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1 Einleitung 

 

1.1 Onchocerca volvulus 

 

1.1.1 Vorkommen von O. volvulus 

 

Die Onchozerkose ist eine bedeutende Infektion des Menschen, die 

hauptsächlich im tropischen Afrika und zu einem geringeren Anteil in 

Lateinamerika und im Jemen endemisch ist (WHO, 1987). Die Onchozerkose 

wird von dem im menschlichen Bindegewebe lebenden Nematoden 

Onchocerca volvulus (Ordnung Spirurida, Überfamilie Filarioidea) verursacht, 

deren Überträger Kriebelmücken der Gattung Simulium sind. 

 

In 37 Ländern sind ca. 18 Millionen Menschen mit O. volvulus infiziert. 

Insgesamt leben in den Risikogebieten mehr als 120 Millionen Menschen. Der 

Hauptanteil der betroffenen Bevölkerung lebt außerhalb des Gebietes des 

“Onchocerciasis Control Programme” (OCP), das elf Länder Westafrikas 

umfaßte. Außerhalb des OCP-Gebietes sind 94,5 Millionen Menschen 

infektionsgefährdet. Dieser Parasit stellt eine der wichtigen 

humanpathogenen Filarien dar (WHO, 1995).  

 

Die Onchozerkose wird auch als „Flußblindheit“ bezeichnet, da das Auftreten 

der Infektion an das Vorkommen schnell fließender Gewässer gebunden ist, 

an denen die Überträgermücken leben und den Menschen infizieren. 

Kriebelmücken benötigen sauerstoffreiche, schnell fließende Gewässer als 

Brutplätze. Durch die Abhängigkeit von O. volvulus von seinem Vektor und 

damit dessen Habitat zeigt die Infektion diese ausgeprägte fokale 

Endemizität. In hyperendemischen Regionen können mehr als 90% der 

Erwachsenen mit O. volvulus infiziert sein (McMahon und Simonsen, 1996).  

 

Die natürlichen Überträger von O. volvulus gehören in Westafrika zum 

Simulium damnosum-Komplex, in Ostafrika und im Jemen zum S. 

damnosum–Komplex und der S. neavei–Gruppe. In Mittelamerika findet die 

Übertragung  durch S. ochraceum statt, und in Südamerika sind andere 

Simulium-Arten die Überträger (WHO, 1995). 
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Abbildung 1. Vorkommen der Onchozerkose (Roger W. Crosskey, Lane und 
Crosskey, 1993). 
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Der Parasit verursacht Schäden an mehreren Organsystemen des 

menschlichen Organismus. Dazu gehören in erster Linie Manifestationen an 

der Haut mit starkem Juckreiz, potentiell schwere Veränderungen und 

Schädigungen an den Augen, am Lymphsystem sowie eine Schwächung des 

Immunstatus des Patienten (WHO, 1987, 1995). Eine durch O. volvulus 

verursachte Erkrankung und Blindheit kann die Lebenserwartung um zehn 

und mehr Jahre reduzieren (Kirkwood et al., 1983).  

 

 
1.1.2 Der Lebenszyklus von O. volvulus 

 

Der Entwicklungszyklus von O. volvulus verläuft in fünf Stadien, wobei die 

Larvenstadien L2 und L3 im Zwischenwirt Simulium heranreifen, um dann die 

weitere Entwicklung und Fortpflanzung im Endwirt Mensch zu vollziehen 

(Duke, 1990). Die Übertragung der infektiösen Larven (L3) auf den Menschen 

erfolgt während einer Blutmahlzeit der Kriebelmücken. Die L3 wandern durch 

das Subkutangewebe und häuten sich innerhalb von 3-6 Tagen zum vierten 

Larvenstadium (L4) (Bianco et al., 1989; Strote und Bonow, 1991). Nachdem 

die L4 sich ein weiteres Mal gehäutet haben, wachsen die Filarien zum 

adulten Wurm heran. 

 

Die adulten Weibchen, mit einer Länge zwischen 20 und 60 cm, wachsen 

innerhalb von 12 Monaten nach der Infektion heran und liegen eng 

zusammengerollt in fibrösen Knoten (Onchozerkome). Die Onchozerkome 

befinden sich meist oberflächlich im Unterhautbindegewebe (Nelson, 1970). 

Sie können aber auch in tieferen Gewebsschichten vorkommen (Kilian, 1988) 

und enthalten 1 bis 10 und mehr adulte Würmer (Albiez et al.,1985). Die 

adulten Männchen hingegen sind sehr viel kleiner als die Weibchen. Sie 

erreichen nur eine Länge von 2 bis 8 cm. Die Männchen sind sehr beweglich, 

wandern zwischen den Knoten und begatten die sessilen Weibchen durch 

Einbringen von Sperma in die Vagina, die sich im Vorderende des Weibchens  

befindet (Neafie, 1972). 



 Einleitung 4 

 

Aus einem produktiven Weibchen schlüpfen pro Tag durchschnitlich 700 bis 

1500 ungescheidete Mikrofilarien (L1). Insgesamt produzieren die Weibchen 

innerhalb von 10 bis 15 Jahren Millionen von Mikrofilarien. Diese erreichen 

Längen um 300 μm und einen Durchmesser von 5 bis 9 μm. Die Mikrofilarien 

wandern aus dem Knoten in die menschliche Haut und in die Augen. Hier 

können sie 6 bis 24 Monate leben und bei einer Blutmahlzeit von weiblichen 

Simulien aufgenommen werden.  

 

Weiterhin wurden bei älteren, nicht fertilen, sowie bei moribunden und toten 

Weibchen von O. vovulus polymorphe Neoplasien festgestellt. Diese 

pleomorphen, basophilen Zellen scheinen von Ovarialzellen abzustammen 

und erstrecken sich von der Pseudocoelomhöhle über den gesamten Wurm, 

komprimieren damit seine inneren Organe und führen zum Tod der Filarie 

(Duke et al., 2000). 
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Abbildung 2.  Lebenszyklus von O. volvulus (Roger W. Crosskey, Lane und 
Crosskey, 1993). 
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Abbildung 3. Schematische Darstellung von O. volvulus im Querschnitt 

c = Kutikula, em = Embryonen, h = Hypodermis, mu = Muskulatur der 
Körperwand, ut = Uterusepithel, i = Darm, mf = Mikrofilarien (Dr. Gabriele  
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1.1.3 Bekämpfung der Onchozerkose 

 
Die Bekämpfung der Onchozerkose beruht auf zwei unterschiedlichen 

Strategien: 

• Vektorkontrolle durch Insektizide. 

• Einsatz von Chemotherapeutika. 

 

Die Möglichkeit eines Immunschutzes durch eine Impfung ist bisher offen. 

 

Vektorbekämpfung 

 

Das wichtigste und umfassendste Projekt zur Bekämpfung der Simulien 

wurde 1974 in Westafrika als „Onchocerciasis Control Programme“ (OCP) 

unter Leitung der WHO begonnen. Es wurde im Jahr 2002 beendet (Dadzie et 

al., 2003). Das Zielgebiet umfaßte 11 Länder mit Flußläufen von insgesamt 

23.000 km Länge. Regelmäßig wurden über den Brutplätzen der Simulien per 

Hubschrauber Insektizide versprüht. Hierdurch konnte die Übertragung 

erfolgreich gesenkt und schließlich sogar unterbrochen werden (WHO, 1987; 

1995). 

 

Massenbehandlung 

 

Die Behandlung der Patienten mit dem Mikrofilarizid Ivermectin (Mectizan ®), 

stellt zur Zeit die wichtigste Möglichkeit bei der Bekämpfung der 

Onchozerkose dar. Ivermectin ist ein Derivat des Avermectin B1. Es bewirkt 

eine Verringerung der Mikrofilariendichte bei geringen Nebenwirkungen. Nach 

seiner Zulassung wird dieses Medikament seit 1987 von den Herstellern 

kostenlos an die Ministerien und Organisationen, die es an mit Onchozerkose 

infizierte Personen verteilen, ausgegeben (Mectizan Donation Program). 

Der Wirkungmechanismus des Ivermectin beruht auf einer Interaktion mit 

dem Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersäure (GABA). Durch diese 

Neurotransmitter ansprechende Reaktion, kommt es zu einer Veränderung im 

Bewegungsmuster der Filarien. Die lähmende Wirkung der Filarien hat zur 

Folge, daß diese besser von den Abwehrzellen des Immunsystems 

angegriffen und eliminiert werden können. Auch die Mikrofilarien im Uterus 

werden in ihrem Bewegungsmuster verändert, so daß die Mikrofilarien beim 

Geburtsvorgang, der ein aktiver Prozess ist, nicht schlüpfen können. 
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Ivermectin wirkt nicht direkt mikrofilarizid, da es in vitro erst bei einer 1000-

fachen Konzentration der therapeutisch erreichbaren Konzentration die 

Filarien tötet (Chavasse und Davies, 1990). Weiterhin hält die mikrofilarizide 

Wirkung von Ivermectin auf die Mikrofilarien im Uterus nur für ein paar 

Monate an, so daß innerhalb eines Jahres 20% und mehr der Menschen 

erneut behandelt werden müssen. Adulte Filarien, die bis zu 15 Jahre leben 

und frühe embryonale Stadien, wie Oozyten und Morulae, bleiben vom 

Ivermectin weitgehend unbeeinflußt, was der Grund für die beschränkte 

Wirksamkeit des Ivermectins ist (WHO, 1995). 

 

Eine andere mögliche Strategie zur Bekämpfung der Onchozerkose ist, die 

Embryogenese im frühen Stadium komplett oder zumindest über einen 

langen Zeitraum zu blockieren. Diese Strategie stützt sich auf die Sterilisation 

der adulten Filarien durch Elimination ihrer intrazellulären Rickettsien-artigen 

Wolbachien mit Hilfe des Tetracyclins Doxycyclin. Seit 1999 finden 

Therapiestudien mit Doxycyclin statt. Es konnte gezeigt werden, daß bei mit 

Doxycyclin behandelten Filarien die Bakteriendichte stark reduziert war und 

auch keine normale Embryonalentwicklung mehr auftrat. Außerdem war 

deutlich zu erkennen, daß viele adulte Filarien jetzt degeneriert oder sogar tot 

waren (Hoerauf et al., 2000, 2003; Bandi et al., 2001).  

 

Neuere Studien haben gezeigt, daß die Kombination von Ivermectin und 

Doxycyclin eine komplette Blockierung der Embryogenese der Filarien für 

mindestens 18 Monate, wenn nicht sogar irreversibel, zur Folge hat. Das 

Prinzip der Bekämpfung der Wolbachien in Kombination mit der 

Ivermectinbehandlung ist höchst effektiv und bietet die Möglichkeit, die 

Fortpflanzung zu unterbrechen (Hoerauf et al., 2001, 2003). 
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Nodulektomien zur Verringerung der Mikrofilariendichte  
 
Eine vorübergehende Verringerung der Filariendichte, kann durch 

Nodulektomie, das heißt Entfernung von Onchozerkomen, erzielt werden. 

Diese Methode ist nur in Gebieten mit einer nicht zu großen Anzahl infizierter 

Menschen geeignet. Regelmäßige jährliche oder halbjährliche Nodulektomien 

wurden mehrere Jahrzehnte in Guatemala und Mexico erfolgreich 

angewendet (Figueroa Marroquin, 1974; Salazar Mallén, 1974). 

 

Für Afrika ist diese Methode zur Bekämpfung wenig geeignet, weil es sich um 

große Bevölkerungsgruppen handelt und da die Nodulektomie selten eine 

vollständige Entfernung aller adulten Weibchen bedeutet. Es können aber 

individuell die Mikrofilarienzahlen gesenkt und dadurch die Symptome 

gemildert werden (Albiez, 1985; Guderian et al., 1987). Diese Nodulektomien 

müssen jedoch bei andauernder Exposition regelmäßig vorgenommen 

werden. Der Mangel an Ärzten und die hohen Kosten erschweren die 

Durchführbarkeit dieser Methode. Weiterhin können durch Nodulektomien 

Knoten und Hautproben für Studienzwecke gewonnen werden, wie dies auch 

bei den Knoten der vorliegenden Arbeit der Fall war. 

 

 

1.1.4 Mikrofilarien als pathogenes Agens der Parasit-Wirt-Interaktion 

 

Personen mit Onchozerkose können bis zu 12 Millionen Mikrofilarien und 

mehr beherbergen (Schulz-Key, 1990). Pro Milligramm Haut variiert die 

Mikrofilariendichte zwischen weniger als einer Mikrofilarie bis zu mehreren 

Hundert, selten bis zu mehr als 700 Mikrofilarien. Zwischen 50 000 bis 70 000 

Mikrofilarien können jeden Tag sterben (Schulz-Key und Karam, 1986; Duke, 

1993). Tote Mikrofilarien stimulieren eine lokale entzündliche Reaktion des 

Wirtes, wobei bei chronischen Infektionen der kumulative Effekt der 

sterbenden Mikrofilarien eine erhebliche Entzündung auslösen kann. Die 

Manifestationen der entzündlichen Reaktionen betreffen vor allem Haut, 

Lymphknoten und Augen.  
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Bei einer Minderheit der Personen führt die Onchozerkose zu sehr 

ausgeprägten Krankheitserscheinungen, wie stark vergrößerten, regionalen 

Lymphknoten, hyperreaktiver lokalisierter Dermatitis, Ödemen und einer 

typischen Dunkelfärbung der Haut (Hyperpigmentierung). Hierbei werden 

häufig niedrige Mikrofilariendichten registriert. Diese Form der Onchozerkose 

wird auch als hyperreaktive Form oder „Sowda“ (arabisch „aswad“ = schwarz) 

bezeichnet. Sie manifestiert sich vorzugsweise bei Teenagern und jungen 

Erwachsenen (Albiez et al., 1985). Die „Sowda“-Form ist das Resultat einer 

hyperreaktiven Entzündung, die zur Eliminierung der Mikrofilarien führt und 

zur Schädigung der Haut (Ottesen, 1995; Hoerauf und Brattig, 2002), 

(Abbildung 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.  Hyperreaktive Form der Onchozerkose 

(A) Typisches Bild einer 21jährigen Liberianerin mit hyperreaktiver 
Onchozerkose. Asymmetrie der Läsionen und erhebliche Schwellung der 
femoralen Lymphknoten rechts (Pfeil). (B) Detailaufnahme der Haut des 
rechten Oberschenkels einer 22jährigen Liberianerin mit papulärer Dermatitis 
und Lichenifikation. Stelle der Operation an der Crista iliaca. Von beiden 
Patientinnen wurden Knoten untersucht. 
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Meist kommt es jedoch trotz hoher Mikrofilariendichte erstaunlicherweise nur 

zu einer geringen inflammatorischen Reaktion. Bei dieser Form, der 

generalisierten Onchozerkose, kann die Haut fast normal aussehen. Diese 

Beobachtungen haben zu der Annahme geführt, daß Mikrofilarien 

antiinflammatorische Mechanismen auslösen (Maizels et al.,1993; Ottesen, 

1995; Brattig 2004) oder immunsupressive Wirkungen von den Mikrofilarien 

selbst ausgehen, die bisher nicht näher geklärt werden konnten. Das 

Überleben des Parasiten O. volvulus im Wirt über einen Zeitraum von mehr 

als zehn Jahren und die eingeschränkte T–Zellantwort sind charakteristisch 

für die Onchozerkose.  

 

 

1.2 Immunantwort des menschlichen Organismus auf ein 

pathogenes Agens 

 
Bei Kontakt des menschlichen Organismus mit verschiedensten 

Umweltstoffen reagiert dieser mit einer Immunantwort bzw. einer 

inflammatorischen Reaktion. Die Reaktion hängt von der Natur des 

einwirkenden Agens und dem involvierten Gewebe ab. 

Bei der Regulation der adaptiven Immunantwort spielen Antigen-

präsentierende Zellen (APC) wie Monozyten/Makrophagen und dendritische 

Zellen eine entscheidende Rolle. Die Antigen-spezifische Immunantwort wird 

durch spezielle Zytokine der T-Helferzellen (Th) reguliert. Die T-Helferzellen 

werden in zwei Subtypen unterteilt, in Th1- und Th2-Zellen. Bei der Stimulation 

von T-Lymphozyten durch die Antigen-präsentierenden Zellen tritt neben dem 

Signal 1 (Ligation des T-Zellrezeptors durch MHC-gebundenes Peptid) und 

dem Signal 2 (Ligation durch ko-stimulatorische Moleküle) ein drittes, 

polarisierendes Signal der APC in Form von immunmodulierenden Zytokinen 

auf, hier sind besonders IL-12 bzw. IL-10 und Prostaglandin E2  zu nennen, 

die eine Differenzierung von Th1- bzw. Th2-Zellen fördern (Kapsenberg und 

Kalinski, 1999; Kapsenberg et al., 1999; Gratchev et al., 2001). Dieses dritte 

Signal der APC wird durch Moleküle des Pathogens ausgelöst, durch 

Pathogen-induzierte Moleküle oder Gewebsfaktoren. Eine Polarisierung der 

T-Lymphozyten zu Th1-Zellen wird charakteristischerweise durch Bakterien 

oder Viren ausgelöst.  Helmintheninfektionen führen dagegen zu einer 

Aktivierung von Th2-Zellen (Maizels et al., 2003).  
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In Abhängigkeit von der Dominanz von IL-12/IL-18 (Th1-Förderung) oder von 

IL-4/IL-10 und PGE2 (Th2-Förderung) werden Typ 1-APC bzw. dendritische 

Zellen (DC) vom Typ 2-APC/DC unterschieden (Kapsenberg und Kalinski, 

1999; Kapsenberg et al.,1999; Gratchev et al., 2001; Gordon 2003). Zu den 

Typ 1-APC gehören die klassisch aktivierten Makrophagen (kaM). Diese 

induzieren durch Produktion von IL-12 die Differenzierung von Th-Zellen zu 

Th1-Lymphozyten und werden selbst durch IL-12 oder -Interferon zu kaM 

polarisiert.  

 

Zu den Typ 2-APC werden die alternativ aktivierten Makrophagen (aaM) 

gezählt, die durch IL-4 und IL-10 polarisiert werden und die T-Zellantwort in 

Richtung Th2 durch die Produktion von PGE2 verschieben (Song et al., 2000; 

Gratchev et al., 2001;).  

 

Alternativ aktivierte Makrophagen bewirken eine Unterdrückung der 

Inflammation, indem sie anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 exprimieren 

und die Produktion von inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, lL-12 und 

TNF  verhindern (Gratchev et al., 2001). Andererseits sind aaM an den 

verschiedenen Phasen der Wundheilung und der Angiogenese beteiligt. 

Außerdem sind aaM an der Bereitstellung von Faktoren zur Fibrogenese 

involviert. Sie sind daher häufig in fibrotischen Geweben zu beobachten 

(Song et al., 2000).  

 

Th1- und Th2-Zellen werden aufgrund ihrer unterschiedlichen 

Zytokinproduktion unterschieden. Die Th1-Zellen produzieren neben größeren 

Mengen des Wachstumsfaktors Interleukin 2 (IL-2) hauptsächlich -Interferon, 

ein Zytokin, das für die Hochregulation der MHC-Klasse-2-Moleküle  

verantwortlich ist und auf diese Weise fördernd auf die zelluläre 

Immunantwort wirkt (Hasler et al., 1983; Betz und Fox, 1991). -Interferon 

stimuliert Makrophagen. Beide Zytokine sind verantwortlich für eine lokale 

Inflammation und die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen. Neben den Th1-

Zytokinen werden die Th2-Zytokine für die Eliminierung extrazellulärer 

Pathogene benötigt. Th2-Zellen synthetisieren IL-4 und IL-5 (Mosmann und 

Coffman, 1989). IL-4 ist ein Regulator der Immunglobulinproduktion der B-

Zellen (Gratchev et al., 2001). 
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1.3 Prostaglandin E2 

 
1.3.1 Entstehung und Rolle von Prostaglandin E2 im Stoffwechsel des 

Wirts 

 

Prostaglandine (PG) sind sauerstoffabhängige Derivate der mehrfach 

ungesättigten Fettsäure Arachidonsäure mit einer Cyclopentanringstruktur. 

Arachidonsäure ist ein natürlicher Bestandteil der Phospholipide in der 

Plasmamembran. Die Prostaglandine gehören mit ihren 20 C-Atomen, wie die 

Prostacycline, Leukotriene und Thromboxane zu den Eicosanoiden (eikosi, 

griechisch, bedeutet 20). Fast alle Körperzellen können Eicosanoide bilden.  

 

Für ihre Synthese wird zunächst durch eine Phospholipase A2 

Arachidonsäure aus Membranphospholipiden abgespalten. Das Enzym wird 

von Hormonen und anderen Reizen über G-Proteine aktiviert. Anschließend 

führen zwei verschiedene Wege - entweder über die Enzyme der 

Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2 oder über Lipoxygenase - von der 

Arachidonsäure zu den Eicosanoiden. Die Cyclooxygenase-1 wird von den 

meisten Geweben konstitutiv gebildet, wohingegen die Cyclooxygenase-2 ein 

induzierbares Enzym ist (Harris et al., 2002). Durch die Reaktion von 

Lipoxygenasen entstehen aus der Arachidonsäure Leukotriene, während 

Cyclooxygenasen in zwei Schritten aus dem Arachidonat unter 

Sauerstoffverbrauch Prostaglandin H2 bilden. Von diesem Metabolit führen 

zellspezifische Prostaglandin-Synthasen zu den verschiedenen 

Prostaglandinen, PGI2, PGF2 , PGD2 und PGE2 (siehe Abbildung 5). 
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Abbildung 5.  Stoffwechselwege zur Bildung von PGE2 

Arachidonsäure wird durch eine Phospholipase A2 aus 
Membranphospholipiden abgespalten. Die Cyclooxygenasen (COX-1 und 
Cox-2) bilden aus dem Arachidonat Prostaglandin H2. Von diesem Metabolit 
führen zellspezifische Prostaglandin-Synthasen zu den  verschiedenen 
Prostaglandinen PGI2, PGF2 , PGD2 und PGE2 (Modifiziert nach Trends in 
Immunology, Vol. 23, No. 3, 2002). 
 

 

 

Das Wirkspektrum der Eicosanoide ist vielfältig. Prostaglandine wirken in ihrer 

unmittelbaren Umgebung durch Bindung an spezifische Rezeptoren der 

Plasmamembran und Auslösung von intrazellulären Reaktionen (Harris et al., 

2002). Sie haben eine parakrine sowie autokrine Wirkung.  
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Die Eicosanoide stellen Stimulatoren für bestimmte hydrophile Hormone dar 

und wirken sehr vielfältig. Sie beeinflussen den Knochenstoffwechsel, 

kontrollieren die Kontraktion der glatten Muskulatur, greifen in die 

Ausschüttung von Zellprodukten ein, wirken auf das autonome Nervensystem 

und sind wirkungsvolle Schmerzsignale.  

 
PGE2 bindet an vier Rezeptorsubtypen (EP1, EP2, EP3 und EP4), die von 

verschiedenen Zellen exprimiert werden. Diese Rezeptoren bestehen aus 

sieben hydrophoben transmembranen Domainen und sind an spezifische G-

Proteine gekoppelt. In die Signalweitergabe durch diese Rezeptoren sind der 

„second messenger“ zyklisches 3´,5´-Adenosinmonophosphat (cAMP), freies 

Ca2+ und Inositolphosphat involviert. Abhängig vom Stimulus, dem Ort und 

dem Ausmaß der Entzündung, unterscheiden sich bei den verschiedenen EP-

Rezeptorsubtypen die Wege zur Weiterleitung und Umformung der Signale 

(Yoshikai, 2001; Harris et al., 2002). Experimentell konnte gezeigt werden, 

daß Mäuse, bei denen die EP-Rezeptoren nicht vorhanden waren, nach 

unterschiedlicher Stimulation keine febrilen Reaktionen entwickelten im 

Gegensatz zu den Mäusen, die diese Rezeptoren besaßen (Ushikubi et al., 

1998). Als Antwort auf endogene oder exogene Pyrogene erzeugt PGE2 

Fieber durch Bindung an den EP3-Rezeptor.  

 

PGE2  bindet an die PGE2-Rezeptoren EP3 und EP4, die dadurch zur 

Produktion des „second messenger“ cAMP stimuliert werden. Zusätzlich wird 

durch die Bindung von PGE2 an die Rezeptorsubtypen EP2 und EP4 die 

Th1/Th2-Balance zu Gunsten der Th2-Antwort verschoben. Dies geschieht 

durch Unterdrückung der IL-12 Antwort und Förderung der IL-4-Produktion 

(Yoshikai, 2001). 
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1.3.2 Rolle von Prostaglandin E2 im Immunsystem 

 

Prostaglandine können durch eine Reihe von Membran-aktivierenden 

Faktoren, z.B. IL-1, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Lipopolysaccharid (LPS) 

und verschiedene Komponenten des Komplementsystems, induziert werden 

(Phipps et al., 1991; Harris et al., 2002). Makrophagen, dendritische Zellen 

und Fibroblasten produzieren als Hauptprodukt des Arachidonsäure-

Metabolismus Prostaglandine (Kurland und Bockman, 1978; Heinen et al., 

1986; Frey et al., 1986; Phipps et al., 1988; Harris et al., 2002). 

Studien über Prostaglandine der E-Reihe zeigten, daß sie die Zellen des 

Immunsystems beeinflussen. Dazu gehören Makrophagen, die als Antigen-

präsentierende Zellen des Immunsystems fungieren, B-Lymphozyten, die 

Antikörper produzieren (humorale Antwort), und T-Lymphozyten, die 

Tumorzellen oder viral infizierte Zellen angreifen (zellvermittelte 

Immunantwort) und die B-Zellen durch Interleukine in ihrer Produktion von 

Antikörpern unterstützen. 

 

Die Prostaglandine der E-Reihe (PGE) werden als Immunsuppressoren 

bezeichnet. Sie besitzen die Fähigkeit, die Proliferation von T-Zellen, die 

Produktion von IL-2 und die Synthese von IgM-Antikörpern durch B-

Lymphozyten zu verhindern. Wie bereits erwähnt, bindet PGE2 an die PGE2-

Rezeptoren EP2 und EP4, die dadurch zur Produktion des „second 

messenger“ cAMP stimuliert werden (Phipps et al., 1990; Roper et al., 1990; 

Harris et al., 2002). So erhöht das Derivat Dibutyryl-cAMP die IL-4-induzierte 

IgE- und IgG4-Produktion und verhindert gleichzeitig die IgM-Produktion. 

Außerdem beeinflusst PGE2 die Interleukinsynthese von T-Helferzellen. PGE 

kann mit anderen Mediatoren stimulierend zusammenwirken. Beim 

Zusammenspiel von Lipopolysaccharid (LPS) mit PGE2 oder von PGE2 mit IL-

4 kommt es bei Mäusen zu einer starken Erhöhung der IgE-und IgG1-

Synthese von B-Zellen, während auf der anderen Seite die IgM- und IgG2-

Produktion verringert wird  (Phipps et al., 1990, 1991; Roper et al., 1990; 

Roper und Phipps, 1992; Harris et al., 2002). Diese Wirkung auf die IgG4- 

und IgE-Synthese durch PGE2 zeigt, daß PGE2 die Th2-Antwort fördert. Diese 

Reaktionen können bei Allergien und Asthma eine Rolle spielen. 
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Die Synthese von IL-4 und IL-5, einem Hauptprodukt der Th2-Lymphokine, 

wird durch PGE2 nicht beeinträchtigt (Phipps et al., 1990; Muñoz et al., 1990 

a; 1990 b; Novak und Rotherberg, 1990; Gajewski et al., 1990; Betz und Fox, 

1991). IL-5 reguliert die Eosinophilenproduktion und -aktivität (Pene et al., 

1988).  

Abbildung 6 fasst die Wirkung des von Makrophagen produzierten PGE2 auf 

Th2- und Th1-Zellen zusammen: Es wird der fördernde Effekt auf die Th2-

Antwort (IL-4 und IL-5) sowie die hemmende Wirkung auf die Th1-Antwort 

(Freisetzung von IL-2 und -Interferon) dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6. PGE2-Wirkungen auf Th1- und Th2-Zellen 

PGE2-fördernder Effekt auf die Th2-Antwort mit Bildung von IL-4 und IL-5. 
Hemmende Wirkung des PGE2 auf die Th1-Antwort, mit Freisetzung von IL-2 
und -Interferon (Modifiziert nach Phipps et al., 1991). 
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1.3.3 Eicosanoidproduktion von Parasiten 

 

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, daß Parasiten Eicosanoide produzieren. 

Zum Beispiel konnte die Produktion von Prostaglandin E2 (PGE2) in einigen 

Protozoen, Trematoden, Zestoden und Nematoden (Brugia malayi, 

Wuchereria bancrofti, Dirofilaria immitis) nachgewiesen werden (Belley und 

Chadee, 1995, Daugschies und Joachim, 2000). Welche Enzyme und Gene 

hierbei beteiligt sind, ist noch ungeklärt. Ein Nachweis analoger 

Cyclooxygenase-Enzyme (COX-Enzyme) konnte noch nicht erbracht werden 

(Belley und Chadee, 1995). Der Trematode Schistosoma mansoni und der 

Zestode Spirometra erinacei können Linolensäure zu Arachidonsäure 

metabolisieren und PGE2 produzieren. Bei den Trematoden wurde 

nachgewiesen, dass COX-Inhibitoren wie Indomethacin und Aspirin keinen 

Einfluß auf die Prostaglandinproduktion hatten (Ramaswamy et al., 2000). Bei 

den Zestoden konnte die PGE2-Produktion allerdings durch 

Indomethacingaben um 76% gesenkt werden (Fukushima et al., 1993).  

 

Weitere Studien zeigen, daß auch Mikrofilarien von B. malayi PGE2 aus 

endogener Arachidonsäure bilden können und sie auf die gesamte 

Oberfläche, ohne spezifische Lokalisation, sezernieren, was vermuten läßt, 

daß die Mikrofilarien keine spezifische Pore zur Sekretion dieses 

niedermolekularen Metaboliten benutzen (Liu und Weller, 1990; Liu et al., 

1992). 
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1.4 Fragestellungen 

 
Ausgehend von früheren Beobachtungen über die PGE2-Bildung von Brugia 

malayi und Wuchereria bancrofti (Longworth et al., 1985; Liu und Weller, 

1989; 1990; Liu et al., 1990 b) sollte geprüft werden, ob PGE2  auch von den 

Filarien O. volvulus und O. ochengi und als Reaktion auf den Parasiten auch 

von Wirtszellen gebildet wird. 

 

PGE2 in Filarien 

Immunhistologisch sollten Onchozerkome und Hautproben von 

Onchozerkose-Patienten untersucht werden, um festzustellen  

• ob PGE2
 in Weibchen, Männchen und Mikrofilarien von O. volvulus 

vorkommt und in welchen Organen und Zellen, 

• ob Unterschiede in der Prostaglandinbildung zwischen der 

generalisierten und der hyperreaktiven Form der Onchozerkose 

bestehen und 

• ob eine unterschiedliche Prostaglandinbildung bei mit Ivermectin oder 

mit Doxycyclin behandelten Patienten nachzuweisen ist. 

 

Mittels Hochleistungsflüssigchromatographie-Massenspektrometrie (HPLC-

MS) sollte PGE2 in  Extrakten von O. volvulus und O. ochengi nachgewiesen 

werden. Weiterhin wurde die Bildung von PGE2 durch Arachidonsäure 

exponierte O. volvulus-Mikrofilarien geprüft. 

 

Ferner sollte mit der Methode der Immunfluoreszenz in lebenden, isolierten 

Mikrofilarien der Nachweis von PGE2 und dessen Bildung aus Arachidonsäure 

erbracht werden.  

 

 

PGE2 in Wirtszellen 

Weitere Untersuchungen sollten klären, ob PGE2 auch in den Wirtszellen im 

Knoten und der Haut nachweisbar ist und wenn ja, in welchen Zellen. 

 

In-vitro-Experimente sollten zeigen, ob humane mononukleäre Zellen PGE2 

nach Stimulation mit Onchocerca-Produkten bilden.
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Untersuchte Filarien 

 

Die für diese Arbeit verwendeten Filarien, Knoten und Hautschnitte standen in 

den Abteilungen für Helminthologie und für Klinische Chemie des Bernhard-

Nocht-Institutes für Tropenmedizin zur Verfügung. Diese waren in mehreren 

früheren Studien gewonnen worden. Die Gewinnung von bioptischem 

Material durch Nodulektomien für Forschungszwecke war von der 

Ethikkommission der Ärztekammer Hamburg geprüft und gebilligt worden. 

Folgende Onchocerca-Proben wurden verwendet (s. auch Tabellen 1 und 2) : 

• 81 Knoten von 61 Patienten aus Ghana, Liberia, Mali und Uganda 

mit Weibchen und Männchen von O. volvulus (Büttner et al., 1988; 

Albiez et al., 1988; Fischer et al., 1993; Hoerauf et al., 2002 b) 

• Hautproben aus Burkina-Faso und Liberia (Büttner et al., 1988) 

• Isolierte, in flüssigem Stickstoff eingefrorene Weibchen und 

Männchen sowie in RPMI 1640, 10%igem fetalen Kälberserum 

(FCS) und 10%igem Dimethylsulfoxid suspendierte und in 

Stickstoff gelagerte Mikrofilarien von O. volvulus aus Macenta, 

Guinea, 1996 (Haffner et al., 1998) 

• Weibchen, Männchen und Mikrofilarien von O. ochengi aus 

Ngaoundere, Kamerun, die in gleicher Weise behandelt wurden. Diese 

Würmer entstammten der Zusammenarbeit von PD Dr. N. Brattig, 

Bernhard-Nocht-Institut und PD Dr. A. Renz, Universität Tübingen. 

 

Die meisten Patienten hatten vor der Operation keine filariziden Medikamente 

eingenommen. Eine kleine Anzahl war vorher behandelt worden. Die mit 

Ivermectin behandelten Patienten wurden mehrere Monate und einige 

außerdem vier, 24 oder 120 Stunden nach der Einnahme von 0,15 – 0,4 

mg/kg Körpergewicht Ivermectin operiert.  Die Doxycyclin-Behandlung lief 

über einen Zeitraum von sechs Wochen, wobei die Patienten mit 100 mg 

Doxycyclin pro Tag behandelt worden waren. Die Nodulektomie fand vier 

Monate später statt (Hoerauf et al., 2000).  

 

 

 

 

 



 Material und Methoden 21 

 

Tabelle 1.  Herkunft der Knoten 

 

 

Herkunft der 

Knoten 

Ghana Uganda Liberia Burkina-

Faso 

Mali 

Generalisierte 

Form, unbehandelte 

Personen 

18 Patienten 

 28 Knoten 

 

0   8 Patienten 

  8 Knoten 

3 Patienten 

  3 Knoten 

3 Patienten 

3 Knoten 

Generalisierte 

Form, Doxycyclin-

behandelte 

Personen 

2 Patienten 

3 Knoten 

0 0 0 0 

Ivermectin- 

behandelte 

Personen 

5 Patienten 

5 Knoten 

3 Patienten 

6 Knoten 

0 0 0 

Sowda, 

unbehandelte 

Personen 

0 0 19 Patienten 

25 Knoten 

0 0 

Gesamtzahl der 

Knoten für die 

immunhistologische 

Färbung 

36 Knoten 6 Knoten 33 Knoten 3 Knoten 3 Knoten 

 

 

 

 

 

Tabelle 2.  Herkunft der Hautproben 

 

 

Herkunft der 

Haut 

Liberia Burkina-Faso 

Generalisierte 

Form, 

unbehandelte 

Personen 

14 Patienten 

 

2 Patienten 

Sowda,  

unbehandelte  

Personen 

8 Patienten 0 
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2.2 Immunhistologischer Nachweis von PGE2 

 
2.2.1 Reagenzien zur histologischen Färbung 

 

Bis auf einige Ausnahmen wurden die Reagenzien für diese Versuche von 

der Firma DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland, bezogen. 

 

• Zunächst wurde eine Stammlösung des 

Trishydroxymethylaminomethan-Puffers (Tris-Puffer) (0,05 M) 

hergestellt: 

Tris   60,57 g 

NaCl   87,66 g 

Aqua dest. ad        1000 ml 

 

• Aus der Stammlösung wurde der Gebrauchspuffer hergestellt und der 

pH-Wert von 7,6 eingestellt: 

Stammlösung  100 ml 

HCl     40 ml 

Aqua dest. + 860 ml 

 

• Für die Herstellung des Chromogens wurde der Tris-Puffer mit pH 8,2 

(0,1 M) verwendet: 

Tris    12,11 g 

Aqua dest.       ad     1000 ml 

 

• Rohistol 

• Alkohol 100%, 96%, 80%, 70% 

• Aqua dest. 

• 1% Ammoniumchlorid 

• 0,05 M Glycin  1,857 g Glycin in 500 ml TBS-Gebrauchspuffer 

• 0,1% BSA-Puffer  Bovines Serumalbumin gelöst in Gebrauchspuffer 

• 10% BSA 

• Primär-Antikörper: monoklonaler Maus-Antikörper gegen PGE2 in den 

verschiedenen Verdünnungen (in 0,1% BSA), freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. Dr. K. Brune; Institut für Pharmakologie 

und Toxikologie, Universität  Erlangen, Deutschland (Brune et al., 

1985) 
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• PGE2 (Cayman Chemical, Ann Arbor, USA) 

• Arachidonsäure (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

• Kaninchen gegen Maus IgG (Z 259)  (DakoCytomation)  

• APAAP-Komplex, Maus (DO 651) (DakoCytomation)  

• Substrat :  0,024 g Levamisol-Hydrochlorid  

0,010 g Fast Red TR/Hemi-(Zinkchlorid)-Salz 

   0,002 g Naphthol AS-MX-Phosphat 

   200 μl N, N-Dimethylformamid 

• Mayers Hämalaunlösung (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

 

 

2.2.2 APAAP-Methodik 

 
Die Färbungen wurden nach den Anweisungen des Herstellers (DAKO) 

durchgeführt und geringfügig durch die in der Abteilung für Helminthologie 

(BNI, Hamburg) gewonnenen Erfahrungen abgewandelt.  

Die Proben wurden mit folgenden Fixativen behandelt: 

Karnovsky-Lösung (2% Paraformaldehyd oder 0,0025% Glutaraldehyd) oder 

4% gepuffertes Formaldehyd oder 70% Ethanol. 

Nach der Fixierung erfolgte die Einbettung in Paraffin. 

 
 
Behandlung der mit Formalin und Karnovsky-Lösung fixierten Schnitte 
 

Die mit Formalin und Karnovsky-Lösung fixierten Schnitte mußten im 

Gegensatz zu den mit Ethanol fixierten Schnitten noch mit 0,1% 

Ammoniumchlorid für 30 Min und für weitere 15 Min in einer 0,05 molaren 

Glycin-Lösung inkubiert werden. Danach wurden alle Objektträger in einem 

0,1%igem BSA-Puffer gelagert. 

Zwischenzeitig wurde eine Feuchtkammer durch Lagerung von mit Aqua dest. 

befeuchtetem Zellstoff in luftdichten Kammern vorbereitet. 

Nun konnten die Objektträger der 0,1%igen BSA-Lösung entnommen und 

abgetrocknet werden, damit die nächste Verdünnung nicht verfälscht wurde, 

und in die vorbereitete Feuchtkammer gelegt werden. In der Kammer wurden 

sie mit Hilfe einer Spritze und eines sterilen Filters mit 10%igem BSA 

beschichtet, bis der gesamte Objektträger gut bedeckt war und für 30 Min 

inkubiert. Danach fünfminütiges Lagern in einer 0,1%igen BSA-Lösung.  
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Inkubation der Objektträger in der Feuchtkammer für 60 Min mit dem 

primären Antikörper (Anti-PGE2) in verschiedenen Verdünnungsstufen (1:250 

- 1:2000). Nach der Inkubation Lagerung der Objektträger im 

Gebrauchspuffer. Anschließende Inkubation in der Feuchtkammer mit dem 

Kaninchen-gegen-Maus-Antikörper in der Verdünnungsstufe 1:25 für 30 Min. 

Waschen der Objektträger im Gebrauchspuffer und Inkubation mit dem 

APAAP-Komplex für 30 Min in der Verdünnungsstufe 1:50.  

Lösen von 2 mg Naphthol in 0,2 ml N,N-Dimethylformamid und 9,8 ml Tris-

Puffer (pH 8,2). Zur Blockierung der endogenen alkalischen Phosphatase mit 

10 μl Levamisol 0,1 M versetzen. Diese erzeugte Lösung zu 10 mg Fast-Red-

Salz geben und nach kurzem Schütteln filtrieren, da sich bereits nach dem 

Schütteln eine Rotfärbung zeigte. Aufbringen des Substrats auf die 

Paraffinschnitte und 15minütiges inkubieren. Reinigung der Objektträger im 

Puffer und in Aqua dest.  

Bläuen der Objektträger mit Hämalaun für 10 Min und anschließendes 

Abspülen unter fließendem Leitungswasser für 20 Min.  

 

 
2.2.3 Absorption des Anti-PGE2-Serums  

 

Zum Spezifitätsnachweis des eingesetzten Antikörpers wurden die 

Objektträger mit verschiedenen absorbierten Seren inkubiert.  

Das Anti-PGE2-Serum wurde im Verhältnis 1:1 mit PGE2 gemischt, um die 

PGE2-Antikörper aus dem Serum zu entfernen. Es wurde erwartet, daß mit 

Anti-PGE2-Serum positive Präparate an konsekutiven Parallelschnitten mit 

dem absorbierten Serum keine Reaktion mehr zeigen würden. 

Um zu prüfen, ob dieses Verfahren nicht zu einer unspezifischen Absorption 

führt, wurde das Anti-PGE2-Serum mit dem Vorläufermetabolit des PGE2, der 

Arachidonsäure, im Verhältnis 1:1 absorbiert (1 g Anti-PGE2-Serum plus  

1 g Arachidonsäure). 

Als weitere Kontrolle wurden Inkubationen mit 0,1% BSA an Stelle von Anti-

PGE2 durchgeführt.  

Darauffolgend mehrmaliges Waschen in Gebrauchspuffer, Inkubation in der 

Feuchtkammer mit dem Kaninchenserum gegen Maus-Antikörper in der 

Verdünnung 1:25 und dem APAAP-Komplex in der Verdünnung 1:50.  
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2.2.4 Immunhistologischer Nachweis von TGF-ß1 und anderen 

Proteinen 

 
Zusätzlich wurden mehrere Knoten von unbehandelten Patienten mit der 

generalisierten und der hyperreaktiven Form der Onchozerkose 

immunhistologisch auf TGF-ß1 untersucht. Die Färbungen wurde nach den 

Anweisungen des Herstellers des Kits (R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, USA) durchgeführt und geringfügig durch die in der Abteilung für 

Helminthologie des BNI gewonnenen Erfahrungen abgewandelt.  

Als Primär-Antikörper diente Anti-Human-TGF-ß1-Serum von der Ziege in der 

Verdünnung 1:200 (R&D Systems). 

 

Der Nachweis von Wolbachia-Endobakterien in den Filarien erfolgte mit 

Antiserum gegen die Wolbachien von Dirofilaria immitis mit der Verdünnung 

1:1000 bis 1:4000 mit der APAAP-Methode. Das Serum wurde von Dr. 

Claudio Bandi, Dipartimento di Patologia Animale, Igiene e Sanità Pubblica 

Veterinaria, Università di Milano, Italien zur Verfügung gestellt. 

 

L1-Protein mit AK gegen MAC387 = 1:50 (DaKo Cytomation) 

 

CD68 mit AK = 1:50 (DaKo Cytomation) 

 

CD1a  mit unverdünntem monoklonalen Antikörper (Immunotech, Marseille, 

Frankreich) 

 

Tryptase mit AK = 1:200 (DaKo Cytomation) 

 

Außerdem standen von allen Knoten und Hautproben mit Eosin gefärbte 

Schnitte zur Verfügung. 
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2.3 Immunfluoreszenznachweis von PGE2 in Mikrofilarien 

 

Die Immunfluoreszenzmethode wurde nach den Veröffentlichungen  von Liu 

et al. (1992) über den PGE2-Nachweis bei B. malayi  und W. bancrofti 

durchgeführt. 

Die Reagenzien wurden überwiegend von der Firma Sigma bezogen.  

 

2.3.1 Reagenzien 

 

• Gebrauchspuffer: 

Tris-gepufferte Kochsalz-Lösung mit Tween 20 (TBST) 

50 mM Tris HCl      6,057 g/l 

150 mM NaCl       8,766 g/l 

0,05 (v/v) % Tween 20     500 μl/l 

1 mM EDTA       0,372 g/l 

0.5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  0,087 g/l 

 

 

• Waschlösung: ausbalanzierte Salzlösung nach Hanks (HBSS) 

• Fixativ: 1-Ethyl-3-Dimethylaminopropyl-Carbodiimid, EDAC   

• Milieu: RPMI 1640-Medium + 2% Agar + 2%  Fettsäure-freies BSA   

• Beschichtung des Objektträgers: Poly-L-Lysin (0,1%)  

• Blockierungsreagenz: 1% normales Ziegenserum in HBSS 

• Primärantikörper: Kaninchen-anti-PGE2-Serum (1:10) (Sigma) 

• Sekundärantikörper: biotinylierter Ziege-anti–Kaninchen-Antikörper 

(IgG) (1:500)  (Sigma) 

• Fluorochrom: Streptavidin-AMCA (7-Amino-4-Methyl-Coumarin-3-

Acetat) (1:50); (Immunotech, Marseille, Frankreich) 

• PGE2-Vorläufermetabolit: Arachidonsäure (10 mg) in Ethanol (3ml) 

• Verdünnung der Arachidonsäure  in RPMI-Medium: 1:100, 1:200, 

1:2000 
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2.3.2 Immunfluoreszenz-Methodik  

 
Vorbereitung der Mikrofilarien 

 

Es wurden für den Versuch in Stickstoff eingefrorene Mikrofilarien von O. 

volvulus sowie von O. ochengi benutzt. Die in Stickstofftanks in Kryotubes 

aufbewahrten Mikrofilarien wurden aufgetaut und wenn suspendiert in 15 ml-

Spitzröhrchen mit einem kleinem Volumen von erwärmten RPMI              

1640-Medium überführt. Das Medium durfte nicht über 37°C erhitzt werden, 

um die Mikrofilarien nicht zu schädigen.  

 

Sie wurden dann zweimal für 15 Min bei 200 x g  (= 970 rpm) zentrifugiert. 

Um die Anzahl sowie Vitalität der Mikrofilarien zu bestimmen, wurde 1 μl 

Flüssigkeit mit Mikrofilarien auf einen Objektträger gegeben. Zur Bestimmung 

wurde ein 10-faches Objektiv benutzt. Die Suspension mit den Mikrofilarien 

wurde dann auf ca. 2000-10 000 Mikrofilarien/ml eingestellt. 

  

 

Mischen von Mikrofilarien, Weichagar und BSA 
 

Es wurde nun eine 50 μl Weichagar-Probe (2%) auf 37°C mit Hilfe eines 

Wärmeblocks erwärmt sowie eine 50 μl BSA-Probe (2%) bei Raumtemperatur 

aufgetaut, um dann schnell, bevor der Agar wieder fest wurde, 50 μl BSA zum 

Weichagar (37°C) zuzugeben. Das Ganze wurde gemischt (1%), um dann die 

Mikrofilarien in das 1%ige Gemisch aus BSA und Weichagar einzubringen. 

 

 
Inkubation zur möglichen PGE2-Freisetzung  

 

Tropfen mit 5 l des Mikrofilarien-Agar-BSA-Gemischs mit 10-50 Mikrofilarien 

wurden nun pro Reaktionszone des Poly-L-Lysin-beschichteten Objektträgers 

aufgebracht. Diese Objektträger mußten nun für 1-2 Min abkühlen, um den 

Agar zu festigen und die Mikrofilarien zu immobilisieren. Über Nacht wurde  

im Inkubator bei 37°C inkubiert. 

 

 

 

 



 Material und Methoden 28 

 

Fixierung der Mikrofilarien und des PGE2 

 

Nach der Inkubation waren die Mikrofilarien immer noch vital, was mit Hilfe 

eines Kontrollobjektträgers gezeigt werden konnte, bei dem der Agar durch 

vorsichtiges Erhitzen wieder zum Schmelzen gebracht wurde. 

Die Objektträger wurden nun mit 50%-igem 1-Ethyl-3-Dimethylaminopropyl-

Carbodiimid beschichtet, jeweils 5 μl pro Reaktionsfeld, um den Mikrofilarien-

BSA-Agar und die darin befindlichen Prostaglandine zu fixieren, und dann 

erneut zu inkubieren, diesmal bei Raumtemperatur und nur für 30 Min. 

Danach dreimaliges Waschen mit HBSS.   

 

 
Blockierung nicht spezifischer Bindungsstellen  

 

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde jedes Reaktionsfeld 

des Objektträgers mit 5 μl eines 1%-igen normalen Ziegenserums beschichtet 

und dann bei Raumtemperatur für 60 Min inkubiert. Darauf folgte ein 

dreimaliges Waschen mit TBST-Puffer. 

 

 
Färbung von PGE2 mit einem primären und sekundären  
Antikörper 

 

Als nächstes wurden die Objektträger mit Kaninchen-anti-Prostaglandin-E2-

Antikörper in verschiedenen Verdünnungsstufen (1:10-1:300), als 

spezifisches Antiserum, für 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann dreimaliges 

Waschen mit TBST. 

Danach Inkubation der Objektträger mit biotinyliertem Ziege-anti-Kaninchen-

IgG (1:500) über Nacht bei 37°C, wobei jeweils 5 μl des IgG pro Reaktionsfeld 

benutzt wurden. Erneutes dreimaliges Waschen mit TBST. Darauf folgte eine 

Inkubation über Nacht bei 37°C mit dem Fluorochrom Streptavidin-AMCA in 

verschiedenen Verdünnungsstufen (1:50 - 1:500). Es wurden jeweils  3 μl pro 

Reaktionsfeld verwendet und anschließend mit destilliertem Wasser 

gewaschen. 

Die Auswertung der behandelten Objektträger erfolgte mit Hilfe eines 

Fluoreszenz-Mikroskops. Hier sollten sich die so behandelten PGE2 

produzierenden Mikrofilarien in einer deutlichen Blaufärbung darstellen. 
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2.3.3 Produktion von PGE2 durch Mikrofilarien 

 
Dieser Versuch wurde nach Liu und Weller (1990) durchgeführt. 
 
Die Methodik zum Nachweis von PGE2 folgte der ersten Versuchsreihe (siehe 

2.3.2). Zusätzlich wurden die Mikrofilarien diesmal mit 0,1 nM Arachidonsäure 

über einen Zeitraum von vier Stunden bei 37°C inkubiert. 
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2.4 PGE2-Bestimmung mittels 

Hochleistungsflüssigchromatographie-Massenspektrometrie  

 
Diese Versuche wurden nach der Anleitung von Dr. R. Rickert und Prof. Dr. 

H. Steinhart, Abteilung für Lebensmittelchemie, Universität Hamburg 

durchgeführt. Alle verwendeten Reagenzien stammen aus der 

Lebensmittelchemieabteilung. 

 
 
2.4.1 Reagenzien 

 

Arachidonsäure 

Kollagenase in HBSS (0,5%) (Boehringer, Mannheim) 

Chloroform-Ameisensäure-Gemisch: 1-2 Tropfen einer  0,1 M Ameisensäure 

in 500 μl Chloroform (Sigma) 

Natriumsulfat (Sigma) 

Eluent: Acetonitril/Wasser/Trifluoressigsäure, 31/69/0,02 (v/v/v)  

 

2.4.2 Methodik 

 

Gewinnung der Weibchen von O. volvulus und O. ochengi nach  
Kollagenaseverdauung  

 
Da die Weibchen meist noch nicht vollständig frei vom Wirtsgewebe waren, 

wurden sie in eine Petrischale mit PBS-Lösung gegeben, um mikroskopisch 

feststellen zu können, inwieweit sie sich noch im Onchozerkom befinden. 

Wenn dies der Fall war, wurden die Weibchen mit Hilfe einer 0,5%igen 

Kollagenase-HBSS-Lösung aus dem Wirtsgewebe befreit, indem sie 

zusammen mit dem Kollagenase-HBSS-Gemisch für vier Stunden bei 37°C 

ins Wasserbad gestellt wurden. 

 

Für die Männchen galt dieser Schritt nicht, da sie bereits vollständig vom 

Wirtsgewebe befreit waren. Lebende Mikrofilarien wurden wie oben 

dargestellt (2.3.2) aufbereitet und bei 37°C für eine Stunde mit 

Arachidonsäure (3 g/ml) inkubiert. Zusammen mit den Weibchen und 

Männchen wurden sie dann weiterbehandelt. 
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Homogenisieren der Filarien 

 

Die Weibchen, Männchen und Mikrofilarien von O. volvulus und O. ochengi 

wurden wiederholt in PBS gewaschen und in sterilen Kompressen getrocknet. 

Mit einer Pinzette wurden die Adulten jeweils in eine Mörserschale gegeben. 

Die Filarien wurden in flüssigem Stickstoff gefroren und anschließend mit 

einem groben Mörser zerkleinert. Die Mikrofilarien wurden nach dem 

Waschen durch Ultraschall (10 x 15 Sek) zerkleinert.  

 
 

Extraktion der homogenisierten Filarien 
 

Bei dem Extraktionsvorgang mußte darauf geachtet werden, daß die zu 

untersuchenden Substanzen bei der Aufarbeitung keiner Oxidation 

unterlagen. Deswegen wurde versucht, möglichst in schonendem Milieu bei 

Raumtemperatur zu arbeiten. Die Proben wurden nach dem Homogenisieren 

mit einem Chloroform-Ameisensäure-Gemisch in schwach saurem pH-

Bereich (3-3,5) extrahiert. Zur besseren Phasentrennung wurde für 10 Min bei 

500 U/min zentrifugiert. 

 

Die Proben in ihrer Chloroformphase wurden in braune Reagenzgläser 

überführt, um dann Natriumsulfat über den erhaltenen Chloroformextrakt zu 

filtrieren. Das Natriumsulfat absorbiert das restliche Wasser aus dem 

Chloroform, so daß zum Abgasen unter einem Stickstoffstrom bei 40°C kein 

Wasser mehr vorhanden war und es nicht zum Siedeverzug kommen konnte. 

In der Chloroformphase befanden sich jetzt nur noch die Eicosanoide als 

nicht dissoziierte Säuren. 

 

 

Das Chloroform wurde nun bei 40°C bis zur vollständigen Trockenheit mit 

Stickstoff abgegast, ggf. wurden noch einmal 3 ml Chloroform zum 

vollständigen Entfernen der Ameisensäure zugegeben. 

Zum Schluß wurde jede Probe mit Eicosanoiden ins Laufmittel (200 μl  

Acetonitril/Wasser/Trifluoressigsäure) für die HPLC aufgenommen. 

Es wurden dann jeweils 50 μl zur Messung ins HPLC/API-ES-

Massenspektrometer injiziert.  
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2.5 Zytospin von mononukleären Zellen 

 
2.5.1 Reagenzien 

 

Extrakt von O. volvulus-Weibchen aus Macenta, Guinea von 1996 

Rekombinantes Hitzeschockprotein 60 (HSP60) von Wolbachien aus O. 

volvulus von PD Dr. K. Erttmann (BNI, Hamburg) 

IL-4 (Biomol) 

IL-10 (R&D Systems) 

Lipopolysaccharid (LPS) (Sigma) 

Dexamethason (Sigma) 

 

 

2.5.2 Stimulation von mononukleären Zellen 

 

Mononukleäre Zellen wurden von gesunden deutschen Spendern nach der 

Standardmethode isoliert (Brattig et al, 1997). 2 x 106 mononukleäre Zellen/ml 

wurden drei bis sechs Tage bei 37°C in RPMI-Medium mit verschiedenen 

Reagenzien inkubiert: O. volvulus-Extrakt (OvE; 10-50 g/ml), HSP60 (4-25 

g/ml), IL-4 (2 ng/ml) plus Dexamethason (200 ng/ml), IL-10 (2 ng/ml) und 

Dexamethason (200 ng/ml) oder LPS (1 ng/ml) oder unbehandelt belassen. 

Die Sterilität des OvE wurde in Blutagartests geprüft (Haffner et al., 1998).  

Nach der Inkubation wurden die stimulierten Zellen in Röhrchen bei 200 

U/Min fünf Minuten zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden resuspendiert,  

gezählt und auf eine Konzentration von 1 x 106/ml eingestellt. 

 

Präparation von Zytospins 
 
Es wurde jeweils ein Objektträger zusammen mit einem Filterpapier und 

einem Trichter in den Rotor der Zytozentrifuge eingelegt. 

Jeweils 100 μl (1 x 105) der behandelten mononukleären Zellen wurden in die 

einzelnen Trichter gegeben, die danach für 10 Min bei 600 U/Min zentrifugiert 

wurden. Abschließend wurden die Zellen auf den Objektträgern über Nacht 

getrocknet. 

Nach Fixierung der Objektträger in Aceton und dreistündiger Verdampfung 

konnten die Zellen auf den Objektträgern bei –70°C in Alufolie eingewickelt 

gelagert werden, um sie später zusammen mit den histologischen Präparaten 

in der Immunhistologie nach der APAAP-Methodik anzufärben (siehe 2.2.2). 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Methodisch bedingte Variationen der Immunhistologie 

  

3.1.1 Konzentrationen des PGE2-Antiserums  

 

Die Gewebe-Präparate wurden immunhistologisch unter Verwendung des 

Anti-PGE2-Serums in den Verdünnungsstufen 1:250, 1:300, 1:500, 1:750 und 

1:1000 getestet. Es stellte sich heraus, daß die Verdünnung 1:250 am besten 

geeignet war, da hier die Färbung am deutlichsten ausgeprägt war und die 

einzelnen Gewebsstrukturen gut von einander abzugrenzen waren. 

Die Kutikula zeigte sich in allen Fällen eindeutig nicht gefärbt. Die 

Hypodermis wies hingegen immer eine eindeutig positive Reaktion auf. 

Davon wiederum klar abzugrenzen war die Muskulatur, die in den meisten 

Fällen nicht gefärbt erschien. Das Uterusepithel, der Darm sowie der 

Hintergrund waren in einer Verdünnung von 1:250 allerdings häufig noch 

schwach angefärbt. Diese Effekte traten bei einer Verdünnung von 1:500 

meist nur noch ganz geringfügig auf oder fehlten. Bei der Verdünnung von 

1:500 zeigte sich häufig bereits eine schwächere, aber immer noch eindeutige 

Färbung der Hypodermis. Dieses Muster fand sich abgestuft in den 

verschiedenen Verdünnungsstufen. 

Auch die Makrophagen und Riesenzellen im Knoten wiesen bei der 

Verdünnung 1:250 eine stärkere Färbung auf als bei der Verdünnung 1:500. 

 
3.1.2 Einfluß der Fixierungen  

 

Sowohl nach Fixierung mit Ethanol wie mit Formaldehyd- oder 

Paraformaldehyd-Lösung (Karnovsky-Lösung) führte die Anwendung des 

Anti-PGE2-Serums zur spezifischen Markierung von Filarien und Wirtszellen 

bei einem Teil der untersuchten Onchozerkome (Abbildungen 7 A und 9 C, 

Ethanolfixierung; Abb. 13, Karnovskyfixierung; Abb. 24 Formaldehyd-

fixierung). Alle Markierungen wurden mindestens an zwei Paraffinschnitten 

unabhängig voneinander an verschiedenen Tagen durchgeführt. Die 

Ergebnisse waren für die betreffenden Paraffinblöcke immer reproduzierbar. 
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Blöcke mit reagierenden Geweben reagierten immer und Blöcke mit nicht 

reagierenden Geweben blieben auch bei der Wiederholung negativ.  

 

3.1.3 Negativkontrollen mit BSA 

  
Bei jeder Färbung wurden Kontrollschnitte mitgeführt, bei denen anstelle des 

Antiserums gegen PGE2  eine BSA-Lösung eingesetzt wurde. Die Korrektheit 

der Färbereaktion wurde bestätigt, da Markierungen von Filarien und 

Wirtszellen nur bei Einsatz des Antiserums gegen PGE2, nicht jedoch bei 

Verwendung von Serumalbumin eintraten (Abbildung 7). 

 

 

Abbildung 7.  Negativkontrolle mit Serumalbumin 

(A) Weibliche O. volvulus mit dem typischen Verteilungsmuster für PGE2. 
Hypodermis positiv für PGE2. Epithel des Darms (Pfeilkopf) und des Uterus 
(Pfeil) nur schwach positiv. Muskulatur und Kutikula blieben bei der 
Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum ungefärbt. (B) Konsekutiver Schnitt des 
Knotens aus A, der anstelle des Anti-PGE2-Serums mit BSA inkubiert wurde. 
Alle Zellen der Filarie blieben ungefärbt. (A und B) Knoten eines 
unbehandelten Patienten mit generalisierter Onchozerkose aus Ghana. k, 
Kutikula; h, Hypodermis; m, Muskulatur. x 220 
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3.1.4 Spezifitätsnachweis durch Absorptionsversuche des PGE2-

Antiserums mit PGE2 oder mit Arachidonsäure 

 
Die entscheidende Kontrolle zur Spezifität des eingesetzten Serums erfolgte 

in Versuchen, bei denen dem Inkubationsansatz äquivalente Mengen von 

PGE2 zugesetzt wurden. Dadurch sollte geprüft werden, in wieweit der Effekt 

des Anti-PGE2-Serums in der APAAP-Färbung durch Neutralisation 

aufgehoben werden konnte. In der Tat waren unter diesen Versuchs-

bedingungen alle Strukturen der Filarie sowie die Wirtszellen im umliegenden 

Humangewebe vollständig farblos (Abbildung 9). Die fehlende Markierung bei 

der Verwendung von Serum nach Absorption mit PGE2 belegt, daß das 

verwendete Anti-PGE2-Serum spezifisch für PGE2 ist. Es konnte daher für 

den immunhistologischen Nachweis von PGE2 verwendet werden. 

In weiteren Experimenten wurde in den Versuchsansätzen Arachidonsäure, 

der Vorläufermetabolit des PGE2, an Stelle von PGE2 eingesetzt. Trotz Zusatz 

der Arachidonsäure war die Hypodermis in allen Fällen positiv angefärbt. Die 

Kutikula und Muskulatur waren nicht gefärbt, das Uterusepithel, der Darm und 

die Wirtszellen waren schwach gefärbt erkennbar (Abbildung 8). Die 

Inkubation mit einem PGE2-ähnlichen Vorläufermolekül führte nicht zur 

Absorption des Anti-PGE2-Antikörpers. 

 

Abbildung 8.  Spezifitätsnachweis mit Arachidonsäure 

Stark gefärbte Hypodermis sowie nicht gefärbte Kutikula und Muskulatur einer 
weiblichen Filarie nach Färbung mit einem Anti-PGE2-Serum, das vorher mit 
Arachidonsäure inkubiert worden war. Der Absorptionsversuch führte nicht zu 
einer Entfernung des Anti-PGE2-Antikörpers aus dem Serum. Knoten eines 
unbehandelten Patienten aus Ghana mit der generalisierten Form. h, 
Hypodermis; m, Muskulatur. x 400 
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Abbildung 9. Spezifitätsnachweis durch Absorption des PGE2-Antiserum mit 
PGE2 

(A) Typisches Verteilungsmuster für PGE2. Hypodermis positiv für PGE2, 
Muskulatur und Kutikula nicht gefärbt. (B) Konsekutiver Schnitt des Knotens 
aus A. Alle Strukturen der Filarie sind nach der Absorption nicht gefärbt. (C) 
Deutlich positiv markierte Hypodermis und negative Kutikula. Markierte 
Riesenzellen (Pfeile) im Wirtsgewebe. (D) Konsekutiver Schnitt des Knotens 
aus C. Alle Strukturen der Filarie sowie die Riesenzellen (Pfeile) im 
umliegenden Humangewebe sind ungefärbt. (A-D) Knoten unbehandelter 
Patienten aus Ghana mit generalisierter Onchozerkose. Weibliche O. 
volvulus-Filarien. (A und C) Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum. (B und D) 
Reaktion nach Absorption des Anti-PGE2-Serums mit PGE2. k, Kutikula; h, 
Hypodermis. (A und B) x 100. (C und D) x 500 
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3.1.5 Variation bei verschiedenen Proben 

 
Schnitte von verschiedenen Knoten oder Hautproben reagierten 

unterschiedlich mit dem Antiserum. Ein Teil der Blöcke reagierte positiv und 

ein Teil negativ. Eine Abhängigkeit von der Herkunft aus verschiedenen 

Ländern war dabei nicht festzustellen (Abbildung 7 a und 8, Ghana; 12 A, 

Burkina Faso; 14 Liberia; 18, Uganda; 25 A, Mali).  

 

Dabei verhielten sich die Markierungen der Würmer anders als die der 

Wirtszellen. Bei einigen Blöcken waren nur die Filarien, bei anderen Proben 

nur die Wirtszellen und bei wieder anderen waren sowohl die Filarien wie ein 

Teil der Wirtszellen markiert. Es lag nicht daran, daß die Blöcke für die 

Immunhistologie nicht mehr geeignet gewesen wären. Alle Knoten wurden 

auch mit einem Antikörper gegen das „Wolbachia Surface Protein“ (WSP) der 

Wolbachia-Endobakterien untersucht. Mit Ausnahme der Proben, bei denen 

die Wolbachien durch Behandlung der Patienten mit Doxycyclin entfernt 

worden waren, reagierten die Endobakterien in allen Knoten positiv. Ebenso 

reagierten alle Knoten positiv, die mit anderen Antikörpern wie dem gegen 

das L1-Protein der Makrophagen oder die Tryptase der Mastzellen, 

untersucht wurden. Es gab keinen Knoten, der nicht mindestens mit dem Anti-

WSP-Antikörper und einem oder mehreren anderen Antikörpern reagiert hätte 

(nicht gezeigt). Die Variation kann mit der Instabilität des niedermolekularen 

ungesättigten Eicosanoids zusammenhängen. 

 

Schlußfolgerung 

 

Mit Hilfe der verschiedenen Methoden gelang es, die Spezifität des PGE2-

Antikörpers nachzuweisen und somit eine sichere Grundlage für die 

immunhistologische Lokalisierung von PGE2 zu schaffen. 
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3.2 PGE2-Nachweis in Filarien  

 
3.2.1 Unbehandelte Patienten 

 
Bei den Onchozerkomschnitten generalisierter Patienten konnte der 

Nachweis von PGE2 meist in einer charakteristischen Verteilung in den 

Geweben und Zellen der adulten Filarien nachgewiesen werden. Wenn eine 

Filarie markiert war, so war fast immer die Hypodermis stark markiert. 

Auffällig gefärbt waren die Lateralleisten. Aber auch die Medianleisten und die 

interchordale Hypodermis zeigten dann Färbungen von PGE2. Gelegentlich 

waren die Faltenbildungen der hypodermalen Zellmembran nahe dem Lumen 

der Pseudocoelomhöhle in den Lateralleisten oder nahe der Kutikula stärker 

markiert als die übrigen Anteile der Hypodermis (Abbildung 10). Das würde 

eine Sekretion von PGE2 in den extrazellulären Raum in diesen Bereichen 

nahe legen. In der Kutikula konnte nie PGE2 nachgewiesen werden, und die 

Muskulatur der Körperwand und die glatten Muskelzellen der Uteruswand 

waren bei den meisten Filarien nicht markiert (Abbildung 7 A). Nur bei 

wenigen Würmern fand sich eine schwache Rotfärbung der Muskulatur nach 

Fixierung mit Ethanol. Da diese nur in einigen Abschnitten und mal im 

fibrillären und mal im afibrillären Anteil der Muskulatur zu beobachten war, 

kann bezweifelt werden, ob es sich hier um eine spezifische PGE2-

Markierung gehandelt hat.  

Unabhängig voneinander, aber oft auch in demselben Wurmabschnitt waren 

die Epithelien von einem oder beiden Ästen von Uterus oder Ovidukt und vom 

Darm bei Weibchen häufig markiert (Abbildung 11). 

 

In den Ovarien waren die Oozyten fast immer, im Uterus häufig stark 

markiert. Es gab aber auch Oozyten im Uterus, die keine Färbung erkennen 

ließen (Abbildung 12 A und B). Die Spermien im Uterus ergaben keinen 

Hinweis für PGE2 (Abbildung 12 A und B). Die Mikrofilarien im Uterus ließen 

sich nur vereinzelt anfärben.  

 

Der Hintergrund blieb im Gegensatz dazu meist nur sehr schwach gefärbt, so 

daß der Unterschied zwischen spezifischer Markierung und Hintergrund gut 

zu erkennen war. 
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Abbildung 10. Nachweis von PGE2 in den Labyrinthen der Hypodermis 
 
Markierte Labyrinthe nahe der Kutikula und nahe des Lumens in den 
Lateralleisten der Hypodermis (Pfeile) eines Weibchens. Knoten eines 
unbehandelten Patienten mit generalisierter Onchozerkose aus Burkina Faso. 
h, Hypodermis; k, Kutikula. x 550 
 

 

 

Abbildung 11. Nachweis von 
PGE2 in Uterus- und 
Darmepithel 

Positiv sind Hypodermis, 
Darmepithel, Uterusepithel in 
beiden Ästen und der fibrilläre 
Anteil der Wandmuskulatur 
bei Färbung mit dem Anti-
PGE2-Serum. Knoten eines 
unbehandelten Patienten mit 
generalisierter Onchozerkose 
aus Ghana. Weibliche Filarie 
von O. volvulus. d, Darm; u, 
Uterus. x 640 
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Abbildung 12. Nachweis von PGE2 in Oozyten in Ovar und Uterus 

(A) Filarie mit positiver Hypodermis und Oozyten im Ovar (Pfeil) bei Färbung 
mit dem Anti-PGE2-Serum. x 320.(B) Filarie mit positiver Hypodermis und 
Oozyten im Uterus (Pfeil), sowie negativen Spermien im Uterus (Pfeilkopf).    
x 460. Knoten unbehandelter Patienten aus Burkina Faso (A) und Ghana (B) 
mit generalisierter Onchozerkose. h, Hypodermis 

 

 

Bei den Männchen erhielten wir entsprechende Ergebnisse wie bei den 

Weibchen. In der Hypodermis konnte PGE2 nachgewiesen werden. Die 

Epithelien des Genitaltraktes waren gelegentlich markiert, die Stadien der 

Spermiogenese stellten sich nicht gefärbt dar (Abbildung 13). 

 

 

In einigen Fällen war bei Männchen und Weibchen unabhängig von der 

Herkunft der Knoten, der Fixierung und der Verdünnung die Flüssigkeit in der 

Pseudocoelomhöhle gefärbt (Abbildung 14).   
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Abbildung 13. PGE2-
Nachweis in einer männlichen 
Filarie 

Schwach positive 
Hypodermis und Epithel des 
Genitaltraktes (Pfeil) bei 
Inkubation mit dem Anti-
PGE2-Serum. Die Spermien 
sind negativ. Knoten eines 
unbehandelten Patienten aus 
Ghana mit generalisierter 
Onchozerkose. h, 
Hypodermis. x 370 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14. PGE2-
Nachweis in der 
Pseudocoelomhöhle 

Gefärbte Flüssigkeit in 
der Pseudocoelomhöhle 
eines Weibchens nach 
Inkubation mit dem Anti-
PGE2-Serum. Knoten 
eines unbehandelten 
Patienten aus Liberia mit 
der generalisierten Form.   
p, Pseudocoelomhöhle.     
x 200 

 

 

 

Die Mikrofilarien im Knotengewebe von Personen mit einer generalisierten 

Onchozerkose oder in der Haut waren meist nicht markiert. In einigen Knoten 

waren eine kleine Anzahl, aber niemals alle Mikrofilarien markiert. Das gilt für 

intakte ebenso wie für tote, in Auflösung befindliche Mikrofilarien (Abbildung 

15 A und B). 
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Abbildung 15. Mikrofilarien im Knotengewebe 

(A und B) Positiv gefärbte Mikrofilarien (Pfeile) im 
Knotengewebe nach Färbung mit dem Anti-PGE2-
Serum. Knoten eines unbehandelten Patienten aus 
Ghana mit generalisierter Onchozerkose. (A) x 550. 
(B) x 860 

 

 

 

 

Bei etwa 17% von mit Ivermectin behandelten Weibchen und bei etwa 2% der 

unbehandelten Weibchen von O. volvulus fanden Duke et al. (2002) 

Neoplasien in der Pseudocoelomhöhle und gelegentlich auch in den 

Organen, die zum Tod der Filarien führen. Die Autoren nehmen an, daß die 

Tumoren von den Oozyten in den Ovarien ausgehen, konnten das aber nicht 

sicher belegen. In der vorliegenden Arbeit ließen viele Tumorzellen 

lichtmikroskopisch kaum noch Zytoplasma neben dem Kern erkennen. In 

diesen Fällen war auch keine PGE2-Markierung in den Tumorzellen zu finden, 

selbst wenn benachbarte Strukturen positiv waren (Abbildung 16 A). Dagegen 

war das Zytoplasma in den Tumorzellen, die mehr Zytoplasma aufwiesen, 

deutlich markiert, wenn „lebende“, wenn auch moribunde Würmer verwendet 

wurden (Abbildung 16 B). 
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Bei Vergleich von Proben von Patienten mit der hyperreaktiven oder der 

generalisierten Form der Onchozerkose unbehandelter Patienten, ergaben 

sich für die Filarien keine Unterschiede im Vorkommen von PGE2.   

 

Unabhängig von der erheblichen Variation durch die Beschaffenheit der 

Knoten, die Fixierung und die Verdünnung des primären Antikörpers war 

regelmäßig eine von der Methode unabhängige Variation der Markierung zu 

beobachten. So kamen in einem Knotenschnitt sowohl für PGE2  positve als 

auch negative Wurmanschnitte vor (Abbildung 17 A). Sogar innerhalb eines 

Wurmanschnittes konnte ein Uterusast für PGE2 positiv erscheinen, der 

zweite hingegen nicht (Abbildung 17 B). Das galt für alle Organe der Filarien. 

Auch zwischen den verschiedenen Würmern desselben Paraffinschnittes gab 

es oft unterschiedliche Anfärbungen. Die kleineren Männchen waren so gut 

wie immer schwächer als benachbarte Weibchen markiert.  



 Ergebnisse 44 

 

Abbildung 16. Tumor in lebenden Weibchen 

(A und B) Lebendes Weibchen mit degenerativ veränderter Uteruswand und 
einem Tumor. In A weitgehend negative Anschnitte (Pfeil) neben dem 
Anschnitt eines anderen lebenden Weibchens und in B neben positiver 
Hypodermis und Darm auch positive Tumorzellen in der Pseudocoelomhöhle 
(Pfeil). Behandlung der Schnitte mit dem Anti-PGE2-Serum. Knoten eines 
unbehandelten Patienten aus Ghana mit der generalisierten Form. h, 
Hypodermis. (A) x 100. (B) x 260 

 

 

Abbildung 17. Variationen der Markierung von PGE2 

(A) Variation der Markierung bei einer weiblichen Filarie. Hypodermis in 
einem Anschnitt dieser Filarie deutlich positiv gefärbt (links), wohingegen die 
Hypodermis in einem anderen Anschnitt nicht gefärbt zu erkennen ist (rechts). 
x 120. (B) Variation des Uterusepithels in einem Schnitt einer weiblichen 
Filarie. Der eine Uterusast stellt sich gefärbt dar (links), der andere nicht. 
Positive Markierung der Hypodermis, schwache Färbung des afibrillären Teils 
der Wandmuskulatur (Pfeilkopf) x 260. (A und B) Knoten von zwei 
unbehandelten Patienten aus Ghana mit der generalisierten Form der 
Onchozerkose. Behandlung der Schnittes mit dem Anti-PGE2-Serum. h, 
Hypodermis; u, Uterus 
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3.2.2 Behandelte Patienten 

 
3.2.2.1 Behandlung mit Ivermectin 
 

Das Medikament der Wahl zur individuellen und auch zur Massenbehandlung 

der Onchozerkose ist zur Zeit Ivermectin. Es wurden 11 Knoten von acht 

Patienten untersucht, die mit einer oder mehreren Dosen Ivermectin zwei 

Jahre, ein Jahr, oder 1-2 Tage vor der Nodulektomie behandelt worden 

waren. Auch hier ergaben sich bezüglich der Anfärbung der Filarien keine 

Unterschiede zu Filarien von unbehandelten Patienten. Die Hypodermis war 

immer deutlich positiv dargestellt. Dagegen grenzten sich die Kutikula und die 

Muskulatur ab, die beide eindeutig nicht gefärbt waren. Das Uterusepithel und 

der Darm zeigten eine ganz schwache oder teilweise keine Färbung 

(Abbildung 18). Das Vorkommen von PGE2 war daher nicht durch eine 

Ivermectinbehandlung der Patienten und damit der Würmer beeinflußbar.  

 

 

Abbildung 18. Behandlung 
mit Ivermectin 

Weibliche Filarie mit 
positiver Hypodermis nach 
Färbung mit dem Anti-
PGE2-Serum. Mikrofilarien 
im Uterus sind als Folge 
der Ivermectintherapie 
degeneriert. Knoten eines 
Patienten aus Uganda mit 
generalisierter 
Onchozerkose, der ein Jahr 
und ein zweites mal 24 
Stunden vor der 
Nodulektomie mit 
Ivermectin behandelt 
worden war.                       
h, Hypodermis;                  
m, Muskulatur; u, Uterus.        
x 700 
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3.2.2.2 Behandlung mit Doxycyclin und Ivermectin 
 

Wie bei vielen anderen Filarien leben in allen O. volvulus-Würmern 

Endobakterien der Gattung Wolbachia, deren Anwesenheit obligat für die 

Embryogenese ist. Auch die Expression verschiedener Proteine wird durch 

Wolbachien beeinflußt. Um zu untersuchen, ob das auch für die Expression 

von PGE2 gilt, wurden Knoten von Patienten untersucht, die sechs Wochen 

mit Doxycyclin behandelt worden waren, so daß nach einigen Monaten keine 

lebenden Wolbachien mehr vorhanden waren (Hoerauf et al., 2003). 

Interessanterweise konnte ich feststellen, daß PGE2 bei diesen Filarien in 

gleicher Weise wie bei den Filarien unbehandelter Personen exprimiert 

wurde. Die Hypodermis zeigte regelmäßig eine PGE2-Färbung. Davon ließen 

sich die Kutikula und die Muskulatur eindeutig abgrenzen, die beide keine 

Reaktionen für PGE2 zeigten. Das Uterusepithel und der Darm erschienen 

nicht bis teilweise dezent positiv gefärbt. Ein Einfluß durch eine 

Doxycyclinbehandlung war daher nicht feststellbar (Abbildung 19). Diese 

Patienten hatten zusätzlich zum Doxycyclin auch eine Dosis Ivermectin 

eingenommen, das aber keinen Einfluß auf die PGE2-Expression gehabt 

haben dürfte, wie oben beschrieben ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19 . Behandlung mit Doxycyclin 

Sowohl die Hypodermis, wie auch die Riesenzellen des Wirtes (Pfeil) sind 
nach Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum gefärbt dargestellt. Die Kutikula 
und die Muskulatur des Wurmes bleiben ebenso ungefärbt wie das Binde-
gewebe des Wirtes. Knoten eines Patienten aus Ghana mit generalisierter 
Onchozerkose, der sechs Wochen mit 100 mg Doxycyclin pro Tag und später 
einmal sechs Wochen mit Ivermectin behandelt wurde. Fünf Monate nach 
Doxycyclin und zwei Monate nach Ivermectin.   k, Kutikula; h, Hypodermis; m, 
Muskulatur. x 570
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3.3 PGE2-Nachweis in Wirtszellen 

 

Die Wirtszellen wurden zunächst morphologisch identifiziert. Eine große 

Anzahl von Schnitten war im Rahmen anderer Studien schon mit Antikörpern 

gegen verschiedene zellspezifische Proteine gefärbt worden, die mehr oder 

weniger spezifisch für verschiedene Zelltypen sind. Makrophagen wurden mit 

Anti-L1-Protein-Serum, Anti-CD68-Serum und Anti-TGF-ß-Serum markiert, 

wobei das Anti-L1-Protein-Serum auch neutrophile Granulozyten färbt, die 

sich aber morphologisch unterscheiden lassen. Mastzellen wurden mit Anti-

Tryptase-Serum gefärbt und Langerhanszellen in der Haut mit Anti-CD1-

Serum. Es lagen auch mit Lymphozytenmarkern gefärbte Schnitte vor. Aber 

die hier relevanten Plasmazellen wurden morphologisch identifiziert. Schnitte, 

bei denen es infolge einer zu geringen Serumverdünnung zu einer 

Überfärbung gekommen war, wurden nicht berücksichtigt.  

 

 

3.3.1 Wirtszellen im Onchozerkom 

 
3.3.1.1 Unbehandelte Onchozerkosepatienten 
 

Die Untersuchungen des Wirtsgewebes ergaben, daß vor allem Makrophagen 

im Bindegewebe des Knotens bei der generalisierten Form der Onchozerkose 

häufig positiv markiert hervortraten. Die Mehrzahl der Zellen wurde allerdings 

nicht gefärbt. Das ließ sich oft an einem Schnitt erkennen (Abbildung 25 A). 

Häufig waren die Makrophagen, die zu mehrkernigen kleinen oder großen 

Riesenzellen fusioniert waren, positiv markiert (Abbildung 9 C, 19 und 24). 

Die großen mehrkernigen Riesenzellen, die sich an die Kutikula der toten 

Makrofilarien anheften, waren fast alle markiert (Abbildung 20). Viele der an 

die „lebenden“ adulten Filarien angelagerten Makrophagen waren PGE2-

positiv (Abbildung 21). Aber auch Makrophagen, die im Knotengewebe 

zwischen den Wurmschlingen lagen, waren markiert (Abbildung 22 und 26). 

Schaumzellen im Randbereich der Zysten um die Würmer in den Knoten 

waren nur wenig oder gar nicht gefärbt (nicht gezeigt). 
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Abbildung 20. Nachweis von PGE2 in Riesenzellen 

Stark markierte Riesenzellen (Pfeil) um den Kutikula-Rest eines toten 
Weibchens (Pfeilkopf), nach Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum. Knoten 
eines unbehandelten Patienten aus Ghana mit generalisierter Onchozerkose. 
x 370 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21. Weibchen mit markierten Makrophagen 

Längsschnitt eines Weibchens mit positiver Hypodermis und markierten 
Makrophagen (Pfeil) an der Kutikula nach Färbung mit dem Anti-PGE2-
Serum. Knoten eines unbehandelten Patienten aus Ghana mit der 
generalisierten Form. k, Kutikula; h, Hypodermis; d, Darm. x 540 
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Abbildung 22. Markierte Makrophagen 

(A) Positiv markierte Makrophagen nahe eines Weibchens mit positiver 
Hypodermis, von denen einer an ein Mikrofilarien-Fragment adhäsiert (Pfeil). 
x 470. (B) Positiv gefärbte Makrophagen (Pfeile) in der Nähe des Weibchens 
aus (A), von denen einige Mikrofilarien-Fragmente attackieren und 
aufnehmen. x 770. (A und B) Knoten eines unbehandelten Patienten aus 
Ghana mit generalisierter Onchozerkose. Behandlung der konsekutiven 
Schnitte mit dem Anti-PGE2-Serum. h, Hypodermis. 
 

 

 

Weiterhin gelang regelmäßig der PGE2-Nachweis in einem Teil der 

Plasmazellen des Knotengewebes (Abbildung 23). Die Endothelzellen waren 

meistens nur schwach positiv oder nicht markiert. 
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Abbildung 23. PGE2-Nachweis in Plasmazellen 

Plasmazellen (Pfeil) im Gewebe zwischen den Wurmschlingen eines 
Weibchens sind markiert. Die meisten Makrophagen sind hier nicht gefärbt 
(Pfeilköpfe). Auch die Endothelien der Kapillaren sind nicht markiert (Stern). 
Knoten eines unbehandelten Patienten aus Ghana mit generalisierter 
Onchozerkose. Behandlung des Schnittes mit dem Anti-PGE2-Serum. x 400 

 

 

Bei der hyperreaktiven Form konnte PGE2 wie auch bei der generalisierten 

Form in Makrophagen und Riesenzellen nachgewiesen werden (Abbildung 

24). Ein Unterschied zwischen generalisierter und hyperreaktiver Form ließ 

sich für PGE2 nicht feststellen. Aber es war vielleicht die Anzahl der 

untersuchten Knoten von Patienten mit hyperreaktiver Onchocerciasis zu 

gering. 
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Abbildung 24. Markierte Riesenzellen bei der hyperreaktiven Form 

Markierte Riesenzellen (Pfeile) um eine Filarie gruppiert. Knoten einer 
unbehandelten Patientin aus Liberia mit der hyperreaktiven Form der 
Onchozerkose. Färbung des Schnittes mit dem Anti-PGE2-Serum. x 700 

 

 
Von Interesse war der Vergleich mit dem Ergebnis der Markierung mit dem 

Anti-TGF- -Serum, weil sowohl PGE2 wie TGF-  1 Immunsuppression 

anzeigen. Bei Knoten von Patienten mit immunsupprimierter generalisierter 

wie bei denen von Patienten mit hyperreaktiver Onchozerkose exprimierten 

sehr viel mehr Makrophagen TGF-  1 als PGE2 (Abbildung 25 A-D). Für die 

PGE2-Expression konnte kein Unterschied zwischen der generalisierten und 

der hyperreaktiven Form festgestellt werden. Für TGF-  1 galt, daß bei der 

hyperreaktiven Form weniger TGF-  1 von Makrophagen exprimiert wurde als 

bei der generalisierten Form (Abbildung 25 A und B). 
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Abbildung 25. Vergleich von PGE2 und TGF-  1 in konsekutiven Schnitten 

(A) Nur wenige Makrophagen und keine Endothelien sind nach Inkubation mit 
dem Anti-PGE2-Serum im Wirtsgewebe markiert. (B) Viele Makrophagen und 
auch Endothelien sind nach Färbung mit dem Anti-TGF- -Serum markiert. (C) 
Wenige Makrophagen sind nach Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum im 
Wirtsgewebe markiert. (D) Deutlich mehr Makrophagen sind nach Färbung 
mit dem Anti-TGF-ß-Serum markiert als in C. (A und B) Knoten eines 
unbehandelten Patienten aus Mali mit der generalisierten Form der 
Onchozerkose. (C und D) Knoten eines unbehandelten Patienten aus Liberia 
mit der hyperreaktiven Form der Onchozerkose. (A-D) x 130 
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3.3.1.2 Behandlung mit Ivermectin und Doxycyclin  
 

Es fanden sich keine Unterschiede zwischen unbehandelten und mit 

Ivermectin und Doxycyclin behandlten Patienten. Denn auch bei mit 

Ivermectin wie mit Doxycyclin behandelten Patienten zeigten sich einkernige 

und vielkernige Makrophagen (Riesenzellen) deutlich positiv markiert 

abgrenzbar vom nicht gefärbtem Hintergrund (Abbildung 26). 

 

 

 

Abbildung 26. Ivermectinbehandlung 

Positiv markierte Makrophagen im Wirtsgewebe zwischen den Schlingen 
einer Filarie nach Färbung mit dem Anti-PGE2-Serum. Knoten eines 24 
Monate, 12 Monate und 48 Stunden vor der Nodulektomie mit Ivermectin 
behandelten Patienten aus Uganda mit generalisierter Onchozerkose. x 620 
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3.3.2 Wirtszellen in der Haut 

 

In Hautschnitten von Personen mit der generalisierten und hyperreaktiven 

Form der Onchozerkose wurden weniger Proben als von den 

Onchozerkomschnitten untersucht. Es zeigte sich zwischen den beiden 

Formen kein Unterschied im PGE2 Nachweis. Es waren vor allem die 

Makrophagen, die in den äußeren Schichten des Koriums lagen, in denen 

PGE2 nachgewiesen werden konnte (Abbildung 27 und 28). In der Epidermis 

waren in Parallelschnitten zu solchen die nach Anwendung von Anti-CD1-

Serum Langerhanszellen erkennen ließen, keine entsprechenden Zellen mit 

PGE2 markiert, so daß angenommen werden muß, daß die dendritischen 

Zellen in der Haut möglicherweise nicht oder nur selten PGE2-positiv sind 

(nicht gezeigt). Auf Parallelschnitten, die mit Anti-TGF- -Serum gefärbt 

waren, zeigten die Langerhanszellen oft deutliche Markierungen (nicht 

gezeigt).  

 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die Beobachtungen an den 

Hautschnitten die Ergebnisse der Untersuchung der Onchozerkome 

bestätigten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27. Makrophagen in der Haut bei der generalisierten Form 

Positiv gefärbte Makrophagen in der äußeren Schicht des Koriums, nach 
Färbung mit dem Anti-PGE2-Serum. Hautschnitt eines unbehandelten 
Patienten mit generalisierter Onchozerkose aus Liberia. x 350 
  



 Ergebnisse 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28. Makrophagen in der Haut bei der hyperreaktiven Form 

Makrophagen, nach Inkubation mit dem Anti-PGE2-Serum, in der äußeren 
Schicht des Koriums markiert. x 240. Hautschnitt eines unbehandelten 
Patienten aus Liberia mit der hyperreaktiven Form der Onchozerkose 
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3.4 Versuche zum Nachweis von PGE2 in Mikrofilarien durch 

Immunfluoreszenz 

 

In einer weiteren Versuchsreihe sollte getestet werden, ob sich PGE2 in 

„lebenden“ Mikrofilarien nachweisen lässt. Für unsere Versuche wurden in 

einem schützenden Medium in Stickstoff eingefrorene Mikrofilarien von O. 

volvulus und O. ochengi verwendet. Die Versuche, PGE2 mit Hilfe der 

Immunfluoreszenz in den Mikrofilarien nachzuweisen, führten im Unterschied 

zur APAAP-Technik nicht zu klaren Ergebnissen. Eine positive Fluoreszenz 

war im Fluoreszenzmikroskop vereinzelt sichtbar. Eine Fluoreszenz, die einen 

positiven PGE2–Nachweis bedeutet, ließ sich allerdings nur sehr kurzzeitig 

und nur bei wenigen Mikrofilarien erkennen (nicht gezeigt). 

 

Da PGE2 aus Arachidonsäure gebildet wird, wurden einige Mikrofilarien für 

vier Stunden mit Arachidonsäure inkubiert. Dieser Versuch sollte zeigen, ob 

Mikrofilarien aus Arachidonsäure PGE2 bilden können. Doch auch hierbei war 

es nicht zu einer deutlichen, andauernden Fluoreszenz gekommen, so daß 

die Bildung von PGE2 aus Arachidonsäure durch Mikrofilarien mit der 

Immunfluoreszenzmethode nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte.  
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3.5 Nachweis von PGE2 mit der Hochleistungsflüssig-

chromatographie-Massenspektrometrie 

 

In Zusammenarbeit mit Dr. R. Rickert und Professor Dr. H. Steinhart (Institut 

für Lebensmittelchemie, Universität Hamburg) wurden Analysen mit Hilfe der 

Hochleistungsflüssigchromatographie-Massenspektrometrie durchgeführt, um 

damit PGE2 in adulten Männchen, Weibchen sowie Mikrofilarien von O. 

volvulus und in deren Kulturüberständen nachzuweisen. Mit Hilfe dieser 

biochemischen Technik konnte gezeigt werden, daß PGE2 in Extrakten von 

adulten Weibchen (Abbildung 29) und Mikrofilarien vorhanden, jedoch in 

exkretorisch-sekretorischen Produkten von Mikrofilarien nicht klar detektierbar 

war. Positive PGE2-Signale fanden sich auch für Extrakte der Weibchen und 

Mikrofilarien von der verwandten Art O. ochengi. 

 

Um festzustellen, ob Mikrofilarien von O. volvulus und O. ochengi PGE2 selbst 

produzieren oder ob sie es aus dem Wirtsgewebe aufnehmen, wurden einige 

Proben mit lebenden Mikrofilarien vor dem Test für eine Stunde bei 37°C mit 

Arachidonsäure inkubiert. Hierbei zeigte sich ein Unterschied im Vergleich 

zum Leerwert, der immer im Test zur Kontrolle mitgeführt wurde. Im Leerwert 

wurde kein Signal gesehen. Hingegen wiesen die Mikrofilarien, die mit 

Arachidonsäure inkubiert wurden, ein für PGE2 positives Signal auf.  

Abbildung 29. PGE2-Nachweis in Extrakten von adulten Weibchen von O. 

volvulus mit der Hochleistungsflüssigchromatographie-Massenspektrometrie  

Blaue Linie: Chromatogramm mit virtuellen Einheiten (Units) von Extrakten 
von O.-volvulus-Weibchen. Rote Linie: Chromatogramm für den PGE2-(1) und 
PGD2-(2)-Standard

 
Units 
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3.6 Bildung von PGE2 durch Makrophagen nach Stimulation mit 

O. volvulus-Extrakt 

 

Mehrere Veröffentlichungen (Snijders et al. 1998; Neves et al., 1999) haben 

gezeigt, daß Monozyten in mononukleären Zellsuspensionen nach 

Stimulation mit z.B. LPS oder Parasiten (S. mansoni) PGE2 bilden. 

 

In In-vitro-Versuchen wurde daher geprüft, ob Monozyten aus dem peripheren 

Blut von gesunden deutschen Spendern nach Exposition mit O.-volvulus-

Extrakt PGE2 bilden. Hierfür wurden die mononukleären Zellen aus dem 

peripheren Blut entweder unbehandelt belassen oder mit verschiedenen 

Substanzen (IL-4 und Dexamethason, IL-10 und Dexamethason, LPS, HSP60 

oder O.-volvulus-Extrakt) inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert und dem 

Zytospin zugeführt. Nach Fixierung der Präparate wurde eine APAAP–

Färbung durchgeführt. 

 

In den Zytospinpräparationen unstimulierter mononukleärer Zellen zeigte sich, 

daß die Monozyten in 10 von 13 Ansätzen keine Anfärbung nach der APAAP-

Färbung aufwiesen (Abbildung 30). 

 

Nach Stimulation mit LPS stellten sich die mononukleären Zellen wie erwartet 

angefärbt dar (Abbildung 31). 

 

Wenn die mononukleären Zellen mit O.-volvulus-Extrakt stimuliert worden 

waren, fanden sich positive Reaktionen für PGE2 in 7 von 10 Präparationen 

(Abbildung 32 A und B).  

 

Nach Stimulation der mononukleären Zellen mit IL-10 und Dexamethason, 

Stimuli alternativ aktivierter Makrophagen, erschienen in 7 der 10 Präparate 

Monozyten positiv für PGE2 gefärbt. Weiterhin zeigten ungefähr die Hälfte der 

Zytospinpräparate nach Stimulation der mononukleären Zellen mit IL-4 und 

Dexamethason oder mit HSP60 eine PGE2-positive APAAP-Färbereaktion 

(nicht gezeigt). 
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Um eine Spezifität dieser Anfärbung von PGE2 zu testen, habe ich bei der 

Färbereaktion einigen Zytospins zusätzlich PGE2 hinzugefügt. Hier war 

deutlich zu sehen, daß in diesen Zytospins die mononukleären Zellen 

keinerlei Anfärbung aufwiesen, im Gegensatz zu den nur mit Anti-PGE2-

Serum behandelten Zytospins (Absorption des Antikörpers durch das 

Antigen). 

 

Von Bedeutung für den PGE2-Nachweis war die Inkubationsdauer der 

mononukleären Zellen mit den unterschiedlichen Stimuli. Es wurde für drei 

oder sechs Tage inkubiert. Nach sechs Tagen Kultur war die PGE2-Färbung 

deutlicher ausgeprägt als nach drei Tagen. Zu dem späteren Zeitpunkt zeigte 

die Zellstruktur allerdings bereits Zeichen der Auflösung.  

 

 

Abbildung 30. Versuch des PGE2-Nachweises in unstimulierten 
mononukleären Zellen in der APAAP–Färbung (Zytospinpräparat) 

Kein PGE2-Nachweis, erkennbar an der fehlenden Färbung. X 1200 
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Abbildung 31. Nachweis von PGE2 im Zytoplasma mit LPS inkubierter 
mononukleärer Zellen 

Deutlicher PGE2-Nachweis, erkennbar an der spezifischen Rotfärbung der 
Zellen. APAAP-Färbung eines Zytospinpräparates. X 2300 

 

 

 

 

Abbildung 32. Nachweis von PGE2 im Zytoplasma mit O.-volvulus-Extrakt 
stimulierter mononukleärer Zellen 

(A und B) Nachweis von interplasmatischem PGE2 drei Tage nach Stimulation 
mit O.-volvulus-Extrakt. APAAP-Färbung eines Zytospinpräparates. (A) x 460. 
(B) x 1500 
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4 Diskussion 

 

Eicosanoide und Prostaglandine spielen eine wichtige Mediatorrolle im 

Menschen. Ihr Wirkungspektrum ist vielfältig (siehe 1.3.1). Die Prostaglandine 

sind sauerstoffabhängige Derivate der mehrfach ungesättigten Fettsäure 

Arachidonsäure. In zwei Schritten bilden Cyclooxygenasen aus der 

Arachidonsäure unter Sauerstoffverbrauch Prostaglandin H2 (Harris et al., 

2002). Von diesem Metabolit führen zellspezifische Prostaglandin-Synthasen 

zu den verschiedenen Prostaglandinen PGI2, PGF2 , PGD2 und PGE2 

(Abbildung 5). Prostaglandine werden als Hauptprodukt des Arachidonsäure-

Metabolismus von Makrophagen, dendritischen Zellen, Fibroblasten und 

Endothelzellen gebildet (Kurland und Bockman, 1978; Heinen et al., 1986; 

Frey et al., 1986; Phipps et al., 1988; Kanesa-thasan et al., 1991; Harris et al., 

2002). Sie modulieren die Immunantwort.  

 

Prostaglandinfreisetzung von monozytären Zellen wurde bei verschiedenen 

Parasiteninfektionen beschrieben (Neves et al., 1999). Mehrere Studien 

haben gezeigt, daß das Eicosanoid Prostaglandin E2 auch von verschiedenen 

Parasiten gebildet wird (S. mansoni, Fasciola hepatica, Spirometra mansoni, 

B. malayi, W. bancrofti, D. immitis, Oesophagostomum dentatum, 

Trichostrongylus colubriformis) (Liu et al., 1992; Belley und Chadee, 1995, 

Daugschies und Joachim, 2000). Bisher wurde Prostaglandin E2 in den 

verschiedenen Parasiten durch Gaschromatographie, Massenspektrometrie, 

Radioimmunassay oder Enzymimmunassay nachgewiesen. Eine genaue 

Lokalisation des PGE2 innerhalb der Parasiten gelang nicht. Der Nachweis 

von PGE2 in O. volvulus wurde bisher nicht geführt. In der vorliegenden Arbeit 

konnte daher erstmalig PGE2 in O. volvulus nachgewiesen werden. In der 

immunhistologischen Färbung gelang weiterhin erstmalig die Lokalisation des 

PGE2 in den verschiedenen Geweben und Zellen der Filarien. 
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Produktion von PGE2 in Filarien 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Methoden das 

Vorkommen und die Bildung von PGE2 bei adulten O. volvulus und O. 

ochengi, sowie bei Mikrofilarien untersucht. 

 

In der Immunhistologie wurden Onchozerkome und Hautproben mit 

verschiedenen Fixativen behandelt. Sowohl die Fixierung mit Ethanol wie die 

mit Formaldehyd oder Paraformaldehyd führte zur spezifischen PGE2-

Markierung der Filarien. In den Schnitten nach Ethanol-Fixierung zeigten sich 

allerdings auch die Muskulatur der Körperwand und die glatten Muskelzellen 

der Uteruswand vereinzelt markiert. Diese Markierungen werteten wir nicht 

als organspezifische Markierungen für de novo synthetisiertes PGE2. Es ist 

eher anzunehmen, daß es sich hierbei um in die Muskulatur diffundiertes 

PGE2 handelte, da die Ethanolfixierung die zu fixierenden Substanzen nicht 

so optimal bindet wie die Formaldehydfixierung.  

 

Weiterhin könnten Schwankungen des PGE2-Nachweises in den 

verschiedenen Strukturen der Filarien damit erklärbar sein, daß Eicosanoide 

innerhalb von Sekunden bis Minuten inaktiviert werden können. Dies 

geschieht durch enzymatische Reduktion von Doppelbindungen und 

Dehydrierung von Hydroxyl-Gruppen. Durch den schnellen Abbau ist ihre 

Reichweite wirksam begrenzt (Koolman und Röhm, 1998). Außerdem handelt 

es sich beim PGE2 um ein sehr kleines Lipidmolekül, so daß der eingesetzte 

monoklonale Antikörper (Anti-PGE2)  das PGE2 schon bei kleineren 

Veränderungen nicht mehr erkennen kann. 

 

Hauptsächlich war PGE2 in der Hypodermis der adulten Filarien 

nachzuweisen. Der Grund hierfür könnte sein, daß die Hypodermis das 

Gewebe mit der höchsten Stoffwechselaktivität der Filarien ist, da sich hier 

die meisten Mitochondrien und der Golgi-Apparat befinden (Franz, 1988). 

Auch die Oozyten im Uterus zeigten häufig eindeutig Prostaglandin E2. 

Hingegen waren die Mikrofilarien nur vereinzelt spezifisch für PGE2 markiert. 

Ein Erklärungsversuch wäre, daß die Oozyten teilungsfähige Stadien sind und 

sie damit eine ausgeprägte Stoffwechselaktivität aufweisen, daß sich die 

Zellen der Mikrofilarien hingegen im Wirt nicht mehr teilen und somit eine 

andere Stoffwechselaktivität aufweisen. 
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Eine weitere Möglichkeit wäre, daß Mikrofilarien kein PGE2 benötigen. 

Darüber liegen jedoch keine Kenntnisse vor. Die Bildung von PGE2 von 

Mikrofilarien ist in der Literatur gut dokumentiert. So konnten Liu und 

Mitarbeiter die Produktion und Sekretion von PGE2 bei B. malayi und W. 

bancrofti nachweisen (Liu et al., 1992). 

 

PGE2 ließ sich immunhistologisch in der Flüssigkeit der Pseudocoelomhöhle 

nachweisen und zwar auch bei der Fixierung mit Formaldehyd und 

Paraformaldehyd. Wie im Ergebnisteil beschrieben, waren die von Franz 

(1988) beschriebenen Faltenbildungen der hypodermalen Zellmembran nahe 

dem Lumen der Pseudocoelomhöhle in den Lateralleisten und nahe der 

Kutikula stärker für PGE2 markiert als die übrigen Anteile der Hypodermis. 

Basierend auf diesen Ergebnissen kann angenommen werden, daß PGE2 

zumindest die innere Membran der Hypodermis passieren kann und in die 

Pseudocoelomhöhle eintritt. Das bedeutet, daß PGE2 aus dem intrazellulären 

Raum in den extrazellulären Raum gelangen kann. Diese Tatsache läßt 

annehmen, daß PGE2 auch durch die äußere Zellmembran der Hypodermis 

und feinste Kanäle in der Kutikula nach außen in die Umgebung des Wirtes 

gelangen kann. Elektronenmikroskopisch wurde dieses Phänomen für die 

Glutathion-S-Transferase 1 bei O. volvulus (OvGST1) (Wildenburg et al., 

1998) und für ein Polyamin-oxidierendes Enzym (PAO) nachgewiesen 

(Gutiérrez-Peña et al., 1997). In diesen Arbeiten konnten die Autoren die 

spezifischen Markierungen für die Enzyme in den typischen Regionen der 

Hypodermis und der Pseudocoelomhöhle nachweisen. Sie konnten aber mit 

dem Elektronenmikroskop die Markierung auch in der Epikutikula finden, was 

zu dem Schluß führte, daß diese Enzyme aus den Filarien sezerniert werden. 

Anhand der Literatur und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann man 

daher den Schluß ziehen, daß das PGE2 von den Filarien in die Umgebung 

des Wirtes sezerniert wird. Die Instabilität von PGE2 macht es jedoch 

unwahrscheinlich, dieses Lipid in der Kutikula oder Epikutikula zu lokalisieren. 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch eine Anzahl von Weibchen 

von O. volvulus mit Neoplasien untersucht. Das Vorkommen von Tumoren in 

der Pseudocoelomhöhle und gelegentlich auch in den Organen, führt zur 

Kompression dieser und damit zum Tod der Filarien (Duke et al., 2002). Duke 

und Mitarbeiter nehmen an, daß die Tumoren von den Oozyten in den 
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Ovarien ausgehen, konnten das aber nicht sicher belegen. In meiner Arbeit 

stellte sich heraus, daß die Tumorzellen, die neben den Kernen noch 

Zytoplasma erkennen liessen, die spezifische Markierung für PGE2 aufwiesen 

und sich somit wie die Oozyten der O. volvulus  verhielten. Dieses Ergebnis 

unterstüzt die Hypothese von Duke, daß die Tumorzellen ihren Ursprung in 

den Oozyten haben.  

 

Die Behandlung von Onchozerkose-Patienten mit den Chemotherapeutika 

Ivermectin und Doxycyclin hatte keinen Einfluß auf die PGE2-Produktion in 

den Filarien, da sich PGE2 bei Knoten von mit Ivermectin und Doxycyclin 

behandelten Personen wie in Knoten unbehandelter Personen fand. Das 

bedeutet, daß das Fehlen der durch Doxycyclin entfernten Wolbachia-

Endobakterien keinen wesentlichen Einfluß auf die Expression von PGE2 in 

den Filarien hat. Eine Zunahme eines Filarienproteins nach dem 

Verschwinden der Endobakterien war für das Hitzeschockprotein 60 

beobachtet worden (Büttner und Hörauf, pers. Mitteilung).  

 

Mit der Immunfluoreszenz wurden Mikrofilarien von O. volvulus und O. 

ochengi auf das Vorkommen von PGE2 geprüft. Mit dieser Methode gelang es 

leider nicht eindeutig, PGE2 in lebenden Mikrofilarien nachzuweisen. Die 

Fluoreszenz in den Mikrofilarien war meist zu schwach und nur kurzzeitig zu 

erkennen. Eine mögliche Erklärung ist, daß das PGE2 auf Grund seiner 

kurzen biologischen Halbwertszeit sehr instabil ist und nach dem Auftauen 

der Filarien bereits verändert oder nicht mehr ausreichend vorhanden war, so 

daß der eingesetzte monoklonale Antikörper keine Möglichkeit hatte, sich zu 

binden. 

 

Da PGE2 aus Arachidonsäure synthetisiert wird, wurde in weiteren 

Versuchsreihen geprüft, ob Mikrofilarien, die nach dem Auftauen aus dem 

schützenden Medium mit Arachidonsäure wiederbelebt und inkubiert worden 

waren, PGE2 produzieren konnten. Auch hier zeigte sich nur eine schwache 

kurzzeitige Fluoreszenz, so daß wir mit dieser Methode keinen eindeutigen 

Nachweis für eine Produktion von PGE2 aus Arachidonsäure erzielen 

konnten. Eine Erklärung kann sein, daß die Mikrofilarien nach dem Auftauen 

nicht mehr vital genug und somit nicht mehr in der Lage waren, einen PGE2-

Stoffwechsel aufrechtzuerhalten. Eine weitere Möglichkeit wäre, daß der 

Reifezustand der Mikrofilarien bedeutend ist für die Bildung von PGE2. 
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Mit der Methode der Massenspektrometrie wurden Extrakte von Weibchen 

und Mikrofilarien von O. volvulus und O. ochengi  auf das Vorkommen von 

PGE2 untersucht. Es gelang der eindeutige Nachweis von PGE2 in Weibchen, 

während in Mikrofilarien die Signale für PGE2 in den meisten Fällen nur gering 

und häufig keine Signale für PGE2 festzustellen waren. Auch hier mag wie bei 

der Immunfluoreszenz die geringe Stabilität des PGE2 ein Grund dafür sein, 

daß wir nur schwach positive Signale für PGE2 erhielten. Weiterhin standen 

nur eine begrenzte Anzahl von Filarien zur Verfügung, so daß auch nur 

geringe Extraktmengen zur massenspektrometrischen Bestimmung 

eingesetzt werden konnten. 

 

Auch mit dieser Methode sollte die PGE2-Bildung von Filarien aus 

Arachidonsäure geprüft werden. Es wurden einige Mikrofilarien mit 

Arachidonsäure vorinkubiert. Es zeigte sich, daß in diesen Extrakten PGE2 

nachgewiesen werden konnte, im Gegensatz zum Leerwert der im Test 

mitgeführt wurde. Doch auch hier erhielten wir nur wenige schwache positve 

Signale für PGE2.  Wie bei der Immunfluoreszenz waren die verwendeten 

Filarien vorher in Stickstoff eingefroren, so daß die Möglichkeit besteht, daß 

die Filarien nicht mehr vital genug waren, um das PGE2 aus der 

Arachidonsäure zu bilden. Auch hier war das Parasitenmaterial limitiert. 

 

Eicosanoide werden von verschiedenen Parasiten produziert. Bekannt ist die 

PGE2-Produktion bei Protozoen (Entamoeba histolytica), Trematoden (S. 

mansoni, Trichobilharzia ocellata), Zestoden (Taenia taeniaeformis, S. 

erinacei) und Nematoden (B. malayi, W. bancrofti, D. immitis) (Belley und 

Chadee, 1995; Ramaswamy et al., 2000). Nematoden bilden keine 

Arachidonsäure selbst, haben aber Zugang zur Wirtsarachidonsäure (Liu und 

Weller, 1990). Longworth und Mitarbeiter konnten zeigen, daß Mikrofilarien 

und adulte B. malayi exogene Arachidonsäure aufnehmen können und diese 

zu endogenen Phospholipiden metabolisieren (Longworth et al., 1988). 

Welche Enzyme und Gene hierbei beteiligt sind, ist noch ungeklärt. Ein 

Nachweis analoger humaner  COX-Enzyme konnte noch nicht erbracht 

werden (Belley und Chadee, 1995). 
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Ein Enzym zur Bildung von PGD2 bei O. volvulus ist die Glutathion-S-

Transferase 1. Interessanterweise ist es eines der wenigen O. volvulus-

Enzyme, die offenbar sezerniert werden und möglicherweise eine Freisetzung 

von PGD2 bedingen. Glutathion-S-Transferase 1 ist in der äußeren Schicht 

der Hypodermis und der Basalschicht der Kutikula lokalisiert (Sommer et al., 

2003). Bei Mausinfektionen mit S. mansoni konnte gezeigt werden, daß das 

PGD2 die Migration von Langerhanszellen zum Lymphknoten hemmt. Dieser 

Effekt scheint an dem parasitenproduzierten PGD2 zu liegen und nicht an 

anti-entzündlichen Zytokinen, die vom Wirt gebildet werden. Dieser 

Mechanismus könnte eine zusätzliche Strategie der Parasiten sein, daß 

Immunsystem des Wirtes aktiv zu modulieren (Angeli et al., 2001). Es wäre 

denkbar, daß O. volvulus-Mikrofilarien denselben Mechanismus nutzen und 

dadurch der Immunantwort des Wirtes entgehen. 

 

Die Rolle von Eicosanoiden bei der Parasit-Wirt-Interaktion ist nicht genau 

geklärt. Die vorherrschende Meinung ist, daß parasitenproduzierte 

Eicosanoide dazu beitragen, die Wirtsreaktion, insbesondere die Funktion von 

Makrophagen, sowie T- und B-Zellen zu hemmen. Es ist aber auch möglich, 

daß parasitenproduzierte Eicosanoide direkt in die Pathophysiologie der 

Infektion involviert sind, indem sie physiologische Prozesse im Wirt 

modulieren und den Parasiten somit dessen Migration, Reproduktion und 

Persistenz im Wirt ermöglichen (Belley und Chadee, 1995). Die Unfähigkeit 

des Wirtes, eine effektive Immunantwort gegen Mikrofilarien aufzubauen, 

kann in diesem Zusammenhang stehen. Zum Beispiel sind Lymphozyten und 

Makrophagen bei einer Filarieninfektion weitgehend nicht in der Lage, die 

lebenden Mikrofilarien zu entfernen. Vom Parasiten produziertes PGE2 kann 

dazu beitragen, daß Immunsystem des Wirtes mit anderen relevanten 

Wirtsmediatoren wie IL-10 und TGF-ß zu supprimieren und sich somit 

weitgehend ungehindert fortpflanzen zu können. Ähnlich wie die 

menschlichen COX-Enzyme als Angriffspunkte zur Bekämpfung von 

Erkrankungen dienen, könnten die Parasiten-Analoga bei der  Bekämpfung 

von Parasiteninfektionen von Bedeutung sein. 
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Einen weiteren Hinweis dafür, daß Eicosanoide, die von Filarien produziert 

werden, eine Rolle bei der Wirt-Parasit-Interaktion spielen, erhielt man aus 

Studien über das Diethylcarbamazin (DEC). Diethylcarbamazin ist ein 

Inhibitor der Eicosanoidsynthese. Es wird für die Behandlung der 

lymphatischen Filariose eingesetzt. Früher wurde es auch für die 

Onchozerkose verwendet. In-vitro-Studien haben gezeigt, daß 

Diethylcarbamazin bei Konzentrationen, die dem Serumspiegel entsprechen, 

keine direkte mikrofilarizide Wikung hat. Es verändert den Arachidonsäure-

Metabolismus der Mikrofilarien und der Endothelzellen des Wirtes. Daraus 

resultieren Vasokonstriktionen und eine veränderte Adhäsion der 

Endothelzellen, was dazu führt, daß die Mikrofilarien immobilisiert werden. 

Dadurch können diese besser von den Abwehrzellen des Immunsystems 

angegriffen werden. Diethylcarbamazin reduziert so die Anzahl der 

zirkulierenden Mikrofilarien in der Haut und in der Blutbahn erheblich (Maizels 

et al., 1992; Sommer et al., 2003). Eine antiparasitäre Wirkung könnte auch 

mit der Hemmung der PGE2-Bildung des Parasiten zusammenhängen. 

 

Produktion und Wirkung von PGE2 in Wirtszellen 

 

Da PGE2 von humanen mononukleäran Zellen nach Stimulation durch 

Parasiten gebildet wird (z. B. durch S. mansoni), wurden in der vorliegenden 

Arbeit die Wirtszellen in den Knoten und in der Haut auf PGE2 untersucht. 

Hier zeigte sich, daß sich in mononukleären und polynukleären Makrophagen 

häufig PGE2 nachweisen ließ. Bei den dargestellten Makrophagen handelte 

es sich möglicherweise zu einem Teil um die Reihe der alternativ aktivierten 

Makrophagen, da Makrophagen durch PGE2 von klassisch aktivierten 

Makrophagen zu alternativ aktivierten Makrophagen polarisiert werden. Die 

alternativ aktivierten Makrophagen wirken anti-inflammatorisch, indem sie die 

Th1-vermittelte inflammatorische Reaktion verhindern (Goerdt und 

Orfanos,1999). Sie polarisieren die Immunantwort in Richtung Th2-Antwort 

durch Bildung von PGE2, IL-10 und den IL-1R-Antagonisten. Durch Bildung 

von PGE2 und Abgabe ins Wirtsgewebe verhindern die Filarien, daß sie vom 

Wirt abgetötet werden, indem die Immunantwort durch die alternativ 

aktivierten Makrophagen eingeschränkt wird. Alternativ aktivierte 

Makrophagen produzieren selbst PGE2 und wirken immunsuppressiv.  
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Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafür, daß PGE2 auch von 

Plasmazellen gebildet wird.  

 

In meinen Versuchen war in Parallelschnitten der Epidermis feststellbar, daß 

durch Anti-CD1-Serum identifizierte Langerhanszellen PGE2-negativ waren. 

Es wurde angenommen, daß die dendritischen Zellen in der Haut bei der 

Onchozerkose möglicherweise nicht oder nur selten PGE2-positiv sind. 

Verschiedene Autoren konnten zeigen, daß menschliche dendritische Zellen 

6-18 Stunden nach Stimulation mit LPS PGE2 bilden (Norgauer et al., 2003; 

Fogel-Petrovic et al., 2004). Zu beachten ist, daß eine zeitlich begrenzte 

Produktion von PGE2 festgestellt wurde.   

 

Die Wirtszellen im Knoten und in der Haut wurden auch bei der 

hyperreaktiven Form der Onchozerkose auf PGE2 untersucht. Hier fand ich, 

daß PGE2, wie auch bei der generalisierten Form, in Makrophagen und 

Riesenzellen nachgewiesen werden kann.  

 

Weil sowohl PGE2 wie TGF-  1 einen Status von Immunsuppression 

anzeigen, wurde ein Vergleich der Markierung beider Mediatoren 

durchgeführt. Dabei zeigte sich, daß TGF-  1 viel häufiger als PGE2 in 

Makrophagen nachweisbar war. Zwischen der generalisierten und der 

hyperreaktiven Form konnte kein Unterschied bezüglich der PGE2-Expression 

von Makrophagen festgestellt werden. Bei der Expression von TGF-  1 von 

Makrophagen zeigte sich in unseren Versuchen, daß bei der hyperreaktiven 

Form, wie zu erwarten, weniger TGF-  1 von den Makrophagen gebildet 

wurde als bei der generalisierten Form (Hoerauf et al., 2003).  Dasselbe 

Ergebnis wäre für die PGE2-Produktion zu vermuten gewesen. Daß ich in den 

Versuchen mit PGE2 jedoch keine Unterschiede in der Produktion von PGE2 

von Wirtszellen bei der generalisierten und hyperreaktiven Form erhalten 

habe, mag daran gelegen haben, daß mir eine zu geringe Anzahl von Knoten 

mit der hyperreaktiven Form der Onchozerkose zur Verfügung gestanden hat. 
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Monozyten in mononukleären Zellsuspensionen bilden nach Stimulation mit 

LPS oder Parasiten (S. mansoni) PGE2 (Snijders et al. 1998; Neves et al., 

1999). Es sollte in der vorliegenden Arbeit daher in In-vitro-Versuchen geprüft 

werden, ob Monozyten aus dem peripheren Blut nach Exposition mit O. 

volvulus-Extrakt PGE2 bilden. Hierfür wurden die mononukleären Zellen aus 

dem peripheren Blut entweder unbehandelt belassen oder mit verschiedenen 

Substanzen (z. B. O. volvulus-Extrakt oder LPS) inkubiert und eine APAAP–

Färbung von Zytospin-Präparaten durchgeführt. 

 

In den Zytospinpräparationen unstimulierter mononukleärer Zellen zeigte sich, 

daß die Monozyten in 10 von 13 Ansätzen keine Markierung für PGE2 

aufwiesen. In den drei positiven Ansätzen war möglicherweise bakterielles 

Wachstum für eine positive Reaktion verantwortlich. Nach Stimulation mit 

LPS waren die Zellen PGE2-positiv. Die Zellen, die trotz Stimulation mit LPS 

keine Färbung aufwiesen, wiesen unter dem Mikroskop 

Degenerationsmerkmale auf. 

Nach Stimulation von mononukleären Zellen mit O.-volvulus-Extrakt fanden 

sich Markierungen für PGE2 in 7 von 10 Präparationen (Abbildung 32 A und 

B). Die PGE2-Bildung war nicht auf eine bakterielle Kontamination 

zurückzuführen, da die Sterilität der O.-volvulus-Extrakte im Blutagartest 

bestätigt wurde. PGE2 ließ sich auch in den Zellkulturüberständen in einem 

ELISA-Verfahren nachweisen (Daten nicht gezeigt). 

 

Die Produktion von PGE2 durch den Parasiten und die Induktion der PGE2-

Bildung durch Wirtszellen, kann eine Rolle beim Überleben der Filarie im 

Gewebe des immunkompetenten Wirtes spielen und im Kontext mit 

verschiedenen anderen Mechanismen der Parasit-Wirt-Interaktion stehen. 
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5 Zusammenfassung 

 

Die parasitäre Filarie Onchocerca volvulus kann im Wirtsgewebe leben, ohne 

von den Abwehrmechanismen des Wirtes abgetötet zu werden. Mikrofilarien 

spielen eine zentrale Rolle bei der Parasit-Wirt-Interaktion, da sie das 

häufigste Stadium im Wirt repräsentieren. Prostaglandin E2 ist ein 

physiologischer Mediator und Immunmodulator, der die Th1-Antwort hemmt 

und die Th2-Antwort fördert. Die verstärkte Th2-Antwort führt zu einer 

vermehrten Produktion von IL-4 und IL-5, die Immunregulatoren von 

Eosinophilie und Hyper-IgE darstellen. Diese Reaktionslage kennzeichnet die 

Onchozerkose. 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte das Vorkommen von Prostaglandin E2 bei 

Weibchen, Männchen und Mikrofilarien von O. volvulus und bei der 

verwandten Filarie O. ochengi untersucht werden. Mit der Immunhistologie 

wurden Onchozerkome sowie Hautproben von generalisierten und 

hyperreaktiven sowie unbehandelten und behandelten Onchozerkose-

Patienten auf das Vorkommen von PGE2 in den verschiedenen Geweben und 

Zellen der Filarien geprüft. Eine weitere Methode zum Nachweis von PGE2 

und der eigenständigen Bildung aus Arachidonsäure in Mikrofilarien von O. 

volvulus wurde an „lebenden“, isolierten Mikrofilarien mit Hilfe der 

Immunfluoreszenz durchgeführt. 

 

Außerdem wurden Extrakte von O.-volvulus- und O.-ochengi-Weibchen, 

Männchen und Mikrofilarien in der Hochleistungsflüssigchromatographie-

Massenspektrometrie auf PGE2 analysiert. Auch hierbei wurde die Bildung 

von PGE2 aus Arachidonsäure in Extrakten von O.-volvulus-Mikrofilarien 

geprüft. 

 

Weiterhin wurde das Vorkommen von PGE2 in Wirtszellen im die Parasiten 

umgebenden Wirtsgewebe immunhistologisch untersucht. Zum Nachweis der 

Bildung von PGE2 in Wirtszellen wurden diese nach In-vitro-Stimulation mit 

Onchocerca-Produkten mit der Immunzytologie untersucht. 
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Mit diesen drei Nachweismethoden konnte ich das Vorkommen von PGE2 in 

Weibchen, Männchen und in den Mikrofilarien von O. volvulus sichern. Die 

immunhistologischen Untersuchungen ergaben ein spezifisches Muster für 

die Präsenz von PGE2 in den einzelnen Geweben der Filarien. Während die 

Kutikula in keinem Fall positiv reagierte, wies die Hypodermis regelmäßig 

eine spezifische Immunreaktion für PGE2 auf. Die Epithelien von Darm und 

Uterus wiesen meist eine schwache PGE2-Reaktion auf. 

Die Entwicklungsstadien im Uterus der Weibchen waren nur bei einem Teil 

der Proben positiv. Keine Unterschiede im Vorkommen von PGE2 fanden sich 

zwischen der generalisierten und der hyperreaktiven Form der Onchozerkose. 

Es wurde beobachtet, daß PGE2 in Knoten von mit Ivermectin und Doxycyclin 

behandelten Personen in gleicher Weise nachweisbar war, wie bei 

unbehandelten Personen. Das Vorhandensein von PGE2 war somit 

unbeeinflusst von der Ivermectinbehandlung und unabhängig von der 

Präsenz der Wolbachia-Endobakterien. Die Spezifität der Immunreaktion 

wurde in wiederholten Versuchen durch Hemmung der Antikörperreaktion 

durch PGE2-Zusatz nachgewiesen. 

 

Mit der HPLC-Massenspektrometrie konnte der Nachweis von PGE2 in O. 

volvulus bestätigt werden. PGE2 war sowohl in Extrakten aus Weibchen und 

Mikrofilarien von O. volvulus als auch von O. ochengi nachweisbar. Weiterhin 

sprachen die biochemischen Analysen dafür, daß Mikrofilarien PGE2 aus 

Arachidonsäure synthetisieren und es kein vom Wirt aufgenommenes PGE2 

war, das nachgewiesen wurde. 

 

Zytospinuntersuchungen mit kultivierten mononukleären Zellen gesunder 

Probanden bestätigten die Ergebnisse der Immunhistologie. Bei dieser 

Methode wurden mononukleäre Zellen drei oder sechs Tage lang mit O.-

volvulus-Extrakt, IL-4/Dexamethason oder IL-10/Dexamethason inkubiert. In 

der Immunzytologie konnte gezeigt werden, daß mit O.-volvulus-Antigen 

stimulierte Zellen zum größten Teil PGE2 bilden, im Unterschied zu den 

unstimulierten mononukleären Zellen, die keine Anfärbungen und somit keine 

Prostaglandin E2-Produktion aufwiesen. O.-volvulus-Antigene lösen demnach 

die Bildung von PGE2 in Makrophagen aus. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde unter Anwendung verschiedener 

Untersuchungsmethoden erstmals der Nachweis von PGE2 in O. volvulus und 

O. ochengi sowie in Makrophagen von mit O. volvulus infizierten Personen 

erbracht. Mit Hilfe der Immunhistologie gelang die genaue Lokalisation von 

PGE2 in verschiedenen Geweben und Zellen von O. volvulus. 
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