I (|| [ |
-~ 0NN
Tierzahl 23 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1

Abb. 3.42: Haplotypenschema von 5 Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 12 fiir 39 resistente N2-Tieren.
B = heterozygot; [ ] =homozygot BALB/c; ? = unklar.
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Die zweitwahrscheinlichste Anordnung
DI12Mitl58 — mfr — D12Mit118 — D12Mitl133 — D12Mit91
hat nur eine Wahrscheinlichkeit von 0.2740 und ist schon aufgrund der bekannten

tatsdchlichen Lage der Mikrosatellitenmarker nicht moglich.

Eine weitere Auswertung unter Einbeziehung aller in Tabelle 2.1 aufgefiihrten 72 Tiere

(Tabelle 3.4) bestitigte diese Ergebnisse.

Chromosom Marker Tierzahl | Distanz [cM] | SD p
3 D3Mit67 70 25.71 5.22 |<0.001
9 D9Mit336 72 30.56 5.43 | <0.01
10 D10Mit230 72 36.11 5.66 | <0.05
12 D12Mit133 71 28.17 5.34 | <0.001
12 D12Nds2 71 28.17 5.34 | <0.001

Tab. 3.4: Ubersicht iiber die Genloci, fiir die eine Linkage-Analyse mit insgesamt
72 Tieren, davon 39 resistenten N2-Tieren eine Kopplung mit dem Resistenzlocus

ergab.

Zwischen D12Nds2 und D12Mit133 gab es keine Rekombinationen, beide Marker zeigten
ibereinstimmendes Segregationsverhalten. Die spatere Mikrosatellitenanalyse von 255 N2-

Tieren, davon 127 suszeptiblen und 128 resistenten, mit anderen Markern fiir Chromosom

12 (Tabelle 2.5) ergab folgendes Bild (Abbildung 3.43):

orewiczso IR | | U O L ) ]
prznas2 ([ 2 I =0 =0 =0 2]
przwittso | (R (O (2 N OO O O =0 2 T
o T T T
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Abb. 3.43: Haplotypenschema von 5 Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 12 fiir 127 suszeptible und 128

resistente N2-Tiere. Il = heterozygot; []=homozygot BALB/c; ? = unklar.
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Demnach wurde hier als wahrscheinlichste Position des Mikrofilardmieresistenzlocus eine

Lage zwischen den Markern D12Mit150 und D12Mit144 berechnet.

Mit einem kombinierten Set von sechs Markern fiir Chromosom 12 (Tabelle 2.7) wurden
DNAs von 110 kongenen Méusen nach 7, 14 und 15 Riickkreuzungsgenerationen untersucht,
davon 90 resistente und 20 suszeptible (Tabelle 2.6). Es wurden die in Abbildung 3.44
dargestellten Haplotypen gefunden.

D12Mit280

D12Mit133

D12Nds2

D12Mit150

Tierzahl 54 31 2 1 17 3
Y~

Resistente Suszeptible

Abb. 3.44: Haplotypenschema von 6 Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom
12 fur kongene Méuse, davon 90 resistente und 20 suszeptible.

B - heterozygot; | = homozygot BALB/c.

Hier gab es keine Rekombinationen zwischen D12Nds2 und D12Mit150. Fiir die Marker
D12Mit280 und D12Mit133 waren mehrere suszeptible Tiere heterozygot.
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3.6 Kreuzung mfr-kongener Mause mit

immundefizienten Inzuchtstammen

3.6.1 Nude x BALB/c.DBA/1-mfr

Homozygote Nude-Mause sind T-Zell-defizient und vollkommen nackt. Die Mutation ist
rezessiv. Durch Kreuzung von Tieren dieses Stammes auf suszeptiblem BALB/c-Hintergrund
mit Mikrofilardmie-resistenten Tieren kann der Einfluss der T-Zellen auf die Vermittlung der
Resistenz untersucht werden. Hierzu wurden Nude-Mause mit BALB/c.DBA/1-mfr gekreuzt.
Die F1-Nachkommen, die sowohl fiir die Nude-Mutation als auch den mfr heterozygot sein
mussten, waren normal behaart. Sie wurden mit Nude-Mausen riickgekreuzt, um Tiere zu
erhalten, die homozygot fiir die Nude-Mutation und heterozygot fiir das Resistenzgen waren.
Von diesen acht N2-Tieren waren fiinf unbehaart, drei wiesen normale Behaarung auf

(Abbildung 3.45).

Abb. 3.45: Ca. 2 Wochen alte N2-Nachkommen der Kreuzung Nude x F1 (Nude x
BALB/c.DBA/1-mfr) von gemeinsamen Elterntieren.

92



Ergebnisse

Nude-Mause, F1- und N2-Nachkommen wurden mit Mikrofilarien infiziert (Abbildung 3.46):

1000

Nude-Mause und Kreuzungen mit Resistenten

100

10 -

—&—— N2[FtdNude] nu/+sus (n=1)
——@—— F1[NudexResistent] (n =1

- - -@- - - N2[F&Nude] nw/+res (n=2)
—A—— N2 [F&Nude] nu/nures (n=5)

Mf / 30 pl Blut

3 . 4
Tage post infectionem

Abb. 3.46: Mikrofilarimie (a. M. + SD) von Nude-Méusen, Tieren der F1 (Nude x
BALB/c.DBA/1-mfr) sowie der N2 (F1 x Nude) nach intravendser Injektion von 50 000

Mikrofilarien.

Nude-Miuse erwiesen sich als suszeptibel, die F1-Nachkommen waren resistent. Sdmtliche
der unbehaarten, also fiir die Nude-Mutation homozygoten N2-Nachkommen zeigten einen
resistenten Phinotyp mit sehr rascher Mikrofilarieneliminierung bis Tag 2 nach der Injektion.

Von den drei normal behaarten N2-Nachkommen war dagegen eines suszeptibel.

3.6.2 SCID x BALB/c.DBA/1-mfr

Mause, die homozygot die rezessive scid-Mutation aufweisen, sind weitestgehend T- und B-
Zell-defizient, die wenigen vorhandenen Zellen dieser Typen sind praktisch unfunktionell.
Durch Kreuzung von Tieren dieses Stammes auf suszeptiblem BALB/c-Hintergrund mit
Mikrofilardmie-resistenten Tieren kann der Einfluss von T- und B-Zellen auf die Vermittlung
der Resistenz untersucht werden. Hierzu wurden SCID-Miause mit BALB/c.DBA/1-mfr
gekreuzt. Die fiir die scid-Mutation wie auch fiir den mfr heterozygoten F1-Nachkommen
wurden mit SCID-Méusen riickgekreuzt, um Tiere zu erhalten, die homozygot fiir die scid-
Mutation und heterozygot fiir das Resistenzgen waren. SCID-Méause, F1- und N2-
Nachkommen wurden mit Mikrofilarien infiziert (Abbildung 3.47).
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1000 - SCID-Mause und Kreuzungen mit Resistenten

—=—— N2[F1xSCID] sus (n="B)
---m---SCID(n="1)

---@- - - N2[F1xSCID] res (n=7)

- . —=®—— F1[SCID xResistent] (n="0)

Mf / 30 pl Blut

= ‘ ‘ ‘

4 5 6 7
Tage post infectionem

Abb. 3.47: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von SCID-Méusen, Tieren der F1 (SCID x
BALB/c.DBA/1-mfr) sowie der N2 (F1 x SCID) nach intravendser Injektion von 50 000
Mikrofilarien.

SCID-Méuse waren suszeptibel, die FI1-Nachkommen uniform resistent. Von den 23 N2-
Nachkommen waren 16 suszeptibel und sieben resistent. Mit sieben der suszeptiblen Tiere
wurde eine Genotypisierungs-PCR mit dem Mikrosatellitenmarker D12Nds2 durchgefiihrt
(Abbildung 3.48).

Abb. 3.48: Genotypisierung suszeptibler N2-Nachkommen (Tiere A bis G) aus der Kreuzung von SCID mit
BALB/c sowie zum Vergleich von BALB/c- und homozygot resistenten Méusen (R) mit dem Marker D12Nds2.

Unter den sieben getesteten, phanotypisch suszeptiblen N2-Tieren waren die Tiere A, B, E

und G heterozygot fiir den Marker D12Nds2, wiesen also einen resistenten Genotyp auf.
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3.6.3 Iga”™ x BALB/c.DBA/1-mfr

Iga”-Miuse weisen keine funktionellen B-Zellen und damit auch keine Immunglobulin-
produktion auf. Die Knockout-Mutation ist rezessiv. Durch Kreuzung von Tieren dieses
Stammes auf suszeptiblem BALB/c-Hintergrund mit Mikrofilardmie-resistenten Tieren kann
der Einfluss der B-Zellen an der Vermittlung der Resistenz untersucht werden. Hierzu wurden
Iga”-Méuse mit BALB/c.DBA/1-mfi- gekreuzt. Die sowohl fiir den Genknockout wie auch
fiir den mfr heterozygoten F1-Nachkommen wurden mit Iga'/'-Méiusen rickgekreuzt, um
Tiere zu erhalten, die homozygot fiir den Iga-Knockout und heterozygot flir den mfr waren.

Iga'/ -, F1- und N2-Mduse wurden mit Mikrofilarien infiziert (Abbildung 3.49).

1000 Iga-Knockoutméause und Kreuzungen mit Resistenten

—ee— N2 [F1 xIga-/]sus (n=22)

---¢--- lga-/- (n=11)

---8--- N2[F1 xlga-/-] res (n=13)

—8&— F1 [lga -/- x Resistent] (n=8)

Mf / 30 pl Blut

0 ‘ ‘ Y ‘ ‘ ‘

0 1 2 3 4 5 6 7
Tage post infectionem

Abb. 3.49: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Iga_/'—Méiusen, der F1 (Igu_/_ x Resistent)

sowie Tieren der N2 (F1 x Iga_/') nach intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

Iga'/ -Méuse waren suszeptibel mit gegeniiber BALB/c-Méusen deutlich verldngerter
Mikrofilardmie. Die FI1-Nachkommen waren uniform resistent, die N2-Nachkommen
spalteten in 22 suszeptible und 13 resistente Tiere auf. Mit nachfolgenden weiteren Versuchen

(nicht gezeigt) ergaben sich insgesamt 39 suszeptible und 14 resistente N2-Tiere.

Bei der Riickkreuzung der F1-Tiere mit Iga”-Mzusen ist zu erwarten, dass in der N2 50 %
aller Tiere heterozygot flir den mf sind und von diesen wiederum je 50 % heterozygot bzw.
homozygot den Iga-Knockout tragen. Unter der Annahme, dass der Genknockout die
Resistenz beeinflusst, also B-Zellen an der Vermittlung der Resistenz beteiligt sind, wéren in

der N2 demnach 25 % phénotypisch resistente und 75 % suszeptible Tiere zu erwarten. Der
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Binomialtest ergibt fiir die insgesamt 53 N2-Nachkommen unter der Annahme einer solchen

1:3-Aufspaltung einen moglichen Bereich von 7 bis 19 resistenten Miuse.

Geht man davon aus, dass ein Igo-Knockout bei genotypisch resistenten Tieren keine
Anderung des Phinotyps hervorruft, so wire in der N2 eine Aufspaltung in resistente und
suszeptible Tiere im Verhiltnis 1:1 zu erwarten. Hierfiir gibt der Binomialtest einen
Referenzbereich von 19 bis 33 resistenten Méusen an, die beobachteten 14 resistenten N2-

Tiere entsprechen damit nicht dem Erwartungswert fiir diese Aufspaltung.

3.7 Mikrofilarieninjektionen bei verschiedenen
Knockout-Mausestammen auf resistentem

genetischem C57BL/6-Hintergrund

An Miusen mehrerer Inzuchtstimme mit Knockouts verschiedener immunologisch relevanter
Gene (IL-10, MARCO, TNF-Rezeptor p55, INF-y-Rezeptor 1) auf resistentem C57BL/6-
Hintergrund wurden Mikrofilarieninjektionen durchgefiihrt (Abbildung 3.50).

1000 Verschiedene Genknockouts auf C57BL/6-Background

S — 88— ILD-/-(n=6)
— 85— MARCO-/-(n="T)

—&—TNFRp55-/-(n=7)
% —aA—INFgR-/-(n="1)
s 10, - - =X~ - - Widtyp C57BL/6 (n=6)
b
=

1 i

0 T T T : ’-%

0 1 2 3 4 5 6 7

Tage post infectionem

Abb. 3.50: Mikrofilarimie (a. M. + SD) von IL-10"-, MARCO™"-, TNFRp55”"- und

INFy'/'—Méiusen nach intravendser Injektion von 50 000 bzw. von C57BL/6 nach
Injektion von 100 000 Mikrofilarien. Der Mikrofilardmieverlauf von C57BL/6 ist aus
Pfaff (2001) entnommen.
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Bei keinem dieser Knockoutstimme waren wesentliche Unterschiede in der Mikrofilardmie
gegeniiber dem Wildtypstamm C57BL/6 zu beobachten. Simtliche INF-yR”-Miuse waren
vier Tage nach der Injektion mikrofilariennegativ. Die etwas verlédngerten Mikrofilardimien
der drei anderen Knockoutstimme gehen auf jeweils nur ein (MARCO™, TNFRp55™") oder
zwei Tiere (IL-lO'/ ’) zuriick, der weit liberwiegende Teil der jeweiligen Tiere wies bereits an
Tag 3 oder 4 nach der Injektion keine zirkulierenden Mikrofilarien mehr im peripheren Blut

auf.

3.8 Einkreuzung des Suszeptibilititsallels auf

resistenten genetischen DBA/2-Hintergrund

Resistente DBA/2-Miuse mit weitestgehend iibereinstimmendem Genom zu resistenten
DBA/1-Méusen, jedoch dem MHC-Haplotyp suszeptibler BALB/c-Miuse, wurden mit
letzteren gekreuzt. Die F1-Nachkommen wurden mit DBA/2-Maiusen riickgekreuzt. Die
daraus hervorgehenden N2-Nachkommen wurden untereinander verpaart, um Tiere zu
erhalten, die homozygot suszeptibel bei iiberwiegendem Anteil DBA-Genom waren.
Theoretisch wiéren in der N2 je 50 % hetero- und homozygot resistente Tiere zu erwarten und
bei rein statistischer Verpaarung aller N2-Tiere untereinander in der N2F1 zu 6.25 % Tiere,
die homozygot das Suszeptibilitétsallel von BALB/c fiir den mfi aufweisen, also suszeptibel

sind. Insgesamt 34 N2F1-Tiere wurden mit Mikrofilarien infiziert (Abbildung 3.51).

Mf / 30 ul Blut

—e— Suszeptible (n=4)

—a— Resistente (n =30)

0 1 2 3 4 5 6 7
Tage post infectionem

Abb. 3.51: Mikrofilardmie (a. M. + SD) von Tieren der Generation N2F1 (N2 x N2) nach

intravendser Injektion von 50 000 Mikrofilarien.

97



Ergebnisse

Die N2F1-Tiere spalteten in 30 resistente und 4 suszeptible Tiere auf, was Anteilen von 88.2
und 11.8 % entspricht. Mit diesen Méausen wurde eine Genotypisierungs-PCR mit dem

Mikrosatellitenmarker D12Nds2 durchgefiihrt (Abbildung 3.52)

X
suszeptibel |suszeptibel Isuszeptibel resistent resistent resistent resistent resistent

BALB/c —» -

mfrsis | mirsls | mfisls

Abb. 3.52: Genotypisierung resistenter und suszeptibler N2F1-Nachkommen aus der Kreuzung von DBA/2 und
BALB/c mit dem Marker D12Nds2.

Unter den resistenten Tieren waren solche, die fiir mfir homozygot DBA-Allele aufwiesen,
ebenso wie solche, die heterozygot fiir BALB/c- und DBA-Allele waren. Die suszeptiblen
Tiere zeigten denen von BALB/c entsprechende Allele. Somit ergab diese Kreuzung auf
rechnerisch {iberwiegend resistentem genetischem Hintergrund genotypisch wie auch

phénotypisch suszeptible Méduse.
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3.9 Genexpressionsanalysen

An resistenten und BALB/c-Miusen wurden in einem ersten Experiment (3.1.6.1) in
unbehandeltem Zustand, nach Injektion von RPMI (Scheinbehandlung) sowie nach
Mikrofilarieninjektion Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Hier wird die Genexpression
resistenter Maiuse sowie die differenzielle Genexpression zwischen resistenten und
suszeptiblen Tieren bei den unterschiedlichen Behandlungen dargestellt, die Beschreibung der
Genexpression bei suszeptiblen Méusen als Folge der unterschiedlichen Behandlungen findet
sich bei Schmidt-Oehm (2006).

In einem zweiten Experiment (3.1.6.2) wurden Genexpressionsanalysen an resistenten und
suszeptiblen Tieren nach Mikrofilarieninjektion, nach Scheinimplantation und
Mikrofilarieninjektion sowie nach Implantation adulter Weibchen und Mikrofilarieninjektion
durchgefiihrt. Fiir Adultweibchen ist bekannt, dass sie in der Lage sind, in resistenten Mausen
eine Suszeptibilitidt gegeniiber nachfolgend injizierten Mikrofilarien zu induzieren, wéihrend
bei BALB/c keine Anderung des Abbauverhaltens zu beobachten ist (Schumacher 2002).
Auch hier findet sich die Beschreibung der grundlegenden Vorginge bei BALB/c bei
Schmidt-Oehm (2006).

3.9.1 Erste Genexpressionsanalyse

3.9.1.1 Genexpression bei resistenten Miusen nach Scheinbehandlung

im Vergleich zu naiven Tieren

Nach Injektion von RPMI waren gegeniiber unbehandelten Tieren 229 Gene differenziell

exprimiert, darunter 79 herunter- und 150 heraufregulierte.

Die durch den Eingriff heraufregulierten Gene umfassten unter anderem Gene, die funktionell
mit Proteinmetabolismus und -transport (19 Gene), Zellzyklus und Wachstum (13 Gene),
Transkription (7 Gene), Immunabwehr und Inflammation (13 Gene) oder Chemotaxis und
Zell-Zell-Kommunikation (12 Gene) assoziiert sind. Im Einzelnen waren darunter unter
anderem IL-1B, IL-1r2, Fos, JunB, Cdknla (p21) und Cdknlb (p27). Unter den
heraufregulierten Genen waren auch drei auf Chromosom 12 in der Resistzenzgen-

kandidatenregion lokalisierte: Igh-6 (immunoglobulin heavy chain 6, schwere Kette von IgM)
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bei 58.0 cM, Igh-4 (immunoglobulin heavy chain 4, schwere Kette von Serum-IgGl)
ebenfalls bei 58.0 cM sowie Jag2 (jagged 2) bei 57.9 cM.

Die funktionelle Verteilung herunterregulierter Gene war weniger homogen, die groften
funktionellen Gruppen von regulierten Genen umfassten solche, die mit Zellzyklus und
Transkription (9 Gene) oder Proteinmetabolismus und -biosynthese assoziiert waren (8 Gene).
Unter den herunterregulierten Genen fanden sich bspw. Cxcr4, Pten und Cyclin D2.

Die Netzwerkanalyse ergab als am besten reguliert ein funktionelles Netzwerk von 35 Genen,

von denen 34 differenziell reguliert waren (Abbildung 3.53):
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Abb. 3.53: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich naiver und scheinbehandelter resistenter
Maéuse differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der Berechnung waren scheinbehandelte

Tiere, so dass durch den Eingriff regulierte Gene in der Grafik gegenteilige Vorzeichen tragen.
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3.9.1.2 Genexpression bei resistenten Miuse nach Mikrofilarien-

injektion im Vergleich zu scheinbehandelten Tieren

Spezifisch durch Injektion von Mikrofilarien waren bei resistenten Médusen gegeniiber Tieren
mit Injektion von RPMI nur 22 Gene differenziell reguliert, davon 6 heraufregulierte.
Darunter waren u. a. Tcra (T-Zellrezeptor-a-Kette) sowie CD28, das kostimulatorische
Funktion fiir T-Zellen besitzt. Herunterreguliert waren unter anderem Cdknlb (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B), Nfatc3 (Nuclear factor of activated T-cells),
Neutrophilengranulaprotein Ngp und Camp (Cathelicidin antimikrobielles Peptid). Aufgrund
der geringen Anzahl regulierter Gene ergab die Netzwerk-Analyse als bestes Resultat nur ein
funktionelles Netzwerk, in dem 10 differenziell regulierte Gene zu finden waren, die nur sehr

indirekt miteinander verbunden sind (Abbildung 3.54).
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Abb. 3.54: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich mikrofilarieninfizierter und
scheinbehandelter resistenter Méuse differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der

Berechnung waren Scheininfizierte.
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3.9.1.3 Differenzielle Genexpression bei naiven resistenten und

BALB/c-Miusen

Um die stammesspezifischen Unterschiede im Genexpressionsverhalten resistenter und
suszeptibler Tiere darzustellen, sind im Folgenden die jeweiligen Vergleiche der beiden

Stamme bei den verschiedenen Infektionsstatus wiedergegeben.

Vor Infektion waren 22 Gene zwischen resistenten und suszeptiblen Tieren differenziell
reguliert, davon waren je elf bei resistenten gegeniiber suszeptiblen Médusen schwécher bzw.

stiarker exprimierte (Tabelle 3.5):

Gensymbol Genname SLR
Hspalb heat shock protein 1B -3.98
Hspala heat shock protein 1A -3.02
Hspl105 heat shock protein 105 -2.12
Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 -2.1

Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) -1.28
Stip1 stress-induced phosphoprotein 1 -1.17
Hspa4l heat shock 70kDa protein 4 like -1.15
Chordc1 cysteine and histidine-rich domain (CHORD-containing, zinc-binding protein 1 -1.14
Cacybp calcyclin binding protein -1.14
Jag2 jagged 2 -1.06
Dnajbl Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 -1.03
Cer2 chemokine (C-C motif) receptor 2 1.01

Mef2c myocyte enhancer factor 2C 1.09
Mef2c myocyte enhancer factor 2C 1.16
Anp32a acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A 1.18

S100a9 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) 1.2

Pten phosphatase and tensin homolog 1.23

S100a8 S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) 1.27
Ccend2 cyclin D2 1.31

Cpd carboxypeptidase D 1.34
Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 1.34
Fzd4 frizzled homolog 4 (Drosophila) 1.57

Tab. 3.5: Bei naiven resistenten gegeniiber BALB-Maiusen differenziell regulierte Gene.

SLR = signal log ratio.

Vor Injektion waren mehrere Hitzeschockproteine und mit Stress assoziierte Gene bei
suszeptiblen Miusen stirker exprimiert als bei resistenten. Bei diesen hingegen wiesen mit
Chemotaxis sowie Transkription assoziierte Gene stirkere Expression auf. Die geringe

Anzahl regulierter Gene ergab in der Netzwerk-Analyse als bestes Resultat nur ein
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funktionelles Netzwerk, in dem elf differenziell regulierte Gene zu finden waren, die nur sehr

indirekt miteinander verbunden sind (Abbildung 3.55).
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Abb. 3.55: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich naiver resistenter und naiver BALB/c-Méuse

differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der Berechnung waren BALB/c.
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3.9.14 Differenzielle Genexpression bei resistenten und BALB/c-

Maiusen nach Scheinbehandlung

Der Vergleich der Genexpression scheinbehandelter resistenter und suszeptibler Méuse ergab
378 differenziell regulierte Gene, davon 86 bei resistenten schwicher und 292 stirker
exprimierte. Unter den bei resistenten Tieren stirker exprimierten Genen sind die auf
Chromosom 12 in Region F2 lokalisierten Cripl (Cystein-rich proteinl), Igh-4 und Igh-6
sowie Wars (Tryptophanyl-tRNA synthetase). Die Netzwerk-Analyse ergab als am besten
reguliert ein Netzwerk von 35 differenziell regulierten und direkt funktionell verbundenen

Genen (Abbildung 3.56):
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Abb. 3.56: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich scheinbehandelter resistenter und
scheinbehandelter BALB/c-Méuse differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der Berechnung

waren BALB/c-Méuse.
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3.9.15 Differenzielle Genexpression bei resistenten und BALB/c-

Maiusen nach Mikrofilarieninjektion

Der Vergleich der Genexpression mit Mikrofilarien infizierter resistenter und suszeptibler
Maiuse ergab 80 differenziell regulierte Gene, davon 53 bei resistenten schwécher exprimierte.
Hiervon waren sieben mit Transkription, zwei mit Zellzyklus assoziiert. Unter den bei
resistenten Mausen stiarker exprimierten Genen waren drei Hitzeschockproteine, IL-1B, sowie
zwei S100 Kalzium-bindende Proteine. Die Netzwerkanalyse mit dem Programm Ingenuity
ergab als bestreguliertes Netzwerk eines aus 35 Genen, von denen 13 differenziell reguliert
waren, jedoch bestanden bei nur zwei bzw. drei Genen direkte funktionelle Verbindungen

(Abbildung 3.57):
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Abb. 3.57: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich mit Mikrofilarien infizierter resistenter
und mit Mikrofilarien infizierter BALB/c-Mause differenziell exprimierter Gene. Baseline bei

der Berechnung waren BALB/c-Méuse.
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3.9.1.6

Zur Darstellung des Expressionsverhaltens von Genen bei naiven, scheinbehandelten sowie
mit Mikrofilarien infizierten suszeptiblen und resistenten Méusen wurden die arithmetischen
Mittel der Signalstidrken entsprechender Microarrays mit der Software Genesis normalisiert
und daraus 12 Cluster von Genen berechnet, die ein dhnliches Expressionsmuster zeigen
(Abbildung 3.58). In die Auswertung gingen 179 Gene ein, die in mindestens einem

Vergleich (unbehandelt vs. scheinbehandelt, infiziert vs. scheinbehandelt, resistent vs.

Cluster der Genexpression bei resistenten und BALB/c-Miusen

bei verschiedenen Infektionsstatus

suszeptibel) differenziell reguliert waren.

Normalisierte Signalstarken Normalisierte Signalstarken Normalisierte Signalstérken Normalisierte Signalstarken
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Abb. 3.58: Cluster von Genen gleichen Expressionsverhaltens bei resistenten und BALB/c-Mausen in

naivem Zustand, nach Scheinbehandlung sowie nach Mikrofilarieninjektion.
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Als fiir den Unterschied zwischen resistenten und suszeptiblen Mdusen relevant kommen vor
allem die Gene der Cluster 9 und 10 mit genau entgegen gesetztem Expressionsverhalten bei
resistenten und suszeptiblen Maidusen in Frage. Es handelt sich um 43 Gene, die bei
suszeptiblen Tieren durch Scheinbehandlung sowie Mikrofilarieninjektion kontinuierlich
starker exprimiert wurden, wohingegen ihre Expression bei resistenten Tieren gegeniiber
naiven Tieren kontinuierlich abnahm. Bereits bei naiven Tieren lag die Expression dieser
Gene bei resistenten Tieren deutlich {iber der Expression bei suszeptiblen Tieren. Darunter
waren 13 an der Regulation von Zellzyklus und Transkription, fiinf an Proteinmetabolismus,
vier an lonentransport beteiligte Gene sowie Cflar (CASP8 and FADD-like apoptosis
regulator) und das an Zelladhdsion und Signaltransduktion beteiligte Alcam (activated
leucocyte adhesion molecule).

Auch die Gene der Cluster 2, 5, 11 und 12 zeigten ein grundlegend unterschiedliches
Expressionsverhalten bei den verschiedenen Infektionszustinden zwischen resistenten und
suszeptiblen Maéausen. Diese 68 Gene umfassten in Cluster 2 unter anderem CXCLS5
(chemokine (C-X-C motif) ligand 5) und 3 Hitzeschockproteine, in Cluster 5 waren vier an
Transkription beteiligte Gene, in Cluster 11 fanden sich sechs an der Regulation von
Transkription beteiligte Gene und in Cluster 12 waren vier Gene an Signaltransduktion sowie
drei an Transkription und Translation beteiligt. In naivem Zustand stiarker exprimiert sind bei
BALB/c gegeniiber resistenten Tieren die 34 Gene der Cluster 1 (u. a. Cxcr4, Rarg, Rrad) und
2, wohingegen resistente Mause fiir die 92 Gene der Cluster 5, 6, 9, 10, 11 und 12 eine

deutlich starkere Expression als BALB/c aufweisen.
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3.9.1.7 Vergleich der stammesspezifischen Regulation der

Genexpression durch Scheinbehandlung

Abb. 3.59: Venn-Diagramm durch Scheinbehandlung

regulierter Gene bei resistenten und BALB/c-Mausen

BALB/c Resistente

Bei 61 Genen war bei sowohl bei resistenten wie auch bei BALB/c-Miusen eine Anderung
der Genexpression durch Scheinbehandlung zu beobachten (vgl. Schmidt-Oehm 2006), wobei
56 Gene in gleicher Weise, 5 Gene gegenteilig reguliert waren. Gegenteilige Expressions-
anderung erfuhren Stipl (stress-induced phosphoprotein 1), die Hitzeschockproteine Hspla,
Hsplb und Hspl110 sowie Pdia6 (protein disulfide isomerase associated 6), die alle bei
BALB/c- herauf, bei resistenten Mausen herunterreguliert waren, wobei speziell die Hspla
und Hsplb mit SLR von 3 und 4.6 bzw. -3 und -3.5 sehr groBe Unterschiede in der
differenziellen Genexpression zwischen resistenten und BALB/c-Mausen aufwiesen. Unter
den in beiden Gruppen herunterregulierten 17 Genen waren unter anderem Tnfaipl, Map3kS5,
mit Entwicklung und Organogenese assoziierte Gene, der Chemokinrezeptor Cxcr4d sowie
Transkriptionsfaktoren.

Bei beiden Staimmen durch Scheinbehandlung einheitlich heraufreguliert waren 39 Gene,
darunter Cd79b, Csf3r (colony stimulating factor 3 receptor), Rasdl, Igk-C
(immunoglobuline kappa chain, v8), Igh-6 aus der Kandidatenregion, IL-1pB, Tcrb-J (T-cell
receptor P, variable 13) sowie die S100-Proteine a8 und a9.

Exklusiv bei BALB/c-Méusen waren 205 Gene reguliert (vgl. Schmidt-Oehm 2006), darunter
die hochregulierten Gene Wars, Cripl und Kns2 aus der Kandidatenregion sowie Pik3rl,
CD34, CD97 und die herunterregulierten Blnk (b-cell linker), Fas (tnf receptor superfamily
member), Traf6 und Igj (immunoglobuline joining region). Funktionell waren
schwerpunktmifig Gene reguliert, die mit Protein-Aminosdure-Phosphorylierung und

-biosynthese, Transkription und Transportvorgingen assoziiert sind.
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Bei resistenten Mausen waren exklusiv 168 Gene reguliert. Davon waren die Gene Igh-4 und
Jag2 aus der Kandidatenregion heraufreguliert, ebenso der Chemokinrezeptor Ccrl und der
Chemokinligand Ccl9, Nfkbia, Lspl (lymphocyte specific 1), CDS53, Btg2 (B-cell
translocation gene), IL-6ra, IL-1r2, IL-Ir-Antagonist und die Phospholipase Pla2g7.
Herunterreguliert waren Cyclin D2 und die INF-induzierte GTPase ligp1l sowie v. a. Gene aus

den Bereichen (Ionen-) Transport, Zellzyklus und Protein-Aminosdure-Phosphorylierung.

3.9.1.8 Vergleich der stammesspezifischen Regulation der

Genexpression durch Mikrofilarieninjektion

Abb. 3.60: Venn-Diagramm durch Mikrofilarieninjektion

regulierter Gene bei resistenten und BALB/c-Mausen

BALB/c Resistente

Bei beiden Stimmen waren 10 annotierte Gene durch Mikrofilarieninjektion reguliert.
GleichermafBlen reguliert waren das Hitzeschockprotein Hspalb sowie Col3al (Procollagen
Typ 3 a 1) und die Proteintyrosinphosphatase Ptpn8. Bei BALB/c herauf-, bei resistenten
Maiusen herunterreguliert waren u. a. Cdknlb (p27), Jun-B-Onkogen, Endothelin 1, Nfatc3
sowie Bmpr2. Bei beiden Staimmen heraufreguliert war Tcra.

Exklusiv bei BALB/c reguliert waren 194 Gene (vgl. Schmidt-Oehm 2006). Unter den 15
herunterregulierten Genen waren u. a. der Chemokinligand Cxcl13, Tnfrsf6 sowie aus der
RAS-Onkogenfamilie Rab10. Heraufreguliert waren die RAS-assoziierten Rrad, Rab7 und
Rraga, der IL-6ra sowie IL-6-Signaltransducer, MHC-II-Antigen H2-Abl sowie MHC-II-
Locus H2-DMbl, das CD2-assoziierte Protein Cd2ap, CD3d, CD34, CD44, CD52, CD68,
CD8b, Chemokinrezeptor Ccerl, Csf2rb, Cyclin D2, Pten, Pik3r1, die T-Zellrezeptorgene Tcra
und Tcrb-V13, Tnfaipl sowie Akt2.

Exklusiv bei resistenten Tieren reguliert waren zwdlf Gene, darunter das heraufregulierte
CD28 sowie die herunterregulierten Socs3 (suppressor of cytokine signaling 3), das
Interferon-induzierte Membranprotein 6, Neutrophilengranulaprotein, Hspala und das

chemotaktische Fprl.
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3.9.2 Zweite Genexpressionsanalyse

In einem zweiten Infektionsexperiment wurde der Einfluss implantierter Adultweibchen auf
die Genexpression bei einer nachfolgenden Mikrofilarieninjektion untersucht. Da die globale
Genexpression mit stirkeren Eingriffen in das experimentelle System zunehmend komplexer
wird, wird hier zuerst die Genexpression nach Scheinimplantation und Mikrofilarieninjektion
beschrieben, d. h. die alleine auf den operativen Eingriff bei der Implantation zuriickgehende
Genexpressionsdnderung gegeniiber alleiniger Injektion von Mikrofilarien. Anschliefend
wird die Genexpression beim eigentlichen Experiment, der Implantation adulter Weibchen

mit nachfolgender Injektion von Mikrofilarien, dargestellt.

3.9.2.1 Differenzielle Genexpression bei resistenten Miusen nach
Scheinimplantation und Mikrofilarieninjektion gegeniiber

alleiniger Mikrofilarieninjektion

Nach Injektion von RPMI in das Peritoneum und nachfolgender Mikrofilarieninjektion in
resistente Mduse waren gegeniiber Tieren mit alleiniger Mikrofilarieninjektion elf Gene

differenziell exprimiert, davon zwei herunter- und neun hochregulierte.

Die durch den Eingriff hochregulierten Gene umfassten unter anderem CXCL1 (chemokine
(C-X-C motif) ligand 1), das NF-kB-Target Birc5 (baculoviral IAP repeat-containing 5) und
sechs an DNA-Metabolismus und Transkription beteiligte Gene.

Herunterreguliert waren das von Hepatocyten sezernierte Peptid-Hormon Hampl (hepcidin
antimicrobial peptide 1) und der Transkriptionsfaktor Maff (v-maf musculoaponeurotic

fibrosarcoma oncogene family, protein F).

Die Netzwerkanalyse ergab als bestreguliertes Netzwerk eines mit neun differenziell
regulierten Genen, von denen Birc5 und die beiden mit Zellzyklus assoziierten Top2a und

Mik67 unmittelbar in funktionellem Zusammenhang stehen (Abbildung 3.53):
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Abb. 3.61: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich resistenter Mause nach Scheinimplantation
und nachfolgender Mikrofilarieninjektion und nur mit Mikrofilarien infizierter resistenter Mause
differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der Berechnung waren die nur mit Mikrofilarien

infizierten Tiere.
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3.9.2.2 Differenzielle Genexpression bei resistenten Mausen nach
Adultweibchenimplantation und Mikrofilarieninjektion

gegeniiber Scheinimplantation und Mikrofilarieninjektion

Spezifisch durch Adultweibchen verdndert war hier die Expression von 50 annotierten Genen.
Aus dem chromosomalen Bereich des postulierten Resistenzlocus waren fiir Igh-VJ588
(59 cM) gleich drei Probesets herunterreguliert. Herunterreguliert waren des Weiteren 16
annotierte Gene, darunter die Chemokinliganden Cxcll (chemokine (C-X-C motif) ligand 1,
Mip2aa) und Ccl8 (chemokine (C-C motif) ligand 8), das mit Transkription assoziiierte Dbp
(D site albumin promoter binding protein) sowie drei in lonentransportvorgéngen involvierte

Gene und das Zinkfingerprotein 469. Am stérksten herunterreguliert war CD177.

Heraufreguliert waren 33 Gene, darunter Hells (helicase, lymphoid specific) und Rrm2
(ribonucleotide reductase M2) sowie acht mit Zellzyklus assoziierte Gene, darunter Cyclin
A2, ebenso Zmyml (zinc finger, MYM domain containing 1) und Zthx1b (zinc finger

homeobox 1b).

Die Netzwerkanalyse ergab als bestreguliertes Netzwerk eines mit 13 differenziell regulierten

Genen (Abbildung 3.62):
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Abb. 3.62: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich resistenter Maiuse

nach

Adultweibchenimplantation und nachfolgender Mikrofilarieninjektion und resistenter Mause

nach Scheinimplantation und nachfolgender Mikrofilarieninjektion differenziell exprimierter

Gene. Baseline bei der Berechnung waren infizierte Tiere nach Scheinimplantation.
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3.9.23 Differenzielle Genexpression bei resistenten und BALB/c-

Miusen nach Scheinimplantation und Mikrofilarieninjektion

Der Vergleich von resistenten mit BALB/c-Médusen nach Scheinimplantation und
Mikrofilarieninjektion ergab insgesamt 142 differenziell regulierte Gene, wovon 55 bei
resistenten eine schwéchere, 87 eine stirkere Expression gegeniiber BALB/c-Miusen zeigten.
Auffillig war unter den bei resistenten Tieren schwiécher exprimierten Gene das Auftreten der
T-Zell-spezifischen Gene Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1), Tcrb-J (T-cell
receptor beta, joining region), Tcrb-V13 (T-cell-receptor beta, variable 13), Tcra (T-cell-
receptor alpha) und Itk (IL2-inducible T-cell kinase) und Cd3 y und 3. AuBerdem waren die
Expressionen von Cd5, Chemokinligand Cxcl14 sowie Bclllb (B cell leukemia/lymphoma
11B) bei resistenten Méusen deutlich schwécher als bei BALB/c.

Unter den gegeniiber den suszeptiblen Tieren stirker exprimierten Genen waren Cdknla, die
Chemokinliganden Ccl8, Cx3cll und Cxcl7, Ccbp2 (chemokine binding protein 2), Nfkbia
(Nuclear factor of « light chain gene enhancer in B-cells inhibitor o). Auffillig waren hier
auch sieben Slc(solute carrier)-Gene und die an Zelladhédsion beteiligten Integrine 6 und
B-like 1. Mit zwei weiteren Transkriptionsfaktoren war auch das Zinkfingerprotein 386 aus
der Kandidatenregion auf Chromosom 12 unter den bei resistenten Tieren stirker
exprimierten Genen. Insgesamt fanden sich hier sieben (Ionen-)Transporter, je drei an
apoptotischen Vorgéngen und Signaltransduktion beteiligte sowie neun mit Proteintransport

und —metabolismus assoziierte Gene.
Die Netzwerkanalyse (Abbildung 3.63) ergab als bestreguliertes Netzwerk eines mit 21

differenziell regulierten Genen, darunter die erwdhnten T-Zell-assoziierten Gene sowie unter

anderem Bcl211 (B cell leukemia/lymphoma 2-like 1).
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Abb. 3.63: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich resistenter Mause nach Scheinimplantation
und nachfolgender Mikrofilarieninjektion mit BALB/c-Méausen nach Scheinimplantation und
nachfolgender Mikrofilarieninjektion differenziell exprimierter Gene. Baseline bei der

Berechnung waren BALB/c-Mause.
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3.9.24 Differenzielle Genexpression von resistenten und BALB/c-
Maiusen nach Adultweibchenimplantation und

Mikrofilarieninjektion

97 Gene waren nach Implantation adulter Weibchen und nachfolgender Mikrofilarieninjektion
bei resistenten im Vergleich zu BALB/c-Méusen differenziell reguliert. Von diesen Genen
waren 23 bei BALB/c stirker exprimiert. Hierunter fielen IL-1p, Igl-V1 (immunoglobuline
lambda chain, variable 1), das katalytische o6-Polypeptid von Pik3 (Pik3cd), der
Chemokinrezeptor Ccr2, Bell 1b, ein Prostaglandinrezeptor (Ptger3) sowie Egrl (early growth
response 1), mehrere weitere Transkriptionsfaktoren und mit Zellzyklus und —wachstum

assoziierte Gene.

Unter den Genen mit bei resistenten stirkerer Expression waren vier an
Transkriptionsvorgéngen beteiligte Gene, darunter Nfil3 (nuclear factor, IL-3 regulated) und
aus der Kandidatenregion das Zinkfingerprotein 386, mit Zellzyklus assoziiert waren 19

Gene, darunter die Cycline A2 und B2, Cdc (cell division cycle) 2a, 20, 1, 5 und 8.

Das entsprechende bestregulierte Netzwerk umfasste 35 Gene, die alle differenzielle
Expression zwischen resistenten und BALB/c-Méusen nach Weibchenimplantation zeigten

(Abbildung 3.64):
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Abb. 3.64: Funktionelles Gennetzwerk im Vergleich resistenter Maiuse nach
Adultweibchenimplantation und nachfolgender Mikrofilarieninjektion mit BALB/c-Miusen
nach Adultweibchenimplantation und nachfolgender Mikrofilarieninjektion differenziell

exprimierter Gene. Baseline bei der Berechnung waren BALB/c-Miuse.
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3.9.2.5 Vergleich der stammesspezifischen Regulation der

Genexpression durch Scheinimplantation

Abb. 3.65: Venn-Diagramm durch Scheinimplantation

regulierter Gene bei resistenten und BALB/c-Mausen

BALB/c Resistente

Nach Scheinimplantation und Mikrofilarieninjektion war bei BALB/c gegeniiber alleiniger
Mikrofilarieninjektion eine differenzielle Regulation der Expression von 153 annotierten
Genen zu beobachten (vgl. Schmidt-Oehm 2006), wovon 55 heraufreguliert waren, darunter
CD3d, CD3g, CD40, CD8bl1, Ccr2, Igk-V28, Tcra, Terb-J und Terb-V13. Herunterreguliert
waren unter anderem CD177, Cx3cl, Cxcl7, IgM, Nfkbia, Ras and Rab interactor 3 sowie aus
der Kandidatenregion Igh-4, Igh-VJ558 und Zfyve21.

Bei den resistenten Tieren zeigten insgesamt nur elf annotierte Gene eine signifikante
Anderung ihrer Expression, exklusiv heraufreguliert war hier z. B. Cxcll. Als einziges Gen
war Hamp1 (hepcidin antimicrobial peptide 1) bei beiden Stimmen durch Scheinimplantation
in seinem Expressionsverhalten verdndert, wurde jedoch bei resistenten herauf-, bei BALB/c-

Maiusen herunterreguliert.
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3.9.2.6 Vergleich der stammesspezifischen Regulation der

Genexpression durch Adultweibchenimplantation

Abb. 3.66: Venn-Diagramm spezifisch durch Adult-
weibchen regulierter Gene bei resistenten und BALB/c-

Maiusen

BALB/c Resistente

An spezifisch durch Adultweibchen regulierten, d. h. im Vergleich von Adultweibchen-
implantation gegeniiber Scheinimplantation jeweils mit nachfolgender Mikrofilarieninjektion
differenziell exprimierten Wirtsgenen konnten fiir BALB/c nur sechs (vgl. Schmidt-Oehm
2006), fiir resistente Mause 47 annotierte Gene gefunden werden. Zwei Gene waren nach
Adultweibchenimplantation bei beiden Méusestimmen reguliert: Hells (helicase lymphoid
specific) und Rrm2 (ribonucleotide reductase M2) mit Funktionen in der
Lymphozytenentwicklung bzw. bei der DNA-Replikation. Beide Gene waren bei resistenten

Maiusen durch Adultweibchen herauf-, bei BALB/c-Méusen herunterreguliert.
Exklusiv bei resistenten Tieren herunterreguliert waren u. a. CD177, Cxcll, Ccl8 und aus der

Kandidatenregion Igh-VJ558, heraufreguliert waren bspw. Cyclin D2 und die Procollagene
Col3al und Col5a2.
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4 Diskussion

4.1 Vererbung der innaten Resistenz gegeniiber
injizierten Mikrofilarien von L. sigmodontis bei

Kreuzungen von DBA/1- und BALB/c-Miausen

DBA/1-Mause sind in der Lage, intravends injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis
teilweise schon innerhalb eines Tages nach der Injektion vollstandig aus dem peripheren Blut
zu eliminieren, wihrend sie im Blut von BALB/c-Méausen zum Teil mehr als einen Monat
zirkulieren (siehe auch Bereth 2000; Hoffmann ef al. 2001), so dass BALB/c als suszeptibel
und DBA/1 als innat resistent definiert werden. Als resistent werden fiir Kreuzungen von
DBA/1 und BALB/c im Folgenden Nachkommen angesehen, wenn vier Tage nach der

Injektion keine Mikrofilarien mehr im peripheren Blut nachweisbar waren.

Die Kreuzung eines BALB/c-Minnchens mit einem DBA/1-Weibchen brachte F1-
Nachkommen hervor, die alle wie DBA/1 innerhalb eines Tages nach der Injektion der
Mikrofilarien diese eliminiert hatten. Dieses ausschlieBliche Auftreten resistenter F1-
Nachkommen entspricht der 1. Mendelschen Regel (Uniformitétsregel) bei Annahme einer
dominanten Vererbung der Resistenz. Die F1 wurde mit BALB/c riickgekreuzt, worauf hin es
in der N2 zur Aufspaltung in resistente und suszeptible Tiere im Verhiltnis 1:1 kam. Die
prozentualen Anteile resistenter und suszeptibler Nachkommen aller folgenden
Riickkreuzungsgenerationen stimmten sehr gut oder exakt mit dem nach der 2. Mendelschen
Regel (Spaltungsregel) zu erwartenden Verhiltnis von 1:1 iiberein. Ein Intercross nur der
resistenten Tiere der N7 erbrachte resistente und suszeptible Nachkommen. Die
Riickkreuzung der resistenten Tiere dieser N7F1 mit BALB/c fiihrte fiir manche
Verpaarungen zu uniform resistenten Nachkommen, fiir andere jedoch auch zu wiederum in
resistente und suszeptible Tiere aufspaltenden Wiirfen. Elterntiere mit uniform resistenten
Nachkommen wurden als homozygot resistent betrachtet und es wurde mit diesen Tieren
untereinander verpaart die Zucht eines homozygot resistenten Inzuchtstammes begonnen.
Auch basierend auf der N14 wurde ein homozygot resistenter, momentan in Inzucht
befindlicher Stamm begriindet, daneben auch ein suszeptibler. Auch die Anteile resistenter
und suszeptibler Nachkommen fiir den Intercross heterozygot resistenter Tiere der N7 und
N14 entsprachen fast exakt einer hier zu erwartenden 3:1-Aufspaltung. Untereinander
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verpaart brachten sowohl als homozygot resistent wie auch als homozygot suszeptibel
betrachtete Tiere erwartungsgemill wiederum entweder nur resistente oder nur suszeptible

Nachkommen hervor.

Im hier vorgestellten Modell kann eine geschlechtsgekoppelte Vererbung ausgeschlossen
werden, da fiir die ersten Riickkreuzungsgenerationen BALB/c-Ménnchen, fiir die spiteren
jedoch BALB/c-Weibchen mit entsprechenden heterozygot resistenten Partnern verwendet
wurden, ohne dass dies Auswirkungen auf die Nachkommen gehabt hitte, was das Verhéltnis

von resistenten zu suszeptiblen Tieren und die Auspriagung der Phianotypen betrifft.

Aus den vorliegenden Kreuzungsergebnissen kann daher fiir die Vererbung der Resistenz
nach der hier verwendeten Definition sehr wahrscheinlich ein monogener, autosomaler und
dominanter Erbgang angenommen werden. Danach ist zwar noch eine Beteiligung mehrerer
unmittelbar benachbarter, gekoppelter Gene moglich, eine essenzielle Mitwirkung etwa auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisierter Gene kann jedoch ausgeschlossen werden.
Durch die serielle Riickkreuzung erhdlt man definitionsgemif bereits nach zehn Generationen
kongene Tiere, hier wurden diese Riickkreuzungen noch weitergefiihrt. In die Genomanalysen
gingen Tiere bis zur NI5 mit ein, die unter der Annahme einer rein rechnerischen
Homozygotie von rund 99.994 % aller rund 30 000 Gene des Mausegenoms theoretisch
lediglich in einem einzigen Gen oder Locus, dem Mikrofilaramieresistenzlocus (mfr), von den
suszeptiblen BALB/c abweichen. Auch wenn véllige (Iso-)Kongenitdt auf diesem Wege nicht
zu erreichen ist (Silver 1995), so ist doch von einem &dufBlerst geringen Grad genetischer
Abweichung zwischen resistenten kongenen und BALB/c-Miusen auszugehen. Damit
iibereinstimmend konnte durch die Kreuzungsversuche von DBA/2- und BALB/c-Miusen
gezeigt werden, dass es moglich ist, auf iiberwiegend resistentem genetischem Hintergrund
suszeptible Tiere zu erzeugen, was wiederum nicht fiir eine Beteiligung weiterer Gene oder
Loci spricht, auBerdem kann konkret eine Abweichung der riickgekreuzten resistenten Tiere
gegeniiber BALB/c im H-2-Haplotyp aufgrund der erfolgreich verlaufenen Haut-

transplantationen zwischen kongenen Tieren ausgeschlossen werden.
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4.2 Der Mikrofilaramieresistenzlocus mfr

Die genomweite Mikrosatellitenanalyse von 39 resistenten N2-Tieren aus der oben
beschriebenen Kreuzung von BALB/c und DBA/1 ergab hoch signifikante Zusammenhénge
(p < 0.001) zwischen den beobachteten Phinotypen und genetischen Markern auf den
Chromosomen 3 (D3Mit67), 9 (D9Mit336, DIMit355) und 12 (D12Mitl133, D12Nds2),
wobei die beiden Marker auf Chromosom 12 die rechnerisch geringsten Distanzen (2.56 bzw.
2.63 c¢cM) zum postulierten Mikrofilardmieresistenzlocus aufwiesen. In weitere Linkage-
Analysen gingen auch resistente Tiere hoherer Riickkreuzungsgenerationen ein, die teilweise
wie beschrieben theoretisch lediglich in einem einzelnen Gen, tatsdchlich eher nur einem
einzigen Chromosomenabschnitt, dem mfr (microfilaraemia resistance locus), von
suszeptiblen BALB/c abweichen. Auch bei diesen Tieren konnten fiir genetische Marker auf
Chromosom 12 Kopplungen mit mfr beobachtet werden. Am wahrscheinlichsten ist danach
eine Lage des mfr distal von D12Mitl133. Weitere Untersuchungen mit teilweise anderen
Markern fiir Chromosom 12 an insgesamt 255 resistenten und suszeptiblen N2-Tieren sowie
110 iiber 7 bis 15 Generationen riickgekreuzten Mausen ergaben eine wahrscheinliche Lage
von mfr zwischen D12Mitl133 und D12Mit144 nahe der Marker D12Nds2 und D12Mitl50,
d. h. zwischen 56 und 61 ¢cM oder 105.77 Mb und 114.86 Mb distal des Centromers in der
cytogenetischen F2-Bande.

Aufgrund der definitionsgemiB hohen genetischen Ubereinstimmung zwischen BALB/c- und
kongenen resistenten Mausen konnen daher Loci auf den Chromosomen 3 und 9 als primér
ursichlich fiir die genetische Determination der innaten Resistenz ausgeschlossen werden.
Loci auf diesen Chromosomen konnen allerdings als Modulatoren der Resistenz angenommen
werden. DBA/1-Méuse sowie die F1-Nachkommen der Kreuzung von DBA/1 und BALB/c
zeigen eine extrem schnelle Elimination injizierter Mikrofilarien hdufig innerhalb eines
Tages. Der Verlauf der Mikrofilarimien resistenter Tiere der nachfolgenden
Riickkreuzungsgenerationen ist bei Zusammenfassung der arithmetischen Mittel
demgegeniiber etwas verzogert, jedoch lassen sich bei verschiedenen hdheren
Riickkreuzungsgenerationen mehrere Untergruppen resistenter Tiere mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten des Mikrofilarienabbaus signifikant voneinander unterscheiden. Demnach
ist fir die Auspridgung einer Resistenz nach der hier verwendeten Definition, wonach das
periphere Blut resistenter Tiere vier Tage nach Injektion mikrofilarienfrei sein muss, alleine
der mfr auf Chromosom 12 bzw. dort das entsprechende Allel von DBA/1 verantwortlich und

essenziell. Die anderen Loci auf den Chromosomen 3 und 9 scheinen dann bei Vorhandensein
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ebenfalls des jeweiligen Allels von DBA/1 zu einer noch rascheren Eliminierung der
injizierten Mikrofilarien in definitionsgemdll resistenten Méusen beizutragen. Auch diese
DBA/1-Allele miissen sich dominant gegeniiber den entsprechenden BALB/c-Allelen
verhalten, da die F1 uniform einen ebenso ausgeprigten resistenten Phénotyp zeigt wie
DBA/1. Ahnliche Verhiltnisse konnten Ohno et al. (2002) fiir Infektionen mit dem
Nematoden Angiostrongylus costaricensis hinsichtlich der Unterschiede in der Mortalitét
ebenfalls in Laborméusen zeigen. Hier fiihrte eine genomweite Mikrosatellitenanalyse an F2-
Tieren der Kreuzung von A/J-Méusen, die eine Uberlebensrate von 90.5 % fiinf Wochen nach
der Infektion zeigen, mit SM/J-Miusen, die eine stark verminderte Uberlebensrate von
33.3 % aufweisen, zur Definition eines Angiostrongylus costaricensis nematode susceptibility
locus (Acsns) im telomeren Bereich von Chromosom 19, wobei zwei weitere Loci auf den
Chromosomen 13 und 17 epistatische Effekte auf die Uberlebensrate des Wirtes zeigen. In der
entsprechenden Region auf Chromosom 19 und der syntenen Region des humanen
Chromosoms 10 sind allerdings keine Gene lokalisiert, bei denen ein Einfluss der
Wirtsantwort bei Infektionen bekannt wire. Interessanterweise zeigte eine andere
Untersuchung an rekombinanten Inzuchtmiusen (SMXA RI) zwar ebenfalls eine Beteiligung
von Loci auf den Chromosomen 13 und 17, nicht jedoch des Acsns auf Chromosom 19,

sondern weiterer Loci auf den Chromosomen 6 und 10 (Ishih ez al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit traten in spéteren Generationen durch Rekombinationen sicher
andere Allelkombinationen der Loci auf den Chromosomen 3 und 9 auf, so dass diesbeziiglich
nur noch ein kleinerer Teil der Nachkommen mit DBA/1 oder der F1 {iibereinstimmte.
Moglicherweise kam es auch bei der Auswahl der Zuchttiere in jeder Generation zum Verlust
von DBA/1-Allelen der Loci auf den Chromosomen 3 und 9. Zur Vermeidung technisch
bedingt falscher Phinotypisierungen wurden in der Regel solcher Tiere zur Weiterzucht
verwendet, die sich bei moglichst hohem Ausgangswert der Mikrofilariendichte unmittelbar
nach der Injektion als nach zwei oder drei Tagen mikrofilarienfrei erwiesen. Tiere mit sehr
niedrigen Startwerten sowie bereits nach einem Tag nicht mehr nachweisbaren Mikrofilarien
wurden iblicherweise nicht zur Zucht eingesetzt, da hier auch technische Fehler denkbar

wéren, so etwa eine Injektion von wesentlich weniger als 50 000 Mikrofilarien.
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Abbildung 4.1: a) Ubersicht iiber das gesamte Chromosom 12 mit den cytogenetischen Banden. b) Ubersicht
iiber die zur Genomanalyse verwendeten Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 12. ¢) Detailansicht des fiir die
Lage des mfrr berechneten Chromosomenabschnittes mit einigen der dort lokalisierten Genen zwischen den

Mikrosatellitenmarkern D12Mit133 und D12Mit144.
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Momentan umfasst der entsprechende Abschnitt auf Chromosom 12 wie in Abbildung 4.1
dargestellt noch rund 6 cM. Die dort verzeichneten Gene sind nur ein kleiner Teil der in

dieser Region lokalisierten. NCBI Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/)

weist aktuell unter anderem die im Folgenden behandelten Gene fiir diesen

Chromosomenabschnitt aus, die damit zunichst als mogliche Kandidaten in Frage kommen.

In diesem chromosomalen Bereich liegen bspw. die Gene fiir Traf3 (TNF-Rezeptor-
assoziierter Faktor 3) und TNFaip (TNF-a-induziertes Protein). Traf3 ist ein wichtiger
Regulator der Interferon-Produktion bei einer Tyl-Immunantwort und spielt damit eine
wesentliche Rolle bei der innaten Immunantwort auf verschiedene Infektionen. TNF-a selbst
ist ein typisches Zytokin einer Tyl-Antwort, wie sie ja auch durch Mikrofilarien induziert
wird. Garside et al. (1996) sehen einen positiven Effekt von TNF-a in der Induktion von
Apoptose in helminthischen Parasiten. Von Makrophagen produziertes TNF aktiviert bei
muriner Schistosomiasis Eosinophile, die dann den Helminthen attackieren (Playfair &

Taverne 1987).

Jagged 2 ist ein Ligand fiir Notch-Rezeptoren (Shimizu et al. 2000). Notch wirkt unter
anderem protektiv bei iiber den T-Zell-Rezeptor vermittelter Apoptose von T-Zellen (Jehn et
al. 1999) und beeinflusst auch die T-Zelldifferenzierung in CD4"- und CDS8"- bzw. a-B- und
v-0-T-Zellen (Fowlkes & Robey 2002; Washburn et al. 1997), ebenso wie die Differenzierung
von myeloiden Stammzellen zu Granulozyten in vitro (Milner et al. 1996). Der Notch-
Signalweg beeinflusst auch die Auspragung v. a. einer Ty2-Immunantwort, so sind Mause mit
einem Defekt im Notch-Signaling von CD4'-T-Zellen nicht in der Lage, eine protektive
Immunantwort gegen den gastrointestinal parasitierenden 7richuris muris auszubilden (Tu et

al. 2005).

Akt 1 (PKB-a) ist eine Serin-Threonin-Kinase mit wesentlichen Funktionen in verschiedenen
zelluldren Prozessen. Durch Phosphorylierung aktiviertes Akt liefert Survivalsignale, die
Zellen vor durch Stress induzierter Apoptose schiitzen (Downward 1998). Eine Infektion mit
dem intrazelluldr parasitierenden Protozoon Toxoplasma gondii fiihrt beispielsweise iiber
Aktivierung von Akt in vitro wie in vivo zur Resistenz von Zellen gegeniiber verschiedensten

proapoptotischen Signalen (Kim & Denkers 2006).
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Cripl und Crip2 gehdren zu einer Gruppe cysteinreicher Proteine, die Einfluss auf das
Zytokingleichgewicht unter Bevorzugung eines Tp2-Millieus nehmen konnen. Thre starke
Expression in Zellen des Immunsystems im Vergleich zu sonstigen Zelltypen legt eine Rolle
in der Wirtsabwehr nahe (Hallquist, Khoo & Cousins 1996). Im Tiermodell fiihrt eine
Uberproduktion von Crip zu abnehmenden IFN-y- und IL-2-Konzentrationen, wohingegen

eine Zunahme von IL-6 und IL-10 zu beobachten ist (Lanningham-Foster ez al. 2002).

Siva (CD27 binding protein) kodiert ein proapoptotisches Protein, das fiir die in stimulierten
T-Zellen iiber den T-Zell-Rezeptor induzierte Apoptose (AICD = activation-induced cell
death) notwendig ist. Es hat einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitit von NF-xB und
spielt auch eine Rolle bei der peripheren Toleranz und T-Zell-Homeostase (Gudi et al. 2006).
CD27 gehort zu einer Familie cysteinreicher Rezeptoren unter anderem auf B-Zellen und
peripheren T-Zellen. Filarien induzieren die Freisetzung von l16slichem CD27 durch aktivierte
T-Zellen, insbesondere bei Elefantiasispatienten und mikrofilarienpositiven Individuen ist

hierfiir ein signifikanter Anstieg zu beobachten (Yazdanbakhsh et al. 1993).

Des Weiteren ist in der Kandidatenregion der Komplex der Gene fiir die schweren Ketten der
Immunglobuline lokalisiert, dies sind im einzelnen Igh-la (Serum-IgG2a), Igh-2 (Serum-
IgA), Igh-3 (IgG2b), Igh-4 (IgG1), Igh-5 (delta like heavy chain), Igh-6 (IgM), Igh-7 (IgE),
Igh-8 (IgG3), Igh-C (constant region), Igh-D (diversity region) und Igh-J (joining region). Als
Kandidatengen wire v. a. Igh-6 interessant, das fiir die schweren Ketten bei IgM kodiert.
Antikorper der Klasse IgM stellen den grofften Anteil sog. natiirlicher oder spontaner
Antikorper dar, d. h. solcher Antikorper, die v. a. von peritonealen B1-Zellen naiver Tiere
sekretiert werden, es sind allerdings auch solche vom Typ IgA und IgG beschrieben
(Avrameas 1991; Herzenberg & Kantor 1993). Natiirlichen Antikdrpern werden u. a. Rollen
in der innaten Immunantwort, der Antigenaufnahme, -prozessierung und -pridsentation
zugeschrieben (Ochsenbein ef al. 1999). Des Weiteren sind opsonierende Antikorper der
Klasse IgM in vivo notwendig fiir die durch Komplement vermittelte Phagozytose
apoptotischer Zellen (Ogden et al. 2005). In Igh—6'/'—Méiusen ist die Ausbildung einer
protektiven Tyl-Immunantwort in der frithen Phase einer experimentellen Salmonellen-
infektion beeintrachtigt, die Produktion von INF-y durch T-Zellen ist stark vermindert
(Ugrinovic et al. 2003).
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Bei all diesen Genen mit bekannten Funktionen, die eine Rolle bei der Vermittlung der
innaten Resistenz gegen injizierte Mikrofilarien moglich erscheinen lassen, sowie weiteren in
der Kandidatenregion lokalisierten Genen sind zwischen phéinotypisch resistenten und
suszeptiblen Tieren Unterschiede denkbar. Diese konnen als stille Mutationen ohne
Auswirkung und damit irrelevant fiir die Resistenz sein, wenn das Genprodukt trotz
Unterschieden in der DNA-Sequenz unveridndert bleibt, oder wenn bei neutralen Mutationen
ein leicht verdndertes Genprodukt keine andere Wirkung hervorruft. Solche zwischen
BALB/c und kongenen resistenten Tieren polymorphen Gene scheiden dann als Kandidaten
aus. Ebenso kann jedoch auch eine nur eingeschrinkte Funktionalitit bis zum kompletten
Verlust der Wirksamkeit eines der Genprodukte die Folge sein, genauso wie auch bei
gleichem Produkt dessen Menge verdndert sein kann, d. h. die phénotypisch unterschiedlichen
Tiere weisen auch eine unterschiedliche Expression der betreffenden Gene auf. Denkbar ist
auch ein volliger Verlust des Genprodukts durch eine Nonsene-Mutation. Aufgrund der
bisherigen Genomanalysen ist noch keine weitere Festlegung auf einzelne, wahrscheinliche
Kandidatengene moglich, die entsprechenden Datenbanken wie die der Jackson Laboratories
weisen in diesem Bereich auch keine bekannten Polymorphismen zwischen BALB/c und
DBA/1 aus, jedoch lassen sich fiir einzelne Gene teilweise Zusammenhidnge zwischen

Genom- und Genexpressionsanalysen annehmen.

4.3 Genexpression mfr-kongener Miuse bei

unterschiedlichen Infektionsstatus

Die Genexpression von Mikrofilardmie-resistenten Méusen sowie von suszeptiblen BALB/c-
Maiusen wurde mittels cDNA-Microarrays vor und nach Mikrofilarieninjektion untersucht. In
einem weiteren Experiment wurde die Genexpression beider Miusestimme bei gleichzeitiger
Anwesenheit von adulten Filarienweibchen und nachfolgend injizierten Mikrofilarien

analysiert.

In naivem Zustand konnten nur wenige, aber moglicherweise wesentliche Unterschiede in
der globalen Genexpression zwischen resistenten und BALB/c-Mausen festgestellt werden.
Lediglich 22 Gene wiesen hier eine differenzielle Expression auf, darunter interessanterweise

das in der Kandidatenregion lokalisierte Jagged 2, das bei BALB/c vermehrt exprimiert war,
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sowie der mit dem ebenfalls in der Kandidatenregion liegenden Aktl assoziierte
Tumorsuppressor Pten, der bei resistenten Tieren stidrkere Expression aufwies. Der Akt-
Signalweg spielt unter anderem eine wichtige Rolle hinsichtlich des Uberlebens von T-Zellen,
wobei antiapoptotische Signale u. a. iiber CD28 vermittelt werden (Jones et al. 2002). Pten
hat hierzu eine antagonistische Rolle und fiihrt damit zu apoptotischen Prozessen (Stambolic
et al. 1998; Maehama & Dixon 1998). Ebenfalls bei naiven resistenten Tieren stirker
exprimiert waren der Apoptose-Regulator Cflar (cFlip), der die Signaliibertragung {iber
Todesrezeptoren inhibiert und fiir das Uberleben und die Proliferation von T-Zellen nach
Stimulation tiber den T-Zell-Rezeptor notwendig ist (Budd, Yeh & Tschopp 2006), Cyclin
D2, das im Besonderen bei B-Zellen den Ubergang des Zellzyklus von G1- und S-Phase
induziert (Reid & Snow 1996), sowie S100a8 und S100a9 (Calgranulin A und B), die unter
inflammatorischen Bedingungen von Neutrophilen freigesetzt werden und in verschiedenen
Zelltypen Apoptose induzieren (Nakatani et al. 2005). Die differenzielle Expression so
weniger Gene bei gleichzeitiger Konzentration auf immunologisch relevante oder in der
Kandidatenregion lokalisierter bzw. mit solchen assoziierter Gene spricht fiir einen tatsdchlich
sehr hohen Grad der Ubereinstimmung der kongenen Stimme hinsichtlich Genetik wie auch

Genexpression.

Durch Scheinbehandlung, d. h. die alleinige Injektion von RPMI ohne Mikrofilarien, waren
bei resistenten wie bei BALB/c-Miusen weit iiber 200 Gene gegeniiber den naiven Tieren
differenziell exprimiert. Bei beiden Stimmen gleichermallen heraufregulierte Gene, die damit
als unspezifisch durch den operativen Eingriff reguliert angesehen werden konnen, waren
unter anderem das proinflammatorische IL-1f3, CD79b (Igf), das neben Iga eine Untereinheit
des B-Zell-Antigenrezeptors darstellt und wie dieses fiir volle Funktionalitdt von B-Zellen
essenziell ist (Wienands & Engels 2001) sowie beide oben genannten S100-Proteine.
Interessanterweise bei beiden Stdmmen durch Scheinbehandlung ebenfalls heraufreguliert
waren zugleich die Transkriptionsfaktoren Fos und JunB wie auch die Zellzyklusregulatoren
Cdknla (p21, Cipl) und Cdknlb (p27, Kipl) und der Tyl-assoziierte Csfr3 (= CD114), ein
Rezeptor fiir den Colony stimulating factor CSF. CSF bewirkt z. B. in Makrophagen als
Reaktion auf mitogene Stimuli ein Fortschreiten des Zellzyklus von der G1- zur S-Phase,
wobei auch IL-1f auf Makrophagen stimulierend auf die Ausbildung einer inflammatorischen
Immunantwort wirkt und diese auch an der Angiogenese und Gewebsrekonstruktion nach
kutanen Verletzungen, wie sie auch bei den Scheinbehandlungen auftreten, beteiligt sind

(Chen, Mo & Lau 2001). CSF-abhéngig erfolgt die Transkription der ,,immediate early“-Gene
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Jun und Fos sowie Cyclin D (Roussel 1997). Jun wirkt supprimierend auf die Zellproliferation
(Passegué & Wagner 2000), ebenso unterbinden p21 und p27 ein Fortschreiten des Zellzyklus
(Liu et al. 2006). Bei resistenten wie auch BALB/c-Méusen herunterreguliert war der durch
NF-«B induzierte Chemokinrezeptor Cxcr4d (Helbig et al. 2003), der als Co-Rezeptor fiir die
Invasion von HIV in T-Zellen fungiert und bei den verschiedensten Formen von
Tumorerkrankungen heraufreguliert ist (Balkwill 2004), auBerdem in vitro vermehrte
Migration, Invasion und Uberleben von Tumorzellen vermittelt (Kulbe et al. 2004).

Als stammesunabhéngig durch die Scheinbehandlung induziert kann somit hauptsichlich eine
deutliche Regulation proinflammatorischer Gene festgehalten werden, deren Produkte
allgemein eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung chirurgischen Stresses spielen (Ono &
Mochizuki 2000), sowie eine Beeinflussung mit der Regulation des Zellzyklus assoziierter

Gene.

Deutlich gegenteilige Regulation erfuhren verschiedene Hitzeschockproteine, die bei BALB/c
durch die Scheinbehandlung sehr stark herunter-, bei resistenten Tieren in gleichem Maf3e
heraufreguliert wurden. Hitzeschockproteine erfiillen wichtige Aufgaben u. a. beim Aufbau
von Proteinkomplexen, so dass einige Hitzeschockproteine auch beim Aufbau der fiir die
Antigenerkennung verantwortlichen Immunglobuline und des T-Zell-Rezeptors ebenso wie
Genprodukte des MHC beteiligt sind und eine wichtige Rolle bei der intrazelluldren
Antigenprozessierung spielen (Ziigel & Kaufmann 1999). Nur bei resistenten Tieren waren
nach Scheinbehandlung Cyclin D2, Pten und Jagged 2 sowie Igh-4 und Igh-6 heraufreguliert.
Der Vergleich resistenter Tiere nach Scheinbehandlung mit den entsprechenden BALB/c-
Maiusen ergab 378 differenziell exprimierte Gene und dabei auch deutliche Unterschiede in
der Regulation verschiedener in der Kandidatenregion lokalisierter Gene, so bei Cripl, Igh-4
und -6 sowie die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase Wars, dariiber hinaus fiir IL-6-Rezeptor und
TNFRSF6. Das inflammatorische Zytokin IL-6 wird unter anderem auf Stimulation durch
Mediatoren wie IL-1 hin gebildet und wirkt wie darauthin ebenfalls ausgeschiittete
Chemokine oder CSF mit bei der B- und T-Zell-Differenzierung und -Aktivierung, der
Héamatopoese und der Extravasation von Leukozyten (Mantovani, Bussolino & Dejana 1992).
Somit reagieren die kongenen Stdmme deutlich unterschiedlich auf einen operativen Eingriff
hinsichtlich der Expression vor allem von Genen, die mit der Regulation von Apoptose bzw.
Zell-Survival und des Zellzyklus sowie mit der Funktionalitit von Immunzellen und

verschiedenen Immunglobulinen assoziiert sind.
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Nach Mikrofilarieninjektion waren zwischen resistenten und BALB/c-Miusen 80 Gene
differenziell exprimiert, darunter IL-1B und erneut beide S100a8 und S100a9. Die
Netzwerkanalyse ergab allerdings kaum funktionale Zusammenhdnge zwischen den
regulierten Genen, so dass hier kein deutliches Expressionsprofil zu erkennen ist. Durch die
Mikrofilarieninjektion wurde bei resistenten Tieren die Expression von nur 22 Genen
beeinflusst, wohingegen bei BALB/c 204 Gene nach Mikrofilarieninjektion gegeniiber
Scheinbehandlung differenziell exprimiert waren. Unter den exklusiv bei BALB/c
heraufregulierten Genen fanden sich eine Vielzahl immunologisch relevanter Oberfldchen-
molekiile (CD = cluster of differentiation) sowie Cyclin D2, Pten, Akt2, zwei T-Zell-
Rezeptorgene und die regulatorische Untereinheit Pik3r1 der Phosphatidylinositolkinase Pik3,
die aktivierend auf den Akt-Signalweg wirkt (Kops & Burgering 1999).

Exklusiv bei resistenten waren nur sehr wenige Gene reguliert, darunter das heraufregulierte
CD28, das neben seiner Bedeutung im Akt-Signalweg eine wichtige Rolle im frithen Stadium
der T-Zell-Aktivierung, fiir das Uberleben der T-Zellen und fiir die Ausbildung einer Ty2-
Immunantwort spielt (Lenschow, Walunas & Bluestone 1996; Allegre, Frauwirth &
Thompson 2001).

Die Clusteranalyse aller in zumindest einem Vergleich differenziell regulierter Gene ergab
mehrere Cluster von Genen, deren Expressionsverldufe sich nach verschiedenen
Behandlungen deutlich zwischen resistenten und BALB/c-Médusen unterscheiden. Hierunter
fielen etliche mit Zellzyklus, Transkription und Translation assoziierte Gene sowie
Hitzeschockproteine, also Gene mit grofiteils sehr allgemeinen regulatorischen Funktionen,

jedoch beispielsweise nur wenige vor allem immunologisch bedeutsame Gene.

Somit scheinen nach diesen Ergebnissen fiir mfr-kongene Mause Genexpressionsunterschiede
unter anderem bei Genen des Akt-Signalweges sowie weiteren Apoptose bzw. Survival
vermittelnden Genen wesentlich zu sein, dariiber hinaus sind auch verschiedene Regulatoren
der Tyl-/Tu2-Balance betroffen, sowie mit der Differenzierung, Aktivierung und
Funktionalitdt von T- und B-Zellen und allgemein mit der Regulation des Zellzyklus

assoziierte Gene.

Stammesunabhéngig fiihrten die Eingriffe zur vermehrten Expression vieler Tyl-assoziierter
Gene, wie dies durch die Operation selbst wie auch durch mogliches Einbringen von
Pathogenen zu erwarten ist. Da sich resistente und suszeptible Tiere bereits zwei Stunden

nach der Mikrofilarieninjektion durch in vielen Generationen signifikant niedrigere
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Mikrofilariendichten gegeniiber den suszeptiblen Tieren auszeichnen, sind konstitutiv schon
zwischen naiven Tieren differenziell exprimierte Gene hier als Kandidaten fiir die
Vermittlung der Resistenz besonders viel versprechend, so das bei BALB/c stirker
exprimierte antiapoptotische Jagged 2, das in der Kandidatenregion liegt, sowie das bei
Resistenten stirker exprimierte, proapoptotische Pten, das in unmittelbarem funktionellen
Zusammenhang mit dem ebenfalls in der Kandidatenregion lokalisierten Akt steht. Interessant
ist die Beobachtung, dass bei beiden kongenen Stimmen durch Scheinbehandlungen die
Expression @hnlich vieler Gene reguliert wurde, auf eine Mikrofilarieninjektion hin aber bei
BALB/c anndhernd 10-mal so viele Gene eine verdnderte Genexpression aufwiesen wie bei
resistenten Tieren. Wiirde man davon ausgehen, dass die Resistenz eine Besonderheit des
einen kongenen Stammes ist, dann ldge der Schluss nahe, dass bei resistenten Mausen fiir die
Ausprigung des resistenten Phinotyps wesentliche Gene bereits durch einen unspezifischen
Stimulus induziert oder inhibiert werden. Nun sind bei einer innaten Immunantwort
differenziell exprimierte Wirtsgene nicht nur eine Folge regulatorischer Prozesse von Seiten
des Wirtes als Reaktion auf Pathogene und andere Stimuli, sondern beschreiben auch die von
Pathogenen angewandten Strategien, die Immunantwort des Wirtes zu umgehen (Nau et al.
2002). Wenn man bedenkt, dass tatsdchlich nicht die Resistenz, sondern vielmehr die
Suszeptibilitdt gegeniiber Mikrofilarien von L. sigmodontis eine Ausnahme unter den immun-
kompetenten Labormausstimmen darstellt (Hoffmann ez al. 2000), erscheint die Annahme
logischer, dass unter der Vielzahl nach Mikrofilarieninjektion differenziell exprimierter Gene
solche sind, die bei BALB/c spezifisch durch Mikrofilarien reguliert werden und
Suszeptibilitdit vermitteln. Unter diesen nur bei BALB/c durch Mikrofilarieninjektion
induzierten Genen finden sich wiederum unter anderem Pten sowie Akt2 und Pik3rl, daher
kann zumindest eine Beteiligung des Akt-Signalwegs an der Auspragung von Resistenz oder
Suszeptibilitdit vermutet werden. Allerdings sind fiir Akt und Pi3k bislang zwar vielfaltige
Rollen bei der Regulation von Angiogenese (Somanath et al. 2006) und der Kontrolle von
Tumoren mit Ansatzmdglichkeiten fiir die Entwicklung von Krebsmedikamenten (Hennessy
et al. 2005), bei der innaten Immunantwort gegen Viren (Noyce, Collins & Mossman 2006),
bei bakteriellen Infektionen mit Porphyromonas gingivalis (Urnoway et al. 2006) sowie bei
Infektionen mit protozoischen Parasiten wie 7. gondii (Kim & Denkers 2006), Trypanosoma
cruzi (Wilkowsky et al. 2001) und Theileria parva (Kuenzi, Schneider & Dobbelaere 2003;
Dobbelaere & Kuenzi 2004) beschrieben, fiir Infektionen mit metazoischen Pathogenen in
Vertebraten liegen jedoch (noch) keine Publikationen iiber einen Einfluss des Akt-

Signalweges auf den Infektionsverlauf vor. Neben dem Akt-Signalweg scheinen dariiber
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hinaus Mechanismen involviert zu sein, die iiblicherweise eher der adaptiven Immunantwort
zugerechnet werden, auch wenn z. B. fiir B-Zellen wichtige Funktionen auch fiir die innate
Immunantwort beschrieben sind (Brigandi et al. 1996; Rotman et al. 1996; Herbert et al.
2000).

Nach Scheinimplantation in das Peritoneum und einer Woche spéter erfolgter intravendser
Injektion von Mikrofilarien, zeigten resistente Miuse nur flir sehr wenige Gene eine
differenzielle Genexpression, so fiir das heraufregulierte, inflammatorische Makrophagen-
protein Mip2 (= Chemokinligand Cxcll), das unter Tyl-Bedingungen nach der auf
chirurgische Manipulation der Peritonealh6hle oder experimentelle abdominale Sepsis
folgenden Einwanderung von CD4 " -a-B-T-Zellen mit der Bildung von Adhésionen assoziiert
ist (Chung et al. 2002), bei Tumorerkrankungen Angiogenese fordert (van Damme, Struyf &
Opdenakker 2004) und allgemein als Chemoattraktans fiir Neutrophilen wirkt (Driscoll 1994).
Ebenso war der Apoptose-Inhibitor Birc5 (Survivin) heraufreguliert, der bei experimentellen
Arterienverletzungen vermehrt in vaskuldren Zellen exprimiert wird und dadurch Apoptose
und Kaspaseaktivierung inhibiert (Blanc-Brude et al. 2002). Bei BALB/c hingegen waren
etwa 15-mal so viele Gene von einer Expressionsdnderung betroffen, darunter Gene fiir den
T-Zell-Rezeptor, das fiir die Signaltransduktion liber den T-Zell-Rezeptor notwendige CD3
(Kappes, Alarcon & Regueiro 1995), der B-Zell-Oberflichenmarker CD40, CD8b1, mehrere
Immunglobulingene, darunter auch solche aus der Kandidatenregion (Igh-4, Igh-VJ558) und
IgM, sowie der Chemokinrezeptor Ccr2, der eine wesentliche Rolle bei der Rekrutierung von
Monozyten nach experimentellen vaskuldren Verletzungen und der Entstehung von
Arteriosklerose spielt (Charo & Taubman 2004), ebenso wie Cx3cl (Bursill, Channon &
Greaves 2004). Das von Thrombozyten produzierte Cxcl7 lockt Neutrophile an
Entziindungsorte und reguliert deren Adhésion (Schenk ef al. 2002). Der Vergleich resistenter
und suszeptibler Tiere nach Scheinimplantation ergab neben den beschriebenen Genen noch
weitere mit einer deutlich unterschiedlichen Expression, so unter anderem fiir das T- und B-
Zelloberflaichenmolekiil CDS5, fiir Cxcl14 (BRAK), ein Chemoattraktans fiir dendritische
Zellen (Shellenberger et al. 2004), das chemotaktische Monozytenprotein Ccl8 (MCP-1; van
Damme, Struyf & Opdenakker 2004), das in inflammatorischer Umgebung von
Endothelzellen produzierte, Chemoattraktion und Adhésion vermittelnde Cx3cll (Imai ef al.
2005) sowie Bcl-2-like 1, das in die Vermittlung von Apoptose involviert ist (Gulbins,
Drescher & Bock 2003).
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Durch Scheinimplantation wurden also deutlich unterschiedliche Muster differenzieller
Genexpression bei resistenten und suszeptiblen Mausen induziert, die praktisch keinerlei
Ubereinstimmung aufweisen. Bei BALB/c wurde eine Expressionsinderung vieler Gene fiir
Chemokine sowie bereits als in Zusammenhang mit operativen Eingriffen stehend
beschriebener Proteine induziert, wihrend resistente Tiere erstaunlicherweise praktisch nicht
auf den Eingriff reagierten. Moglicherweise wird bei ihnen bereits durch Mikrofilarien ein
entsprechendes Expressionsprofil induziert, wihrend Mikrofilarien in BALB/c aktiv die
Induktion bzw. Inhibierung der betroffenen Gene verhindern und so ein ihr Uberleben
sicherndes Milieu schaffen konnen. Von daher sind auch die bei den Scheinimplantationen zu
beobachtenden Unterschiede in der Genexpression zwischen resistenten und BALB/c-Méusen
moglicherweise wesentlich fiir das Verstindnis der innaten Resistenz gegen injizierte

Mikrofilarien.

Interessant sind die im Vergleich zu den Scheinimplantationen umgekehrten Verhéltnisse bei
den Adultweibchenimplantationen. Hier waren bei resistenten Tieren exklusiv etwa 10-mal
so viele annotierte Gene reguliert wie bei BALB/c. Durch Implantation von Adultweibchen
wird in BALB/c keine Modifikation des Phédnotyps erreicht, diese bleiben weiterhin
suszeptibel gegeniiber injizierten Mikrofilarien. In genetisch resistenten Tieren hingegen
induzieren adulte Weibchen eine Suszeptibilitit gegeniiber nachfolgend injizierten
Mikrofilarien. Wéhrend in BALB/c also bereits eine fiir die Mikrofilarien positive Umgebung
herrscht, bewirkt in resistenten Méausen erst die Immunmodulation adulter Weibchen ein
Uberleben der Mikrofilarien (Hoffmann et al. 2001; Schumacher 2002). Dies l4sst vermuten,
dass in BALB/c keine wesentliche Beeinflussung des Genexpressionsprofils durch adulte
Weibchen notwendig ist, um eine das Uberleben der Mikrofilarien fordernde Umgebung zu
schaffen, wiihrend bei resistenten Tieren die Notwendigkeit einer deutlichen Anderung der
Genexpression Resistenz vermittelnder Gene fiir die Schaffung einer fiir die Mikrofilarien
giinstigen Umgebung mdoglich erscheint. Solche exklusiv bei resistenten Tieren durch
Adultweibchenimplantation regulierten Gene waren unter anderem das heraufregulierte
Cyclin D2, das hingegen exklusiv bei BALB/c bereits nach Mikrofilarieninjektion
heraufreguliert war. Nur bei resistenten Mausen durch Adultweibchen herunterreguliert war
der inflammatorische Chemokinligand Cxcl1 (Gro), der nach Scheinimplantation exklusiv bei
resistenten heraufreguliert war. Aus der Kandidatenregion war Igh-VI558 zugleich mit drei
Probesets herunterreguliert. Am stérksten bei resistenten Méusen herunterreguliert war

CD177, das bereits durch Mikrofilarieninjektion nur in BALB/c-Miusen herunterreguliert
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wurde. CD177 mit den Allelen NB1 und PRV-1 kodiert fiir das humane Neutrophilenantigen
2a und ein Protein, das bei einer bestimmten Form myeloproliferativer Erkrankungen auf
Neutrophilen stark tiberexprimiert ist (Caruccio et al. 2006). Im direkten Vergleich zwischen
resistenten und BALB/c-Miusen bestanden unter anderem deutliche Unterschiede in der
Expression von IL-1PB, einer Immunglobulin-A-Kette, einem Pik3-Peptid und verschiedenen
Zellzyklusregulatoren. Schwicher exprimiert bei resistenten war auch das Zinkfingerprotein
Bcll1b (B-cell lymphoma/leukaemia 11b), das fiir die Differenzierung und das Uberleben von
a-B-T-Zellen essenziell ist (Wakabayashi et al. 2003). Aus den Ergebnissen der Adult-
weibchenimplantationen kann daher vermutet werden, dass auch Neutrophile und T-Zellen
neben der Regulation des Tyl-/Ty2-Milieus und des Zellzyklus sowie der Akt-Pathway
entweder aktiv an der Eliminierung von Mikrofilarien in Laborméusen beteiligt sind oder aber

zumindest durch diese in der Expression der korrespondierenden Gene beeinflusst werden.

4.4 Beteiligung verschiedener Zelltypen an der

innaten Resistenz gegen Mikrofilarien

In FACS-Analysen wurden eine Vielzahl verschiedener Zelltypen des peripheren Blutes von
suszeptiblen und resistenten Méusen vor und nach Mikrofilarieninjektion sowie nach L3-
Infektion untersucht, auBerdem wurde unabhingig hierzu noch die Leukozytendichte nach
L3-Infektion bestimmt. Die Leukozytenzahlen resistenter und suszeptibler Méuse stimmten
dabei stimmten fast exakt iiberein, daher erscheint es gerechtfertigt, auch die sich aus den
FACS-Analysen ergebenden relativen Anteile einzelner Leukozytenpopulationen zwischen

resistenten und suszeptiblen Méusen direkt gegeniiberzustellen und als absolut zu betrachten.

In naivem Zustand lag der Anteil der Monozyten, damit auch der Vorldufer der Makrophagen,
bei resistenten Tieren deutlich {iber dem bei suszeptiblen Tieren. Makrophagen kommt bei
verschiedenen lymphatischen Filariosen eine Schliisselrolle fiir den Verlauf der Infektion zu.
Tote oder absterbende Filarien aktivieren Makrophagen auf dem klassischen Weg und fiihren
hierdurch zu einem Tyl-dominierten Milieu, wiahrend vitale Wiirmer Produkte sekretieren,
die alternative Aktivierung von Makrophagen und ein Ty2-Milieu bewirken (Allen & Loke
2001), was dann allerdings in den Bereich der adaptiven Immunantwort fillt. In vitro sind

Makrophagen von Mongolischen Rennméusen oder Laborméusen in der Lage, Mikrofilarien
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von A. viteae oder B. pahangi abzutdten (Haque et al. 1980%; Karavodin & Ash 1982), wobei
vor allem Sauerstoffradikale und Stickoxidverbindungen als Effektoren angenommen werden,
auch wenn diese Substanzen fiir sich alleine eine mikrofilarizide Wirkung teilweise nur in
hohen Konzentrationen bzw. nach langem Kontakt der Mikrofilarien zeigen (Thomas,
McCrossan & Selkirk 1997). In vivo konnte bei natiirlichen Infektionen mit L. sigmodontis in
CBA/N-Méusen, welche die xid-Mutation (x-linked immune deficiency, ein Defekt im
btr-Gen fiir Brutons Tyrosinkinase) tragen, eine stark verminderte Eliminierung von
Mikrofilarien gegeniiber Wildtyptieren festgestellt werden (Al-Qaoud, Fleischer & Hoerauf
1998). Wurde dies oft hauptsdchlich einem Defekt der Entwicklung und Funktion von B-
Zellen, im Besonderen B1-Zellen, zugesprochen (u. a. Paciorkowski et al. 2000), so legen
andere Untersuchung doch zumindest eine Beteiligung von Makrophagen hierbei nahe, wenn
sie nicht gar als Haupteffektorzellen angesehen werden miissen (Mukhopadhyay ez al. 1999',
1999%). Somit scheinen Makrophagen sowohl in der innaten Immunantwort gegen isolierte
Mikrofilarien wie auch bei chronischen Filariosen wichtige Aufgaben zuzukommen. In
unseren Versuchen konnte nach Injektion von Mikrofilarien von L. sigmodontis jedoch kein
Unterschied in der Resistenz von MARCO”-Miusen auf resistentem C57BL6-
Hintergrundgenom gegeniiber den Wildtyptieren festgestellt werden. MARCO™-Miuse
weisen einen Knockout in einem zur Pathogenerkennung und auch zur Rekrutierung von
Makrophagen wesentlichen Oberflachenrezeptor von Makrophagen sowie wenigen weiteren
Zelltypen auf. Entsprechende Makrophagen zeigen stark verminderte phagozytotische
Aktivitit und Pathogenerkennung und sind damit funktionell sehr stark eingeschrankt
(Yamada et al. 1998). Daher sind Makrophagen in vivo an der Eliminierung injizierter
Mikrofilarien von L. sigmodontis durch immunkompetente Labormause zwar moglicherweise

beteiligt, nicht jedoch essenziell bzw. ursichlich fiir die Resistenz.

NK-Zellen wurden bislang eher mit der innaten Immunitdt gegen Viren, Bakterien und
Protozoen in Verbindung gebracht, Korten ez al. (2002) beschrieben jedoch eine Assoziation
von NK-Zellen mit der Immunantwort von Midusen gegen L. sigmodontis bei natiirlichen
Infektionen. Depletion von NK-Zellen fiihrte in ihren Versuchen in vivo zu einer starken
Zunahme der Adultwurmlast. Auch bei der Kontrolle von intestinal parasitierenden
Helminthen sind NK-Zellen von Bedeutung. Wahrend zundchst vermutet wurde, dass 1L-13,
dem hier eine zentrale Rolle fiir die Kontrolle der Infektion zukommt, von T-Zellen
produziert wird, so wiesen McDermott et al. (2005) seine Herkunft von im intestinalen

Epithel lokalisierten NK-Zellen nach. Murine Leishmaniosen mit L. major fiithren bei
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Maiusestimmen mit einer frithen NK-Zell-Antwort zur raschen Ausbildung einer Tyl-
Immunantwort, wie sie auch fiir alleinige Mikrofilarieninfektionen typisch ist, wéhrend
andere Mdusestimme ohne friihe NK-Zell-Antwort ein schiitzendes Tyl-Milieu erst spéter
aufbauen und eine progressive, fatale Infektion erleiden (Scharton-Kersten & Scott 1995).
Auch die Ergebnisse der FACS-Analysen in der vorliegenden Arbeit zeigen Unterschiede
hinsichtlich NK-Zellen zwischen resistenten und suszeptiblen Miusen. Sowohl in naivem
Zustand wie auch nach Injektion von Mikrofilarien waren bei resistenten die Anteile von NK-
Zellen signifikant hoher, so dass eine Beteiligung von NK-Zellen an der Vermittlung der

innaten Resistenz gegen Mikrofilarien von L. sigmodontis moglich erscheint.

Die Zahl der im peripheren Blut befindlichen Granulozyten war bei naiven mfr-kongenen
Tieren gleich. Nach Mikrofilarieninjektion nahm sie bei beiden Méusestimmen zu, lag dann
jedoch bei resistenten Tieren signifikant tiber dem Wert der suszeptiblen. Die besonders von
neutrophilen Granulozyten gebildeten Proteine S100a8 und S100a9 wiesen bei naiven
resistenten Tieren eine deutliche stirkere Genexpression auf als bei den suszeptiblen. In vitro
umgeben Neutrophile O. volvulus-Mikrofilarien binnen 18 Stunden nach Kontakt vollig
(Gillette-Ferguson et al. 2004). Ausschlaggebend scheint hier eine Stimulation durch die
endosymbiontischen Wolbachien zu sein. Die Mikrofilarien von L. sigmodontis enthalten
ebenfalls Wolbachien, so dass eine dhnliche Granulozytenaktivierung mit darauf folgender

Beteiligung an der Eliminierung der Mikrofilarien auch hier denkbar ist.

Deutliche Unterschiede in den T-Zell-Populationen waren bereits bei naiven kongenen
Tieren nachzuweisen. Bei resistenten Tieren war der Anteil von aktivierten Ty-Zellen und
Twmemory-Zellen (CD4"CD44") signifikant hdher als bei suszeptiblen. Dementsprechend wiesen
suszeptible Miuse einen signifikant groBeren Anteil naiver Ty-Zellen (CD4'CD44") auf. Nach
Mikrofilarieninjektion waren die Verhiltnisse umgekehrt, hier waren die Anteile von Ty-
Zellen (CD4"), von Memory- und Effektor-T-Zellen (CD4 CD62L low) und von aktivierten
zytotoxischen CD8a’- und CD8b'-T-Zellen nun bei suszeptiblen Tieren deutlich erhoht
gegeniiber den resistenten. Ebenfalls deutlich hher waren bei suszeptiblen Tieren die Werte
fiir die Expression von CD8a, d. h. dieser Zelltyp wies bei ihnen eine deutlich stirkere
Aktivierung auf als bei resistenten Méusen. Aoki ef al. (1998) beschreiben eine wesentliche
Beteiligung vor allem von CD4"-T-Zellen an der innaten Resistenz und Pathogenese von
Maiusen bei Infektionen mit Larven von A. cantonensis, wobei eine Behandlung mit

Antikorpern gegen CD4 bei resistenten wie suszeptiblen Maédusestimmen zu hoheren
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Uberlebensraten der Wiirmer und durch Suppression einer Eosinophilie zu geringerer
Pathologie fiihrte. Nach Depletion von CD4"-Zellen in C57BL/6-Miusen und nachfolgender
Infektion mit A. cantonensis beobachteten Lee et al. (1996) cbenfalls eine hdhere
Uberlebensrate, die Depletion von CD8"-Zellen fiihrte zu einer verstirkten Eliminierung der
Wiirmer. Im Gegensatz zu diesen Verdffentlichungen und zu den Ergebnissen der FACS-
Analysen konnten durch die Kreuzung T-Zell-defizienter Nude-Méuse mit BALB/c.DBA/1-
mfr allerdings Nachkommen erzielt werden, die bei phidnotypisch ersichtlicher Homozygotie
fiir das nude-Allel dennoch einen deutlich resistenten Phinotyp aufwiesen. Somit kann fiir T-
Zellen zwar durchaus eine Beteiligung an der innaten Immunantwort auch gegeniiber
Mikrofilarien von L. sigmodontis vermutet werden, jedoch scheinen sie fiir eine erfolgreiche

Eliminierung der Mikrofilarien nicht essenziell zu sein.

Die Ergebnisse der Mikrofilarieninjektionsversuche an Iga”-Miusen und ihren Kreuzungen
mit BALB/c.DBA/1-mfr sprechen hingegen deutlich fiir einen Einfluss eines homozygot
vorliegenden Knockouts von Iga auf den Phinotyp genetisch resistenter Mause und damit fiir
eine Beteiligung von B-Zellen an der Vermittlung der innaten Resistenz gegen Mikrofilarien
von L. sigmodontis. Die Arbeiten von Brigandi et al. 1996, Rotman et al. 1996 und Herbert et
al. 2000 zeigten ebenfalls eine Beteiligung von B-Zellen an der Vermittlung der innaten
Resistenz gegen Helminthenlarven, dort gegen solche von Strongyloides stercoralis. In den
FACS-Analysen war nach Mikrofilarieninjektion ein deutlich hoherer Anteil immaturer sowie
ein deutlich niedrigerer Anteil reifer B-Zellen an der gesamten B-Zell-Population bei
resistenten gegeniiber suszeptiblen Tieren nachweisbar, bei naiven Tieren hingegen konnten
keine Unterschiede beobachtet werden. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die B-
Zellen bei suszeptiblen Tieren in irgendeiner Form in ihrer Funktionalitéit eingeschrénkt sind,
weswegen auf eine Stimulation durch Mikrofilarien hin als Kompensation eine im Vergleich
zu resistenten Tieren verstirkte Reifung von B-Zellen erfolgt, die jedoch nicht zur
Eliminierung der Mikrofilarien beitragen kann. Hierzu passen sehr gut die Ergebnisse der
Phino- und Genotypisierung von Nachkommen der Kreuzung von SCID-Médusen mit
BALB/c.DBA/1-mfr. Hier konnte gezeigt werden, dass fiir den mfrr heterozygote Tiere
existieren, die erwartungsgemill einen resistenten Phénotyp zeigen sollten, sich bei
wahrscheinlich homozygotem Vorliegen der scid-Mutation jedoch suszeptibel gegeniiber
Mikrofilarien von L. sigmodontis verhalten. SCID-Miduse weisen T- wie B-Zell-Defekte auf,
nach den Ergebnissen der Kreuzungsexperimente mit Iga”- und Nude-Méusen kann daraus

eine essenzielle Beteiligung von B-, nicht jedoch von T-Zellen an der Vermittlung der innaten
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Resistenz abgeleitet werden. Neben dem direkten Ausfall von funktionellen B-Zellen und
damit dem Fehlen von Antikérpern kommt bei Tieren aus der Kreuzung SCID x
BALB/c.DBA/1-mfr noch eine Beeinflussung des Akt-Signalweges als Ursache fiir die
Ausprigung eines suszeptiblen Phianotyps in Frage. Feng et al. (2004) beschrieben das bei
SCID-Maéausen betroffene Gen Prkdc bzw. die dadurch kodierte DNA-abhédngige
Proteinkinase als identisch mit S473K, die durch Phosphorylierung von Akt an Ser-473
dessen Aktivierung bewirkt, so dass bei homozygotem Vorliegen der scid-Mutation keine

Aktivierung von Akt erfolgen diirfte.

Stammesunabhingig konnte nach Mikrofilarieninjektion ein Riickgang aktivierter Ty-,
Twsemory- und CD8'-T-Zellen, B-Zellen, Monozyten sowie eine allgemeine Lymphopenie
beobachtet werden. Dagegen waren fiir NK-Zellen, Granulozyten sowie naive Ty- und
immature B-Zellen Zunahmen festzustellen. Die Zunahmen von NK-Zellen und Granulozyten
erscheinen im Zuge der Infektion sinnvoll, die Abnahme der anderen Zellpopulationen bzw.
die Zunahme naiver Immunzellen erscheint weniger logisch und deutet eventuell darauf hin,
dass der Vergleich der Ergebnisse der FACS-Analysen an infizierten und naiven Tieren nicht
zuléssig ist, da es sich hier nicht um die selben Tiere handelte. Jedoch beobachtete auch Pfaff
(2001) eine Abnahme der gesamten Leukozytenpopulation im peripheren Blut nach Injektion
von Mikrofilarien von L. sigmodontis, was auf das Festhalten der Leukozyten in
Lymphknoten im Sinne einer effektiven Antigenerkennung wie bei Mackay et al. (1992)

beschrieben zuriickgefiihrt wird.

4.5 Die Rolle von Antikorpern bei der Eliminierung

von Mikrofilarien

Verschiedene Immunglobulingene waren in unseren Genexpressionsanalysen zwischen
resistenten und suszeptiblen Tieren differenziell reguliert. Dariliber hinaus ist auch in der
Kandidatenregion fiir den mfr eine Vielzahl entsprechender Gene lokalisiert, was eine
Beteiligung von Antikorpern an der innaten Resistenz gegen Mikrofilarien von L. sigmodontis
moglich erscheinen ldsst. In Infektionsexperimenten von Gray & Lawrence (2002) hingegen
mit immunkompetenten Méusestimmen mit unterschiedlich schneller Eliminierung von

B. malayi-Mikrofilarien, konnten keine wesentlichen Unterschiede in der Antikorper-
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produktion gefunden werden. Allerdings wiesen Maiuse mit genetischer Immundefizienz
hinsichtlich B-Zell-Funktionalitit und Antikorperproduktion signifikant erhohte Mikro-
filardmien gegentiber Tieren der jeweiligen Wildtypstimme auf, so B-Zell-defiziente
UMT(C57BL/6)- und FcRy-defiziente (Sv129xC57BL/6)-Méuse. Daraus schlossen die
Autoren, dass eine durch den Fc-Rezeptor vermittelte Antikdrperantwort eine wichtige Rolle
bei der Eliminierung von Mikrofilarien spielt. So wiesen z. B. auch Individuen aus
B. malayi-Endemiegebieten, bei denen keine Mikrofilarien nachweisbar waren, hohe
Konzentrationen von Antikorpern gegen Mikrofilarienscheiden auf (McGreevy et al. 1980).
Dies wurde auch in verschiedenen Tiermodellen in vivo gezeigt, so fiir B. malayi und
A. viteae in den Midusestimmen CBA/N und CBA/H (Thompson et al. 1979 & 1981).
Antikorper und Komplementfaktoren sowohl aus humanen wie auch tierischen Wirten
vermitteln in vitro die Adhidsion von Effektorzellen und damit in einigen Féllen auch das
Abtoten von Mikrofilarien von B. malayi (Piessens & da Silva 1982) sowie W. bancrofti

(Simonsen 1983" 2

), und Antikérper gegen Mikrofilarienchitinase sind in Mikrofilarien-
negativen, asymptomatisch mit B. malayi Infizierten in endemischen Gebieten zu finden
(Dissanayake et al. 1995). Eine passive Immunisierung gegen B. pahangi gelang Medeiros,
Baldwin & Denham (1996) in Hauskatzen. Sie iibertrugen Serum wiederholt infizierter und
zwischenzeitlich mikrofilariennegativer Katzen auf mikrofilarienpositive. Die Ubertragung
von mehr als 1 pl Serum je 1000 Mikrofilarien fiihrte zu starkem Riickgang der Mikro-
filardmie innerhalb von Minuten, Mikrofilarien waren erst 21 bis 44 Tage spiter wieder
nachweisbar, in mehreren Féllen gar nicht mehr. Durch Transfer einzelner Immunglobulin-
Isotypen konnte nachgewiesen werden, dass IgG fiir die Eliminierung der Mikrofilarien
verantwortlich und IgG1 hierbei der aktivste Isotyp war. Das Abtoten und der Abbau der
Mikrofilarien erfolgten in einer antikdrperabhéngigen zellvermittelten Reaktion unter

Beteiligung von Eosinophilen, Neutrophilen und mononukledren Zellen (engl. ADCC =

antibody-dependent cellular cytotoxicity).

Diese Versuche zeigen eine prinzipielle Beteiligung von Antikdrpern an der Elimination von
Mikrofilarien verschiedener Filarienarten. Dies betrifft in den zitierten Arbeiten allerdings nur
die adaptive Immunantwort. In der vorliegenden Arbeit hingegen zeigten sich Unterschiede
zwischen resistenten und suszeptiblen Méusen bereits zwei Stunden nach der Injektion von
Mikrofilarien, vollige Elimination konnte bei resistenten Tieren bereits nach einem Tag
beobachtet werden. Somit kéimen als urséchlich fiir die innate Resistenz gegen Mikrofilarien

von L. sigmodontis nur natiirliche Antikorper in Frage, die bereits vor Erstkontakt mit den
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Parasiten vorhanden sind. Solche Antikérper sind z. B. die Antikorper gegen fremde
Blutgruppen-Antigene, die auf Kreuzreaktionen gegen Glykoproteine von Darmbakterien
zuriickgefiihrt werden. Im Gegensatz zu B-Zellen des B2-Typs sind B1-Zellen unabhéngig
von T-Zellen, Antigenstimulierung oder Immunisierung zur Produktion von Antikdrpern der
IgM-Klasse befahigt, was ihnen allgemein eine wichtige Rolle in der innaten Immunantwort
zukommen ldsst (Fagarasan & Honjo 2000). Fiir Antikorper als Resistenz vermittelnde
Agenzien in den vorliegenden Untersuchungen sprechen die deutlichen Unterschiede
zwischen resistenten und suszeptiblen Méusen in den B-Zell-Populationen. AuBerdem
konnten auch Unterschiede in den Antikdrperkonzentrationen gefunden werden, allerdings
nur bei naiven Tieren, wo die Konzentrationen von unspezifischem IgG1, 1gG2b und IgG3
bei resistenten Tieren signifikant liber denen suszeptibler Tiere lagen. Dies ist insofern
interessant, als zum einen keine Unterschiede hinsichtlich der hauptsichlich fiir natiirliche
Antikorper beschriebenen Klasse IgM zu beobachten waren, wo Antikorper vom Typ IgA
oder IgG eine untergeordnete Rolle spielen (Avrameas 1991; Herzenberg & Kantor 1993),
und zum anderen mit IgG2b und IgG3 Tyl- wie auch zugleich mit IgG1 Ty2-spezifische
Antikorperklassen (Estes & Brown 2002) bei resistenten Tieren stirker vertreten waren.
Somit kann nicht pauschal davon ausgegangen werden, dass resistente Tiere beispielsweise
schneller und ausgeprigter als suszeptible Miuse eine Tyl-Immunantwort etablieren, wie sie
speziell bei Anwesenheit von Mikrofilarien zu beobachten ist und z. B. protektiv in putativ
Immunen in Bezug auf Infektionen mit W. bancrofti ist (Pearlman et al. 1993; Dimock,
Eberhard & Lammie 1996; Mahanty et al. 1996). Die relative Abnahme der verschiedenen
IgG-Subklassen bei resistenten Tieren schon drei Stunden nach Mikrofilarieninjektion kdnnte
mit der Bindung solcher Antikorper an die Mikrofilarien erkldrt werden, wodurch weniger
freie Antikdrper nachweisbar wiren. Der aus den Beobachtungen an SCID-Maéusen, aus den
FACS-Analysen sowie aus den in der Kandidatenregion lokalisierten Genen resultierenden
Annahme, dass (natiirliche) Antikorper urséchlich fiir die innate Resistenz von Laborméusen
gegen Mikrofilarien von L. sigmodontis sein konnten, widersprechen jedoch die Versuche zur
Plasma- und Blutiibertragung und zur Ammenaufzucht. Die Ubertragung von Plasma und
Blut naiver resistenter auf suszeptible Maiuse fiihrte zu keiner rascheren Eliminierung
injizierter Mikrofilarien, selbst die Ubertragung von Blut bereits acht Tage zuvor mit
Mikrofilarien infizierter resistenter Tiere auf suszeptible hatte keinen Einfluss auf deren
Phinotyp, obwohl nach dieser Zeit neben unspezifischen auch spezifische Antikorper

vorhanden sein miissten. In Mongolischen Rennméusen sind bei Infektionen mit 4. viteae
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nach einer Woche spezifische Antikorper vom Typ IgG nachweisbar (Abraham, Weiner &
Farrell 1986), IgM tritt noch wesentlich friiher auf.

Die Aufnahme von Kolostralmilch ist fiir viele Siugetierarten durch die Ubertragung
verschiedener maternaler Immunglobuline auf die Nachkommen von wesentlicher Bedeutung
fiir das Immunsystem der Neugeborenen. Dabei hélt z. B. bei Kélbern die protektive Wirkung
der Kolostrumversorgung mit etwa 6 Monaten wesentlich ldnger an als es die Halbwertszeiten
der verschiedenen Immunglobulin-Isotypen erwarten lieBen (Kaske, Kehler & Schuberth
2003). Hierfiir wird als Ursache eine Idiotypvakzinierung angenommen, wie sie Magliani et
al. (1998) beschrieben. Gegen in diesem Fall auf neugeborene Méuse via Milch iibertragene
maternale Antikorper gegen ein Kapselpolysaccharid von Streptokokken werden a-Idiotyp-
Antikorper gebildet, gegen welche wiederum in einem adaptiven Prozess o-a-Idiotyp-
Antikorper produziert werden, die dann dieselbe Epitopspezifitit wie die urspriinglichen
maternalen Immunglobuline aufweisen. Dies stellt somit eine Verbindung zwischen passiver
und aktiver Immunisierung dar, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit denkbar wére. Es
konnte hier jedoch kein Effekt der Aufnahme von Milch naiver resistenter Miitter durch
suszeptible Jungtiere auf deren Phénotyp bei einer 13 bzw. 19 Tage spiter erfolgten

Mikrofilarieninjektion beobachtet werden.

Dies spricht daher nicht fiir eine Beteiligung von Antikdrpern oder anderen via Blut oder
Milch tibertragbaren humoralen Mediatoren an der Vermittlung der innaten Resistenz von
Labormiusen gegen Mikrofilarien von L. sigmodontis, was jedoch in Widerspruch zu den
nachgewiesenen Unterschieden in den Antikdrperkonzentrationen bereits bei naiven
kongenen Tieren sowie den Ergebnissen der Kreuzungsversuche von SCID- und Iga™-
Maiusen mit BALB/c.DBA/1-mfi steht, die zumindest auf eine wesentliche Rolle von B-
Zellen schlieBen lassen. Daher sind hierzu sicher weitere Untersuchungen und evtl. auch die
Ubertragung noch gréBerer Blut- oder Serummengen notwendig. Ubereinstimmend mit den
hier vorgestellten Ergebnissen konnten allerdings auch Folkard, Jenkins & Bianco (1996)
feststellen, dass ein protektiver Effekt, der in Mausen nach Sensibilisierung durch Infektion
mit lebenden Mikrofilarien von O. lienalis induziert wird, nur durch Zell-, nicht jedoch durch
Serumtransfer auf naive Tiere libertragbar ist. Hingegen vermittelte ein Serumtransfer von mit
abgetdteten Mikrofilarien vakzinierten Méusen auf naive Tiere zu 54 % einen Schutz vor

lebenden Mikrofilarien. Die Autoren schlieBen daraus, dass Vakzinierung und Infektion in der
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Labormaus verschiedene gegen Mikrofilarien von O. lienalis protektive Mechanismen
aktivieren.

Unabhéngig von einer eventuellen Bedeutung von Antikorpern flir die innate Resistenz
konnte bei beiden Mausestimmen eine deutliche Zunahme der Konzentrationen von IgG3,
dessen Nachweis als Tyl-typisches Immunglobulin bei einer Infektion mit Mikrofilarien zu
erwarten war, und vor allem von IgM beobachtet werden, das die allgemein bei Infektionen

zuerst auftretende Immunglobulinklasse darstellt.

4.6 Vakzinierungsexperimente mit Mikrofilarien

Neben der Betrachtung der bei der innaten Immunantwort nach Mikrofilarieninjektion
stattfindenden Prozesse und Unterschiede, auf die hin die kongenen Méuse geziichtet wurden,
war auch die Untersuchung mdglicher mfr-abhéngiger Unterschiede der kongenen Tiere
hinsichtlich der adaptiven Immunantwort von Interesse. Aus fritheren Versuchen unserer
Arbeitsgruppe mit Mikrofilarien von L. sigmodontis in Labormausen (Pfaff 2001) sowie z. B.
aus den Untersuchungen von Tamashiro ef al. (1989) mit Mikrofilarien von Dirofilaria
immitis in Lewis-Ratten war bekannt, dass die Injektion lebender oder toter Mikrofilarien
protektiv auf eine in ausreichendem zeitlichem Abstand erfolgende Zweitinjektion lebender
Mikrofilarien wirkt, d. h. die Zirkulationsdauer der Mikrofilarien ist deutlich verkiirzt, jedoch
nicht mit der bei definitionsgemél resistenten Tieren vergleichbar. Eigene Experimente
(Schumacher 2002) zeigten, dass suszeptible Méduse 30 Tage nach einer Injektion von
Mikrofilarien von L. sigmodontis signifikant hohere Konzentrationen der verschiedenen
Immunglobulinklassen aufweisen als resistente Tiere, was auf eine stirkere Stimulation des
Immunsystems durch die bei suszeptiblen Tieren linger im peripheren Blut zirkulierenden
Mikrofilarien zuriickzufiihren sein diirfte. In der vorliegenden Arbeit konnte dementsprechend
gezeigt werden, dass in suszeptiblen Tieren der Verlauf einer Zweitinfektion mit
Mikrofilarien 39 Tage nach einer Erstinfektion signifikant beschleunigt ist. Interessant ist,
dass der Verlauf einer Zweitinfektion nur drei oder sieben Tage nach einer Erstinfektion
gegeniiber dieser bei suszeptiblen Tieren unveridndert war bzw. die Mikrofilariendichten
aufgrund der noch zirkulierenden Mikrofilarien des vorangegangenen Experiments teilweise
signifikant liber den entsprechenden Werten der Erstinfektion lagen, hingegen bei resistenten
Tieren eine extreme Beschleunigung des Mikrofilarienabbaus zu beobachten war, so dass

bereits einen Tag nach der Zweitinfektion keine Mikrofilarien mehr nachweisbar waren. D. h.
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bei resistenten Tieren muss eine sehr starke Stimulation der innaten Immunantwort
zuzuschreibender Mechanismen erfolgt sein, was bei einer Zweitinfektion zur anndhernd
sofortigen Eliminierung aller Mikrofilarien flihrte, wie dies bei einer antikorpervermittelten
sekunddren Immunantwort so drastisch nicht zu beobachten ist, so dass hier vermutlich nicht

von einer wirklichen Vakzinierung gesprochen werden kann.

4.7 Rolle der Lunge beim Mikrofilarienabbau

Um zu untersuchen, ob Resistenz und Suszeptibilitit kongener Méuse gegen injizierte
Mikrofilarien statt immunlogischen vielmehr physiologische Ursachen zugrunde liegen, etwa
unterschiedliche Durchmesser der Lungenkapillaren und damit moglicherweise grundlegend
unterschiedliches, unspezifisches Filterverhalten der Lungen, wurden Microbeads intravends
injiziert und die Gesamtzahl von der Lunge zuriickgehaltener Beads bestimmt. Hierbei
zeigten mfr-kongene Tiere fast exakt libereinstimmende Werte. Somit ist es zumindest sehr
unwahrscheinlich, dass eine unterschiedliche Clearance der Mikrofilarien durch die Lunge
aufgrund unspezifischer physiologischer Unterschiede ursédchlich fiir die Resistenz oder

Suszeptibilitdt gegeniiber Mikrofilarien ist.

Die Lunge bzw. das Lungenkapillarsystem als Hauptabbauort der Mikrofilarien, wie bei Pfaff
(1997) fiir Méuse der Stimme BALB/c und C57BL/6 beschrieben, konnte durch intrapleurale
Mikrofilarieninjektionen bei kongenen Tieren jedoch auch hier bestétigt werden. Bei
suszeptiblen Tieren benoétigten die injizierten Mikrofilarien einen Tage, bis sie bei einzelnen
Tieren in geringer Zahl im peripheren Blut nachweisbar waren, es erfolgte dann jedoch bei
allen Tieren ein deutlicher Anstieg der Mikrofilariendichten bis Tag 5, die anschlieBend auf
diesem Niveau verblieben. Hingegen fanden sich nur bei einem einzigen resistenten Tier sehr
wenige Mikrofilarien ein und zwei Tage nach der Injektion, an Tag 3 war auch dieses Tier
mikrofilariennegativ. Dies spricht dafiir, dass die Mikrofilarieninjektion in direkter Ndhe des
Hauptabbauortes erfolgt war, so dass bei innat resistenten Tieren in der Lunge oder den
Lungenkapillaren die immunvermittelte Elimination der Mikrofilarien sofort einsetzte,
wihrend in suszeptiblen Tieren bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Mikrofilarien aus der Lunge

in die Peripherie gelangen konnten, kein wesentlicher Mikrofilarienabbau stattgefunden hatte.

Ebenfalls bestitigt werden konnten die Beobachtungen von Pfaff (2001) bei L. sigmodontis
und Pacheco (1974) bei D. immitis, nach denen unabhingig von der Gesamtzahl injizierter
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Mikrofilarien immer nur ein relativ konstanter Anteil im peripheren Blut zirkuliert. In der hier
vorgestellten Arbeit lagen die entsprechenden Werte resistenter Tiere fiir alle Injektionsdosen
unter denen der suszeptiblen Tiere, so dass die innate Resistenz gegen Mikrofilarien von
L. sigmodontis durch einen dynamischen Prozess mit einem Gleichgewicht zwischen
zirkulierenden und abgefangenen (oder aktiv in der Lunge verbleibenden) Mikrofilarien
gekennzeichnet ist, und damit die Pleura als Mikrofilarienreservoir nicht — wie zunichst
vermutet — eine maximale Anzahl an Mikrofilarien aufnehmen kann, nach deren Erreichen

alle weiteren Mikrofilarien in die Peripherie gelangen.

4.8 Infektion mfir-kongener Miuse mit anderen

Stadien von L. sigmodontis

Wenngleich der hier vorgestellte Mausestamm BALB/c.DBA/1-mfr nur auf innate Resistenz
gegen intravends injizierte Mikrofilarien hin geziichtet wurde, so ist doch die Frage, ob diese
resistenten Méuse gegeniiber suszeptiblen Tieren nicht auch unterschiedliches Verhalten bei
Infektionen mit anderen Parasitenstadien, insbesondere bei natiirlichen Infektionen mit L3,
zeigen, fur die allgemeine Bedeutung dieses Tiermodells wesentlich.

Verschiedene Méusestimme wie C57BL/6 und DBA/I verhalten sich bei Injektion von L3
von L. sigmodontis resistent, bei ihnen erfolgt keine Weiterentwicklung der Larven. In ,,semi-
immunen‘ Stimmen wie CBA und C3H entwickeln sich die Parasiten bis zum Adultstadium,
ohne dass die Wirtstiere jedoch patent werden. Lediglich in Stammen wie BALB/c und
anderen mit sehr dhnlichem genetischem Hintergrund findet eine volle Entwicklung bis hin
zur Produktion von Mikrofilarien statt (Hoffmann et al. 2001, nach Petit et al. 1992 und
Maréchal et al. 1996). Babayan et al. (2003) beschreiben allerdings fiir die Weiter-
entwicklung der L3 in semi-resistenten und suszeptiblen Miausen zunichst lediglich ein
unterschiedliches Langenwachstum. 10 und 30 Tage nach der Injektion von 40 L3 waren die
inzwischen zu L4 bzw. Adulten herangewachsenen Wiirmer beiderlei Geschlechts in
C57BL/6-Maiusen signifikant kiirzer als in BALB/c-Méusen. Signifikante Unterschiede in den
Riickfindungsraten bestanden zwischen den beiden Maéusestimmen nicht, lediglich eine
Tendenz zu einer etwas niedrigeren Rate in den semi-resistenten Médusen wurde beobachtet.
Da in der vorliegenden Untersuchung eine Infektion der Versuchstiere mit L3 durch den Biss
infizierter Milben erfolgte, ist die Zahl der jeweils iibertragenen L3 unbekannt, so dass auch

keine Riickfindungsraten ermittelt werden konnen. Jedoch stimmten die absoluten Zahlen bei
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der Obduktion gefundener Adultwiirmer im arithmetischen Mittel fast exakt zwischen den
kongenen Maéusestimmen {iberein. Hingegen konnten wie auch von Babayan et al.
beschrieben signifikant geringere Korperldingen mannlicher wie weiblicher Adultwiimer bei
BALB/c.DBA/1-mfr gegeniiber BALB/c beobachtet werden. Aus fritheren eigenen Versuchen
(Schumacher 2002) war bereits bekannt, dass in den zu BALB/c kongenen, innat resistenten
Maiusen eine Entwicklung von L. sigmodontis bis zum Adultstadium erfolgt, es jedoch
praktisch nicht zur Patenz kommt. Lediglich bei einem einzigen resistenten Tier konnte
damals eine einzelne Mikrofilarie in einer Blutprobe gefunden werden, wahrend bei 30 % der
BALB/c-Méuse zirkulierende Mikrofilarien nachgewiesen werden konnten. Sowohl in diesen
Versuchen wie auch in der hier vorgestellten Experimenten traten einzelne BALB/c.DBA/1-
mfr mit okkulten Mikrofilarien auf, d. h. die Mikrofilarien gelangten nicht in die Zirkulation
des peripheren Blutes, waren aber in anderen Kdrperkompartimenten nachweisbar, wie dies
von Hoffmann, Schulz-Key & Wenk (1992) fiir Baumwollratten beschrieben wurde. In der
vorliegenden Arbeit war allerdings der Anteil patent infizierter BALB/c-Mause erheblich
geringer als erwartet. Ursache konnte hier aufgrund der unbekannten Anzahl libertragener L3
sowohl eine zu geringe wie auch eine zu hohe Infektionsdosis sein. Babayan et al. (2005)
beschreiben fiir die Injektion mit 200 L3 in BALB/c-Miuse ein deutlich selteneres Auftreten
patenter Wirtstiere gegeniiber Infektionen mit 25 L3, sowie geringere Korperldngen,
herabgesetzte Mikrofilarienproduktion und Defekte der mannlichen Kopulationsorgane, was
sie auf unterschiedlich ausgeprdgte immunologische Vorginge seitens des Wirtes in der
frithesten Phase der Infektion zuriickfiihren. In der vorliegenden Arbeit traten allerdings noch
erheblich seltener patente Tiere auf als bei den Versuchen von Babayan et al. mit hohen
Infektionsdosen, auBBerdem berichten Taubert & Zahner (2001) fiir 100 % aller Infektionen
mit 160 L3 von Patenzentwicklung. Aus den aktuellen wie auch fritheren eigenen Versuchen
geht fiir Miuse des Stammes BALB/c.DBA/I-mfrr ein abweichender Verlauf einer L3-
Infektion gegeniiber BALB/c hervor. Aufgrund der definitionsgeméfen genetischen
Ubereinstimmung beider Stimme auBer im mfi- kann fiir diesen vermutet werden, dass er
neben der innaten Resistenz gegen injizierte Mikrofilarien zumindest auch eine Semi-

Resistenz gegeniiber L3 von L. sigmodontis vermittelt.

Haisch (1996) konnte bei Maéiusestimmen mit unterschiedlicher Immunkompetenz
(IL-4"-Miusen auf genetischem BALB/c-Hintergrund und Tieren des Wildtyps) im Blut
Unterschiede in der Leukozyten- und Eosinophilendichte nach L3-Infektion nachweisen, die

assoziiert waren mit deutlichen Unterschieden in der Mikrofilardmie und der Wurmlast. In
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unseren mfr-kongenen Mdiusen stimmten die Werte fiir Leukozyten und Eosinophile exakt
iberein, fiir die unterschiedliche Entwicklung der L3 in den beiden Mausestimmen scheinen
Leukozyten und Eosinophile demnach nicht verantwortlich zu sein. Auch die FACS-Analysen
ergaben keine Unterschiede fiir verschiedene Zellpopulationen zwischen resistenten und
suszeptiblen Méausen, allerdings zeigten Ty- und B-Zellen sowie allgemein Leukozyten bei
BALB/c durch hohere Fluoreszenzintensititen stirkere Aktivierung an. Eventuell ldsst dies
auf eine stirkere zellulire Immunantwort suszeptibler Tiere als Reaktion auf sich in ihnen
besser als in resistenten Médusen entwickelnden L. sigmodontis schlielen, die jedoch nicht zu
einer effektiven Abwehr fiihrt. Stammesunabhingig flihrt eine Infektion mit L3 im Vergleich
zu naiven Tieren zu einer Zunahme der Populationen von Tyu-, Tyemory-, NK-Zellen wie auch
Granulozyten sowie zu einer Abnahme von CD8'-, B-Zellen und Monozyten. Wihrend
Rajan, Ramalingam & Rajan (2005) in Experimenten mit IgM-defizienten Mausen und der
Ubertragung von Seren infizierter auf naive Tiere klar die Bedeutung von IgM fiir die
Eliminierung von L3 von B. pahangi feststellen konnten, zeigten resistente wie suszeptible
Tiere hier keine Unterschiede hinsichtlich der Immunglobulinkonzentrationen, vielmehr war
stammesunabhéngig eine hoch signifikante Zunahme der Konzentrationen von IgG1, 1gG2b,
IgG3 und IgM zu beobachten, so dass entweder davon ausgegangen werden muss, dass diese
Antikorperklassen nicht essenziell fiir die Eliminierung der L3 sind, oder aber dass BALB/c
und BALB/c.DBA/1-mfr Unterschiede in deren Funktionalitit aufweisen. Die hier
vorgestellten Ergebnisse betreffen nicht-parasitenspezifische, polyklonale Antikorper, so dass
Unterschiede beziiglich parasitenspezifischer Immunglobuline weiterhin denkbar und noch zu
untersuchen sind. Einen Hinweis auf Unterschiede in der Antikdrperproduktion zwischen den
kongenen Maiusen gibt die Beobachtung, dass bei resistenten Mausen nach L3-Infektion
deutlich hiufiger Rheumafaktoren nachweisbar waren als bei suszeptiblen. Rheumafaktoren
sind von B-Zellen u. a. nach der Erkennung von PAMP iiber TLR produzierte Autoantikorper,
die neben ihrer Bedeutung fiir die rheumatoide Arthritis auch allgemein eine Bedeutung
sowohl fiir die innate wie fiir die adaptive Immunantwort haben (Nowak & Newkirk 2005).
Adebajo et al. (1992) konnten fiir Loa loa-Infektionen des Menschen mit oder ohne
begleitende Glomerulonephritis eine Zunahme sowohl fiir IgG- als auch fiir IgM-
Rheumafaktor nachweisen, fiir die Nierenpathologie aufgrund einer Infektion mit B. malayi

scheinen IgG-Rheumafaktoren keine Rolle zu spielen (Langhammer, Birk & Zahner).

Auf eine Injektion von Mikrofilarien in nach L3-Infektion nicht patent gewordene kongene

Tiere zu einem Zeitpunkt, zu dem die L3 inzwischen zu Adultwiirmern herangewachsen
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waren, folgte bei BALB/c-Miusen ein Mikrofilardmieverlauf, wie er auch bei alleiniger
Mikrofilarieninjektion zu beobachten ist. Bei den resistenten Tieren traten sowohl solche auf,
bei denen eine extrem beschleunigte Eliminierung der Mikrofilarien aus dem peripheren Blut
zu beobachten war, wie auch eines, das einen ebenso suszeptiblen Phinotyp wie BALB/c
zeigte. Dass die Anwesenheit lebender wie abgetoteter adulter Minnchen von
L. sigmodontis vermutlich durch starke antigene Stimulation bei gegen Mikrofilarien
resistenten Méusen verschiedener Stimme zu einer Verstirkung der Resistenz und damit
einem beschleunigten Mikrofilarienabbau fiihrt, ist aus frilheren Versuchen bekannt und
konnte auch durch Implantationsversuche in dieser Arbeit bestétigt werden, wiahrend adulte
Weibchen durch aktive Modulation der Wirtsimmunantwort in genetisch resistenten Tieren
einen suszeptiblen Phinotyp induzieren (Hoffmann ef al. 2001; Schumacher 2002). Auch
konnte bei Onchozerkose-Patienten festgestellt werden, dass ihre zelluldre Reaktivitdt durch
E/S-Produkte von Adultweibchen, nicht jedoch von Adultménnchen von O. volvulus
gechemmt wurde (Elkhalifa er al. 1991). Die hier beobachteten unterschiedlichen
Infektionsverldufe konnen damit erklirt werden, dass es aufgrund der teilweise sehr geringen
Anzahl adulter Wiirmer, wie sie in den obduzierten Tieren desselben Versuchs teilweise
festgestellt wurde, zu einer unterschiedlichen Geschlechterverteilung der Adultwiirmer in den
genetisch resistenten Mausen kam. Bei einem Geschlechterverhiltnis zugleich implantierter
Mainnchen und Weibchen von 5:2 liberwiegt der immunsuppressive Effekt der Weibchen, was
zu einer Verzogerung des Abbaus injizierter Mikrofilarien in genetisch resistenten Méusen
fiihrt, wihrend ein  Geschlechterverhiltnis von 5:1 durch Uberwiegen des
immunstimulatorischen Effekts der Ménnchen zu einem stark beschleunigten Mikrofilarien-
abbau flihrt (Hoffmann, personliche Mitteilung).

Die Implantation von L4 in BALB/c.DBA/1-mfr fiihrte bei einer vier Tage spéter erfolgten
Mikrofilarieninjektion zu einer starken Beschleunigung des Mikrofilarienabbaus, bereits zwei
Stunden nach der Injektion waren nur bei einem von sechs Tieren liberhaupt Mikrofilarien im
peripheren Blut nachweisbar. Dies spricht dafiir, dass L4-Antigene unabhidngig vom
Geschlecht der Larven eine ebenso starke stimulatorische Wirkung auf das Immunsystem
genetisch  resistenter Mause hervorrufen wie adulte Mainnchen. Eine zweite
Mikrofilarieninjektion in dieselben Tiere zu einem Zeitpunkt, an dem die L4 inzwischen zu
adulten Wiirmern herangewachsen waren, im Falle der Weibchen jedoch noch ohne
Mikrofilarien freizusetzen, fiihrte bei fiinf von sechs Tieren zur Ausbildung eines suszeptiblen
Phénotyps, nur eines erwies sich weiterhin als resistent, was wie oben beschrieben eventuell

auf ein entsprechendes Geschlechterverhéltnis der adulten Wiirmer zuriickgefiihrt werden
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kann. Das bedeutet, dass erst nach der letzten Hautung, wenn junge adulte Wiirmer vorliegen,
eine Modulation der Immunantwort gegen Mikrofilarien nachgewiesen werden kann, wie sie

auch durch Implantation pramaturer Adultweibchen gezeigt wurde (Hoffmann et al. 2001).

4.9 Mikrofilarieninjektionen in immundefiziente
Mausestamme auf resistentem genetischem

Hintergrund

Wie aktuell von Babu ef al. (2006) beschrieben, fithren patente Infektionen des Menschen mit
B. malayi zu einer Abschwichung nicht nur der Tyl-Antwort, wie dies frither angenommen
wurde, auch die Produktion von Ty2-Zytokinen ist deutlich herabgesetzt. Dennoch sind damit
auch weiterhin Zytokine wie TNF-a und INF-y betroffen, deren Produktion insbesondere bei
alleinigen experimentellen Infektionen mit Mikrofilarien induziert wird (Pfaff et al. 2000).
Mikrofilarien von B. malayi induzieren Apoptose in humanen dendritischen Zellen und
inhibieren unter anderem deren IL-10-Produktion (Semnani et al. 2003). Andererseits weisen
patent mit L. loa und W. bancrofti Infizierte eine deutlich stirkere IL-10-Expression im
Vergleich zu Kontrollen auf (Winkler er al. 1999; Ravichandran et al. 1997), so dass auch
diesem immunsuppressiven (Ndiaye, Dhivert-Donnadieu & Demoly 2003) Ty2-Zytokin eine
Rolle in der Immunantwort bei Filariosen zukommt. Transplantationsversuche mit
L. sigmodontis in IL-10""-Miusen auf resistentem genetischem Hintergrund fithrten zu einem
deutlich beschleunigten Mikrofilarienabbau, so dass eine wesentliche Bedeutung von IL-10
fiir die Persistenz von Mikrofilarien angenommen wurde (Hoffmann et al. 2001). Bei
alleiniger Mikrofilarieninjektion in C57BL/6- sowie IL-10"-Miusen auf demselben
genetischen Hintergrund zeigen jedoch beide Stimme einen gleichermallen resistenten
Phinotyp, so dass diese Feststellung zumindest nicht fiir den Verlauf einer reinen
Mikrofilarieninfektion gilt, wie auch Hoffmann et al. feststellten. Bei INF-yR'/ - und
TNFRp55"-Miusen gleichfalls auf C57BL/6-Hintergrund konnten jedoch ebenfalls keine
Unterschiede in der Eliminationsgeschwindigkeit gegeniiber den Wildtypméusen festgestellt
werden, so dass auch diese Tyl-Zytokine zumindest nicht alleine oder hauptsédchlich
verantwortlich sind fiir die Vermittlung der innaten Immunantwort gegen Mikrofilarien. Die
Untersuchungen von Schmidt-Oehm (2006) zeigen anhand von Kreuzungen von

BALB/c.DBA/1-mf mit C.12952-Stat4™ ™, dass auch ein Knockout des Gens fiir Stat4, das
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eine zentrale Rolle in der Ausbildung einer Tyl-Immunantwort einnimmt (Murphy et al.
1999), keinen Einfluss auf die innate Resistenz hat. Somit scheint eine Tyl-Immunantwort

nicht direkt urséchlich fiir die Eliminierung der Mikrofilarien zu sein.

4.10 Ausblick

Die von uns angewandte serielle Riickkreuzungsstrategie — die derzeit bereits bis zur
Generation N20 gefiihrt hat — ermdglicht in Kombination mit der hier ebenfalls etablierten
Genotypisierung des Resistenzlocus mittels co-segregierender Mikrosatelliten eine Vielzahl
weiterer Ansdtze. So kann mit einem erweiterten Markerset die Kandidatenregion weiter
eingeengt werden. Die daraus resultierenden Kandidatengene werden durch positionelles
Klonieren und Sequenzieren weiter auf Unterschiede zwischen den kongenen Tieren
untersucht. Funktionelle Untersuchungen sollen dann die tatsdchliche Bedeutung dieser Gene

fiir die Vermittlung der innaten Resistenz kléren.

Wie auch schon frither im Falle des Resistenzgens Nramp wurde hier gezeigt, dass mit dieser
Strategie, die etwas abseits der klassischen immunologischen Methodik liegt, wichtige
genetische Determinanten der innaten Immunantwort entschliisselt werden konnen. Die
enormen Fortschritte in der Mausgenetik und -genomik sowie die ebenfalls rasch
voranschreitende Bioinformatik ermoglichen es zukiinftig, dhnliche Fragestellungen zur
Resistenz und Empfanglichkeit in Parasit-Wirt-Beziehungen bedeutend schneller als bisher zu
bearbeiten. Bis ca. Ende 2007 werden die wichtigsten 15 Mausinzuchtstimme komplett
sequenziert sein. Dazu gehoren auch sog. Haplotyp-Karten, die Vergleiche von SNPs
zwischen verschiedenen Mausstimmen ermdglichen. Die Herausforderungen, die sich aus
solchen komplexen Fragestellungen ergeben, werden dann weniger von Seiten der Genetik
und Genomik gestellt. Vielmehr ist es die Parasitologie oder allgemein die Infektionsbiologie,
die nun geeignete Modellsysteme bereitstellen muss, die einen schnellen und einfachen
»Readout” ermoglichen. Aulerdem gibt es mittlerweile das Verfahren der ,,Speed congenics®,
bei dem durch Riickkreuzungen und markergestiitzte Selektionsprotokolle kongene Stdmme

in nur einem Drittel der bisher bendtigten Zeit geziichtet werden konnen (Wong 2002).

Die an der innaten Immunantwort beteiligten Mechanismen sind bislang nur fiir Pathogene
wie Viren, Bakterien und protozoische Parasiten gut untersucht und teilweise aufgeklért. In
die Abwehr solcher Pathogene sind fast immer phagozytotische Prozesse und intrazelluldre
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Lyse involviert. Uber die Mechanismen der Eliminierung von groBeren Pathogenen wie
Mikrofilarien oder anderen Helminthenlarven, die schon aufgrund ihrer Grofe nicht von

Phagozyten aufgenommen werden konnen, gibt es dagegen kaum Informationen.

In Infektionsexperimenten mit anderen Pathogenen soll geklart werden, ob der mfr auch eine
Bedeutung fiir deren Eliminierung hat. Erste Ergebnisse mit S. mansoni (Hiipkes 2005) und
P. berghei ANKA (Bucher, personliche Mitteilung) liegen bereits vor. Zusitzliche
Infektionsexperimente mit anderen Filarien in unseren mfi-kongenen Méiusen konnten
dariiber Auskunft geben, ob die endosymbiontischen Wolbachien fiir die innate
Immunantwort gegen Mikrofilarien bedeutsam sind. Vorldufige Ergebnisse aus Experimenten
mit A. viteae und B. malayi liegen ebenfalls bereits vor (Hoffmann, personliche Mitteilung).
Mikrofilarien von B. malayi wurden in BALB/c.DBA/1-mfr ebenso schnell abgebaut wie die
von L. sigmodontis, wiahrend A. viteae in beiden kongenen Stimmen persistierte. Letztere
besitzt keine Wolbachien und keine zusdtzliche Eihiille (Mikrofilarienscheide), wéhrend
B. malayi wie L. sigmodontis gescheidete Mikrofilarien mit Wolbachien aufweist. Beide
Merkmale konnten fiir die unterschiedliche Reaktivitit der mfir-kongenen Mausstimme
verantwortlich sein. Deshalb wiren zusitzliche Versuche mit Mikrofilarien von L. loa

aufschlussreich, da diese gescheidete Mikrofilarien ohne Wolbachien besitzt.

Ob sich die im Modell L. sigmodontis in der Labormaus relevanten Kandidatengene fiir die
Mikrofilardmieresistenz letztlich auf natiirliche Filariosen des Menschen iibertragen lassen,
bleibt offen. Sicherlich ldsst sich das aus methodischen Griinden zunidchst so gewdhlte
Infektionsmodell der intravendsen Injektion von Mikrofilarien nicht direkt mit den
natilirlichen Verhéltnisse bei Filariosen vergleichen. Allerdings zeigt die phanotypische
Divergenz mfr-kongener Méduse nach experimenteller Infektion mit dritten Larven einen
moglichen Einfluss des mfr auch auf natiirliche Infektionen.

Sobald ein oder mehrere Mikrofilardmieresistenzgene gefunden und charakterisiert worden
sind, sollte man nach orthologen Genen beim Menschen aus Filarioseendemiegebieten
suchen. Dann kommt es darauf an — unter sinnvollem Einsatz des enormen Potenziales der
Humangenom-Datenbanken — gut charakterisierte Gruppen von Individuen mit unterschied-
lichen parasitologischen, klinischen und immunologischen Phénotypen genotypisch
miteinander zu vergleichen. Moglicherweise lieBen sich dann aus der Identifizierung
genetischer Determinanten der Abwehr von Helminthenlarven auch neue Strategien zur

Bekdampfung dieser Parasitosen ableiten.
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5 Zusammenfassung

Filarien sind in Wirbeltieren parasitierende Nematoden mit in der Regel ausgeprigter
Wirtsspezifitit. Sie modulieren das Immunsystem ihrer Wirte und entgehen dadurch der
Immunabwehr, was den chronischen Verlauf von Filariosen erklirt. Dies gelingt jedoch nur in
geeigneten, suszeptiblen Wirten. Andere, auch nahe verwandte Arten sind als Wirte oft
ungeeignet, und selbst innerhalb von Wirtspopulationen der gleichen Art sind
unterschiedliche Krankheitsverldufe zu beobachten. Genetische Unterschiede zwischen den

Wirtsindividuen scheinen dabei eine wichtige Rolle zu spielen.

Filariosemodelle in Kleinsdugern ermoglichen durch kontrollierte Umweltbedingungen im
Labor — im Gegensatz zu Felduntersuchungen — den Ausschluss storender Umwelteinfliisse
und erlauben es, auf die genetischen Determinanten flir Resistenz und Suszeptibilitit zu
fokussieren. Dafiir stellt die Nagerfilariose Litomosoides sigmodontis in der Labormaus ein
geeignetes und etabliertes Modell dar. Verschiedene Inzuchtstimme reagieren unterschiedlich
auf injizierte Mikrofilarien von L. sigmodontis. Nach Injektion in DBA/I-Méuse
beispielsweise werden die Mikrofilarien innerhalb der ersten ein bis zwei Tage eliminiert,
wihrend sie bei BALB/c-Miusen teilweise ldnger als einen Monat im Blut zirkulieren.
Mausstimme, die innerhalb von vier Tagen Mikrofilarien vollstindig eliminieren konnen,

wurden von uns als resistent, solche mit ldngerer Mikrofilardmie als suszeptibel definiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Kreuzung von BALB/c und DBA/I und
anschlieende serielle Riickkreuzung mit BALB/c ein zu letzteren kongener Méusestamm
etabliert (BALB/c.DBA/1-mfr), der sich nur in der Resistenz gegen injizierte Mikrofilarien
von BALB/c unterscheidet, im Hintergrundgenom mit diesen jedoch identisch ist. Aufgrund
der Spaltungsverhiltnisse der Phianotypen der Nachkommen aus diesen Kreuzungen konnte
ein monogener, autosomaler und dominanter Erbgang fiir die beobachtete Mikrofilaramie-
resistenz angenommen werden. Durch genomweite Mikrosatellitenanalysen wurde auf
Chromosom 12 in einer Region zwischen 56 und 61 cM distal des Centromers ein
Mikrofilardmie-Resistenzlocus, von uns myfr genannt, lokalisiert. Neben diesem Haupt-
resistenzlocus werden 2 weitere Loci auf den Chromosomen 3 und 9 angenommen, die
modulierend auf die Auspridgung der Resistenz wirken. Essenziell fiir einen grundsétzlich
resistenten Phdnotyp ist demnach nur der mfr, DBA/I-Allele an den weiteren Loci

beschleunigen moglicherweise den Mikrofilarienabbau zusétzlich.
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Durch Hauttransplantationen zwischen mfi-kongenen Tieren wurde eine Ubereinstimmung im
Haupthistokompatibilitidtskomplex (MHC) nachgewiesen, d. h. MHC-abhéngige Mechanis-

men scheiden als Ursache der Mikrofilardmieresistenz aus.

Die Kandidatenregion flir den mfir umfasst derzeit unter anderem Gene, die mit dem TNF-
Signalweg assoziiert sind und solche, die allgemein auf die Ausbildung von Ty1- und Ty2-
Immunantworten einwirken, sowie die Gensegmente, die fiir die variablen Regionen der
schweren Immunglobulinketten kodieren. Ein weiterer Kandidat in dieser Region ist auch das
Aktl-Gen, welches fiir die Proteinkinase B kodiert und Signalwege beeinflusst, die mit

Apoptose bzw. Zell-Survival assoziiert sind.

Mit Tieren der Staimme BALB/c.DBA/1-mfrr und BALB/c wurden Genexpressionsanalysen
im naiven Zustand oder nach verschiedenen Infektionsmodi durchgefiihrt. Hier zeigten naive
Tiere bereits wenige, aber klar definierte Unterschiede in der Expression bestimmter Gene,
unter anderem solcher, die in der Kandidatenregion lokalisiert sind oder mit solchen assoziiert
sind. Scheinbehandlungen durch Injektion von Zellkulturmedium fiihrten zur Expression
vieler proinflammatorischer und an der Regulation des Zellzyklus beteiligter Gene.
Verschiedene immunologisch bedeutsame Gene, darunter einige der in der Kandidatenregion
lokalisierten Immunglobulin-Gensegmente und Gene, die an der Regulation apoptotischer
Prozesse beteiligt sind, waren zwischen mfr-kongenen Madusen differenziell reguliert.
Mikrofilarieninjektionen fiihrten bei suszeptiblen BALB/c-Médusen zur Regulation von
zehnmal so vielen Genen wie bei resistenten Tieren. Darunter waren verschiedene am Akt-

Signalweg beteiligte Gene.

Moglicherweise fiihren also nicht etwa nur bei resistenten Tieren existierende spezifische
Mechanismen zur Mikrofilarieneliminierung, sondern vielmehr erfolgt umgekehrt in
suszeptiblen Tieren durch die Mikrofilarien eine Modulation der Genexpression und der
Immunantwort, die ein fiir ihr Uberleben giinstiges Milieu schafft. Dafiir spricht auch die
Tatsache, dass durch Implantation adulter Filarienweibchen, die den Abbau nachfolgend
injizierter Mikrofilarien in resistenten Tieren deutlich verzogert, rund 10-mal mehr Gene
differenziell exprimiert wurden als bei BALB/c-Mdiusen. Filarienweibchen scheinen durch
aktive Einflussnahme auf die Genexpression resistenter Miuse eine das Uberleben der
Mikrofilarien begiinstigende Umgebung zu erzeugen, wihrend BALB/c eine solche auch

ohne modulatorische Einfliisse adulter Weibchen bereits bieten.
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Eine direkte Beteiligung von Makrophagen und T-Zellen an der innaten Resistenz konnte
nicht nachgewiesen werden, wohingegen Granulozyten und NK-Zellen eher darin involviert
sind. Durch Kreuzung von B-Zell-defizienten Iga™- bzw. B- und T-Zell-defizienten SCID-
Maiusen mit BALB/c.DBA/1-mfr konnte eine essenzielle Funktion von B-Zellen fiir die innate
Resistenz gezeigt werden, wobei unklar bleibt, ob diese {iber Antikdrper oder liber den Akt-
Signalweg vermittelt wird. Jedenfalls war der resistente Phidnotyp nach Kreuzung von Méusen
mit der scid-Mutation, von der eine Auswirkung auf den Akt-Signalweg bereits bekannt ist,

verdandert.

Da bei resistenten Mausen die Mikrofilariendichten bereits zwei Stunden nach Injektion
signifikant unter denen suszeptibler Tiere lagen, kdimen als Ursache hierfiir nur natiirliche
Antikorper in Frage. So wiesen genotypisch resistente Tiere bereits vor Infektion bei
verschiedenen Isotypen signifikant hohere Konzentrationen auf als BALB/c. Eine
Ubertragung solcher humoral vermittelter Resistenzfaktoren via Blut, Serum oder Milch

fiihrte jedoch in genotypisch suszeptiblen Miusen nicht zu einer Anderung des Phiinotyps.

Anatomische oder unspezifische physiologische Unterschiede, etwa der Lungenanatomie oder
-physiologie, zwischen mfr-kongenen Tiere konnten sehr wahrscheinlich als Ursache fiir die

extrem verschiedenen Phénotypen ausgeschlossen werden.
Natiirliche Infektionen mit dritten Larven zeigten, dass der mfr nicht nur die Resistenz

gegeniiber einer durch Mikrofilarieninjektion erzeugten Parasitdmie vermittelt, sondern sich

auch auf die Empfanglichkeit bei einer natiirlichen Infektion auswirkt.
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Anhang: Liste der verwendeten Abkiirzungen

7

Abb.
a. M.
bp
BSA
CD
CIDR
cM

dl, d2 usw.
DNA
ELISA
F
FACS
g

GBF
GSF
IFN

Ig

IL

ip.

I V.
L1, L2 usw.
LPS
LOD

MARCO

Anhang: Liste der verwendeten Abkiirzungen

Abbildung

Arithmetisches Mittel

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Cluster of differentiation (Zelloberflichenmarker)

Centre for Inherited Disease Research

Centimorgan

Tag 1, Tag 2 usw.

Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)

Enzyme Linked Immuno-Sorbent-Assay

Kreuzungs- oder Inzuchtgeneration

Fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
Erdbeschleunigung

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung, Braunschweig
Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, GmbH, Neuherberg
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

intraperitoneal

intravends

1. Larvenstadium, 2. Larvenstadium usw.
Lipopolysaccharid

Logarithm of odds (MaB fiir die Kopplungswahrscheinlichkeit)
molar

Macrophage receptor with collagenous structure
Megabasen

Mikrofilarien

Mikrofilardmieresistenzlocus

Major Histocompatibility Complex

Stichprobenumfang

Riickkreuzungsgeneration

Optische Dichte
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Anhang: Liste der verwendeten Abkiirzungen

p Probability (hier: Irrtumswahrscheinlichkeit)

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern

PCR Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
p. I post infectionem

PRR Pattern-Recognition Receptor

R Resistenzallel fiir mfr

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)

S Suszeptibilitétsallel fiir mfr

SCID Severe combined immune deficiency

SD Standard deviation (Standardabweichung)

Stat Signal transducer and activator of transcription

Tab. Tabelle

TNF Tumornekrosefaktor

TH/ Tq T-Helferzellen

WHO World Health Organisation (Weltgesundheitsorganisation)
Parasitenspezies

A. cantonensis
A. viteae

B. malayi

B. pahangi

B. timori

D. immitis

L. loa

L. major

L. sigmodontis
O. lienalis

O. volvulus

S. mansoni

S. haematobium
T. gondii

W. bancrofti

Angiostrongylus cantonensis
Acanthocheilonema viteae
Brugia malayi

Brugia pahangi

Brugia timori

Dirofilaria immitis

Loa loa

Leishmania major
Litomosoides sigmodontis
Onchocerca lienalis
Onchocerca volvulus
Schistosoma mansoni
Schistosoma haematobium
Toxoplasma gondii

Wuchereria bancrofti
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