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Zusammenfassung

Die Diplomarbeit soll einen Uberblick iiber das Verhiltnis zwischen Filarie (dt.

Fadenwurm) und ihrem intrazellulédr lebenden Bakterium Wolbachia geben.

Millionen von Menschen sind durch Filariose und den damit verbundenen Auswirkungen
wie Lymphangitis, Elephantiasis oder Erblindung betroffen. Vor allem die Erreger
Onchocercus volvulus, Wuchereria bancrofti und Brugia malayi sind die am
weitverbreitetsten Erreger. Diese Filarienarten wurden vor allem in den 1990er Jahren
durch die Weiterentwicklung molekularbiologischer Untersuchungsmethoden auf das
Vorkommen von Wolbachia getestet. Es wurden diverse Stoffwechsel- und
Austauschwege zwischen Wurm und Bakterie exploriert. Diese Wege werden in dieser
Arbeit beschrieben und eine mogliche Therapie erortert. Des Weiteren beschiftigt sich
diese Arbeit mit der Beeinflussung der Filarienfortpflanzung durch Wolbachia. Durch die
Intervention bei der Fortpflanzung stellt Wolbachia das eigene Uberleben iiber

Generationen sicher.

Durch die Entdeckung eines symbiontisch lebenden Bakteriums im Wurm konnten neue
Therapieschemata mittels Antibiotika und antibakterielle Therapien erforscht werden.
Neue Therapieansitze, beispielsweise eine Impfung oder eine Strahlentherapie, werden in

dieser Arbeit erlautert.

iii



Abstract

This diploma thesis gives an overview of the relation between filarial nematode worms and

its intracellular living bacteria Wolbachia.

Millions of people over the world are threatened by filariasis and its symptoms like
Lymphangitis, Elephantiasis or Blindness. Above all, the worms Onchocercus volvulus,
Wuchereria bancrofti and Brugia malayi are the most common worms. Due to the fast
development of molecular biological methods in the 1990s, these worms were foremost
tested on the appearance of Wolbachia. Several ways of metabolism and exchange between
worm and bacteria were explored and these ways could be used as targets for new
treatment against filariasis. Moreover the bacteria have a peculiar way to influence the
reproduction of its host. Because of this Wolbachia ensures its survival over several host-

generations.

Based on the exploration of this symbiotic bacterium, new procedures using antibiotics and
other antibacterial medications could be developed. Other methods, such as a vaccine

against filariasis or radiotherapy are illustrated in this report.
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1. UBERBLICK UBER DIE VERSCHIEDENEN KRANKHEITSBILDER
VERURSACHT DURCH FILARIOIDEA

Die zur Uberfamilie der Filarioidea (dt. Begriff Fadenwiirmer) gehorenden Nematoden
Gattungen sind vielleicht besser bekannt unter dem Sammelbegriff Filarien. Filarioidea
gehoren in die Ordnung Spirurida und Phylum Nematoda (siche Abb. 1). Filarien sind

unsegmentierte, einige Millimeter bis 1m lange Wiirmer.

Filarien verursachen verschiedene Arten von Krankheitsbildern, dennoch bendtigen alle
Arthropoden (Insekten) als Zwischenwirte und Ubertriger. Der Erreger Wuchereria

bancrofti 16st beispielsweise beim Menschen die sogenannte lymphatische Filariose aus.

Konigreich Phylum Klasse Ordnung Superfamilie Familie Art

— Nematoda [eaeadSecernentealoy — — Loa

Abbildung 1: Ubersicht iiber die Taxonomie der Filarien

1.1 ALLGEMEINES

Filarien sind fadenférmige Wiirmer und verursachen eine Vielfalt an Krankheiten, die zum
Beispiel in einer lymphatischen Filariose oder in einer Erblindung enden kénnen. Filarien
kommen hauptsdchlich in tropischen und subtropischen Gebieten vor, wo sie durch
Miicken oder andere Insekten iibertragen werden. Die adulten Wiirmer (Makrofilarien)
konnen eine Lange zwischen 2 und 50 cm erreichen. Sie kdnnen in den Lymphgefafen, im

Blut, in der Haut und anderen Geweben bis zu 15 Jahre leben.



Zur Fortpflanzung heftet sich das Médnnchen an das Weibchen, welches am hinteren Ende
eine Art von Vagina mit anschlieBendem Uterus besitzt (siche Abb. 2). Anschlieend
bilden die Weibchen Eier, die im Uterus heranreifen. Wenn das Weibchen die Eier absetzt,
enthalten diese die sogenannten Mikrofilarien. Diese Mikrofilarien bleiben entweder von
der Eihiille umgeben oder sie schliipfen aus dieser. Sie konnen eine Linge von 0,2 — 0,3

mm erreichen und sich im Blut oder in der Haut festsetzen (1), (2).

1 Mundiffnung

2 Darm

3 Kloake

4 Exkretionsorgan

5 Hoden

6 Ring des Nervensystems

7 dorsaler Nervenstrang

8 wventraler Nervenstrang

9 Exkretionsspore

Abbildung 2: Aufbau eines Fadenwurms



1.2 ENTWICKLUNGSZYKLUS

Wie bereits erwdhnt, bendtigen Filarien fiir ihren Entwicklungszyklus Insekten (z.B.
Miicken) als Zwischenwirte und Ubertriger.

Die Insekten nehmen die Mikrofilarien durch Saugen an einem bereits infizierten
Menschen auf. Die Mikrofilarien entwickeln sich anschlieBend in der Thoraxmuskulatur
des Vektors iiber 2 Hautungen zu infektiosen Larven, die zu den Mundwerkzeugen
wandern und bei einem neuerlichen Stich in die Haut des neuen Wirtes {libertragen werden.
Im Menschen folgen 2 weitere Hiautungen und die Wanderung in das entsprechende

Gewebe, wie in Abbildung 3 dargestellt ist (1).
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Abbildung 3: Entwicklungszyklus von Onchocercus volvulus



1.3 UBERBLICK DER ERREGER

Zur Gattung der Filarien gehdren verschiedene Arten von Erregern:

- Wuchereria bancrofti

- Brugia malayi

- Onchocercus volvulus

- Loa Loa

- Mansonella sp. (1)

Die Endosymbionten Wolbachia (siehe Kapitel 2) sind nicht in allen vorhin erwéhnten

Filarienarten enthalten. Am bekanntesten ist die Symbiose zwischen den Arten

Onchocercus volvulus und Wuchereria bancrofti. Allerdings fehlt der Endosymbiont bei

Loa Loa und Acanthocheilonema vitae (A.vitae) (3). Fraglich bleibt, ob dieses Bakterium

in diesen Arten generell nicht vorkommt oder ob es im Laufe der Evolution verloren

gegangen ist (4).
Lokalisation
Art Verbreitung | Ubertriger der Adulten Mikrofilarien Pathologie
Stidostasien,
Wuchereria Pazifik, Miicken: Lymphsystem Bescheidet, Lymphangitis, -
bancrofti trop.Afrika, Culex, Blut: nacht-, adenitis;
Karibik, Anopheles, tag- oder Elephantiasis
Stidamerika Aedes subperiodisch
Brugia Stid- und Miicken: Lymphsystem | Bescheidet,Blut: Lymphangitis, -
malayi Ostasien Anopheles, nacht- oder adenitis;
Aedes, subperiodisch Elephantiasis
Mansonia nachtperiodisch
Unbescheidet, Hautknoten,
Onchocercus Afrika, Miicken: Subkutanes Haut, nicht Dermatitis,
volvulus Zentral-und Simulium Bindegewebe periodisch Augenverander-
Siidamerika ungen
Bescheidet, Hautschwellungen,
Loa Loa Tropisches Fliegen: Subkutanes Blut, Befall der
Afrika Chrysops Bindegewebe tagperiodisch Konjunktiva
Mansonella Afrika, Miicken: Peritoneal-und Unbescheidet, Meist apathogen
perstans Stidamerika Culicoides Pleurahdhle Blut,
nachtperiodisch

Tabelle 1: Uberblick iiber Filarienarten und Ubertriiger




1.4 WUCHERERIA BANCROFTI UND BRUGIA MALAYI

Wuchereria bancrofti und Brugia malayi sind die Erreger der lymphatischen Filariose.
Es gibt verschiedene Stadien der Erkrankung:

» symptomlose Infektion

» symptomatische Infektion (akut)

Dieses Stadium zeichnet sich durch eine Schwellung der Lymphknoten mit einer
beginnenden Entziindung der Lymphbahnen (Lymphangitis) aus. Die Patienten leiden
unter rezidivierenden Fieberschiiben, Schwellungen der Beine, Arme, Skrotum und

Mammae, sowie unter Funikulitis und Orchitis (1).
» symptomatische Infektion (chronisch)

Es kommt zu chronischen bis obstruierenden Verdnderungen der Lymphgefdf3e mit einer
Behinderung bzw. Blockade des Lymphsystems und Erweiterung von Lymphgefiaen
(Lymphvarizen). Die Behinderung des Lymphabflusses fiihrt zu einer starken Schwellung
der Lymphknoten und Extremitéten (Elephantiasis) (1).

» tropische pulmonale Eosinophilie

Bei der tropischen pulmonalen Eosinophilie handelt es sich um eine allergische Reaktion
auf Antigene von Filarien. Sie geht mit Husten, Lungenbeschwerden, hohen

Bluteosinophiliewerten, Milz- und Lymphknotenschwellungen einher (1).

1.4.1 WUCHERERIA BANCROFTI

Dieser Erreger kommt in Siidostasien, Pazifik,
tropischen Afrika, in der Karibik und im
tropischen Siidamerika vor. Die adulten
Wiirmer sind fadenférmig und konnen eine
Linge von 4 cm (Ménnchen) bis 10 cm

(Weibchen) erreichen. Beide Geschlechter

halten sich im Bindegewebe, in den

Abbildung 4: Wuchereria bancrofti



Lymphgefiaen und Lymphknoten auf. Dort legen die Weibchen auch ihre Eier ab, die
bereits ausgebildete Larven enthalten (ovovivipar). Aus diesen Eiern schliipfen spiter
bescheidete Mikrofilarien. Diese kann man frithestens nach 7-8 Monaten im Blut
nachweisen. Als Ubertriiger dieser Krankheit fungieren Miicken, wie zum Beispiel Culex,

Aedes und Anopheles (5).

1.4.2 BRUGIA MALAYI

Das Vorkommen dieses Erregers reicht vom
stidlichen Indien, Sri Lanka tiber Bangladesch
bis Stidchina und Siidjapan, Malaysia und
umfasst die gesamte indonesische Inselwelt
sowie die Philippinen. Diese Art ist in ihrer
Biologie und Pathogenitit der vorigen sehr

dhnlich. Die adulten Wirmer werden

zwischen 2,5 cm (Ménnchen) und 6 cm
(Weibchen)  lang. Die  bescheideten

Mikrofilarien sind etwas kleiner, als die von

Abbildung 5: Brugia malayi Wuchereria bancrofti und werden aufgrund
ihres Nachweises im Blut in zwei Gruppen
eingeteilt: in der einen Gruppe kommen die Mikrofilarien hauptséchlich nachts im Blut vor
(Mikrofilaria nocturna), in der anderen Gruppe zeigt sich ein nahezu aperiodischer Verlauf
mit einem flachen mittdglichen Maximum an Mikrofilarien im peripheren Blut. Diese
Periodizitét ist von Region zu Region unterschiedlich. Nach frithestens 3 Monaten kdnnen
die Mikrofilarien im Blut nachgewiesen werden. Die Ubertragung erfolgt ebenfalls durch

Miicken wie Culex, Aedes, Anopheles und Mansonia (1).

1.5 ONCHOCERCUS VOLVULUS

Onchocercus volvulus ist der Erreger der Flussblindheit. Seine Verbreitung beschréinkt sich
auf das tropische Afrika, Jemen, Mittel- und Siidamerika. Sie haben weniger als Imm
Durchmesser und konnen eine Lénge von 4 (Ménnchen) bis 50 cm (Weibchen) erreichen.

Der Mensch stellt den Endwirt fiir diese Art dar. Einmal im Menschen angekommen,



siedeln sich die Wiirmer in der Haut an, wo sie schmerzlose Knoten in der Subkutis
verursachen. Die Mikrofilarien 16sen eine juckende, ekzematdse, hyperpigmentierte
Hautreaktion aus. Durch die meist
langbestehende Belastung mit
Mikrofilarien entwickeln die
betroffenen Menschen eine Papier-
oder Greisenhaut, die durch die
Zerstorung des elastischen

Bindegewebes und die chronische

Abbildung 6: Larve eines Onchocercus volvulus  allergische Reaktion zustande kommt.
Diese Fadenwiirmer wandern auch in

die Augen ihres Wirtes ein und losen eine Reithe von Symptomen bzw.
Augenerkrankungen aus. In der vorderen Augenkammer verursachen sie eine
Konjunktivitis, Keratitis punctata, Photophobie und ein sekunddres Glaukom. In der
hinteren Augenkammer kommt es zu einer Neuritis nervi optici, einer Optikusatrophie und
einer Chorioretinitis. Am Ende dieser Erkrankung erblindet der Patient. Ubertréiger dieses

Erregers ist die Kribbelmiicke (Simulium damnosum) (1), (5), (6).



2. DAS BAKTERIUM WOLBACHIA

Dieses Kapitel beschiftigt sich mit dem allgemeinen Aufbau des Bakteriums und dessen
intrazelluldirem Lebensstil. Obwohl dieser Endosymbiont schon seit 1924 bekannt ist,
wurde erst in den letzten 10 Jahren intensiv an diesem Organismus geforscht. Durch ein
Leben im Wurm und die schwierige Kultivierbarkeit von Rickettsien auflerhalb der
Wirtszelle, ist es fiir Forschergruppen duBerst schwer, die wirklichen Lebensumstinde
dieses Bakteriums aufzukldren. Durch das Aufkommen von molekularbiologischen
Untersuchungsmoglichkeiten wie zum Beispiel PCR, 16S rDNA Sequenzscreening, MLST

wurde die Aufkliarung dieses intrazelluldren Lebens wesentlich erleichtert (7).

2.1 GESCHICHTE DER ENTDECKUNG VON WOLBACHIA

1924 wurden erstmals intrazellulire Bakterien im Mosquito Culex pipiens von Hertig und
Wolbach gefunden und diese dann 1936 als Wolbachia pipientis benannt. In den 1950er
Jahren entdeckten Ghelelovitch (8) und Laven (9), dass bei gewissen Kreuzungen wenige
bis gar keine Nachkommen entstanden. Laven glaubte, dass diese Inkompatibilitidt durch
die Weibchen iibertragen werden musste und nannte dieses Phidnomen ,,zytoplasmatische

Inkompatibilitat* (7), (8), (9), (10).

Es dauerte bis in die 1970er Jahre bis Yen und Barr eine Verbindung dieser zwei
Phinomene durch das Rickettsium Wolbachia fanden (11). Uber die niichsten Jahrzehnte

wurde diese Inkompatibilitit in den verschiedensten Insektenarten gefunden .

Ebenso in den 70er Jahren wurde durch Mc Laren, Vincent et al., Kozek und Figueroa das
Vorkommen von intrazelluldren Bakterien in verschiedenen Filarien Arten entdeckt. Mc
Laren et al., 1975 vermuteten damals, dass diese Bakterien mit Wolbachia verwandt sein
konnten. Ferner glaubten sie, dass durch die Beteiligung der Bakterien an der Pathogenese
von Filariose, ein neuer Therapieansatz entwickelt werden konnte. Diese Entdeckung

wurde jedoch von vielen Parasitologen kaum beachtet (12), (13), (14), (15).

Erst in den 90er Jahren wurden durch weitere Forschungen neue Einfliisse der Wolbachia

auf ihre Insektenwirte bekannt.

Legrand et al., 1987 entdeckten zytoplasmatisch vererbte Faktoren, die eine Feminisierung

des Wirtes verursachten (16). Stouthamer et al., 1990 explorierten, dass die weibliche



Pathenogenese in wenigen Strangen von Trichogramma Wespen mit Antibiotika geheilt
werden konnte (Antibiotika-behandelte Linien kehrten zur Produktion von ménnlichen

Nachkommen zuriick) (17).

Den grofen Durchbruch erreichte man mit dem Aufkommen von molekularbiologischen
phylogenetischen Untersuchungen (PCR, 16S rDNA, MLST etc.) dieses intrazelluldren

Bakteriums.

Mit diesen Methoden wurde bewiesen, dass zytoplasmatische Inkompatibilitét,
Feminisierung des Wirtes und Tod von ménnlichen Nachkommen durch Wolbachia

verursacht werden (3), (7).

1995 konnte Sironi mit Hilfe von molekulargenetischen Techniken zeigen, dass eine
Verwandtschaft zwischen Wolbachia in Dirofilaria immitis (Vorkommen: Hund) und
bisher nur in Insekten gefundenen Wolbachia besteht. Somit konnte die Bedeutung von

Wolbachia beziiglich Vorkommen in pathogenen Filarien nicht mehr verleugnet werden

(12), (18).

In den Jahren 1999 und 2000 wurden zwei Konferenzen fiir die Entdeckung des Genoms
von Wolbachia abgehalten. Als Resultat dieser Konferenzen wurde ein Wolbachia Genom

Konsortium initiiert (19).

2.2 EINTEILUNG UND AUFBAU DER BAKTERIE

Wolbachia ist ein gramnegatives, obligat intrazelluldres, maternal vererbtes Bakterium, das
zur Klasse der Alphaproteobakterien und zur Ordnung Rickettsiales gehort. Die ndchsten
Verwandten dieses Endosymbionten sind Rickettsien, Ehrlichien, Cowdrien und
Anaplasma (20). Die engsten Anverwandten Wolbachias sind Anaplasma und Ehrlichien,

die eine ca. 90% Ubereinstimmung bei 16S rRNA Sequenzen zeigen (21), (22).

Das runde Wolbachia Bakterium besitzt einen Durchmesser von ca. 0,5um und eine

dreischichtige Zellwand. Das Cytoplasma beinhaltet Ribosomen-dhnliche Granula (23).

Die Endobakterien findet man in den ménnlichen und weiblichen Wiirmern subkutan, bei
den Weibchen in den Oocyten, in Embryos und im Larvenstadium, wie in Abbildung 7
ersichtlich ist (20). Sie konnen in Vakuolen abgekapselt oder einzeln, in kleinen oder

groflen Gruppen leben (12).



Zurzeit wird die Art Wolbachia in sechs taxonomische Supergruppen folgend der

Einteilung mittels f#sZ’-basierender Phylogenie unterteilt (24), (25).

Supergruppe A und B findet man nur in Arthropoden, Supergruppe C und D hingegen in
Filarien. Der Begriff Supergruppe hat zu einiger Verwirrung gefiihrt, da durch eine
Untersuchung des Wsp-Gens® eine neue Verkniipfung zwischen den verschieden lebenden

Wolbachia Bakterien gefunden wurde (24).

Zu der Supergruppe C gehdren zum Beispiel Onchocercus volvulus, Dirofilaria immitis
und die Verwandten beider Arten. Zur Supergruppe D zéhlen zum Beispiel Brugia malayi,
Wuchereria bancrofti und die Verwandten beider Arten. In die Supergruppe F fallen die
Verwandten von Mansonella ozzardi. Zu den Supergruppen E, F, G und H kénnen nur
wenige Vertreter der Krustentiere, Spinnen, Hexapoden, Termiten und Fadenwiirmern

gezéhlt werden (21), (26).

Abbildung 7: Wolbachia subkutan & in Oocyten (Pfeile)

1 Zellzyklus Protein
2 Wolbachia surface protein

10



2.3 EVOLUTION/PHYLOGENIE

Die Entdeckung der Verwandtschaft zwischen den Supergruppen hat wichtige
Informationen betreffend Evolution und Biologie der Wolbachia in den verschiedenen
Wirten erbracht. Studien ergaben, dass die Phylogenien der Supergruppe A und B nicht mit
deren Wirt iibereinstimmen und somit ein horizontaler Transfer des Bakteriums
angenommen wird. Im Gegensatz dazu, findet die Entwicklung der Supergruppe C und D
im Einklang mit ihrem Wirt statt. Diese Art von Entwicklung wiirde eine Abhéngigkeit
zwischen den beiden Symbionten voraussetzen, die in zahlreichen Studien untersucht

wurde (20), (24).

1998 wurden von Bandi et al. urspriinglich vier Supergruppen angenommen, die sich aus
Untersuchungen mit fzsZ und 16S rDNA ergaben (siche Abb. 8). Die Autoren verglichen 10
Arten aus der Onchocerca Familie und isolierten 17 Linien des Wolbachia Bakteriums.
Die einzige Art ohne Endosymbionten scheint Acanthocheilonema vitae zu sein. Es liegt
trotzdem an weiteren Forschungen zu entdecken, ob das Bakterium in dieser Art verloren
gegangen ist oder sich die Art auf andere Weise entwickelt hat (wenn man annimmt, dass

A.vitae mit Onchocerca verwandt ist). Die Studie hat ebenso gezeigt, dass

- Wolbachia in neun von zehn Arten der Onchocerca Familie gefunden wurde

- Wolbachia von verschiedenen Arten und verschiedenen Lokalisationen, dhnliche oder
fast identische ftsZ DNA Sequenzen zeigen

- die Entwicklungen beider Symbionten libereinstimmen

- Wolbachia vier Supergruppen hat

- die Verwandtschaft zwischen diesen Gruppen nicht vollstindig mittels ftsZ und 16S
rDNA aufschliisselbar ist (25)

Bandi et al. glaubten, dass Wolbachia in Filarien durch einen vertikalen Transfer
weitervererbt werden konnten und dass diese Bakterien von Litomosoides auf Brugia und
Wuchereria iibergegangen sind. Uberdies ergab die Studie, dass Filarien wahrscheinlich
keine Rolle beim horizontalen Transfer von Wolbachia in Arthropoden eine Rolle spielen.
Davon abgesehen muss vor ca. 100 Millionen Jahren eine der beiden Mdglichkeiten
stattgefunden haben: Entweder die Bakterien wurden von Arthropoden auf Nematoden
iibertragen oder das Bakterium hat sich selbststindig in den Nematoden entwickelt.
Zweiteres jedoch verlangt nach einem neuen Wirt, da Wolbachia die Fahigkeit zum

intrazelluldaren Leben schon weit vor 100 Millionen Jahren erlangt haben soll (25), (27).
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symbiont phylogeny host phylogeny
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Abbildung 8: Vergleich zwischen Wolbachia und Filarienphylogenie. Der linke Teil basiert
auf ftsZ und 16S rDNA Analysen. Der rechte Teil stellt die Filarienphylogenie dar. A-D sind
die urspriinglich bekannten Supergruppen.

Trotzdem bleibt unklar, welche Effekte urspriinglich sind, welche sich entwickelt haben,
welches Tier dieses Bakterium als Erstes befallen hat, und wie Wolbachia von den

Arthropoden auf die Filarien iibergegangen ist (24).

Im Jahre 2000 versuchten Bazzocchi et al. eine neue Untersuchung zur Aufdeckung der
Verwandtschaften zwischen den Supergruppen. Die Autoren testeten acht Arten von
Filarien auf die Sequenzen, die fiir Gene des Wsp Oberflichenproteins von Wolbachia
kodieren. Die Studie ergab keine wesentlichen neuen Ergebnisse, auler einer Bestitigung
von vorhergehenden Studien basierend auf ffsZ Untersuchungen. Auflerdem wurde eine
weit geringere Variabilitit an Arten von Wolbachia in Filarien entdeckt, als sie in
Arthropoden herrscht. Trotzdem kamen die Forscher zu dem Schluss, dass die
Verwandtschaftsverhiltnisse der Supergruppen mit Wsp Sequenzen alleine nicht losbar

sind (28).

Baldo et al., 2007 konnten zeigen, dass Wsp durch genetische Rekombinationen innerhalb
der Supergruppen und durch Fehler in friiheren Untersuchungen der Supergruppen A und

B fiir die Aufklarung der Beziehungen zwischen den Supergruppen ungeeignet ist (29).

Untersuchungen mittels hypervariablen Regionen im Genom von Wolbachia zeigen, dass
das Wsp Protein fiir die Erforschung der Wolbachia Evolution ungeeignet ist, da dieses

Protein sehr viele genetische Rekombinationen iiber horizontalen Gentransfer und
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Verianderungen zwischen den Genen erfahren hat. Die Mechanismen fiir den Austausch
von DNA sind bis heute noch unbekannt, dennoch gibt es einen Ansatz hinsichtlich

mehrfacher Infektion des Wirtes und im Zuge dessen Austausch von DNA (30).

2002 konnten Lo et al. zwei neue Supergruppen durch fisZ—Untersuchungen und /6S
rDNA Vergleichstest differenzieren. Diese Entdeckungen sind ausschlaggebend, da

1. die Supergruppen Differenzen in ihrer DNA aufweisen

2. spezielle Wolbachia Gruppen in Arthropoden oder Filarien durch gezielte

Primer-Wahl gefunden werden kdnnen

3. besseres Verstehen der Interaktionen zwischen Wolbachia und Wirt erfolgen

kann
4. das urspriingliche intrazelluldre Bakterium gefunden werden kann.

Es konnten noch keine Wechselwirkungen in den Supergruppen E und F zwischen den

Symbionten gefunden werden (24).

Multi Locus Sequence Typing von fiinf Genen des Wolbachia Genoms wurde von
mehreren Studiengruppen versucht, mit dem Ergebnis, dass regelmiBige Rekombinationen
sowie eine grofle Artenvielfalt zwischen den verschiedenen Wolbachia Stimmen entdeckt
wurden. Regelméfige Rekombinationen legen die Annahme nahe, dass alle Wolbachia zu
einer Spezies gehoren (21). AuBlerdem stellen die Forscher in ihrer Studie die durch Wsp
Sequenzen neu entdeckte Supergruppe G in Frage. Sie vermuten, dass die damals
verwendeten Vertreter zur Supergruppe A gehdren, aber einen verdnderten rekombinanten

Wsp Haplotyp besitzen (29).

2005 konnten Casiraghi et al. einen weiteren Vertreter der Supergruppe F identifizieren.
Sie bewiesen, dass das Wolbachia Bakterium von Mansonella sp. ein Mitglied der
Supergruppe F sein muss, zusammen mit den Wolbachia sp. von Termiten. Diese
Entdeckung konnten sie durch die Analyse von einem Hitzeschockprotein und von
Proteinen, welche fiir den Citratzyklus und die Zellteilung verantwortlich sind, ableiten.
Aus diesen Ergebnissen schliefit die Forschergruppe, dass ein Gentransfer zwischen den
beiden Spezies nicht vor ca. 100 Millionen Jahren (wie zwischen Supergruppe A und D

angenommen), sondern erst viel spéter stattgefunden haben muss (31).
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Erst kiirzlich wurde entdeckt, dass in der DNA von Nematoden auch Insertionen von
Wolbachia DNA vorkommen konnen. Inwiefern diese Verdnderungen eine Rolle bei der
Evolution von Wolbachia spielen ist unklar, da diese Fragmente anscheinend nicht

kodierend sind (32).

Abschlieend muss hier noch festgehalten werden, dass es eine Uneinigkeit zwischen den
verschiedenen Forschungsgruppen betreffend der Benennung von Wolbachia gibt. Im
August 2004 wurde beschlossen, dass alle Wolbachia Bakterien, die zu den Supergruppen
A-H gehoren und alle eng verwandten Bakterien als Wolbachia pipientis bezeichnet
werden (siche Abb. 9). Ansonsten wiirde die jeweils einzelne Benennung von jeder neu

entdeckten Bakterienart zu einer Unmenge an spezifischen Namen fiihren (21).

Onchocercinae

Brugia spp. . .
Wuchereria bancrofti Bla Spp. Dipetalonema gracile

|Acamkocheﬂonema spp. |

Onchocerca spp.

Onchocerca

» Mansonella ozzardi
flexuosa "

.
.t «** v u o [Mansonella persians

Litomosoides spp.

Dirofilaria spp. o .

Foleyella furcata

Dirofilariinae | Litomosoides yutajensis |

Presence/absence of

Wolbachiapipientis ...
......................................... Ochoterenclla sp.
Ancestral absence of / —I '
Wolbachia pipientis | Setaria spp. Waltonellinae
Setariinae -
Onchocercidae
| Filaria martis |
Filariidae
Filarioidea
| Thelazia spp. |
Thelaziidae
Thelazioidea

Abbildung 9: Vermutetes Vorkommen von Wolbachia in Filarien
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2.4 GENOM, BIOCHEMIE

2005 konnten Foster et al. das komplette Genom von Wolbachia in Brugia malayi
entschliisseln. In dieser Studie vergleichen die Autoren das Genom von wBm (Wolbachia
von Brugia malayi) mit dem Genom von Wolbachia in Drosophila melanogaster, dessen
Bakterium ausschlieBlich parasitisch lebt. Dabei konnten sie feststellen, dass der
Endosymbiont eventuell Nahrstoffe und andere Substrate seinem Wirt, also dem Wurm,

zur Verfliigung stellen kann (20), (33).

Das Genom von wBm ist 1,1 Mbp grol (siche Abb. 10). Die GenomgroBe von
Supergruppe A und B (1,4-1,6 Mbp) (24), ist kleiner als das in Drosophila melanogaster,
aber groBer als das von Mykobakterien. Die geringe Grofle legt die Annahme nahe, dass
das Wolbachia Bakterium aufgrund des langen Zusammenlebens mit dem Wurm, einige
Gene verloren hat und nur mehr die fiir sich notwendigsten Gene besitzt: Beispielsweise
hat es alle Gene verloren um Aminosduren zu synthetisieren (ausgenommen eine), um
neue Wirte zu bevolkern und um das Immunsystem des Wirtes zu befallen. Ebenso fehlen

ein paar Gene um DNA Schéiden zu beheben und die RNA zu modifizieren (20).

wBm kann keine Lipopolysaccharide herstellen, die es zum Aufbau der eigenen
Zellmembran benotigt. Weiters kann das Bakterium das Grundgeriist fiir Peptidoglykane
nicht selbst synthetisieren. Die Wolbachia Peptidoglykane dhneln den Zytotoxinen von
Neisseria gonorrhoeae und Bordettela pertussis, die aus Muraminpeptiden bestehen

(konnen Immunsystem tiber TLR 2 stimulieren) (20).

Natiirlich hat der Endosymbiont auch einige Gene behalten. Gene zur Herstellung von
Riboflavinen, Flavinadenindinucleotiden, Hime, sowie Gene zur Synthese von Glutathion

und aller Nukleotide, kommen in dem Bakteriengenom vor (20).
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Abbildung 10: Das Genom von Wolbachia
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3. DIE SYMBIOSE ZWISCHEN WOLBACHIA UND FILARIEN

Seit den 70er Jahren wurde Wolbachia in zahlreichen Filarien entdeckt und untersucht.
Dazu gehoren die wichtigsten Vertreter wie Onchocercus volvulus und Brugia malayi. Das
Bakterium scheint iiber das Weibchen transovariell vererbt zu werden und kommt in hoher
Anzahl in Filarien vor. Die Symbiose zwischen diesen beiden Arten ist von steigender
Bedeutung, da Stoffwechselprodukte des Bakteriums einen immunologischen Stellenwert
besitzen und da die Bakterien und die Interaktionen zwischen Bakterium und seinem Wirt
eine neue Therapieoption darstellen konnten. Deshalb ist es sehr verwunderlich, dass seit
den 70er Jahren keine weiteren wesentlichen Forschungen durchgefiihrt wurden (34). In
diesem Kapitel wird versucht, eine Verbindung zwischen den beiden Symbionten
herzustellen und zu zeigen, dass diese Symbiose durchaus fiir beide Seiten Vorteile bringt

und Wolbachia nicht als reiner intrazelluldrer Parasit abgetan werden kann.

3.1 STOFFAUSTAUSCH

Wolbachia in Brugia malayi (33) besitzt Gene fiir ein Typ IV Sekretionssystem, das von
intrazelluldren Bakterien zum Export von Molekiilen aus der Zelle in den Wirt benutzt
wird. Aufgrund dessen, nimmt man an, dass die oben erwidhnten Metaboliten von
Wolbachia (siehe Kapitel Genom/Biochemie) in den Wurm exportiert werden kdnnten
(siche Tab. 2). Fiir diese Theorie spricht die Tatsache, dass die Filarie keine Gene fiir die
Riboflavine und Hdm Synthese besitzt. Zudem konnten Hame fiir die Embryogenese im
Wurm eine wichtige Rolle spielen, da die Verschmelzung und die Embryogenese von
einem Ecdysteroid-dhnlichen Hormon gesteuert werden — Hdme werden fiir die Synthese
dieses Hormons bendtigt. Folglich kann durch die Eradikation von Wolbachia die

Produktion dieses Hormons und die Embryogenese des Wurmes gestort werden (20).

Auch die vom Bakterium synthetisierten Nukleotide kdnnten zur Embryogenese des

Wurmes beitragen (20).

Glutathion kann von Wolbachia ebenso zur Verfiigung gestellt werden, um den Wirt vor zu
viel oxidativem Stress durch Sauerstoff-reaktive Zellen des Immunsystems des

Wurmwirtes zu schiitzen (20), (35).
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Durch den Verlust der Gene ist bei Wolbachia die endogene Aminosdureproduktion

duBerst eingeschrinkt, weshalb das Bakterium Aminoséuren zur Protein- und Energie-

Produktion iiber den Tricarboxylatsdurezyklus und die

importieren muss.

Gluconeogenese des Wirtes

Maogliche Tetracyclin
wBm Stoffwechsel Physiologie Auswirkungen
Riboflavin und Flavin Essentielle Coenzyme; Wachstumshemmung

Adenindineucleotide B.malayi hat keine eigenen
Gene
Ham Synthese Cytochrom, katalysiert Spéte Verschmelzung oder
Synthese von Steroid Abort, spite Reifung
Hormon
Unterstiitzung fiir Unterbrechung der

Nucleotide Wirtsnucleotide Oogenese und

Embryogenese
Glutathion Schutz vor oxidativen Fehler in der Entwicklung

Stress, ev wichtig flir
Wirtsschutz

Tabelle 2: wBm Stoffwechselprodukte, deren mogliche Auswirkungen auf Brugia
malayi und die Wirkungen einer Tetracyclin Therapie

3.2 WOLBACHIA BEEINFLUSST DIE FORTPFLANZUNG

Da Wolbachia seine parasitdren Gene verloren hat und sich vollstdndig an die intrazellulédre
Lebensweise angepasst hat, muss es seine Weitergabe durch verschiedene Tricks sichern.
Es wurden eine Reihe von Mechanismen entdeckt, die sich Wolbachia zur Beeinflussung

der Fortpflanzung seines Wirtes zunutze macht (siehe Tab. 3).

In Arthropoden konnen diese Bakterien zur zytoplasmatischen Inkompatibilitit,
Pathenogenese, Feminisierung und Toten von ménnlichen Nachkommen fiihren.
Wolbachia in Filarien hingegen sind notwendig fiir die Embryogenese, fiir die Entwicklung

der Larve und fiir das Uberleben der weiblichen erwachsenen Wiirmer (22).
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Wolbachia wird vertikal, d.h. von einer Wurmgeneration auf die néchste libertragen. Es
kommt in allen Entwicklungsstadien des Wurmes vor. Dies spricht fiir die Annahme, dass
das Bakterium vom Wurm bei der Entwicklung und Fortpflanzung ebenso bendtigt wird,

wie das Bakterium den Wurm bendétigt (22).

Unklar bis heute ist, wie Wolbachia in die Oocyte gelangt. Man nimmt an, dass Wolbachia
in einem gewissen Bereich des Wurmes liegen, welcher sich in der Nidhe der Stammzellen
und der sich teilenden Zellen befindet, so dass die Bakterien leicht in die neuen Zellen
transportiert werden kénnen. Trotzdem bleibt diese Frage unklar, da Wolbachia angeblich

alle parasitischen Gene zum Befall einer Zelle verloren hat (22).

Wirt Symbiose Weitergabe Phenotyp, Lokalisation
Funktion
Arthropoden Uberwiegend Vertikal und Zytoplasmatische Ovarien,
parasitisch, in horizontal Inkompatibilitit, Hoden,
wenigen Fillen (selten) Toten der Embryos,
Mutualistisch mannlichen Korperhohlen
Nachkommen,
Parthogenese,
Feminisierung,
Oogenese
Nematoden Mutualismus Nur vertikal Notwendig fiir Ovarien,
Embryogenese, Embryos,
Larvenentwicklung, | Hypodermis
Uberleben der
adulten Wiimer

Tabelle 3: Unterschiede im Wolbachiavorkommen zwischen Nematoden und
Arthropoden
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3.3 INTERAKTION VON WOLBACHIA MIT IMMUNSYSTEM

In zahlreichen Studien wird gezeigt, inwiefern die Symbiose das Immunsystem des
Menschen zu beeinflussen versucht. Trotzdem konnte bis heute nicht eindeutig bewiesen
werden, ob und inwieweit das Bakterium oder der Wurm an einer Reaktion oder einer

fehlenden Reaktion unseres Immunsystems beteiligt ist.

Onchocercus volvulus

Brattig et al., 2000 versuchten in ihrer Studie den Effekt von Lipopolysaccharid-dhnlichen
Molekiilen von Wolbachia auf unsere Monocyten/Makrophagen zu enthiillen. Sie gehen
von einer chronischen Infektion mit Onchocercus volvulus aus, die eine geringe bis
fehlende Reaktion unseres Immunsystems durch fehlende Stimulation der verschiedenen
T-Zellen verursacht. Makrophagen bzw. Monocyten gelten als Bindeglied in der
Immunreaktion, da sie Antigene an ihrer Oberfldche den T-Zellen als fremd prisentieren
konnen (APC-Zellen: Antigen-presenting cells). Dafiir besitzen sie spezielle Molekiile an
threr Oberfliche z.B. HLA-DR oder CD80, CD86. Weiters konnen Monozyten durch
gezielte Freisetzung von Interleukinen (z.B. IL-12 und IL-10) T-Zellen anlocken und die
Art der Immunreaktion steuern (entweder Thl oder Th2 Zellen). Als dritte Mdoglichkeit
kénnen Monozyten, ein eingedrungenes Antigen durch Freisetzung von Radikalen und

Toxinen selbst bekdmpfen (36).

Die Studie von Brattig et al., 2000 kommt zu dem Ergebnis, dass Onchocercus volvulus die
humanen Monocyten durch Reduktion der Expression von diesen speziellen
Oberfldchenmolekiilen (HLA-DR, CD80, CD86) beeinflusst und das immunsuppressive
Zytokin 1L-10 und TGF-B (37) freisetzt (siche Abb. 11). Die Reduktion der Expression,
moglicherweise durch Lipopolysaccharide verursacht, wird in Wolbachia vermutet. Durch
den Nachweis von Antikdrper gegen Hitzeschockproteine von Wolbachia, und von
Katalase im Serum infizierter Personen, wird angenommen, dass Wolbachia an der Wirt-
Wurm Reaktion beteiligt sein konnte. Ferner konnte eine Haufung von neutrophilen
Granulozyten um den Wurm und in den Wolbachia—reichen Gebieten, wie in Tabelle 4

ersichtlich, festgestellt werden (36), (38).

Eine Infektion der Cornea mit Mikrofilarien von Onchocercus volvulus kann durch die
Stimulation der Fibroblasten zur Absonderung von Chemokinen und zur Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten fiihren. Diese Neutrophile lagern sich an die absterbenden

Filarien und phagozytieren die Bakterien, wobei sie Chemokine und proinflammatorische
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Cytokine abgeben. Diese Reaktion lockt weitere Entziindungszellen an, die zusétzliche
Entziindungsmediatoren, Sauerstoffradikale und zytotoxische Stoffe abgeben konnen.
Durch diese Reaktion schiddigen sie nicht nur Wolbachia sondern auch die eigenen
empfindlichen Korneazellen, die daraufhin absterben. Dies fiihrt zu einer weiteren

Verschlechterung der Sehkraft (38).

Eine weitere Studie von Gillette-Ferguson et al., 2007 konnte zeigen, dass die
Immunreaktion bei Keratitis nicht {iber TLR 4 oder 9, sondern mithilfe von TLR 2 ablauft.
TLR 2 soll eine wesentliche Rolle bei der Stimulierung von Neutrophilen und bei der
Entwicklung einer Linsentriibung einnehmen. Weiters regt TLR 2 die bereits ansdssigen
Immunzellen zur Produktion von CXC Chemokinen® an. Dabei ist der Ausldser fiir diese
TLR 2 mediierte Reaktion noch unklar. Es wird vermutet, dass das Wsp Protein® von
Wolbachia einen mdglichen Einfluss auf TLR 2 haben konnte, da es in mit Mikrofilarien

infiziertem Kornealgewebe nachgewiesen wurde (39).

Eine Weiterfilhrung dieser Studie durch Daehnel et al., 2007 zeigte, dass TLR 2
maflgeblich als Mediator der Entziindungsreaktion in Frage kommt: erstens moduliert die
Aktivierung von dendritischen Zellen (tragen TLR 2 Rezeptor) die Thl Antwort; zweitens
aktiviert TLR 2 die bereits in der Kornea vorhandenen Immunzellen - diese werden zur
Produktion von CXC Chemokinen angeregt und locken in weiterer Folge neutrophile
Granulozyten an. Aufgrund dieser Entdeckungen nehmen die Forscher an, dass nur
Produkte von Wolbachia eine solche Immunreaktion auslosen konnen (40). Das

Zusammenspiel von regulierenden Zellen und Effektor-Zellen ist in Tab. 4 beschrieben.

Fiir die meisten Immunreaktionen, die von Onchocercus volvulus ausgeldst werden, sind
absterbende Filarien oder Mikrofilarien die Hauptursache. Es gibt aber auch eine
hyperreaktive Form der Immunantwort, die sogenannten ,,Sowda* (41). Das Immunsystem
kann Mikrofilarien in der Haut des Menschen bis auf 10% limitieren, aber mit ernsten
Folgen hinsichtlich Hautschddigung. Patienten leiden unter der schwersten Form der
Dermatitis. Ein hoher Spiegel an eosinophilen Granulozyten kann als Spitfolge eine

eosinophile kardiale Fibrose verursachen (41).

3 Eine Gruppe von Cytokinen, haben einen anti-angiogenetischen oder einen pro-angiogenetischen
Effekt
4 Wsp kann neutrophile Granulozyten an der Apoptose hindern (39)
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Ebenso wurden Menschen gefunden, die trotz Exposition keine Infektion aufwiesen. Diese
sogenannten ,,Immunen® zeigten im Gegensatz zu Infizierten eine sehr grole Anzahl an

mononuklearen Zellen im Blut und einen Anstieg von IFN-y und IL-5 (37).

DC O A= = = = — - g Fllarie
\
Treg

\ /& v O
TGF-B, IL-10

Abbildung 11: Immunmodulation von Filarien
Die unterbrochene Linie beschreibt die proinflammatorische Reaktion, die durchgehende Linie die

antiinflammatorische Reaktion; wenn der proinflammatorische Weg nicht supprimiert wird, kommt es
zu einer weiteren Aktivierung von Eosinophilen und Granulozyten (nicht am Bild). TGF-f und IL-10
der T-regulatorischen Zellen kénnen die Expression von Thl und Th2 Zellen herabsetzen und
gleichzeitig die B-Zelle zur Produktion von 1gG4 anregen.

AAM - alternatively activated Macrophages: Makrophagen, die im Zuge der Abwehrreaktion auch
immunsuppressive Faktoren freisetzen z.B. TGF-f und IL-10 (41)

DC: Dendritic cells
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Pro-inflammatroische

Anti-inflammatorische

Mediatoren Mediatoren
Regulierende Zellen = Th2, Thl = Th3
= Makrophagen = Zusitzlich
* Mastzellen aktivierte
Makrophagen
Regulierende = JL-5,1L-4, IL-13 = [L-10, TGF-B
Molekiile = JFN-y = JL-4
=  TNF-a, IL-8, IL-12
Effektor-Zellen = B-Zellen = B-Zellen

= FEosinophile, Neutrophile = Zusétzlich aktivierte
= Makrophagen, Mastzellen Makrophagen

Effektor-Molekiile

IgGl1, 1gG3, IgE
MBP°, EDN®, ECP’
Peroxidase
Defensin
Sauerstoff und
Stickstoffradikale
Proteasen

= [gG4, polyklonales
IgE

Tabelle 4: Filarie und Endosymbiont losen eine Reihe an pro- und
antiinflammatorischen Reaktionen aus

5 Major Basic Protein
6 Endothelin
7 Eosinophil cationic Protein
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Wuchereria bancrofti und Brugia malayi

Die Immunreaktion des Menschen durch Wuchereria bancrofti und Brugia malayi betrifft
hauptséchlich Erkrankungen im Lymphsystem. Durch die Anwesenheit der Filarien kommt
es zu einer Erweiterung der Lymphgefafle, jedoch zu keiner entziindlichen Reaktion. Das
Absterben der Wiirmer, nach vielleicht schon jahrelang bestehender Infektion oder durch
eine Therapie, fiihrt zu einer akuten Lymphangitis. Aufgrund der Erh6hung von TNF-a
kommt es zu Fieber, wobei die granulomatdse Entziindungsreaktion lokal zu

Hautverdnderungen fiihren kann (42).

Das Risiko einer akuten Immunreaktion in einen chronischen Prozess liberzugehen, steigt
bei Menschen, die hdufig akute Lymphangitiden durchmachen. Der chronische Prozess ist
gekennzeichnet durch das Vorkommen von verschiedenen Zytokinen (IL-1B, IL-6, IL-8
und TNF-a) und durch die Erh6hung von verschiedenen systemischen Parametern wie z.B.

IL-6, -8 (43). Das Spektrum der Erkrankungen ist in Tabelle 5 dargestellt.

Wolbachia spielt durch das stindige Vorkommen im Lymphgewebe, z.B. bei Absterben
von Wiirmern, bei fehlerhafter Entwicklung von L3 zu L4 Larven oder bei Geburt einer
Mikrofilarie, eine konstante Rolle bei chronischen Prozessen (siche Abb. 12). Durch die
Freisetzung von proinflammatorischen und antiinflammatorischen Mediatoren wird zwar
ein durch LPS-induzierter Endotoxinschock abgewendet, doch ist das Immunsystem nicht

mehr in der Lage eine sekundére Infektion abzuwehren (43).

Auf zelluldrer Ebene kann ein Aussetzen gegeniiber LPS zu einer Toleranz des
Immunsystems fithren. Diese Toleranz konnte in Studien noch nicht vollstdndig erforscht
werden. Es wird angenommen, dass diese LPS-Toleranz zu einer abgeschwichten
Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und zu einer schwécheren TLR 4 Expression fiihrt,

was wiederum den Weg fiir eine sekunddre Infektion ebnet (43).

Untersuchungen zeigten eine TLR 2/TLR 6 abhingige Immunreaktion auf Filarien mit
Wolbachia, jedoch keinerlei Immunreaktion auf Filarien ohne Endosymbionten. Dies legt
die Annahme nahe, dass das Bakterium eine wichtige Rolle hinsichtlich Entwicklung einer
Entziindungsreaktion einnimmt. Es stellt sich die Frage, warum das Immunsystem nicht
auf den Wurm reagiert. Es wird vermutet, dass Filarien spezielle immunsuppressive
Substanzen sezernieren, die sie sozusagen unsichtbar gegeniiber dem Wirt machen. Diese

Annahme wird durch Beobachtungen unterlegt, bei der man keinerlei klinische Symptome
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bei infizierten Personen feststellen konnte. FEine andere Theorie stiitzt sich auf die
Entdeckung der Substanz ES-62 (von Acanthocheilonema vitae, einer bakterienfreien

Filarie freigesetzt), die iber TLR 4 Stimulation einen immunsuppressiven Effekt auslost

(44).

Diese Hypothese wird jedoch durch eine neuere Studie, in der Méuse zwei Onchocercus
volvulus Proteinen ausgesetzt wurden, widerlegt. Die Forschergruppe konnte beweisen,
dass ES-62 keine Immunsuppression und keine Modulation der Immunantwort bewirkt

(45).

Weiters konnten andere immunsuppressive Faktoren von Filarien gefunden werden: So
besitzen Phosphorylcholine inhibitorische Wirkungen auf T-Zellen, die das Immunsystem
vom Wurm ablenken. Auch weisen Cytokin-dhnliche Mediatoren wie TGF-f und

Makrophagen-inhibitierende Faktoren einen immunsuppressiven Einfluss auf (46).

Infektion Chronisch Endemisch
normal/immun
Klinische Symptome Nein Ja Nein
Aktive Erkrankung (CFA) Ja Nein (+/-) Nein
Immunreaktion Phénotyp:
a. T-Zell Niedrig Hoch Hoch
Proliferation
b. IFN-y Niedrig Hoch Hoch
c. IL-10 Hoch Niedrig Niedrig
d. IgGl,2 Niedrig Hoch Hoch
e. IgG4 Hoch Niedrig Niedrig
f. Ab gegen MF Nicht vorhanden Vorhanden Vorhanden
Hiille
g. Ab gegen Niedrig Hoch Hoch
Filarien-
Kohlenhydrate

Tabelle S: Spektrum an Erkrankungen mit Wuchereria bancrofti; CFAs (circulating
filarial antigens) konnen noch nicht nachgewiesen werden.
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Permissive Wolbachia Release
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Immune Response Genes

Abbildung 12: Der Verlauf, der fiir die Pathologie der lymphatischen Filariose
verantwortlich sein konnte

VEGFR-3 (vascular endothelian growth factor 3): Mutationen im Gen fithren zu einem hereditdren
Lymphodem

FOXC 2 (forkhead box C2); MFH-1(mesenchyme forkhead 1): wird u.a. in den Lymphgefifien
exprimiert und kann zur Bildung von Bindegewebe fiithren und eine Rolle bei Metastasenbildung
spielen.
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Weitere Entziindungsmediatoren

LPS bewirkt zwar den Haupteffekt des Entziindungsprozesses, aber es gibt zusétzliche
Mediatoren, die Wolbachia im Zuge eines Angriffes durch unser Immunsystem freisetzen

kann (siche Tab. 6).

Hitzeschockproteine und hier im speziellem Hsp60, spielt eine wichtige Rolle im téglichen
Zellalltag. Es beeinflusst die Signaltransduktion und die Faltung von Proteinen. Bei
bakteriellen Infektionen stimuliert es die Produktion von Antikérpern und die Aktivitit von
T-Zellen. Studien zeigen, dass das Wolbachia Hsp60 iiber TNF-o und IL-6 die Produktion
von Makrophagen stimulieren kann. Diese Reaktion lduft unbeeinflusst von anderen
Serumwerten {iber das Zusammenspiel mit CD14 und TLR 4 ab. Ferner wird Hsp60 im
Zuge einer Stressantwort z.B. auf Antibiotika Behandlung von Wolbachia vermehrt

sezerniert und konnte eine Rolle im Entziindungsprozess spielen (43).

Ein weiterer wichtiger Entziindungsmediator ist die bakterielle DNA. Antigen-
prasentierende Zellen (z.B. Makrophagen oder dendritische Zellen) und natiirliche
Killerzellen werden zur Produktion verschiedenster Zytokine angeregt (z.B. IL-12, 1L-8
etc.), die zur Produktion von Thl Zellen beitragen. Auch B-Zellen werden zur Herstellung
von polyklonalen Immunglobulinen motiviert. Im Gegensatz zu LPS und Hsp60 ist diese
Reaktion TLR 4 unabhéngig. Dennoch kann diese bakterielle DNA in verschiedenen
Geweben (z.B. Lunge) zu betrachtlichen Entziindungsreaktionen fithren und in Méusen

sogar einen toxischen Schock verursachen (43).

Im Jahr 2004 konnte Brattig et al. nachweisen, dass auch das Oberflachenprotein Wsp von
Wolbachia moglicherweise einen Einfluss auf den Verlauf der Filariose haben konnte. Wsp
kann das menschliche Immunsystem iiber die Rezeptoren TLR 2 und TLR 4 stimulieren
und eine Entziindungskaskade in Gang setzen. Auffallend ist, dass Wsp die Sekretion von
IgG1 fordert und nicht wie die bei der Filarieninfektion iiblichen IgE und IgG4. Uberdies
konnte aufgezeigt werden, dass eine Infektion vor allem durch Thl Zellen beantwortet
wird und, dass dies wahrscheinlich auf das Vorkommen von Wolbachia zuriickzufiihren
ist. Es wird ebenso angenommen, dass eine Immunreaktion nicht durch den Insektenstich
ausgelost wird, da das Insekt an sich keine Wolbachia {ibertragen kann, sondern durch den

Wurm mit den darin enthaltenen Bakterien (47).

27



Zusitzliche Untersuchungen hinsichtlich der Immunreaktion auf Wsp beweisen,
dass das Immunsystem von infizierten Menschen hauptsdchlich auf das Wsp von L3-
Larven reagiert als auf das des adulten Wurmes. Der Tod von L3-Larven hat folglich eine
groflere Auswirkung auf die Entwicklung einer spiteren akuten oder chronischen

lymphatischen Filariose als der adulte Wurm (48).

In einer weiteren Studie von Hise et al., 2007 wurde entdeckt, dass durch Wsp eigentlich
keine Produktion von TLR 4 stattfindet. Im Unterschied zur Studie Brattig et al. 2004
wurden ausschlieBlich rekombinante Proteine verwendet. In der Studie von Hise et al.
wurde Wsp von nativen Bakterien verwendet, das anscheinend schwichere Reaktionen des
Immunsystems hervorruft. Griinde dafiir konnten sein, dass diese native Bakterienldsung
weniger Endotoxine und LPS enthalten hat, oder das native Protein bindet anders an den

TLR 2 (44).

Immune Personen

Studien in endemischen Gebieten haben ergeben, dass sich in manchen Individuen eine
Immuntoleranz gegeniiber Onchocercus volvulus entwickeln kann. Man nimmt an, dass
ungefdhr 1-5% der Bevolkerung mit hoher Expositionsrate eine Immunitét besitzen, d.h.
diese Personen zeigen keinerlei klinische Symptome. Auch Menschen zwischen 20 und 40
Jahren konnen eine Infektion mit Hautfilarien durch eine angepasste Immunreaktion
eindimmen. Turaga et al,, 2000 konnten zeigen, dass das Immunsystem sowohl von
immunen Personen als auch von infizierten Personen durch gezielte Opsonisierung die

Zahl an L3 Larven limitieren kann (49).

Ferner konnte eine Reihe an Unterschieden zwischen der Cytokin-Expression von

Personen mit und ohne klinischen Symptomen aufgezeigt werden:

e Mononukleare periphere Zellen von immunen Personen sezernieren mehr
Interleukin-5 und teilweise auch mehr IFN-y als die Zellen von infizierten
Personen.

e Bei nicht infizierten Menschen konnte ein héherer Wert an GM-CSF® auf eine

Exposition mit L3, auf wachsende L3 und auf méinnliche adulte Wiirmer und eine

8 Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
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Th2-Reaktion auf weibliche adulte Wiirmer und auf Mikrofilarien in der Haut
ausgewiesen werden.

e Bei infizierten Menschen konnte nur eine Th2 Reaktion dokumentiert werden (49).

Die Bedeutung von IL-5 und GM-CSF besteht darin, dass beide Faktoren zu einer
Erhohung der Immunzellen Produktion (Neutrophile, Eosinophile) fithren und IL-5 eine
Wanderung bzw. Anlockung von eosinophilen Granulozyten bewirkt. Diese Reaktion (Th2
mediiert) gepaart mit einer spezifischen Antikorper-Produktion gegen die Larven, konnte
eine Moglichkeit der Abwehr darstellen. Diese Annahme wird durch zahlreiche Versuche
in vitro unterstiitzt. Ebenso wies eine kleine Gruppe von immunen Personen eine Thl

vermittelte Reaktion auf, die aber weiterer Untersuchungen bedarf (49).

Durch den Nachweis einer Immunreaktion gegen ménnliche adulte Wiirmer, wird
angenommen, dass immune Personen die Entwicklung einer Filariose oder einer okkulten
Infektion steuern konnten, indem ihr Immunsystem die Fortpflanzung und das Wachstum
der Filarien behindern kann. Diese Hypothese konnte den Weg fiir die Entwicklung einer
wirksamen Impfung ebnen. Diese Vakzine miisste jedoch eine Reihe an Antigenen

enthalten, da die menschliche Immunreaktion individuell sehr variieren kann (49).

Untersuchungen an Kindern von infizierten Miittern in Gebieten mit 80-90% Prévalenz
haben ergeben, dass diese eine verminderte T-Zell-Reaktion auf die Infektion mit
Mikrofilarien zeigen. Diese verminderte T-Zell Reaktion entwickelte sich wahrscheinlich
wéhrend der Schwangerschaft oder im Neugeborenenalter. Es wurden weniger Ausbriiche
einer Filariose beobachtet, wobei von diesen Kindern eine frilhere und hohere

Infektionsrate mit Filarien und eine hohere Parasitenrate toleriert werden (41), (46).
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Wurmwirt Immunreaktion Freigesetzte Wolbachia- Molekiile von
Molekiile Wirt Wolbachia
Katze Antikorper IgG D.immitis Wsp®
Mensch Antikorper IgG O.volvulus Hsp60
Maus Makrophagen TNF-q, II-1B, NO B.malayi LPS"
Mensch Makrophage TNF-a, IL-8, IL- O.volvulus LPS
10, HLA-DR
Mensch Neutrophile Chemotaxin O.volvulus Wahrscheinlich
Rezeptor LPS
Mensch Vermutet: IL-8, TNF-a, IL- B.malayi Vermutet: LPS
entgegengesetzte 6, LBP, IL-10,
Reaktion'' nach sTNF-R

DEC'? Therapie

Tabelle 6:

Die ausgeloste Immunreaktion in den untersuchten Filarienarten

9 Oberflachenprotein von Wolbachia
10 Lipopolysaccharid

11 Aufgrund Absterbens des Wurmes, Reaktion auf freigesetzte Bakterien
12 Diethylcarbamazepin
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3.4 AUSWIRKUNG VON WOLBACHIA AUF DIE FORTPFLANZUNG BEI INSEKTEN

Wolbachia kann die Fortpflanzung in den Insekten, welche ihre Wirte darstellen, auf

verschiedene Weise manipulieren:

1. Feminisierung

Unter Feminisierung versteht man, dass Wolbachia versucht direkt auf die Entwicklung der
Eier Einfluss zu nehmen um eine Weitergabe an die nidchste Generation zu sichern und
eine Verbreitung der Infektion zu fordern.

Feminisierung kann in haploiden und diploiden Organismen auftreten. Mit Wolbachia

infizierte Weibchen produzieren doppelt so viele weibliche Nachkommen (50).

2. Pathenogenese

Bei der Pathenogenese oder Jungfernzeugung entstehen die Nachkommen von Insekten aus
unbefruchteten Eizellen.

In haploiden Spezies werden Minnchen aus unbefruchteten haploiden Eiern
hervorgebracht und die Weibchen aus befruchteten diploiden Eiern. Wolbachia manipuliert
die haploiden Eier insofern, indem es den Chromosomensatz verdoppelt und die
minnlichen Eier diploid macht. Somit kommt es zur asexuellen Produktion von Weibchen

und folglich zur doppelten Erzeugung von weiblichen Nachkommen (50).

3. Male killing/Toten von ménnlichen Nachkommen

Die Griinde fiir die Tétung von méannlichen Nachkommen bei Insekten durch Wolbachia
sind die erhohte Weitergabe von Wolbachia an die nédchste Generation durch die
iiberlebenden Weibchen und die bessere Uberlebenschance der Weibchen (kann zum

Beispiel den Bruder fressen und dadurch besser iiberleben) (51).

4. Cytoplasmatische Inkompatibilitit

Unidirektionale Inkompatibilitdt: Wenn ein mit Wolbachia infiziertes Méannchen sich mit
einem nicht infizierten Weibchen und umgekehrt oder beide infiziert sind, reproduziert.
Infizierte Weibchen haben eine grofere Chance zur Reproduktion als nicht infizierte

Weibchen.
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Bidirektionale Inkompatibilitidt: Sowohl Mainnchen als auch Weibchen sind mit
unterschiedlichen und inkompatiblen Wolbachia-Bakterien infiziert. In inkompatiblen
Kreuzungen wird die Mitose gestoppt und nur die miitterlichen Chromosomen verfolgen

die Mitose weiter.

In diploiden Organismen endet diese Art von Mitose in einem Abbruch der Embryogenese

und im Tod des Embryos.
In Haplodiploiden fiihrt dies zum Tod der Ménnchen.

Bei der bidirektionalen Inkompatibilitit sind also beide Wege todlich. Die Vorteile dieser
Art von Fortpflanzungskontrolle sind noch nicht klar abzugrenzen. Bei einem
ausgewogenen Vorkommen von Wolbachia gleichen sich die Vorteile auf ménnlicher und
weiblicher Sicht aus. Jedoch ist das meistens nur ein Ubergangszustand. Wenn die
Infektionsrate liber 50% steigt, haben die Weibchen einen Vorteil gegeniiber Madnnchen

(50), (51).
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4. THERAPIE

Die starke Verbreitung der Filariose in der Bevolkerung stellt ein wirtschaftliches und auch
ein sozial-60konomisches Problem dar. Man versucht mithilfe von Anthelminthika, wie zum
Beispiel Diethylcarbamazepin, Ivermectin und Albendazole, den Parasitenbefall zu
reduzieren. Auch die operative Entfernung von Hautknoten bei Onchocercus volvulus oder
eine Bekdmpfung der Insektenvektoren wurden versucht. Durch die Erforschung von
Wolbachia hat sich ein neuer Therapieansatz mittels Antibiotika entwickelt. Doch wird
weiter erforscht, welche Antibiotika, in welcher Dosierung und Kombination am
wirksamsten fiir eine langzeitige Eliminierung sind, und ob eine Antibiotika-Therapie

vorteilhafter gegeniiber einer Anthelmintika-Therapie ist.

4.1 THERAPIE MIT ANTHELMINTIKA

Viele betroffene Staaten benutzen in ihren Hilfsprogrammen, die auch von der WHO
durchgefiihrt werden, ein meist halbjdhrliches ,,Ein-Medikamenten-Schema®. Die am
hiufigsten eingesetzten Medikamente sind Diethylcarbamazepin (DEC) und Ivermectin

welche in Kombination mit Albendazol verabreicht werden konnen.

Im Rahmen eines solchen Programmes der WHO wurde eine Studie in Indien (52)
durchgefiihrt, die die Wirkung von DEC und DEC in Kombination mit Albendazol auf
lymphatische Filariose untersuchte. Die Forscher kamen zu dem Schluss, dass eine
Kombination klare Vorteile betreffend Reduktion der Parasitenlast nach sich bringt.
Auflerdem eliminiert die Kombination der Medikamente die Parasiten am besten im
Kindesalter. Dennoch bietet diese Therapie keinen Stillstand einer Weiterverbreitung der
lymphatischen Filariose in Indien, da der Effekt der Medikamente nach Monaten wieder
nachlésst und das Programm der WHO nur halbjdhrliche Einnahmen vorsieht. Zusétzlich

besteht die laufende Ubertragung durch die spezifischen Insektenvektoren (52), (53).

Ivermectin vernichtet wie DEC Mikrofilarien in der Haut nur filir einige Monate. Eine
Riickfallswahrscheinlichkeit von 20% wurde beobachtet. Grund fiir diesen Riickfall ist die
Tatsache, dass Ivermectin nicht die adulten Wiirmer (die bis zu 15 Jahre leben konnen)
abtdtet, sondern nur die spidte Form der Mikrofilarien und keinen Einfluss auf die

Embryogenese bei adulten Nematoden hat (54).
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Die Anthelmintika Suramin und Praziquantel fiihren zu einer Sterilisation von Wiirmern,

jedoch nicht auf lange Zeit gesehen (54).

Ein Nachteil der Therapie mit Anthelmintika stellt die Aussetzung des Immunsystems nach
Abtoten des Wurmes mit einer groBBen Bakterienmenge dar. Durch das Anthelmintikum
wird die Mikrofilarie am Ubergang zum adulten Wurm getdtet. Unter der Annahme, dass
die Mikrofilarien mit Wolbachia infiziert sind, kommt es zu Bakteridmie-dhnlichen
Symptomen, sowie zu Juckreiz und Lymphadenopathie, die wiederum untypisch fiir eine
Bakteriensepsis sind. Diese Reaktion wurde erstmals 1948 von Mazzotti nach Behandlung
einer Onchocercose mit Diethylcarbamazepin beschrieben (= Mazzotti-Reaktion). Das
Krankheitsbild besteht aus Fieber, Hypotension, Tachykardie, Adenitis, Juckreiz und
Arthralgien. Mazzotti nahm damals an, dass diese Reaktion auf eine Freisetzung von

Antigenen der sterbenden Parasiten zuriickzufiihren ist (55).

Keiser et al., 2002 zeigten, dass nach der Behandlung mit DEC ein erhohter Gehalt an
Bakterien-DNA im Blut feststellbar ist und somit die intrazelluliren Bakterien eine
wichtige Rolle im Zuge der Mazzotti-Reaktion spielen. Eine zusitzliche Behandlung mit
antibakteriellen =~ Medikamenten konnte zudem  die  Schwere  dieser  post-

Behandlungsreaktion senken (55).

4.2 THERAPIE MIT ANTIBIOTIKA

Bereits 1993 haben Forscher die Wirkung vom Antibiotikum Tetracyclin auf Adultwiirmer
entdeckt. Allerdings wurde dieses Antibiotikum in Verbindung mit einer anderen
bakteriellen Infektion eingesetzt. Die Forscher erkannten, dass die Entwicklung von L3 auf
L4 Larve und von L4 auf L5 Larve von Brugia pahangi gestort wurde. Jedoch konnte zu
diesem Zeitpunkt kein Zuammenhang mit Wolbachia hergestellt werden. Trotzdem ist
diese Entdeckung fiir weitere Forschungen wichtig, da das Tetracyclin gegen eine
bakterielle Infektion mit Rickettsien wirkt. Da angenommen wird, dass Wolbachia zur
Ordnung der Rickettsiales gehort, konnte sich der Effekt dieses Antibiotikums auf
Wolbachia erklaren (56).

1999 (57) konnte durch ein Experiment mit infizierten Méusen (Litosomoides sigmodontis)
erstmals die Wirksamkeit von Tetracyclinen gegen Filarien aufgezeigt werden. Es wurden

zwei Auswirkungen beobachtet: Zum Einen eine Unterbrechung der Entwicklung und
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Reifung von Filarien (Effekt auf Makrofilarien) und zum Anderen ein Abbruch der
Embryogenese und des Hervorbringens von Mikrofilarien (Effekt auf Mikrofilarien). In
Maiusen, die mit A.vitae infiziert waren, wurden keine solchen Effekte beobachtet, da
A.vitae nicht mit diesem Endosymbionten besiedelt ist. Aus diesem Grund nahmen die
Forscher damals an, dass Antibiotika gegen die intrazelluliren Bakterien wirksam sind

(57).

Bandi et al., 1999 versuchten durch Infektion von Mausen und Hunden festzustellen, ob
Tetracycline auf Wolbachia oder auf den Wurm wirken. Dazu infizierten sie eine Gruppe
von Méusen mit Brugia pahangi und begannen eine Tetracyclin-Therapie fiir eine Dauer
von 15 und 25 Tagen. Danach wurden Gewebe entnommen, mittels Elektronen-
mikroskopie auf die verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht und mit einer
Kontrollgruppe verglichen. In der infizierten Gruppe fanden die Forscher Zellreste, die
Uberreste von Wolbachia sein kénnten. Um die Hypothese iiber eine Beteiligung von
Wolbachia zu beweisen, verwendeten die Forscher mit Dirofilaria immitis infizierte Hunde
(Dirofilaria immitis ist groBBer als Brugia pahangi). Mithilfe von PCR konnten sie einen
Beweis dafiir finden, dass Tetracycline einen Effekt auf Wolbachia zeigen und, dass es
dadurch zu einer Produktion von Eiern ohne Wolbachia kommt. Diese Experimente
konnten darlegen, dass Wolbachia in Filarien vorkommt, dass Tetracycline eine Wirkung
auf die vertikale Weitergabe von Wolbachia haben und beide Arten von Wiirmern ein
Sistieren ihrer Embryonalentwicklung nach 25 Tagen Therapie aufweisen. Es bleibt jedoch
unklar, ob der Effekt von Tetracyclin primir dem Wurm und sekundidr Wolbachia gilt oder

ob der Effekt unabhingig auf beide wirkt (58).

Auch die Forschergruppe von Hoerauf et al. versuchte im Jahre 2000 mithilfe von
Litosomoides sigmodontis die Wirkung anderer Antibiotika zu testen, aber mit mafigem
Erfolg. Sie kamen zu dem Schluss, dass zu diesem Zeitpunkt Tetracyclin die beste
Therapie sei und, dass keine Wirksamkeit von Makroliden, Ciprofloxacin und
Chloramphenicol bestimmbar war. Jedoch wurde nicht ausgeschlossen, dass der fehlende
Effekt eher auf ein mangelndes Vordringen der Antibiotika zu den Endosymbionten
zuriickzufiihren sei. In dieser Studie wurden immunelektronische und immunhistologische
Verfahren angewendet, mit denen die Wechselwirkung zwischen Hsp60 der Bakterien und
der Antikorper sichtbar und der Sitz der Bakterien ausfindig gemacht werden konnte. Zu
diesem Zeitpunkt war Tetracyclin das einzige effektive Antibiotikum gegen Filariose in

vivo (59).
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Ahnliche Resultate wurden bei Untersuchungen in vitro von Smith und Rajan, 2000,
erzielt. Es wurde die Entwicklung von L3 zu L4 Larven mittels Tetracyclin gestoppt,
wobei angenommen wurde, dass Tetracycline eine andere Wirkungsweise haben. Durch
Polymerasechainreaction (PCR) konnte nach der Therapie noch immer Bakterien-DNA
festgestellt werden. Das Medikament scheint mdglicherweise nur die Interaktion zwischen
Wurm und Bakterium zu stéren, jedoch nicht das Bakterium selbst. Diese Hypothese
konnte jedoch nicht bewiesen werden, da die Bakterien durch die diffuse Verteilung in der
Elektronenmikroskopie nicht auffindbar waren (56). Hier muss allerdings noch erwihnt
werden, dass die Therapie nur 10 Tage lang andauerte. Ein Vergleich betreffend der
Auffindungsrate und der Auswirkung auf die Bakterien ist jedoch mit der oben genannten
Studie von Hoerauf et al., 2000, bei der eine Therapie iiber 28 Tage durchgefiihrt wurde,

mit Skepsis zu betrachten.

Eine Therapie mit Tetracyclinen fiihrt zu:

a. Abbruch der Embryogenese und zu degenerierten Embryos
b. Sterilitdt der weiblichen Wiirmer

c. Fehler im Larvenwachstum

d. Tod von Adulten (22)

Hoerauf et al., 2000 untersuchten in einer Studie in Ghana mit freiwilligen Teilnehmern
im Alter zwischen 18 und 50 Jahren die Wirkung von einer 6-wochigen Therapie mit
Doxycyclin auf Onchocercus volvulus. 4 Monate nach der Behandlung wurden die
Onchocercome (Hautknoten mit ein bis sechs weiblichen Wiirmern) auf den Erfolg der
Therapie mittels Immunhistologie, morphologische Verdnderungen und semiquantitative
PCR gepriift. Es kam zu einer Reduktion von Bakterien in den weiblichen Wiirmern und
zu einer Verminderung der Embryonenlast pro weiblichen Wurm. Dies zeigt, dass
Doxycyclin im Gegensatz zu Ivermectin den Wirkungsschwerpunkt in der frithen Phase
der Larvenentwicklung hat und, dass es eine weitere Moglichkeit der Bekdmpfung von
intrazelluldren Bakterien darstellt. Ein weiterer Vorteil dieser Erkenntnis ist, dass
gravierende Nebenwirkungen und hohe Herstellungskosten durch die Gabe von
Doxycyclinen vermieden werden konnen. Es stellt sich nun die Frage, ob eine kiirzere

Therapie mit hoheren Dosierungen, den gleichen Effekt zeigt (60).
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Hoerauf et al., 2001 wiederholten diese Studie in Ghana unter verdnderten Bedingungen
und verwendeten Doxycyclin in Kombination mit Ivermectin. Eine Gruppe von Patienten
bekam die Kombination, die andere Gruppe bekam nur Ivermectin verabreicht. 18 Monate
nach der Therapie konnten bei Patienten, die mit der Kombination behandelt wurde, noch
immer keine neu auftretenden Mikrofilarien in der Haut festgestellt werden. Dies zeigt,
dass eine Kombinationstherapie auf Dauer einen Erfolg bringen kann und, dass die

Weitergabe von Wolbachia gestoppt werden konnte (54).

Die 2003 veroffentlichte Studie von Hoerauf et al. fasst die Wirkung von Doxycyclin nach

einer 6-wochigen Therapie mit 100 mg pro Tag wie folgt zusammen:

a. Langsame Reduktion von Wolbachia (iiber 18 Monate anhaltend)

b. Degeneration der meisten Embryos nach 5 Monaten und Beendigung der
Mikrofilarienentwicklung nach 11 Monaten (iiber 18 Monate anhaltend)
Reduktion von Spermatozoen in weiblichen Wiirmern

d. Fehlen eines Effekts auf Mikrofilarien und Makrofilarien

e. Teils eingeschrinkte Spermatogenese (61)

Trotz einer Antibiotika-Therapie wurden noch immer vereinzelt Bakterien mittels PCR
nach 18 Monaten gefunden. Die Bedeutung der iiberlebenden Bakterien ist unklar, da keine
Aktivitdt beziiglich Unterstiitzung der Embryogenese oder der Mikrofilarien-Produktion
nachgewiesen werden konnte. Zum damaligen Zeitpunkt war allerdings noch nicht

feststellbar, ob diese Bakterien wieder aktiv werden kdnnten (61).

Ebenso konnte aufgezeigt werden, dass Doxycyclin gegen Wuchereria bancrofti die
gleichen Effekte zeigt wie gegen Onchocercus volvulus. Die grote Wirksamkeit zeigt
Doxycyclin in einer Unterbrechung der Embryogenese durch Vernichtung der
Endosymbionten. Dies fiihrt zu einer langsamen Abnahme an Mikrofilarien. Es konnte

aber kein direkter Effekt vom Antibiotikum auf Mikrofilarien aufgezeigt werden (62).

In einer doppelt-blinden randomisierten Studie in Tansania wurden 72 Patienten
auf den Effekt von Doxycyclin auf Wuchereria bancrofti getestet (63). 34 Personen
bekamen Doxycyclin fiir 8 Wochen, 38 Personen bekamen ein Placebo. Nach 5, 8, 11 und
14 Monaten wurden sie auf Mikrofilarien, Antigenrate und adulte Wiirmer im Ultraschall
getestet. Nach 14 Monaten kam es zu einer Abnahme der Mikrofilarienlast und zu einer

Reduktion der adulten Wiirmer, die durch die Abnahme der Antigenrate und den fehlenden
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Nachweis im Ultraschall bestétigt wurde. Durch den langsamen Abfall der Antigenrate
wurde keine akute Immunreaktion auf das Absterben der Parasiten ausgelost, wie zum
Beispiel bei der Gabe von Anthelmintika berichtet wurde. Trotz der guten Ergebnisse
kommt die Forschergruppe zu dem Schluss, dass Antibiotika nicht fiir die
Massenbehandlung geeignet sind, aufgrund verschiedener Kontraindikationen und

Nachteile (63).

In einer weiteren Studie von Debrah et al., 2006 mit Patienten, die an Symptomen
der lymphatischen Filariose (Lymphddeme) litten, fanden die Forscher heraus, dass eine
anfiangliche 6-wochige Therapie und anschlieBende Behandlung mit Ivermectin und
Albendazol zu einer wesentlichen Verbesserung fithrte und dass moglicherweise
Doxycycline auf die Faktoren VEGF-C/s VEGFR-3 (beide spielen eine Rolle bei
hereditirem Lymphddem und konnten eine Auskunft iiber die Schwere der sich
entwickelnden Filariose geben) eine Auswirkung haben. Dies konnte die Entwicklung
einer schweren lymphatischen Filariose verlangsamen und zu einer Verbesserung der
Lymphodeme fithren. Dennoch ist die Hypothese betreffend beider Faktoren noch nicht

ausreichend bewiesen worden (64).

In einem #hnlichen Versuch wie fiir Doxycycline wurde von Hoerauf et al., 2008
das Antibiotikum Azithromycin (wirkt gegen Chlamydien, Mycoplasmen und kann auch
bei Kindern verwendet werden) auf seine Wirksamkeit bei Onchocercose getestet. Ebenso
wie Doxycyclin wurde Azithromycin iiber 6 Wochen in zwei unterschiedlichen
Dosierungen (250 mg/Tag 23 Personen oder 1200 mg/Woche 14 Personen) verabreicht.
Die wochentliche Gabe konnte leider keine adédquaten Ergebnisse liefern und auch die
tagliche Einnahme konnte keinen positiven Effekt auf die Onchocercose zeigen. Trotzdem
konnte nachgewiesen werden, dass die Wolbachiazahl unter einen bestimmten Wert fallen

muss, um eine Auswirkung auf die Parasiten zu erzielen (65).

Ein weiteres Medikament, das flir Kinder zugelassen ist, wurde auf die Wirksamkeit bei
Onchocercose getestet: Rifampicin. Es wurde in einer 2- und 4-wochigen Therapie
verabreicht. Zwar wurde eine Reaktion auf die 4-wdochige Therapie (reduzierte
Embroygenese) dokumentiert, jedoch konnte kein Ergebnis wie bei Doxycyclin erreicht
werden. Dessen ungeachtet, kann es als eine Mdglichkeit zur Bekdmpfung weiter erforscht

werden, mit dem Hauptaugenmerk auf die Behandlung von Kindern (66).
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4.3 NACHTEILE UND VORTEILE EINER ANTIBIOTIKA THERAPIE

Ein Nachteil in der Therapie mit Doxycyclin besteht in der Tatsache, dass Doxycyclin
aufgrund von logistischen Griinden und diverser Kontraindikationen (Schwangerschatft,
Stillzeit, nicht geeignet fiir Kinder unter 9 Jahren) nicht fiir eine Massenbehandlung

geeignet ist, wie zum Beispiel Anthelmintika (67).

AuBerdem muss eine relativ lange Therapiedauer eingehalten werden, die in verschiedenen
Studien nicht verkiirzt werden konnte, da sonst der Effekt bedroht wére. FEine
Monotherapie mit Doxycyclin iiber 14 bis 21 Tage konnte keine addquate Reduzierung der
Parasitenlast erzielen. Jedoch wies eine Kombinationstherapie mit Rifampicin in infizierten

Maiusen eine Verringerung der Last auf (68).

Ein weiterer Nachteil konnte die notwendige hohe Dosierung der Antibiotika sein. In
Studien wurde eine unzureichende Wirkung von Antibiotika geschildert, die dadurch
begriindet wird, dass Wolbachia teilweise in Vakuolen abgekapselt leben und so die

Therapie nicht ausreichend wirksam sein kann (69).

Die Vorteile einer Doxycyclin-Therapie sind die Zulassung des Medikamentes fiir den
Menschen und die bereits bekannten und gut erforschten Wirkmechanismen mit den
verbundenen Nebenwirkungen. Uberdies stellt die breite Verfiigbarkeit von Antibiotika

einen weiteren Vorteil filir eine Therapie dar.

4.4 MODERNE THERAPIEANSATZE
Neben der weiteren Forschung an einer Antibiotika-Therapie, wurde auch ein grofles

Forschungsinteresse an alternativen Behandlungsmoglichkeiten geweckt.

2004 versuchten Forscher einen Impfstoff auf Basis eines geklonten Gens aus ,,immunen
Personen herzustellen. Dafiir wurde das Protein ,,ALT-2 benutzt, das bei Wirtsinfektion
von der L3-Larve exprimiert wird. Im Mausmodel wurden zwei Arten an Vakzinen
getestet: eine DNA-Vakzine und ein Impfstoff auf Basis eines rekombinanten Proteins. Es
zeigte sich, dass die DNA-Impfung Vorteile hinsichtlich Stimulation der humoralen und
zelluldren Immunreaktion, Herstellung und Vakzinstabilitdt bietet. Allerdings konnte eine
geringere Antikorperbildung bei DNA-Impfungen beobachtet werden. Die Begriindung

liegt darin, dass die Vakzine mit rekombinantem Protein mehr Antikorper beinhalten, und
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dass moglicherweise das Freud’s Adjuvans und das Fehlen von Murinoligonucleotiden

eine Beeinflussung auf die Antikorperproduktion ausiiben (70).

Ein weiterer Therapieansatz konnte die Hemmung von Stoffwechselenzymen darstellen.
Wolbachia besitzt keine Pyruvatkinase und muss stattdessen die Pyruvat-Phosphate-
Dikinase verwenden. Diese Dikinase katalysiert die Umsetzung von AMP, PPi und
Phosphoenolpyruvat zu ATP, Pi und Pyruvat. Da viele Organsimen aber eine
Pryuvatkinase besitzen und keine Dikinase, konnte die Dikinase ein gutes Ziel fiir einen
Therapieansatz abgeben. Allerdings wurden noch keine weiteren Forschungen zur genauen
physiologischen Rolle dieses Enzyms in Wolbachia angestellt und die Verwendung dieses

Enzyms als Therapieansatz ist noch nicht wirklich geklart (71).

Auch in vitro wurde eine Behandlung mittels Bestrahlung versucht. Es wurde eine grofere
Anzahl an Brugia malayi bestrahlt, mit dem Erfolg, dass die adulten Wiirmer einen
dosisabhingigen Effekt zeigten. Es konnten dhnliche Auswirkungen auf die Wiirmer wie
bei einer Doxycyclin-Therapie beobachtet werden. Die Bestrahlung reduzierte die
Embryogenese und die Mikrofilarienproduktion in den Weibchen. Auffallend war, dass die
Mainnchen bei niedrigeren Dosierungen frither Symptome aufwiesen als die Weibchen.
Dieser Effekt konnte entweder auf die Anwesenheit von Wolbachia oder auf die direkte
Wirkung der Bestrahlung zuriickgefiihrt werden. Mikrofilarien, die sich trotzdem
weiterentwickelten, beinhalteten nur mehr geschidigte oder abgestorbene Wolbachia.
Fraglich bleibt, ob diese Mikrofilarien weiter frei von Wolbachia fortbestehen. Da eine
Bestrahlung auch fiir andere Erkrankungen (z.B. verschiedene Krebsarten) einsetzbar ist
und Wiirmer meist sensitiver auf Bestrahlung reagieren, muss ein Bestreben in einer
weiteren Erforschung dieser Art von Therapie liegen. Es konnte in Zukunft mdglich sein,
Wiirmer durch spezielle Molekiile oder Antikorper zu markieren und diese dann gezielt zu
bestrahlen. Diese Methode ist noch nicht komplett erforscht und es gilt vorerst
nachzuweisen, ob die Bestrahlung eine direkte Auswirkung auf Wolbachia, auf die

Wiirmer oder auf beide hat (72).
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5. DISKUSSION

Trotz der Anzahl der von Filarien befallenen Menschen, konnte erst in den letzten 10
Jahren mit Hilfe der molekularbiologischen Techniken, das intrazellulire Vorkommen von
Wolbachia in Filarien bestitigt werden. Die Forschungsdaten ermdglichten erst in den 90er
Jahren einen neuen Therapieansatz mit Antibiotika und Anthelmintika.

Wolbachia sind, wie in dieser Arbeit erldutert, obligat intrazelluldre Bakterien, die auf
verschiedenste Substanzen der Filarie angewiesen sind. Im Gegenzug allerdings ist auch
die Filarie auf Wolbachia angewiesen und nicht zuletzt deshalb ist anzunehmen, dass
Wolbachia eher einen Symbionten darstellt, denn einen parasitér lebenden Organismus.
Betrachtungen in Kapitel 3 legen nahe, dass einige Stoffwechselaustauschwege fiir eine
Therapie mittels Antibiotika zielfiihrend erscheinen konnten. Weiters konnten viele
biochemische Wege oder Synthesevorgiinge durch gezielte genetische Verdnderung oder
chemische Einwirkungen gestort werden. Allerdings stellt die Suche nach Substanzen, die
weder humanpathogen noch zytotoxisch wirken, die Wissenschaft vor ernst zu nehmende
Herausforderungen.

Kapitel 3.3 beleuchtet die Rolle von Wolbachia hinsichtlich menschlicher Immunreaktion.
Auffallend ist, dass die Bakterien sehr wohl in unser Immunsystem eingreifen und beim
Absterben einer Filarie eine Immunreaktion hervorrufen konnen. Die verschiedenen
Forschergruppen sind sich nach wie vor nicht einig, ob und inwiefern die Bakterien
menschliche Entziindungsmediatoren (wie z.B. TLR 4, 2, TNF etc.) beeinflussen und wie
man moglicherweise in Zukunft liber eine Modulation dieser Mediatoren eine Filariose
steuern konnte.

Eine Therapie mit Anthelmintika ist wie in zahlreichen Studien bewiesen, nur sehr
begrenzt wirksam. Diese Medikamente senken zwar die Anzahl an Filarien, setzen aber
den Korper einer Vielzahl von Bakterien aus. Eine Kombination zwischen Anthelmintika
und Antibiotika zeigt zwar eine Besserung beziiglich Parasitenlast, doch halten die vielen
Nebenwirkungen und Nachteile der Antibiotika diesem Effekt entgegen. Aufgrund der
Nebenwirkungen konnen viele Antibiotika Kindern nicht gegeben werden. Desweiteren
ist die optimale Therapiedauer zur effektiven Senkung der Bakterienlast nach wie vor
festzusetzen.

Zusitzlich bleibt die Frage nach einem adidquaten Therapieschema weiter offen: Welche
Dosierung ist die richtige, um die Bakterienlast zu verringern, welcher Zeitraum muss

eingehalten werden (14-21 Tage habe keinen wirklich guten Effekt gezeigt), und welches
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Antibiotikum ist letztendlich das Richtige? Uberdies bedeutet eine Doppeltherapie
(Antibiotika und Anthelmintika) eine enorme Zunahme der Kosten, die flir &rmere Lander,
die am meisten durch diese Krankheiten betroffen sind, nicht finanzierbar sind. Aufgrund
langdauernder und hochdosierter Therapien miissen die Nebenwirkungen von Antibiotika
additiv behandelt werden.

Die Entwicklung einer Impfung steht erst in den Anfidngen und es ist zurzeit nicht
absehbar, ob liberhaupt eine Impfung entwickelt werden kann.

Zum Einen beeinflusst Wolbachia eine Reihe an Entziindungsvorgingen und die
Entwicklung einer DNA-Vakzine zeigte in den ersten Versuchen eine zu geringe
Antikorperentwicklung. Zum Anderen bleibt die Frage offen, inwiefern eine Impfung
Auswirkungen auf die Filarie und auf die intrazelluliren Bakterien zeigt. Erreicht der
Impfstoff liberhaupt das vermeintliche Ziel der Zerstérung dieser intrazelluldr lebenden
Bakterien oder werden nur Antikorper gegen die Filarie gebildet? Damit ergibt sich wieder
das Problem der Aussetzung einer Flut an Bakterien nach Tod der Filarie und ein
Krankheitsbild, das einer Bakteriensepsis dhnelt.

Ein anderer Therapieansatz wire die Beeinflussung von Stoffwechselenzymen, jedoch
fehlt es noch an weiteren Grundlagenforschungen. Ob man mit der Beeinflussung eines
Stoffwechselenzyms sowohl Wirt als auch Symbiont beeinflussen kann und welches
Enzym das letztendlich bewerkstelligen konnte, bleibt weiter offen und bietet ein hohes
MaR an Forschungspotenzial.

Der Versuch die Krankheit durch Bestrahlung zu bekdmpfen, bietet zwar einen
kurzfristigen Therapieerfolg, doch muss auf die Langzeitwirkungen von Bestrahlung und
die zeitliche Beschrankung dieser Therapieform verwiesen werden. Es konnte durch diese
Therapieform die Erkrankung weitgehend eingeschrankt werden, doch es besteht die hohe
Wabhrscheinlichkeit einer Reinfektion. Des Weiteren ist nicht klar, welche Auswirkungen
die Bestrahlung auf Wirt und Menschen zeigt, sowie die finanzielle Forderung dieser
Therapieform.

Die Symbiose zwischen Wolbachia und Filarioidea ist ein Gebiet, welches zwar nun seit
10 Jahren intensiv erforscht wird, aber noch immer nicht wirklich klar ist, welche
Konsequenzen diese Symbiose auf den Wurm und als Weiterfiihrung auf den Menschen
hat und welche Bedeutung hinsichtlich der Therapieform diese Symbiose darstellt.
Antibiotika zeigen eine eingeschriankte Wirksamkeit, eine Kombination mit Anthelmintika

ist zwar wirksam aber die Details wie Therapiedauer, Dosierung wurden noch immer nicht
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geklart, und neuere Therapieformen wie Beeinflussung von Stoffwechselenzymen,
Impfstoffe, Strahlentherapie befinden sich erst am Anfang ihrer Erforschung.

So bleibt die Hoffnung, dass eine weitere Erforschung, die Weiterentwicklung
molekularbiologischer Methoden, weitere Therapiemoglichkeiten oder einen Fortschritt

der bereits versuchten Therapien erschlieBen werden.
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