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1 Einleitung 

 

1898 wurde erstmals bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), die aus Nordamerika in 

eine Zucht nach Süddeutschland eingeführt worden waren, die Drehkrankheit der Salmoniden 

beobachtet (Hofer 1903). Die Krankheit wird durch den Parasiten Myxobolus cerebralis, 

einen Vertreter des Stammes der Myxozoa ausgelöst. Man nimmt an, dass sich M. cerebralis 

ursprünglich als Parasit bei Bachforellen, bei denen die Infektion zumeist symptomlos 

verläuft, entwickelte (Hoffman 1970). Vermutlich durch den weltweiten Fischhandel konnte 

sich die Drehkrankheit über Europa bis nach Nordamerika ausbreiten (Hoffman 1970, El-

Matbouli et al. 1992). Die Drehkrankheit stellt eine wichtige parasitische Erkrankung von 

Salmoniden dar, die in den Ländern mit Intensiv-Zuchten von Salmoniden zunehmend zum 

Problem wird. Nach der ersten Beobachtung in Nordamerika, bei einer Fischzucht in 

Pennsylvania 1956, hat sie sich in den USA stetig nach Süden und Westen verbreitet 

(Bergersen & Anderson 1997). Aber sie ist nicht nur ein Problem der Fischzuchten, sondern 

führt auch zu einem enormen Rückgang der wilden Regenbogenbestände in Nordamerika und 

ist damit zu einer ernsthaften Bedrohung geworden (Nehring & Walker 1996, Vincent 1996, 

Hedrick et al. 1998).  

Nicht nur zwischen verschiedenen Salmonidenarten, von denen die Regenbogenforelle eine 

der empfänglichsten zu sein scheint (MacConnell & Vincent 2002), sondern auch zwischen 

verschiedenen Regenbogenforellen-Linien, besonders einer deutschen Zuchtlinie (H) und 

einer amerikanischen Linie (T), konnten Unterschiede in der Empfänglichkeit nachgewiesen 

werden (El-Matbouli et al. 2002, Hedrick et al. 2003).  

Ein wichtiger Forschungsbereich auf dem Gebiet der Drehkrankheit ist die Untersuchung der 

Resistenzmechanismen und die Infektionsprävention, von denen man sich wichtige 

Erkenntnisse für die Zukunft erhofft. Am Institut für Zoologie, Fischereibiologie und 

Fischkrankheiten der Tierärztlichen Fakultät der LMU München werden diese 

Untersuchungen in Zusammenarbeit vor allem mit Instituten in den USA, aber auch in 

Spanien durchgeführt. 

Bis heute sind die genauen Mechanismen, denen die unterschiedliche Empfänglichkeit 

gegenüber einer Infektion mit der Drehkrankheit zugrunde liegt, unbekannt. Da der 

spezifische Teil des Immunsystems bei Fischen weniger gut entwickelt ist, als bei 

Säugetieren, kommt dem unspezifischen Teil des Immunsystems bei Fischen eine bedeutende 

Rolle zu (Ingram 1980). Man vermutet, dass unspezifische Immunmechanismen eine 



 Einleitung 

 
- 2 - 

Möglichkeit für die Ausbildung einer Resistenz gegen die Drehkrankheit sein könnten (Ryce 

et al. 2005). 

Die Identifikation und Charakterisierung zahlreicher Cytokine und anderer 

immunregulatorischer Gene von Fischen in den letzten Jahren, ermöglichte die Untersuchung 

dieser Gene während Krankheitsprozessen. Studien, die sich mit dem unspezifischen 

Immunsystem von Knochenfischen während der Infektion mit verschiedenen Pathogenen 

beschäftigen, werden in den letzten Jahren in zunehmender Anzahl publiziert. Dennoch 

befindet sich die Forschung auf diesem Gebiet erst in den Anfängen und weiterführende 

Untersuchungen hierzu werden künftig erforderlich sein.  

In der vorliegenden Arbeit wird die Reaktion des unspezifischen Immunsystems auf die 

experimentelle Infektion von zwei unterschiedlichen Regenbogenforellen-Linien mit 

Myxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, unter kontrollierten 

Laborbedingungen, anhand von sieben immunregulatorischen Genen beschrieben. Unter 

Verwendung der relativen Quantifizierung mittels real-time RT-PCR wird die Expression von 

Arginase-2, dem Komplementfaktor C3, COX-2, zwei Isoformen von IL-1β (IL-1β1 und IL-

1β2), sowie iNOS und TGF-β über einen Zeitraum von 200 Tagen untersucht. Für die 

Infektion wurden zwei Regenbogenforellen-Linien mit unterschiedlicher Empfänglichkeit für 

M. cerebralis ausgewählt: Eine sehr empfängliche nordamerikanische Linie (Linie T) und 

eine deutsche Zuchtlinie (Linie H) mit einer bekannten, gesteigerten Resistenz gegenüber der 

Drehkrankheit (Küppers 2003, Hedrick et al. 2003). 
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2 Literaturübersicht 

2.1 Whirling Disease - Drehkrankheit der Salmoniden 

2.1.1 Ätiologie 

Die Drehkrankheit der Salmoniden wurde, nach der ersten Beobachtung von Prof. Bruno 

Hofer im Jahre 1898 in Süddeutschland, beschrieben (Hofer 1903). Sie wird durch Myxobolus 

cerebralis ausgelöst. 

2.1.1.1 Taxonomische Einteilung 

Myxobolus cerebralis, der Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, wird zum Stamm der 

Myxozoa (Grassé 1970) gezählt, aus dem über 1350 Arten bekannt sind, die bei Fischen 

parasitieren (Lom & Dykovà 1992). Die Myxozoa bilden eine vielfältige Gruppe mehrzelliger 

Organismen. Früher wurden sie zu den Protozoen gezählt; neue Studien jedoch weisen durch 

molekularbiologische Methoden und Gensequenzen auf eine Verwandtschaft mit den 

Bilateralia (Smothers et al. 1994; Schlegel et al. 1996) oder auch den Cnidaria (Sidall et al. 

1995; Zrzavy 2001; Uspenskaia & Raikova 2001; Raikova 2005) hin. Ferner wurde eine neue 

Einteilung der Myxozoa zum Phylum Cnidaria vorgeschlagen (Sidall et al. 1995; Raikova 

2005). 

Myxobolus cerebralis wird weiterhin der Ordnung Bivalvulida, Unterordnung Platysporina, 

Familie Myxobolidae und schließlich der Gattung Myxobolus zugeordnet (Kent et al. 2001). 

Myxobolus ist bislang die größte der 52 Gattungen im Phylum Myxozoa. M. cerebralis 

unterscheidet sich von anderen Myxobolus spp. dadurch, das dieser Parasit eine bei jungen 

Salmoniden lebensbedrohliche Krankheit auslöst (Lom & Dyková 1992). Phylogenetische 

Vergleiche von ribosomaler DNA der Myxozoa ziehen Überlegungen einer von anderen 

Myxobolus spp. separaten Entwicklung nach sich (Hedrick & El-Matbouli 2002). 

Überschlägige genetische Studien der ITS-Region in der ribosomalen DNA von einigen M. 

cerebralis-Isolaten aus verschiedenen Regionen untermauern die Theorie von der 

Einschleppung des Parasiten nach Nordamerika in jüngster Zeit (Andree et al. 1999). 
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2.1.1.2 Entwicklungszyklus von Myxobolus cerebralis 

Nach der Entdeckung des Erregers blieb der Entwicklungszyklus von Myxobolus cerebralis 

noch lange unbekannt. Erst Wolf und Markiw (1984) klärten die Rolle von Oligochäten als 

Wirt auf und entdeckten, dass dem Entwicklungszyklus von M. cerebralis zwei Wirte und 

zwei verschiedene Sporen, von denen man zuvor glaubte, dass sie eigenständige Organismen 

mit einwirtigen Zyklen seien, zugrunde liegen: Die Myxospore, die im Fischwirt gebildet 

wird und daraufhin den Oligochäten-Wirt Tubifex tubifex infiziert und die Triactinomyxon-

Spore die im Oligochäten gebildet und ausgeschieden wird und dann für Salmoniden infektiös 

ist (Markiw & Wolf 1983, Wolf & Markiw 1984, Wolf et al. 1986). Bis die Versuche von El-

Matbouli und Hoffmann (1989) wiederholt und bestätigt wurden und molekularbiologische 

Studien weitere Beweise dafür lieferten, dass Myxospore und Triactinomyxon-Spore zwei 

Stadien des selben Parasiten sind (Markiw 1989, Andree et al. 1997), wurden diese 

Ergebnisse noch angezweifelt. 

Die heutige Vorstellung über den Entwicklungszyklus von M. cerebralis basiert auf den 

Erkenntnissen der Studien von Mandok (1993), El-Matbouli et al. (1995) und El-Matbouli 

und Hoffmann (1998). 

2.1.1.2.1 Entwicklung im salmoniden Wirt 

Die von dem oligochäten Wirt Tubifex tubifex ausgeschiedenen Triactinomyxon-Sporen 

stellen das infektiöse Stadium für Salmoniden dar. Da tote und anästhetisierte Fische sowie 

Teile von ihnen keine Extrusion der Polfilamente hervorriefen, nahm man an, dass die 

Kontrollmechanismen dafür von chemischen und mechanischen Reizen stimuliert werden (El-

Matbouli et al. 1999a). Kallert et al. (2005) konnten erstmals nachweisen, dass die 

Polfadenreaktion der Triactinomyxon-Sporen durch eine Kombination von chemischen und 

mechanischen Signalen des Wirtes hervorgerufen wird. Die Reaktion wurde nur dann 

ausgelöst, wenn dem mechanischen Reiz ein chemischer folgte. Eine Wirtsspezifität konnte 

dabei jedoch nicht festgestellt werden. Anheftung und Penetration sind sehr schnell 

ablaufende Prozesse, die sich in den ersten Sekunden des Kontaktes mit dem Fischwirt 

ereignen. Nach der Anheftung penetriert der 64-zellige Amöboidkeim den Wirt aktiv als 

intakte Einheit. Elektronenmikroskopische Studien haben gezeigt, dass die Penetration vor 

allem durch die sekretorischen Öffnungen von Mucuszellen der Epidermis, außerdem auf dem 

respiratorischen Epithel und in der Schleimhaut der Mundhöhle, stattfindet (El-Matbouli et al. 
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1999a). Neben der mechanischen Schädigung, scheinen Serin- und Cystein-Proteasen, die von 

dem Amöboidkeim abgesondert werden, dies noch zu erleichtern (Hedrick & El-Matbouli 

2002). Kelley et al. (2003, 2004a) fanden Serin-, wie auch Cystein-Proteasen, die sowohl bei 

der Penetration und Invasion, als auch bei der Lysis des Knorpelgewebes eine Rolle zu 

spielen schienen. Schon 5 Minuten nach der Exposition hat der Amöboidkeim die 

Schalenzellen der Triactinomyxon-Spore verlassen und befindet sich in der Epidermis (El-

Matbouli et al. 1995). Im salmoniden Wirt (Zwischenwirt) unterliegen die Keimzellen einer 

2-phasigen Entwicklung: einer präsporogonischen Phase und einer Sporogonie (Mandok 

1993, El-Matbouli et al. 1995, El-Matbouli 1996). Die Entwicklung im salmoniden Wirt ist in 

Abbildung  2-1 schematisch dargestellt.  

 

Abbildung  2-1 Schematische Darstellung der Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis im salmoniden 

Wirt (Nach: El-Matbouli et al. 1995). 

 

Anders als bei der Entwicklung im Tubifex tubifex, treten bei der Entwicklung im salmoniden 

Wirt inter- und intrazelluläre Stadien auf. Schon nach 24 Stunden sind nur noch wenige 

Parasitenstadien in der Epidermis aufzufinden; nach 2 Tagen sind sie im interzellulären 

Gewebe der Subcutis zu finden (El-Matbouli et al. 1995). Vier bis 24 Tage nach der 
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Exposition werden die Parasitenstadien im Nervengewebe beobachtet, zuerst in den 

peripheren Nerven, später zwischen den Ganglien und im Zentralnervensystem, wo sie eine 

endogene Teilung durchführen. Zwischen dem sechsten und vierzehnten Tag nach der 

Exposition werden sie im Rückenmark, zwischen dem 16. und 24. Tag im Gehirn angetroffen. 

Von dort aus wandern die Stadien in die Knorpelansammlungen in Wirbelsäule und Kranium 

(El-Matbouli et al. 1995). Ab dem 20. Tag p. exp. beginnt dort die Sporogonie; das 

entstehende mehrzellige Parasitenstadium wird als Plasmodium bezeichnet und kann ab dem 

40. Tag p. exp. nachgewiesen werden. Nach mehrmaliger Wiederholung der Vorgänge 

kommt es zu einer Verschmelzung, eine somatische Zelle umhüllt eine generative Zelle; das 

entstehende Stadium wird Pansporoblast genannt. Nach weiteren mitotischen Teilungen 

bilden sich die Myxosporen von Myxobolus cerebralis. Ein histologischer Nachweis dieser 

für Oligochäten infektiösen Stadien ist ab dem 90. Tag p.exp. möglich (El-Matbouli et al. 

1992). Die Freisetzung der infektiösen Myxosporen kann auf unterschiedlichen Wegen 

erfolgen: Wenn der infizierte Fisch von einem anderen Tier gefressen wird und die Sporen 

dann mit dem Kot wieder in das Wasser gelangen (El-Matbouli & Hoffmann 1991a) und nach 

dem Tod des Fisches, wenn er sich zersetzt. Bei Laborstudien mit lebenden Bachforellen 

(Salmo trutta) ergaben sich Hinweise, das diese lebensfähige Myxosporen abgeben (Nehring 

et al. 2002). Die Myxosporen von Myxobolus cerebralis können bis zu 12 Jahre lang infektiös 

bleiben, bevor sie ihren Endwirt infizieren (Schäperclaus 1954). 

2.1.1.2.2 Entwicklung im oligochäten Wirt 

Für die Fortsetzung des Lebenszykluses von Myxobolus cerebralis, müssen die infektiösen 

Myxosporen von empfänglichen Oligochäten, Tubifex tubifex, mit der Nahrung aufgenommen 

werden (Wolf et al. 1986, El-Matbouli & Hoffmann 1989). Im Lumen des Intestinaltraktes 

des Oligochäten, schleudern die Sporen ihre Polfilamente aus und heften sich an die Mukosa 

des Darmes am. Die auslösenden Stimuli sich noch unbekannt, könnten aber denen für die 

Anheftung der Triactinomyxon-Spore an den Fischwirt ähneln. Die Schalenzellen öffnen sich 

und der generative, zweikernige Amöboidkeim dringt in den Interzellularraum zwischen den 

Darmzellen ein, wo er, im Gegensatz zu seiner Wanderung im Fischwirt, alle 

Entwicklungsstadien im Oligochäten durchlaufen wird (El-Matbouli & Hoffmann 1998; 

Antonio et al. 1999). Die Entwicklung im oligochäten Wirt ist in Abbildung  2-2 schematisch 

dargestellt. 
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Abbildung  2-2 Schematische Darstellung der Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis im oligochäten 

Wirt (Nach: El-Matbouli & Hoffmann 1998). 

 

Obwohl lange Zeit angenommen wurde, dass sich der Parasit in Tubifex tubifex asexuell 

vermehrt, gilt es heute als erwiesen, dass der asexuellen Schizogonie eine Phase 

geschlechtlicher Vermehrung (Gametogonie) folgt (El-Matbouli & Hoffmann 1998). Die 

Schizogonie findet 5 bis 25 Tage nach der Infektion statt. Nach etlichen Teilungen entsteht 

ein Reservoir von nicht differenzierten Zellen für die Gametogonie und die daran 

anschließende Sporogonie (El-Matbouli & Hoffmann 1998). Zwischen 25 und 46 Tagen nach 

der Infektion entstehen durch multiple Teilungen Pansporozysten, die aus zwei äußeren 

somatischen und zwei inneren generativen Zellen bestehen. Aus diesen generativen Zellen 

bilden sich haploide α- und β-Gametozyten aus (El-Matbouli et al. 1998). Mit dem Nachweis 

einer sexuellen Vermehrung im Oligochäten wurde die These, dass Salmoniden den Endwirt 

von M. cerebralis darstellen, wiederlegt. Mit der Fusion der α- und β-Gametozyten zu 

diploiden Zygoten, beginnt die letzte Phase der Entwicklung im Endwirt, die Sporogonie. 

Jede diploide Zygote wird, nach folgenden Teilungen und Zelldifferenzierung, zu einer 

einzelnen Triactinomyxon-Spore (TAM) (El-Matbouli & Hoffmann 1998). Nach einer Zeit 

von 74-120 Tagen seit der Infektion des Oligochäten mit Myxosporen (Markiw 1986, El-

Matbouli & Hoffmann 1998, Gilbert & Granath 2001, Stevens et al. 2001) gelangen die 

Triactinomyxon-Sporen, nach der Ruptur der Wand der Pansporozyste, in das Darmlumen. 

Von dort werden sie mit dem Kot in das Wasser ausgeschieden (Gilbert & Granath 2001), 

womit sich der Entwicklungszyklus schließt. Die Triactinomyxon-Sporen werden unter 
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Laborbedingungen mit wechselnder Intensität über ein Jahr lang, mit einem Maximum bei 

130 Tagen, produziert (Markiw 1986). Eine eindeutige Korrelation zwischen von pro Wurm 

aufgenommenen Myxosporen und der optimalen Produktion von Triactinomyxon-Sporen, 

gibt es jedoch nicht (Markiw 1986; Stevens et al. 2001). 

2.1.1.3 Morphologie 

2.1.1.3.1 Morphologie der Triactinomyxon-Spore von Myxobolus cerebralis 

Die Triactinomyxon-Spore besteht aus einem 145µm (±10µm) langen Sporenstiel an den sich 

die drei charakteristischen 193µm langen Fortsätze ankerförmig anschließen (El-Matbouli & 

Hoffmann 1998). Nach dem Ausscheiden der Spore in das Wasser entfalten sich diese 

Fortsätze osmotisch bedingt, so dass diese im Wasser flotieren können. Der Sporenstiel 

enthält einen generativen Amöboidkeim, der seinerseits aus 64 Amöboidkeimzellen besteht. 

Die drei Polkapseln, die sich an dem den Fortsätzen gegenüberliegenden Ende befinden, 

enthalten je ein spiralförmiges Polfilament (El-Matbouli & Hoffmann 1998). Dies dient, wie 

oben beschrieben, nach dem Ausschleudern dem Anheften an die Epidermis des Fisches (El-

Matbouli et al. 1995). Die Triactinomyxon-Spore hat eine relativ geringe Tenazität und 

aufgrund ihres Aufbaus anfällig für osmotische Veränderungen (Hedrick et al. 1998, El-

Matbouli et al. 1999b) In Abbildung  2-3 findet sich eine schematische Darstellung des 

Aufbaus einer Triactinomyxon-Spore.  

Sporenfortsatz 
mit Kern der 
Schalenzellen 

Stiel der Spore 

Amöboidkeim 
begrenzende Zelle

 

Amöboidkeimzellen  

 

  Polkapselzelle  

Polfilament  
Polkapseln  

 

Abbildung  2-3 Schematische Darstellung der Triactinomyxon-Spore von Myxobolus cerebralis nach El-

Matbouli (1996). 
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2.1.1.3.2 Morphologie der Myxospore von Myxobolus cerebralis 

Die Myxosporen von Myxobolus cerebralis haben in der Aufsicht eine fast runde bis ovale 

Gestalt, von der Seite gesehen sind sie linsenförmig abgeflacht. Sie sind 9,7µm lang, 8,5µm 

breit und weisen eine Dicke zwischen 6,2 und 7µm auf. Die Myxospore besteht aus zwei 

Schalenzellen, die in der Äquatorialen zusammenhaften und zwei Polkapselzellen (4,2 x 

3,1µm) mit Ausstülpungsöffnungen an der Nahtlinie der Schalenzellen. In den 

Polkapselzellen befindet sich jeweils ein, in 5 bis 6 Windungen spiralig aufgerolltes 

Polfilament. Außerdem enthält jede Spore einen zweikernigen Amöboidkeim (Lom & 

Hoffmann 1971). 

Die Myxospore hat eine ausgesprochen hohe Tenazität und ist sehr resistent gegenüber 

extremen Umwelteinflüssen. Zahlreiche Studien untersuchten ihre Widerstandsfähigkeit 

durch Einfrieren, Trocknen und die Behandlung mit verschiedenen Desinfektionsmitteln 

(Hoffmann & Putz 1969, 1971, Hoffman & Hoffman 1972, Hoffman & O’Grodnick 1977, 

Wolf & Markiw 1982, El-Matbouli & Hoffmann 1991a). In Abbildung 2-4 findet sich eine 

schematische Darstellung des Aufbaus einer Myxospore. 

 

 

Abbildung  2-4 Schematischer Aufbau der Myxospore von Myxobolus cerebralis nach El-Matbouli (1996) 

 

2.1.2 Pathogenese und klinische Symptome 

Das Nervengewebe, in dem sich der Parasit im Verlauf der Infektion befindet, erscheint 

normal und ohne Reaktion des Gewebes. Es wird vermutet, dass sich der Parasit dort der 

Immunreaktion des Wirtes entziehen kann (MacConnell & Vincent 2002). Erst wenn die 

Trophozoiten während ihrer Vermehrung Knorpelgewebe lysieren (El-Matbouli et al. 1995), 

Polfilament 
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wird die zelluläre Immunantwort des Fischwirtes ausgelöst. Man vermutet, dass die Sporen 

den Knorpel mit Hilfe von Proteasen lysieren (Kelley et al. 2003, 2004a). Morris et al. (2004) 

fanden ein Antigen, ursprünglich für Tetracapsuloides bryosalmonae entwickelt, das in den 

Knorpel von den Sporen und sporogonischen Stadien im Fisch in das umliegende Gewebe 

abgegeben wird. An Stellen mit massiver Lysis des Knorpelgewebes kann eine große Anzahl 

Makrophagen beobachtet werden (El-Matbouli et al. 1995). 

In Regenbogenforellen werden die Trophozoiten anfänglich (weniger als einen Monat nach 

der Exposition) in kleinen Knorpelläsionen gefunden. Es liegen dann nur ein kleiner Schaden 

am Gewebe und kaum entzündliche Reaktionen vor. Bei fortschreitender Infektion (2 Monate 

nach der Exposition) und einer weiteren Vermehrung des Parasiten, treten zunehmend 

großflächige Knorpeldegeneration und Nekrosen auf. Damit verbunden werden umliegend 

Makrophagen und mononukleäre Leukozyten beobachtet (El-Matbouli et al. 1995, 

MacConnell & Vincent 2002). 

Diese Zerstörung des juvenilen Knorpels führt im weiteren Verlauf zu Störungen in der 

Ossifikation (Bechara et al. 2003), was sich in bleibenden Deformierungen des Knochens 

äußert. Es werden Deformationen von Kranium, Kiefer, Opercula, Flossen und Wirbelsäule 

beobachtet (Plehn 1905, Schäperclaus 1931, Hoffman et al. 1962, Christensen 1966).  

Bei adulten Tieren wurden Sporen in isolierten Abkapselungen gefunden, die nur sehr selten 

mit Entzündungen verbunden waren. Die Deformationen des Skelettes werden auch für ein 

weiteres Symptom verantwortlich gemacht. Wenn der Parasit den Knorpel der Wirbelsäule im 

kaudalen Bereich befallen hat, wird durch ringförmige Einschnürungen Druck auf die Nerven 

ausgeübt, die die Pigmentzellen im Bereich des Schwanzes innervieren und es entsteht eine 

Schwarzfärbung des Schwanzbereiches (Schäperclaus 1954, Hoffman et al. 1962, Hoffman 

1966, Halliday 1976). 

Das letzte Kardinalsymptom ist das pathologische Schwimmverhalten mit schnellen 

Drehungen um die Körperachse, das für die Krankheit namensgebend war. Zunächst 

vermutete man als Ursache eine Beschädigung des Vestibularorgans durch Deformationen im 

Bereich des Kraniums (Hoffman & Dunbar 1961, Schäperclaus 1986). Rose et al. (2000) 

konnten zeigen, dass das Drehverhalten infizierter Fische eine neuropathologische Folge von 

Einschnürungen der Wirbelsäule und kranial des Hirnstammes ist. Sie fanden in diesem 

Bereich granulomatöse Entzündungen, assoziiert mit dem Parasiten, die sich in den 

Perineuralraum erstreckten. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass Fische mit 

zerstörtem Vestibularorgan ein von der Drehkrankheit völlig verschiedenes 

Schwimmverhalten aufwiesen (Rose et al. 2000). Unter Laborbedingungen konnte beobachtet 



Whirling Disease - Drehkrankheit der Salmoniden Literaturübersicht 

 
- 11 - 

werden, dass sich das pathologische Schwimmverhalten und die Schwarzfärbung des 

Schwanzbereiches zurückbilden können, die skelettalen Deformationen aber erhalten bleiben 

(El-Matbouli et al. 1992). 

Das Zusammenspiel der beschriebenen Symptome führt zur Beeinträchtigung sowohl des 

Schwimmens, was die Flucht vor Fressfeinden einschließt, als auch des Fressverhaltens; so 

kann die Drehkrankheit bei stark infizierten Fischen mittelbar oder unmittelbar zum Tod 

führen (Hedrick et al. 1998).  

2.1.3 Diagnose 

Eine Verdachtsdiagnose lässt sich beim Auftreten der für die Drehkrankheit 

charakteristischen Symptome bereits stellen, wenn entweder akut das pathologische 

Schwimmverhalten mit Drehungen um die eigene Körperachse und Schwarzverfärbungen des 

Schwanzbereiches auftreten, oder aber chronisch Deformationen des Skelettes beobachtet 

werden (Thoesen 1994). Die Symptome können ab 60 Tagen nach der Infektion auftreten 

(Wolf & Markiw 1975). Allein aufgrund der Symptome müssen weitere Krankheiten als 

Differentialdiagnosen in Betracht gezogen werden: Haltungs- und ernährungsbedingte 

Mängel, Ascorbinsäure- und Tryptophanmangel und eine Infektion mit Flexibacter 

psychrophila können neben genetischen Ursachen zu Skelettdeformationen bei Fischen 

führen (Halliday 1973b, Wolf et al. 1981, Margolis et al. 1996). Pathologisches 

Schwimmverhalten wird auch bei der Infektiösen Pankreasnekrose (IPN), der Viralen 

Hämorrhagischen Septikämie (VHS) und bei Enteritiden beschrieben (Plehn 1905, Halliday 

1973a). 

Eine definitive Diagnose setzt jedoch den Nachweis der Myxosporen von Myxobolus 

cerebralis im Knorpel voraus. Natives Knorpelmaterial (z.B. aus dem Operculum) wird 

zerkleinert und auf einem Objektträger unter einem Lichtmikroskop begutachtet (Hoffman et 

al. 1968). Der Nachweis im Nativpräparat kann mit dem Nachweis von Sporenstadien in 

histologischen Schnitten untermauert werden. Schäperclaus (1931) schlägt eine Färbung mit 

Methylenblau oder Giemsa vor, Thoesen (1994) eine Färbung mit Hämatoxilin und Eosin 

(HE). Zur Anreicherung der Myxosporen aus dem Fischgewebe entwickelten Markiw & Wolf 

(1974a, b) eine enzymatische Verdaumethode mittels Pepsin und Trypsin. Eine weitere 

Möglichkeit zur Konzentration der Sporen ist die Verwendung einer Planktonzentrifuge 

(O’Grodnick 1975a) oder eine Kombination dieser Methoden (Markiw & Wolf 1980). Für 

eine sichere Abgrenzung zu anderen Myxobolus spp. und um eine Verwechslung 
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auszuschließen, bedarf es jedoch eines erfahrenen Parasitologen. Der spezifische Nachweis 

kann mittels direktem und indirektem Fluoreszenz-Antikörpertest (Markiw & Wolf 1978, 

Griffin & Davis 1978), Immunperoxidase-gekoppelten Antikörpern (Hoffmann et al. 1991) 

und in situ Hybridisation (ISH) (Nuovo 1994, Antonio et al. 1998, 1999) erbracht werden. Für 

den molekularbiologischen Nachweis mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurden 

verschiedene Protokolle entwickelt: Andree et al. (1998) entwickelten eine nested-PCR, 

Baldwin & Myklebust (2002) eine single-round PCR, Kelley et al. (2004b) und Cavender et 

al. (2004) Protokolle für den quantitativen Nachweis mittels real-time PCR. El-Matbouli & 

Soliman (2005) konnten Myxobolus cerebralis anhand eines schnellen Assays unter 

Verwendung der Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) nachweisen. Skirpstunas 

et al. (2006) wiesen M. cerebralis in frühen Stadien der Infektion mit nicht-lethalen Biopsien 

aus den Flossen und anschließender PCR nach. Als weitere nicht-lethale Methode zum 

Nachweis von M. cerebralis in infizierten Fischen wurde ein enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) entwickelt (Adkison et al. 2005). 

2.1.4 Verbreitung und Vektoren 

Myxobolus cerebralis wurde zum ersten Mal von Hofer (1903) beschrieben, nachdem 

Symptome der Krankheit bei, aus Nordamerika importierten Regenbogenforellen, in 

Süddeutschland beobachtet worden waren. Es wird angenommen, dass sich M. cerebralis 

ursprünglich als Parasit bei Bachforellen entwickelte (Hoffman 1970), bei denen die Infektion 

normalerweise ohne Symptome verläuft. Erst die Einfuhr von nicht einheimischen 

Regenbogenforellen führte zur Entdeckung des Erregers. M. cerebralis wurde in Nordamerika 

das erste Mal 1956 in einer Fischzucht in Pennsylvania verzeichnet, eingeschleppt durch 

infizierte Forellen aus Europa, und hat sich seitdem stetig nach Süden und Westen verbreitet 

(Bergersen & Anderson 1997).  

Die Drehkrankheit stellt in fast allen salmoniden-produzierenden Ländern mit Forellen-

Intensivhaltung ein sehr bedeutendes, wirtschaftliches Problem dar. Neben den USA und 

Europa konnte der Parasit in der ehemaligen Sowjetunion, Südafrika und Neuseeland 

nachgewiesen werden (Hoffman 1970, Halliday 1976). Nur Südamerika scheint bislang von 

der Drehkrankheit nicht betroffen zu sein (Hedrick et al. 1998). In Nordamerika führt diese 

Krankheit vor allem seit Beginn der 90er Jahre zu einem enormen Rückgang der 

Regenbogenforellenbestände (Oncorhynchus mykiss) (Hedrick et al. 1998, Nehring & Walker 

1996, Vincent 1996). Außerdem können dort einige bereits bedrohte Arten (O. clarki, S. 
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confluentus, anadrome Stahlkopfforellen O. mykiss) von M. cerebralis infiziert werden, was 

ihre Lage weiter verschlechtert (Gilbert & Granath 2003). Bislang wurde die Drehkrankheit in 

22 Staaten der USA und 26 Ländern beobachtet (Vincent 1996, Hoffman 1990, Bartholomew 

& Reno 2002). 

Ein wesentlicher Faktor für die Verbreitung der Drehkrankheit ist die Bewegung von 

lebenden Fischen in ihrem Lebensraum. In infizierten Fischen kann sich M. cerebralis sowohl 

flussaufwärts als auch -abwärts ausbreiten, während die in das Wasser abgegebenen 

Triactinomyxon-Sporen sich ausschließlich mit der Strömung fortbewegen können. Yoder 

(1972) beschrieb, dass sich die Drehkrankheit über einen Zeitraum von 3 Jahren ausgehend 

von einem ersten Infektionsort bei einer Brutanstalt 9,6km stromabwärts und 500m 

stromaufwärts verbreitete. In den USA hat sich die Drehkrankheit vermutlich vor allem durch 

den Transfer von lebenden Fischen und die Bewegungen infizierter Fische in den Flüssen 

ausgebreitet (Hoffman 1990). Die Drehkrankheit könnte auch durch den Handel mit frischen, 

gefrorenen oder gepökelten Fischprodukten verbreitet worden sein. Hoffman (1990) 

vermutete, dass M. cerebralis durch infizierte Forellenfilets in die USA eingeschleppt wurde. 

Bei einer Temperatur von –20°C können die Myxosporen drei Monate lebensfähig bleiben 

(El-Matbouli & Hoffmann 1991a). Während heißes Räuchern bei einer Temperatur von 66°C 

die Sporen abtötet, enthält gepökelter Fisch noch lebensfähige Sporen (Wolf & Markiw 

1982). Zwar wird M. cerebralis weder vertikal übertragen noch werden Eier im 

Augenpunktstadium nach einer Exposition mit Triactinomyxon-Sporen infiziert (Markiw 

1991, O’Grodnick 1975b), dennoch ist eine Ausbreitung durch kontaminierte Transporte von 

Eiern möglich (Hoffman 1990). Raubtiere, die infizierte Fische gefressen haben, könnten die 

Sporen auch in neuen Gewässern verbreiten. Es konnte nachgewiesen werden, dass Sporen 

von M. cerebralis Darmpassagen bei Wasservögeln und Raubfischen überleben (Meyers et al. 

1970, Taylor & Lott 1978, El-Matbouli & Hoffmann 1991a). Mäuse hingegen, als Model für 

Säugetiere, können als Vektoren für M. cerebralis ausgeschlossen werden, da die Sporen die 

Darmpassage nicht überleben (El-Matbouli et al. 2005). Eine weitere Möglichkeit für die 

Verbreitung der Drehkrankheit ist der Handel mit Oligochäten als Lebendfutter. In 

verschiedenen Studien wurden Oligochäten aus Tierhandlungen auf Myxozoa untersucht, die 

aus Ost-Europa stammten (Hallett et al. 2003, 2004, 2005, 2006, Lowers & Bartholomew 

2003). Es konnten 19 verschiedene Arten nachgewiesen werden. 
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2.1.5 Infektion und Krankheitsbild beeinflussende Faktoren 

2.1.5.1 Alter und Größe des Fisches 

Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass die Ausprägung von Symptomen der Drehkrankheit nach 

einer Erstinfektion mit Myxobolus cerebralis mit steigender Größe (O’Grodnick 1979) oder 

steigendem Alter (Markiw 1992a) zurückgeht. Forellen mit einem höherem mittleren Gewicht 

bei der Infektion weisen bessere Überlebensraten auf (Thompson et al. 1999). Es wurde 

angenommen, dass Fische älter als 4 bis 8 Monate und einer Größe länger als 5 bis 13cm 

gegenüber der Drehkrankheit resistent seien (Hoffman 1961, 1976, Halliday 1976, Wolf 

1986, Lom 1987, Schäperclaus 1991, Garden 1992). Ryce et al. (2004) fanden heraus, dass 

Regenbogenforellen bei einer Wassertemperatur von 12°C während der Aufzucht ab einem 

Alter von 9 Wochen nach dem Schlupf oder älter resistent gegen die Ausprägung von 

Symptomen werden. In weiteren Expositionsversuchen demonstrierten sie, das neben einem 

Mindestalter von 9 Wochen nach dem Schlupf auch eine Mindestgröße von 40mm 

Voraussetzung für einen gesteigerten Schutz ist, jedoch können sie trotzdem Überträger der 

Krankheit sein (Ryce et al. 2005). Jüngere Fische mit 40mm Länge erwiesen sich nicht als 

resistenter gegen die Ausprägung von Symptomen. Es wurde vermutet das die große Menge 

Knorpel im Skelett von jungen Fischen sie besonders empfindlich für die Auswirkungen der 

Drehkrankheit machen (Halliday 1973a, Schäperclaus 1991, El-Matbouli et al. 1992, Garden 

1992), Ryce et al. (2005) konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen Resistenz 

gegenüber der Ausprägung von Symptomen und dem Grad der skelettalen Ossifikation 

feststellen. 

2.1.5.2 Infektionsdosis 

Mortalität, klinische Symptome, mikroskopisch detektierbare Läsionen und die Anzahl an 

Myxosporen nehmen mit steigendem Alter bei der Infektion und verringerter Infektionsdosis 

ab (Ryce et al. 2004). Klinische Symptome und Mortalität sind bei frisch geschlüpften 

Regenbogenforellen auch bei einer Infektion mit geringer Sporendosis wahrscheinlich. 

Regenbogenforellenbrütlinge, zwei Tage nach dem Schlupf mit einer sehr niedrigen Dosis 

von 10 Sporen infiziert, bekamen schwere klinische Symptome (Markiw 1991, 1992). 

Markiw (1992) zeigte eine lineare Beziehung bis 10000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch 
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zwischen Infektionsdosis und fünf Monate nach der Infektion produzierten Sporen auf. Eine 

Exposition mit höheren Dosen kann eine bei niedrigen Infektionsdosen festgestellte Resistenz 

wieder aufheben (Hedrick et al. 1999b). Ryce et al. (2004) stellten ebenfalls fest, dass hohe 

Infektionsdosen bei jüngeren Forellen schwerere klinische Symptome verursachten, jedoch 

war dieser Effekt in Gruppen, die mit einem Alter von 9 bis 11 Wochen nach dem Schlupf 

infiziert wurden, reduziert und fehlte später ganz. 

2.1.5.3 Empfänglichkeit gegenüber der Drehkrankheit 

Verschiedene Salmonidenarten unterscheiden sich in ihrer Empfänglichkeit gegenüber der 

Drehkrankheit. Experimentelle Studien, wie Beobachtungsstudien, zeigen, dass 

Regenbogenforellen eine der empfänglichsten Salmonidenarten gegenüber einer Infektion mit 

Myxobolus cerebralis sind (Hofer 1903, Schäperclaus 1931, Hoffman & Putz 1969, Halliday 

1976, O’Grodnick 1979, Hoffman 1990, Markiw 1992b, MacConnell & Vincent 2002). Im 

Gegensatz dazu ist die europäische Bachforelle (Salmo trutta) nur bei höheren 

Infektionsdosen für Myxobolus cerebralis empfänglich, jedoch werden kaum klinische 

Symptome beobachtet (Hoffman et al. 1962, Hedrick et al. 1999a). Die hohe Empfänglichkeit 

wird auf die voneinander unabhängige Evolution von Parasit und Regenbogenforelle 

zurückgeführt. Regenbogenforellen kamen erst mit ihrer Einfuhr aus Nordamerika Ende des 

19. Jahrhunderts mit M. cerebralis in Kontakt (Hofer 1903). Verschiedene Studien haben 

einen weiten Schwankungsbereich der Empfänglichkeit bei verschiedenen Salmoniden 

aufgezeigt: bis heute wurden Infektionen mit M. cerebralis in 24 Arten und Unterarten der 

Gattungen Oncorhynchus, Salvelinus, Prosopium, Thymallus und Hucho festgestellt (Volf 

1957, Hoffman & Putz 1969, Taylor & Haber 1974, Halliday 1976, O’Grodnick 1979, El-

Matbouli et al. 1992, Hedrick et al. 1998, 1999a, b, Thompson et al. 1999, Baldwin et al. 

2000, Densmore et al. 2001, Hedrick et al. 2001a, b). Im Allgemeinen zeigten die 

amerikanischen Arten eine höhere Empfänglichkeit gegenüber der Drehkrankheit (Ausnahme: 

Oncorhynchus kisutch) als die europäischen Arten (Ausnahme: Hucho hucho) (Halliday 1976, 

O’Grodnick 1979, El-Matbouli et al. 1992). Frühe Infektionsphasen, einschließlich Anheftung 

und Penetratrion der Epidermis, wurden in allen untersuchten Salomoniden nachgewiesen 

(El-Matbouli et al. 1999a).  

Nicht nur zwischen Salmonidenarten, sondern auch zwischen verschiedenen Linien von 

Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) konnte eine unterschiedliche Empfänglichkeit 

festgestellt werden: Eine deutsche Zuchtlinie, die vor rund 110 Jahren nach Europa importiert 
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worden war, erwies sich im Gegensatz zu einer amerikanischen Linie, die effektiv höchstens 

50 Jahre mit Myxobolus cerebralis Kontakt hatte, als relativ resistent gegenüber der 

Drehkrankheit (Küppers 2003, El-Matbouli et al. 2002, Hedrick et al. 2003). Studien, mit dem 

Zweck Regenbogenforellenlinien mit besserer Resistenz gegenüber der Drehkrankheit in 

Nordamerika zu finden, blieben bisher erfolglos (Hedrick et al. 1998, 1999a, b, 2001, 

Thompson et al. 1999, Densmore et al. 2001). 

2.1.5.4 Stress 

Vor allem chronischer Stress kann Fische anfälliger für Krankheiten machen. Er kann zum 

Beispiel durch Stressoren aus der Umwelt, wie verschmutztes Wasser, abnormale 

Temperaturen und Überbesatz ausgelöst werden (Goede 1986). Daraus resultierende, erhöhte 

Kortisolwerte im Blut steigern die Anfälligkeit für Krankheiten (Bollard et al. 1993). Wenn 

die Fische in warmem Wasser gehalten werden, durchläuft der Parasit seine Entwicklung 

schneller und die klinischen Symptome sind deutlicher ausgeprägt (Halliday 1973b). 

2.1.5.5 Empfänglichkeit von Tubificiden gegenüber Myxobolus cerebralis 

Obwohl drei Familien von Oligochäten bekanntermaßen Wirte für Parasiten aus dem Phylum 

Myxozoa sind, ist Tubifex tubifex die einzige bekannte Art, die einen passenden Wirt für M. 

cerebralis darstellt. Viele andere Arten erwiesen sich als nicht geeignet (Wolf et al. 1986, 

Markiw & Wolf 1983, El-Matbouli & Hoffmann 1989, El-Matbouli et al. 1995, Gilbert & 

Granath 2002, Beauchamp et al. 2002). Die Ergebnisse einiger neuerer Studien auf 

molekularer Ebene deuten auf die Existenz von genetisch verschiedenen Linien von Tubifex 

tubifex hin, die sich in physiologischen Eigenschaften, so auch der Empfänglichkeit 

gegenüber M. cerebralis unterscheiden (Anlauf 1994, 1997, Anlauf & Neumann 1997, 

Sturmbauer et al. 1999, Beauchamp et al. 2001, 2002). Es wurden an verschiedenen 

Standorten Linien mit unterschiedlicher Empfänglichkeit für eine Infektion mit M. cerebralis 

gefunden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass genetische Differenzen von T. tubifex-

Linien, die unterschiedliche Ausprägung von Symptomen der Drehkrankheit von in diesen 

Gebieten lebenden Forellen beeinflussen (Beauchamp et al. 2002). Stevens et al. (2001) 

zeigten, dass verschiedene T. tubifex-Populationen sich in der Produktion von 

Triactinomyxon-Sporen erheblich voneinander unterschieden. Die Ergebnisse von 

Beauchamp et al. (2006) legen nahe, dass bestimmte Arten von Tubifex die Sporen von M. 
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cerebralis aufnehmen und inaktivieren können. Wenn genetische Differenzen zwischen T. 

tubifex-Populationen die Ausprägung der Drehkrankheit bei Forellen beeinflussen, könnten 

letztendlich die gegebenen Umstände des Lebensraumes für die Ausprägung der 

Drehkrankheit verantwortlich sein (Gilbert & Granath 2003). 

2.1.5.6 Umweltfaktoren 

Bis heute sind nicht alle Faktoren aus der Umwelt, die den Lebenszyklus und die Infektion 

mit M. cerebralis beeinflussen, aufgeklärt. Ein wichtiger Faktor ist sicher die Temperatur des 

Wassers. El-Matbouli et al. (1999b) fanden heraus, dass die höchste TAM-Produktion bei 

einer Temperatur zwischen 10 und 15°C lag. Bei niedrigeren oder höheren Temperaturen war 

die Produktion minimal. Dies könnte auch erklären, warum die schwersten Fälle von 

Drehkrankheit bei Forellen bei Temperaturen zwischen 10 und 15°C gefunden werden. 

Baldwin et al. (2000) konnten dies mit ihren Studien bestätigen. Es wurde auch eine 

Saisonalität bei der Produktion von Triactinomyxon-Sporen bei Feldstudien zwischen Juni 

und September gefunden (Thompson & Nehring 2000, Baldwin et al. 2000). Dafür spricht 

auch die Tatsache, dass Tubifex tubifex ihr ganzes Leben mit M. cerebralis infiziert sein 

können und eine Lebenserwartung von mehreren Jahren haben (Gilbert & Granath 2001). Die 

Daten von Thompson & Nehring (2000) lassen darauf schließen, dass Temperatur und 

Flussgeschwindigkeit des Wassers die Dichte von Triactinomyxon-Sporen beeinflussen. Die 

Verteilung von Tubificiden in einem Gebiet hängt von der Zusammensetzung und Mikroflora 

des Substrates ab, das von den Tubificiden gewählt wird (McMurty et al. 1983, Lazim & 

Learner 1987, Lestochova 1994). Vor allem in intensiv genutzten Gewässern mit einer hohen 

Dichte an für die Infektion empfindlichen Salmoniden konnte sich die Drehkrankheit 

erfolgreich etablieren (Schisler & Bergersen 1998, Whipps et al. 2004).  

2.1.6 Prävention und Bekämpfung der Drehkrankheit 

Schon vor der Entdeckung von T. tubifex als zweitem Wirt wurden, neben der Keulung der 

betroffenen Fische, Reinigung und Desinfektion der Anlagen mit Branntkalk, Natronlauge 

und Chlorkalk empfohlen (Schäperclaus 1931, Hoffman et al. 1962). Diese Maßnahmen 

bewirken eine Abnahme der Oligochäten und das vorzeitige Ausschleudern der Polfilamente, 

was zum Verlust der Infektiosität führt (Hoffman & Hoffman 1972). Das zeitweilige 
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Trockenlegen von Teichen sollte, da T. tubifex in Zysten bis zu einem halben Jahr überleben 

können (Anlauf 1990), stets mit Reinigungs- und Desinfektionsmaßnahmen verbunden sein. 

Mit Becken aus Beton, im Gegensatz zu Naturteichen, wird dies deutlich erleichtert; 

abgesehen davon wird den Oligochäten bei fehlendem Sediment die Lebensgrundlage 

entzogen. Hoffman (1990) schlägt eine chemische Behandlung der Teichböden bzw. des 

Wassers mit Calciumoxid (Branntkalk), Calciumcyanamid (Kalkstickstoff), Chlor oder 

Calciumhypochlorid vor. Wagner et al. (2003) untersuchten weitere Möglichkeiten der 

chemischen oder physikalischen Beeinflussung der Sporen. Andere Möglichkeiten der 

Dekontamination sind Behandlung des Wassers mit Ozon (Williams et al. 1982, Horsch 1987) 

oder UV-Licht (Hoffman 1974, 1975, Hedrick et al. 2000). Nehring et al. (2003) konnten eine 

Reduktion der Triactinomyxon-Sporen von über 95% mit Silica-Sand als Filtermedium 

erreichen. 

Die Gabe von Fumagillin erniedrigte die Prävalenz und Schwere der M. cerebralis-Infektion 

bei im Labor infizierten Regenbogenforellen (El-Matbouli & Hoffmann 1991b). Erste 

therapeutische Versuche mit Fumagillin und TNP-470 weisen auf eine destruktive 

Beeinflussung der Sporenreifung im Fisch hin (Schott 2002), jedoch ist man von spezifischen 

Therapieansätzen noch weit entfernt. 

Bei einer bekannten Belastung des Wasserzuflusses von Teichanlagen mit M. cerebralis 

sollten, neben den bereits erwähnten Präventionsmaßnahmen, Brütlinge ein Mindestalter von 

9 Wochen (nach dem Schlupf) und eine Mindestlänge von 40mm haben und solange in 

Rinnen oder Behältern mit unbelastetem Wasser aufgezogen werden, bevor sie in Teiche 

eingesetzt werden (Ryce et al. 2004, 2005). 

2.1.7 Immunantwort des Fisches auf eine Infektion mit Myxobolus cerebralis 

Die Immunantwort des Wirtes auf M. cerebralis zeigt bei den bisher untersuchten Salmoniden 

große Variationen. Der Mechanismus, der für die unterschiedlichen Grade von Resistenz 

zuständig ist, ist bisher unbekannt und es wird vermutet, dass verschiedene Arten mit 

unterschiedlichen Mechanismen auf die Drehkrankheit reagieren (Gilbert & Granath 2003). 

Die Resistenz gegenüber einem Parasiten könnte auf einer reduzierten Penetration des Wirtes, 

Induktion von Antikörpern oder Interferon, Inaktivation des Pathogens durch 

Serumkomponenten, phagozytierende Zellen, Akute-Phase Proteinen oder Killerzellen 

basieren (Chevassus & Dorson 1990).  
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In der Subkutis von Forellen konnten nach fünf Tagen Parasitenstadien ausgemacht werden, 

die von Rundzellen und Makrophagen umgeben waren (Hoffmann & El-Matbouli 1996). Die 

Parasitenstadien sind bei Regenbogenforellen vor Immunreaktionen des Wirtes geschützt, 

während sie sich auf ihrer Wanderung im ZNS befinden (El-Matbouli et al. 1995). Im 

Gegensatz zu Regenbogenforellen wurden bei Bachforellen (Salmo trutta) und Silberlachsen 

(Oncorhynchus kisutch), beides Fischarten mit einer Resistenz gegen M. cerebralis, erhöhte 

Zahlen von eosinophilen granulären Leukozyten in Nervenganglien gefunden (Hedrick et al. 

1999a, 2001a, MacConnell & Vincent 2002). Man nimmt an, dass diese Zellen eine Rolle in 

der Zerstörung des Parasiten spielen, oder aber ihn davon abhalten, den Knorpel zu erreichen 

(Hedrick et al. 1999a, 2001a). Die zelluläre Immunantwort wird während der aktiven Phase 

der Parasitenstadien im Knorpel, während der Knorpelzerstörung aktiviert (El-Matbouli et al. 

1995, Hedrick et al. 1998). Regenbogenforellen entwickeln sowohl eine humorale 

(Antikörper) als auch eine zelluläre Immunantwort auf M. cerebralis (Hedrick et al. 1998). 

Griffin & Davis (1978) fanden Antikörper bei an der Drehkrankheit erkrankten 

Regenbogenforellen. Diese sind aber nicht vor der 12. Woche nach der Exposition vorhanden 

(Ryce 2003). Passive Immunisierung von jungen Forellen mit Serum, das Anti-M. cerebralis-

Sporen Antikörper enthielt, zeigte jedoch nur eine marginale Wirkung (Hedrick et al. 1998). 

Eine starke, selbst erworbene Resistenz gegen eine Reinfektion wurde bei 

Regenbogenforellen jedoch belegt (Hedrick et al. 1998). Shum et al. (2001) fanden im 

Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse-I und Klasse-II genetische Unterschiede bei 

Regenbogenforellen und Bachforellen.  

Die Mechanismen die der unterschiedlichen Resistenz von deutschen und 

nordamerikanischen Regenbogenforellen-Linien zugrunde liegen, sind ebenfalls noch völlig 

unklar.  

Unspezifische Immunmechanismen sind eine nicht außer Acht zulassende Möglichkeit für die 

Ausbildung einer Resistenz gegen die Entwicklung der Drehkrankheit (Ryce et al. 2005). 
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2.2 Ausgewählte Faktoren des unspezifischen Immunsystems 

2.2.1 Arginase-2 

Makrophagen besitzen eine Schlüsselfunktion bei der Immunantwort gegen Parasiten. 

Unabhängig davon, wo der Parasit in den Körper des Wirtes eindringt, wird er auf 

Makrophagen treffen, die pathogen-assoziierte molekulare Muster erkennen. Diese 

Makrophagen mögen nicht nur in der Lage sein, Parasiten zu phagozytieren, sondern sie sind 

unter anderem auch bei der Komplementaktivierung, Chemotaxis, zytokin-assoziierten 

interzellulären Kommunikation, der Regulation der Akute-Phase Protein Produktion und der 

Antigen-Präsentation beteiligt (Wiegertjes & Joerink 2004). Es wird beschrieben, dass 

Makrophagen in einem ruhenden, angeregten und aktivierten Zustand vorliegen können. Ihre 

Aktivation kann in einen klassischen Zustand und einen alternativen Zustand unterteilt 

werden (Gordon 2003, Mantovani et al. 2004, Mills et al. 2000, Noel et al. 2004, Sandor et al. 

2003). Diese beiden Zustände sind die Extreme einer Reaktion mit vielen Abstufungen 

(Mantovani et al. 2004) und es bedarf einer ausgeglichenen Reaktion zwischen der Typ-I-

Immunantwort und der Typ-II-Immunantwort, um eine effektive Immunantwort gegen 

Pathogene zu erreichen (Vincendeau et al. 2003, Wiegertjes & Joerink 2004). 

Auf klassischem Weg aktivierte Makrophagen und ihre Rolle bei der Typ-I-Immunantwort 

gegen intrazelluläre Pathogene, durch Produktion reaktiver Sauerstoffspecies (ROS) und des 

reaktiven Stickstoffoxids (NO), wurden bereits grundlegend untersucht (Eisenstein et al. 

1994, Nathan 1992). 

In letzter Zeit ist das Interesse an Rolle und Funktion von auf alternativem Weg aktivierten 

Makrophagen gestiegen. Makrophagen, die in diesem Zustand der Aktivierung sind, spielen 

bei der Typ-II-Immunantwort gegen extrazelluläre Pathogene über Arginase, eine bedeutende 

Rolle. Sie haben eine erhöhte Phagozytoseaktivität und eine erhöhte Expression des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes Klasse–II. Abgesehen davon fördern sie 

Zellproliferation und Wundheilung. Arginase spielt hierbei eine Schüsselrolle (Gordon 2003, 

Mantovani et al. 2002, 2004, Mills et al. 2000, Mori & Gotoh 2000, Noel et al. 2004, Sandor 

et al. 2003). Arginase ist ein binukleäres Mangan-Metalloenzym, das die Hydrolyse von L-

Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff katalysiert. Bei terrestrischen ureotelischen Vertebraten 

(Säugetiere) werden zwei Isoformen von Arginase von separaten Genen kodiert (Spector et al. 

1985, Grody et al. 1989, Jenkinson et al. 1996, Morris et al. 1998). Arginase-1 ist ein 

zytosolisches Enzym, das im hepatischen Ornithinzyklus verankert ist und vornehmlich in der 
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Leber gefunden wird (Ikemoto et al. 1990). Arginase-2 kommt mitochondrial vor und wird in 

den meisten Organen exprimiert (Morris et al. 1997, Miyanaka et al. 1998), wobei die 

Verteilung nicht bei allen Säugetieren die gleiche ist (Morris et al. 1997, Mori & Gotoh 

2000). Arginase hat einige wichtige Funktionen, die mit dem Immunsytem zusammenhängen: 

Durch Arginaseaktivität kann L-Arginin, das für die Proliferation und das Überleben von 

Wirtszellen und Pathogen notwendig ist, im extrazellulären Raum dezimiert werden (Currie et 

al. 1979, da Silva et al. 2002, Vincendeau et al. 2003, Yu et al. 2001). Wenn dies im 

intrazellulären Raum geschieht, wird der induzierbaren NO-Synthase das Substrat entzogen 

(Vincendeau et al. 2003). Weiterhin kann Arginase das über den klassischen Weg produzierte 

reaktive Stickstoffoxid beeinflussen, indem die Produktion desselben gesteigert wird, wenn 

die Expression von Arginase gehemmt ist (Nathan 1995, Chang et al. 1998, Yu et al. 2001, da 

Silva et al. 2002). Arginase scheint außerdem in die Produktion von Polyaminen, die für 

Zellproliferation und –differentiation bedeutsam sind, und Prolin, wichtig für Wundheilung 

und Kollagenproduktion, eingebunden zu sein (Albina et al. 1990, Jenkinson et al. 1996, 

Vincendeau et al. 2003).  

Arginase ist in Fischgeweben ubiquitär vorhanden, wobei die höchste Aktivität in Leber und 

Niere gefunden wurde (Cvancara 1969, Portugal & Aksnes 1983, Singh & Singh 1988, Korte 

et al. 1997, Felskie et al. 1998). Von den Schlüsselenzymen des piscinen Ornithin-Zyklus ist 

bei Regenbogenforellen und anderen Teleostei im Adultstadium nur noch die 

Arginaseaktivität vorhanden (Wright et al. 1995, Terjesen et al. 1998, 2001, Chadwick & 

Wright 1999, Steele et al. 2001, Todgham et al. 2001).  

Im Gegensatz zu der Aktivierung von Makrophagen auf klassischem Weg, die inzwischen 

auch für die Teleostei relativ gut beschrieben wird, ist sehr wenig über die Aktivierung von 

Makrophagen auf alternativem Weg und die Rolle der Arginase, speziell bei älteren 

Vertebraten wie den Knochenfischen, bekannt. Inzwischen wurden von Karpfen (Cyprinus 

carpio L.) und Regenbogenforellen (O. mykiss) je ein Gen für Arginase-1 und multiple Gene 

kodierend für Arginase-2 gefunden (Wright et al. 2004, Joerink et al. 2006a, b). Aufgrund der 

Identifikation der codierenden Regionen und der Präsenz von mRNA kann man darauf 

schließen, dass beide Gene funktionsfähig sind. Ein Vorkommen von multiplen Genen ist bei 

Tetraploidie nicht ungewöhnlich (Murray et al. 2003, David et al. 2003). Es wird die 

Möglichkeit angedeutet, dass die multiplen Gene für Arginase-2 durch eine unterschiedliche 

Entwicklung, alternative Promotoren oder aber durch drei verschiedene Typ-2 Gene entstehen 

(Wright et al. 2004). Da die Unterschiede jedoch so gering sind, nimmt man an, dass sie sich 

in ihrer enzymatischen Aktivität nicht unterscheiden (Joerink et al. 2006a). Die Ergebnisse 
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von Wright et al. (2004) weisen darauf hin, dass Arginase-1 und -2 in der Leber von 

Regenbogenforellen unterschiedliche Aufgaben haben. Im Gegensatz zu Säugetieren sind 

beide Typen von Arginase in den Mitochondrien angesiedelt. Es sind Ähnlichkeiten der 

Gensequenzen mit denen von Amphibien und Säugetieren vorhanden, in der Verteilung im 

Gewebe unterscheiden sie sich aber voneinander (Wright et al. 2004, Joerink et al. 2006a).  

Joerink et al. (2006a) wiesen die alternative Aktivierung von Makrophagen mit cAMP nach. 

Es ist nach wie vor jedoch unklar, ob eine Induktion der alternativ aktivierten Makrophagen 

für den Wirt oder den Parasiten förderlich ist. Auf der einen Seite wird dadurch die Aktivität 

von iNOS und damit begleitend die Produktion des reaktiven Stickstoffoxids, 

herunterreguliert. Dadurch werden die der Entzündung folgenden Schäden minimiert. Auf der 

anderen Seite kann dies für die Entwicklung des Parasiten, und damit für eine chronische 

Infektion, vorteilhaft sein (Gobert et al. 2000, Iniesta et al. 2005). Joerink et al. (2006a, b) 

konnten zeigen, das die Genexpression von Arginase-1 bzw. Arginase-2 von verschiedenen 

Stimuli ausgelöst wird. Infektionsversuche mit Trypanoplasma borreli und Trypanosoma 

carassii zeigten, dass Makrophagen von Karpfen zu einer differenzierten Polarisation fähig 

sind; während T. borreli eine Aktivierung von Makrophagen auf klassischem Weg bewirkte, 

induzierte T. carassii vor allem eine alternative Antwort. Dies stimmt mit der Beobachtung 

überein, dass T. carassii eine weniger schwere Infektion bei Karpfen auslöst. 

2.2.2 Induzierbare NO-Synthase (iNOS) 

Bei den Mammalia sind drei Isoformen von NO-Synthasen bekannt (Knowles et al. 1994), die 

aus drei verschiedenen Genen entstehen. Zwei von ihnen, nNOS und eNOS, werden 

konstitutiv exprimiert. Die neuronale Form (nNOS) wird vornehmlich im Gehirn exprimiert 

(Bredt et al. 1990, 1991), die zweite Form, eNOS, wurde hauptsächlich in Endothelialzellen 

gefunden (Janssens et al. 1992, Nishida et al. 1992). Die Stimulation dieser zwei Formen ist 

von Ca2+/Calmodulin abhängig und kann sehr schnell erfolgen (Bredt & Snyder 1990, Nathan 

1992).  

Die dritte Form, die induzierbare NO-Synthase (iNOS), ist unabhängig von intrazellulären 

Ca2+/Calmodulin-Leveln (Gross et al. 1991, Yui et al. 1991); sie wird durch Pathogene, ihre 

Produkte und Zytokine stimuliert (Stuehr & Marletta 1985, Nussler & Billiar 1993, Kunz et 

al. 1994). iNOS wird hauptsächlich in Makrophagen exprimiert, kann aber auch in 

Eosinophilen, Hepatozyten, Chondrozyten, retinalen Epithelialzellen und Osteoblasten 

gefunden werden (Stuehr et al. 1991, Lyons et al. 1992, Wood et al. 1993, Chartrain et al. 
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1994, Maier et al. 1994, Clark & Rockett 1996, Delpozo et al. 1997). Im Gegensatz zu den 

beiden anderen Formen, reagiert die induzierbare NO-Synthase langsamer, was dann aber zu 

einer hohen Konzentration des reaktiven Stickstoffoxids führt (Clark & Rockett 1996). Die 

drei humanen iNOS-Formen haben die Cofaktoren-bindenden Bereiche, wie für NADPH, 

FAD und Calmodulin, gemeinsam (Bredt et al. 1991, 1992). NOS-Aktivität wurde vom 

einzelligen bis zum humanen Organismus beschrieben, was zu dem Schluss führt, dass sich 

der Reaktionsweg über L-Arginin/NO schon früh in der Evolutionsgeschichte entwickelte und 

für diese Organismen von großer Bedeutung sein muss (Werner-Felmeyer et al. 1994, Nozaki 

et al. 1997, Campos-Perez et al. 2000).  

Zum ersten Mal konnte das komplette, für iNOS kodierende Gen bei Regenbogenforellen 

(Oncohynchus mykiss) von Wang et al. (2001) sequenziert werden. Bei Karpfen (Cyprinus 

carpio) wurde die komplette cDNA des Gens von Saeji et al. (2000) sequenziert. Wie bei der 

humanen iNOS, besitzt die induzierbare NO-Synthase von Regenbogenforellen 27 Exons, 

wovon 18 Exons eine identische Größe haben; die Introns sind bei Regenbogenforellen 

wesentlich kleiner, was zu einer Größe von etwa der Hälfte des humanen Genes führt (Xu et 

al. 1996, Wang et al. 2001). Die Cofaktoren-bindenden Bereiche befinden sich in den 

gleichen Exons und in einigen Fällen, wie z.B. bei NADPH, sind die Bereiche komplett 

konserviert.  

Die induzierbare NO-Synthase ist in die Typ-I-Immunantwort von auf klassischem Weg 

aktivierten Makrophagen involviert (Nathan 1992, Eisenstein et al. 1994).  

Die Reaktionen von klassisch aktivierten Makrophagen und ihre Funktion bei der Typ-I-

Immunantwort wurden inzwischen auch bei den Teleostiern relativ gut untersucht (Neumann 

et al. 1995, Laing et al. 1996, 1999, Saeji et al. 2000, 2002). Die Produktion von 

Stickstoffradikalen bei Makrophagen von Säugetieren ist ein gut bekannter Mechanismus bei 

der Stimulation durch Pathogene und ihre Produkte (Clark & Rocket 1996). Dabei verwendet 

die induzierbare NO-Synthase L-Arginin, um reaktives Stickstoffoxid und L-Citrullin 

herzustellen. iNOS oxidiert L-Arginin in zwei Schritten: zuerst wird L-Arginin zu Nw-

hydroxy-L-Arginin (NOHA) hydroxyliert, das weiter zu L-Citrullin und NO oxidiert wird. 

NOHA ist ein kompetitiver Inhibitor der Arginase und auf diesem Weg wird die alternative 

Aktivierung von Makrophagen supprimiert (Sandor et al. 2003, Wiegertjes & Joerink 2004). 

In einer aeroben, wässrigen Umgebung wird NO ohne den Einfluss von Enzymen in Nitrit 

und Nitrat umgewandelt (Marletta et al. 1988). 

Die Expression von iNOS erzeugt ein zytotoxisches Umfeld und begünstigt die 

Vasodilatation, die für die frühe Phase der Wundheilung bedeutend ist (Vincendeau et al. 
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2003). Es besteht ein enges Zusammenspiel zwischen der Aktivierung auf klassischem und 

auf alternativem Weg. Bei der Inhibition der Expression von Arginase-2, wird die Produktion 

des reaktiven Stickstoffoxids gesteigert. (Chang et al. 1998). Wenn Arginase L-Arginin aus 

dem intrazellulären Raum entfernt, entzieht sie somit das Substrat der induzierbaren NO-

Synthase (Vincendeau et al. 2003). Auf diese Weise kann Arginase die Produktion von NO 

durch klassisch aktivierte Makrophagen regulieren (Nathan 1995, Yu et al. 2001, da Silva et 

al. 2002). Eine unregulierte klassische Aktivation von Makrophagen würde infolge hoher 

Konzentrationen von (pro-)inflammatorischen Mediatoren wie Tumor-Nekrose-Faktor-α 

(TNF-α), Interleukin-1β und Interleukin-6, und infolge hoher Konzentrationen von NO, zu 

immunpathologischen Vorgängen führen (Fiorentino et al. 1989, Mills 2001). Eine Aktivität 

der induzierbaren NO-Synthase wurde bereits bei verschiedenen Fischarten nachgewiesen 

(Schoor & Plumb 1994, Neumann et al. 1995, Laing et al. 1999, Saeji et al. 2000, 2002). Eine 

detektierbare Expression von iNOS wurde in den Kiemen und Kopfnieren von 

Regenbogenforellen nach Injektion oder Bad mit dem Gram-positiven Renibacterium 

salmoninarum festgestellt (Campos-Perez et al. 2000). Zusätzlich zu der iNOS-Expression 

wurde nach der Injektion ein Anstieg des Serum-Nitrates im Vergleich zu den Kontrollproben 

festgestellt, was darauf schließen lässt, dass ein funktionsfähiges iNOS Enzym induziert 

worden war. Joerink et al. (2006a, b) zeigten in vitro und in vivo, bei vergleichenden 

Infektionen mit Trypanoplasma borrelli und Trypanosoma carassii, die klassische 

Aktivierung von Makrophagen. Bei Fischen, die mit Trypanoplasma borrelli infiziert worden 

waren, war die Nitrit Produktion erhöht und konnte mit einer nochmaligen Stimulation mit 

LPS, nicht aber mit cAMP gesteigert werden. Lysate der Parasiten konnten nur die NO-

Produktion, nicht aber die Arginase-Aktivität stimulieren. Man vermutet, dass lebende bzw. 

tote Parasiten unterschiedliche Immunantworten, Typ-I bzw. Typ-II, induzieren (Allen & 

Loke 2001, Joerink et al. 2006b). Eine Regulierung der iNOS-Expression wurde mit 

unterschiedlichen Pathogenen in vivo gezeigt (Sigh et al. 2004a, Lindenstrøm et al. 2004, 

Tafalla et al. 2005, Bridle et al. 2006). 
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2.2.3 Cyclooxigenase-2 (COX-2) und Prostaglandin E2 

Prostaglandine spielen eine wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen. Nach der Freisetzung 

von Arachidonsäure aus Membranphospholipiden durch Phospholipase A2, werden sie durch 

Cyclooxigenasen produziert, deren Substrat sie darstellen (Harris et al. 2002). 

Cyclooxygenasen, auch bekannt unter dem Namen Prostaglandin Endoperoxid G/H 

Synthasen, katalysieren die Umsetzung von Arachidonsäure zu Prostaglandinen in zwei 

Schritten: eine Cyclooxigenase-Reaktion, bei der die Arachidonsäure zu Prostaglandin G2 

umgebaut wird, dann eine Peroxidase-Reaktion, bei der Prostaglandin G2 unter Reduktion von 

zwei Elektronen zu Prostaglandin H2 wird (Smith et al. 1996). Das resultierende 

Prostaglandin H2 wird dann durch eine Vielzahl von weiteren Enzymen metabolisiert, um 

Prostaglandine, Prostacyclin und Thromboxane zu produzieren (Rowley 1996), von denen das 

Prostaglandin E2 für Entzündungsreaktionen am meisten von Bedeutung ist (Knight & 

Rowley 1995). Bei Säugetieren können Prostaglandine mit Histamin und Bradikinin 

interagieren, um Vasodilatation zu induzieren, die vaskuläre Permeabilität zu erhöhen und 

generell die Funktionen von Leukozyten herunterzuregulieren. 

Es sind zwei Isoenzyme der Cyclooxigenase (COX), COX-1 und COX-2, die von 

unterschiedlichen Genen kodiert werden, identifiziert worden (De Witt et al. 1989, Funk et al. 

1991). Die erste Form (COX-1) wird in den meisten Geweben und Zellen konstitutiv 

exprimiert und wird im allgemeinen als sogenanntes „housekeeping“ Enzym betrachtet. Die 

zweite Form (COX-2) ist induzierbar und wird von Endothelialzellen, Fibroblasten, 

Mastzellen, Monocyten und Makrophagen exprimiert. In letzteren wird COX-2 als Antwort 

auf verschiedene inflammatorische Signale, einschließlich Wachstumsfaktoren, Cytokinen 

und Lipopolysacchariden exprimiert (O’Banion et al. 1992, O’Sullivan et al. 1992, Salvemini 

et al. 1993, Herschman 1996). Über die Funktion der COX-Enzyme ist leider bei Vertebraten, 

die nicht zu den Säugetieren zählen, einschließlich ihrer Rolle bei der osmotischen und 

ionischen Regulation bei Fischen, sehr wenig bekannt. Die cDNAs von COX-1 und COX-2 

wurden bei Regenbogenforellen (O. mykiss) (Zou et al. 1999c), Bachforellen (Salvelinus 

fontinalis) (Roberts et al. 2000) und Zebrafischen (Danio rerio) (Grosser et al. 2002) geklont; 

auch bei dem Kugelfisch (Fugu rubripes) lassen die Genomsequenzen auf die Anwesenheit 

von zwei Formen der Cyclooxigenase schließen, womit gezeigt werden konnte, das Teleostier 

beide Isoformen besitzen (Jarving et al. 2004). 

COX-2 reguliert auch die Produktion von Prostaglandin E2 bei Entzündungsreaktionen. 

Prostaglandin E2 ist ein Eicosanoid, das auch von Monozyten und Thrombozyten hergestellt 
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wird. Mit verschiedenen Ansätzen wurde gezeigt, dass Prostaglandin E2 an zahlreichen 

biologischen Prozessen, wie Vasodilatation, Zellproliferation, Aktivierung von Leukozyten, 

Chemotaxis und Akkumulation von Neutrophilen bei Entzündungen, beteiligt ist (Inokuma et 

al. 1994, Urioste et al. 1994, Leal-Berumen et al. 1995, Gomi et al. 2000, Martin et al. 2002). 

Secombes et al. (1996) stellten bei Regenbogenforellen eine Inhibition der Aktivierung von 

Makrophagen fest. Eine signifikant gesteigerte Produktion von Prostaglandin E2 wurde bei 

Goldfisch-Makrophagen, die mit Lipopolysacchariden (LPS) oder Makrophagen-

aktivierenden-Faktoren (MAF) inkubiert wurden, gefunden; außerdem wurde gezeigt, dass 

COX-2 nicht konstitutiv exprimiert wird, jedoch in Leukozyten aus den Kopfnieren von 

Regenbogenforellen durch Stimulation mit LPS oder einem attenuierten Stamm von 

Aeromonas salmonicida induziert werden kann (Zou et al. 1999c). Lindenstrøm et al. (2004) 

konnten bei Versuchen in vivo nach einer primären, nicht jedoch nach einer sekundären, 

Infektion von Regenbogenforellen mit Gyrodactylus derjavini einen Anstieg der Expression 

von COX-2 feststellen, bei einer Infektion von Lachsen (Salmo salar) mit Gyrodactylus 

salaris konnte in der Haut jedoch keine Änderung der Expression, verglichen mit den 

Kontrollen, detektiert werden (Lindenstrøm et al. 2006). Bei natürlich mit Tetracapsuloides 

bryosalmonae (Myxozoa) infizierten Regenbogenforellen konnte ebenfalls ein Anstieg der 

Expression von COX-2 gezeigt werden (Holland et al. 2003). Fast et al. (2005) untersuchten 

den Effekt von Prostaglandin E2, bei SHK-1, einer Makrophagen-ähnlichen Zellinie aus 

Lachsen (S. salar), und stellten fest, dass Prostaglandin E2 in physiologischen 

Konzentrationen in der Lage ist, die Expression von Genen des Immunsystems bei 

Salmoniden, wie Interleukin-1β und COX-2, zu hemmen. Es ist bekannt, dass neben weiteren 

proinflammatorischen Stimuli Interleukin-1β die Expression von COX-2 nach oben regulieren 

kann (Endo et al. 1996, Hong et al. 2003). Bei in vivo-Studien mit Lepeophtheirus salmonis 

infizierten Atlantischen Lachsen (S. salar) konnten Fast et al. (2006) zeigen, dass zum 

Zeitpunkt der gesteigerten COX-2 Expression in der Kopfniere auch die höchste 

Prostaglandin E2 Konzentration im Plasma zu finden war. Da bekannt ist, dass 

Lepeophtheirus salmonis auch Prostaglandin E2 sezerniert, wahrscheinlich um die 

Immunantwort des Wirtes zu umgehen (Fast et al. 2004, 2005), könnte sich ein Teil des 

Prostaglandin E2 aber auch von dem Parasiten ableiten. 
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2.2.4 Interleukin-1β (IL-1β) 

Bei den Säugetieren gehört Interleukin-1β (IL-1β) zu den wichtigsten proinflammatorischen 

Cytokinen (Dinarello 1996). Es stellt einen zentralen Faktor bei der Initiation und 

Regulierung von Entzündungsreaktionen und Immunantworten dar (Dinarello 1997). 

Außerdem übernimmt IL-1β Schlüsselrollen wie bei der Aktivierung von T- und B-Zellen 

(Smith et al. 1980), der respiratory burst-Aktivität (Smith et al. 1998), der Aktivierung von 

natürlichen Killerzellen (Kullberg & Van der Meer 1995), der Lysozym-Sekretion (Kobsel & 

Ramadori 1994), dem Anlocken von Leukozyten (Oppenheim et al. 1991, Taub 1996) und der 

Stimulation von Makrophagen zur Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen und 

Prostaglandinen (Titus et al. 1991, Komaki et al. 1992, Diaz et al. 1998). Auch hemmende 

Interaktionen zwischen IL-1β und dem antiinflammatorischen TGF-β wurden beschrieben. So 

wird die IL-1β-induzierte Produktion von Cytokinen, die bei der hämatopoetischen 

Zellproliferation beteiligt sind, von TGF-β gehemmt (Ruscetti et al. 1992). IL-1β beeinflusst 

andererseits die transkriptionale Aktivation von TGF-β Zielgenen negativ und kann dem 

inhibitorischen Effekt von TGF-β in vitro entgegenwirken (Benus et al. 2005). 

Interleukin-1β gehört zu einer Familie von Cytokinen mit einer β-Kleeblattstrukur, die sich 

aus 12 β-Faltblättern zusammensetzt (Zou et al. 1999a). Es wird hauptsächlich von aktivierten 

Makrophagen als ein biologisch inaktives Vorläufermolekül produziert (proIL-1β). Dieses 

Molekül wird proteolytisch durch das Interleukin-1-converting-Enzym (ICE), Caspase-1, in 

die wesentlich kleinere aktive Form gespalten (Cerretti et al. 1992). Da die reife Form des IL-

1β nur extrazellulär gefunden wird, scheint die Spaltung mit der Sekretion gekoppelt zu sein 

(Rubartelli et al. 1990).  

Inzwischen wurden auch die Gene für zwei Isoformen von IL-1β, IL-1β1 und IL-1β2, von 

Regenbogenforellen (O. mykiss) (Zou 1999a, b, Pleguezuelos et al. 2000) und Karpfen (C. 

carpio) (Fujiki et al. 2000, Engelsma et al. 2001, 2003), sowie IL-1β von Goldbrasse (Sparus 

aurata) (Pelegrín et al. 2000), Zackenbarsch (Dicentrarchus labrax) (Scapigliati et al. 2001) 

und zum ersten Mal bei einem Knorpelfisch, dem kleingefleckten Katzenhai (Scyliorhinus 

caniculus) (Bird et al. 2002) sequenziert. 

Die Organisation der Gene unterscheidet sich jedoch deutlich voneinander. Während IL-1β1 

bei Regenbogenforellen 6 Exons enthält (Zou et al. 1999b), besitzt es bei Karpfen und 

Säugetieren 7 (Engelsma et al. 2001). IL-1β2 ist bei Regenbogenforellen in fünf Exons 

organisiert und mit der anderen Isoform IL-1β1 stimmt es zu 82% in den Aminosäuren 

überein (Pleguezuelos et al. 2000). Eine ähnliche Expression beider Isoformen wurde bei 
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Regenbogenforellen, die mit Gyrodactylus derjavini infiziert worden waren, in der Haut 

beobachtet, jedoch ist bis jetzt nichts über die Unterschiede in der biologischen Aktivität, 

wenn es eine gibt, bekannt (Pleguezuelos et al. 2000, Lindenstrøm et al. 2003). 

Wie andere Sequenzen von IL-1β, die nicht von Säugetieren stammen, ist bei Fischen keine 

klare Schnittstelle für das Interleukin-1-converting-Enzym bekannt (Secombes et al. 1998). 

Hong et al. (2004) fanden bei einer Makrophagen-Linie aus Regenbogenforellen mutmaßlich 

reifes IL-1β nicht nur in Zellysaten, sondern auch in den Überständen der Zellkulturen. Dies 

stärkt die Annahme, dass das unreife Vorläufermolekül intrazellulär gespalten und reifes IL-

1β während oder nach diesem Prozess aus der Zelle abgegeben wird (Dinarello 1998). Das 

Interleukin-1-converting-Enym könnte das unreife IL-1β bei Regenbogenforellen, da es keine 

typische Schnittstelle gibt, auch an einer unüblichen Stelle schneiden (Hong et al. 2004). Da 

man aufgrund fehlender Übereinstimmungen eine Involvierung des ICE nicht voraussetzen 

darf, könnten eventuell auch andere Caspasen in Betracht kommen (Huising et al. 2004). 

Zwar wurde bei früheren Studien festgestellt, dass IL-1β bei Regebogenforellen nicht 

wesentlich exprimiert wird (Secombes et al. 1998), aber in neueren Studien wurde eine 

konstitutive Expression bei einigen Teleostei gefunden (Ganassin & Bols 1998, Pelegrín et al. 

2001, Tafalla et al. 2005). 

Pelegrín et al. (2004) fanden in Versuchen mit Goldbrassen heraus, dass IL-1β in Leukozyten 

der Kopfniere intrazellulär synthetisiert wird, nachdem die Fische bzw. die Proben mit 

genomischer DNA von Bakterien, LPS oder MAF stimuliert wurden. Bei einer Fibroblasten-

Zellinie von Goldbrassen, SAF-1, konnte extrazelluläres ATP die Freisetzung von reifen IL-

1β-Molekülen mit einer Größe von 22 kDa, verbunden mit einer Abnahme des intrazellulären 

Vorläufermoleküls, induzieren (Pelegrín et al. 2004). Die Verfügbarkeit von biologisch 

aktivem rekombinantem IL-1β (rIL-1β) erlaubte erste Beschreibungen der Wirkungen von IL-

1β in verschiedenen Studien bei Regenbogenforellen (Hong et al. 2001, 2003) und bei 

Karpfen und die Produktion von monoklonalen Antikörpern gegen Karpfen-IL-1β (Mathew et 

al. 2002). Es konnten in vitro und in vivo, sowohl in Abhängigheit von der Dosis 

Auswirkungen auf Proliferation, Migration und Phagozytose, wie auch die Induktion der 

Expression von IL-1β und COX-2, gesteigerte Lysozym-Expression und gesteigerte Resistenz 

gegenüber Aeromonas salmonicida festgestellt werden (Hong et al. 2001, 2003). Im 

Allgemeinen wurden dazu wesentlich höhere Konzentrationen von rIL-1β benötigt, als in 

vergleichbaren Studien mit mit humanem rIL-1β. Mögliche Ursachen dafür könnten in einer 

fehlerhaften Faltung des rekombinanten Proteins, der falschen Größe oder einer Abweichung 

in der Affinität zum Rezeptor liegen (Huising et al. 2004). Auch Peptide, die sich von 
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Regenbogenforellen-IL-1β ableiten, konnten Reaktionen wie gesteigerte 

Leukozytenmigration und gesteigerte antibakterielle Aktivität auslösen (Peddie et al. 2001, 

2002). Die bisherigen Daten zusammengenommen sprechen für eine Konservierung einiger 

pharmakologischer Eigenschaften bei Wirbeltieren (Scapigliati et al. 2006). Inzwischen 

konnte in einer Reihe von Studien bei der Infektion mit unterschiedlichen Pathogenen in vivo 

eine gesteigerte Expression von IL-1β gemessen werden (Lindenstrøm et al. 2003, 2006, Sigh 

et al. 2004b, Tafalla et al. 2005, Fast et al. 2006). 

2.2.5 Transforming-Growth-Faktor-β (TGF-β) 

Mitglieder der Transforming-Growth-Faktor-β Unterfamilie sind multifunktionale, pleiotrope 

Proteine. Sie sind an der Regeneration von Gewebe, an Wundheilung, Entwicklung und 

Hämatopoese beteiligt (Lawrence 1996). Außerdem spielen sie bei der Entwicklung und 

Funktion des Immunsystems eine wichtige Rolle. Dabei haben sie hauptsächlich 

antiinflammatorische und immunsuppressive Wirkungen (Williams et al. 1996), wobei es aber 

von den beteiligten Zelltypen und den begleitenden Umständen abhängt, ob sie positiven oder 

negativen Einfluss auf die Proliferation von Lymphozyten, die Empfindlichkeit von 

Cytokinen oder deren Expression haben (Palladino et al. 1990). 

Die ursprünglich als TGF-β charakterisierte Form, inzwischen als TGF-β1 bezeichnet (Moses 

et al. 1981, Roberts et al. 1981), gehört zu einer Familie regulatorischer Proteine bestehend 

aus einer Anzahl entfernt verwandter Faktoren, Activine/Inhibine und 

Knochenwachstumsfaktoren (bone morphogenetic proteins; BMP), und einer Anzahl näher 

verwandter Proteine, TGF-β2 bis TGF-β5, mit einer Übereinstimmung der Sequenz von 70-

80% (Kingsley 1994). Bei den höheren Vertebraten wurden fünf verschiedene Isoformen, 

TGF-β1 bis TGF-β5, beschrieben. Davon wurden drei, TGF-β1 bis TGF-β3, bei einer Reihe 

von Säugetieren gefunden (Derynck et al. 1985, 1988, de Martin et al. 1987). Bei Hühnern 

wurden die TGF-β2 bis 4 detektiert (Jakowlew et al. 1990, Burt & Jakowlew 1992, Burt et al. 

1995), bei dem Südafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) die Formen TGF-β2 und 

TGF-β5 (Rebbert et al. 1990, Kondaiah et al. 1990). Es wird vermutet, dass die TGF-β 

Familie aus einer Reihe von Genduplikationen entstanden ist, die durch Translokationen von 

Chromosomen voneinander getrennt wurden (Burt & Paton 1992). 

Die immunregulatorischen Eigenschaften von TGF-β sind vornehmlich immunsuppressiv: 

TGF-β hemmt die Proliferation und Differenzierung von B- und T-Zellen, die MHC 

Expression, die IgG- und IgM-Produktion, es antagonisiert proinflammatorische Cytokine wie 
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IL-1β, TNF-α und IFN-γ und blockiert die Expression von IL-1β und IL-2 Rezeptoren. Es 

werden auch inhibitorische Wirkungen auf Neutrophile, sowie deren Adhäsion an das Epithel, 

auf Generation und Funktion von zytotoxischen T-Zellen und auf die Aktivation und Funktion 

von LAK- und NK-Zellen festgestellt. Ebenso werden die Aktivation und die respiratory 

burst-Aktivität von Makrophagen gehemmt (Ruscetti & Palladino 1991, Lotz & Seth 1993, 

Bogdan & Nathan 1993, Bermudez 1993).  

Aber auch einige proinflammatorische Wirkungen von TGF-β, wie die Promotion von 

Makrophagen und die Chemotaxis von Neutrophilen, die Produktion von IgA und einiger 

Cytokine, werden beschrieben (McCartney-Francis & Wahl 1994). Außerdem fördert TGF-β 

für die Wundheilung bedeutende Faktoren (Jyung & Mustoe 1993). Ob die Wirkung von 

TGF-β pro- oder antiinflammatorisch ist, hängt von seiner Konzentration, der Differenzierung 

der Zielzellen und der Konzentration anderer proinflammatorischer Bestandteile ab 

(McCartney-Francis & Wahl 1994). Eine bedeutende Aufgabe von TGF-β besteht außerdem 

darin, den Gewebeschaden nach dem Rückgang einer physiologischen Immunantwort zu 

begrenzen (McCartney-Francis & Wahl 1994). 

Bis jetzt ist jedoch noch unbekannt, ob alle diese Eigenschaften auch auf das TGF-β von 

Fischen zutreffen. Das erste piscine TGF-β Gen wurde 1998 bei Regenbogenforellen (O. 

mykiss) beschrieben (Hardie et al. 1998). Es hat eine Länge von ungefähr 3,4 Kb und besteht 

aus 7 kodierenden Exons, ohne Introns in der 5’ UTR Region. Im Gegensatz zu der 

Organisation des Gens bei Mensch, Huhn und Krallenfrosch fehlt bei dem TGF-β Gen von 

Regenbogenforellen das Intron 2, es hat jedoch am 3’-Ende ein zusätzliches Intron, von dem 

das Exon 7 der anderen Vertebraten bei Regenbogenforellen in die Exone 6 und 7 unterteilt 

wird (Daniels & Secombes 1999). Das TGF-β der Regenbogenforelle zeigt, wie das TGF-β4 

von Hühnern und das TGF-β5 von Xenopus, in den Exonen die größten Übereinstimmungen 

zu TGF-β1 (Daniels & Secombes 1999) und scheint mit TGF-β1 homolog zu sein (Herpin et 

al. 2004). Eine zweite Form von TGF-β, dem TGF-β2 ähnlich, wurde in Karpfen (Cyprinus 

carpio) gefunden (Sumathy et al. 1997). Außerdem wurden bei Schollen (Pleuronectes 

platessa) drei Isoformen von TGF-β, homolog zu den Isoformen bei anderen Vertebraten 

gefunden (Laing et al. 2000). 

Für den hohen Konservierungsgrad spricht die vorhandene Kreuzreaktivität. Bovines TGF-β1 

in niedrigen Dosen konnte die respiratory burst-Aktivität von ruhenden Makrophagen aus der 

Kopfniere von Regenbogenforellen (O. mykiss) fördern. Die respiratory burst–Aktivität von 

aktivierten Makrophagen, die mit TGF-β1 inkubiert wurden, nahm jedoch mit steigender 

Dosis ab; Signalen zur Aktivierung von Makrophagen wurde entgegen gewirkt (Jang et al. 
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1994). Bei Infektionsstudien mit unterschiedlichen Pathogenen konnte eine, im Vergleich zu 

anderen untersuchten immunregulatorischen Genen, relativ geringgradige 

Expressionssteigerung festgestellt werden (Grayson et al. 2002, Holland et al. 2003, Purcell et 

al. 2004, Lindenstrøm et al. 2004, Tafalla et al. 2005, Fast et al. 2006). Tafalla et al. (2005) 

vermuten, dass TGF-β bei Regenbogenforellen keinen starken Effekt auf die Expression von 

iNOS hat, da an den untersuchten Zeitpunkten die Transkription beider Gene erhöht war. 

Harms et al. (2003) stellten bei gestreifeten Seebarschen (Morone saxatilis), nach Infektion 

mit Mycobacterium marinum, eine übermäßige, granulomatöse Entzündung, verbunden mit 

verringerter TGF-β Expression, fest, während infizierte Tilapia (Oreochromis spp.) eine 

geringere Entzündungsreaktion, verbunden mit nicht signifikanten Änderungen der TGF-β 

Expression, aufwiesen. 

2.2.6 Komplementfaktor C3, zentraler Faktor des Komplementsystems 

Das Komplementsystem ist ein sehr alter Verteidigungsmechanismus. Die Anwesenheit von 

Komplementaktivität oder einzelner Komponenten wurde bei zahlreichen Tierarten von 

deuterostomen invertebraten Arten, wie den Echinodermata (Al-Sharif et al. 1998, Smith et 

al. 1998, 2001) und Tunicata (Nonaka 2001, Smith et al. 1999), bis zu den Säugetieren 

nachgewiesen. Bei den Agnatha wurden Faktoren des alternativen Weges und des Lektin-

Weges gefunden (Nonaka et al. 1984, Nonaka & Takahashi 1992, Sunyer & Lambris 1998). 

Bei Knorpelfischen, zu den primitivsten Immunglobuline besitzenden Arten gehörend, 

wurden Komponenten aus allen drei Signalwegen der Komplementaktivierung gefunden 

(Jensen et al. 1981, Smith 1998), wobei die involvierten Faktoren und die Mechanismen der 

Aktivierung noch untersucht werden müssen. Das Komplementsystem der Knochenfische ist 

dem der Säugetiere vergleichbar und kann auf allen drei möglichen Wegen aktiviert werden 

(Holland & Lambris 2002, Sunyer et al. 2003, Boshra et al. 2006).  

Das Komplementsystem wurde erstmals als hitzeempfindlicher Teil des Plasmas entdeckt. Es 

besteht aus über 35 Plasmaproteinen und Rezeptoren, die sowohl bei der angeborenen, 

unspezifischen Immunität, als auch bei der adaptiven Immunität, eine bedeutende Rolle 

spielen. Die Plasmaproteine werden meist als inaktive Vorstufe hergestellt und können über 

eine triggered-enzyme-Kaskade mit drei Reaktionswegen aktiviert werden. Es gibt den 

klassischen Weg, den Weg über Mannan-bindendes-Lektin und den alternativen Weg 

(Whaley & Schwaeble 1997, Sunyer & Lambris 1999). Die drei Reaktionswege des 

Komplementsystems sind in Abbildung  2-5 schematisch dargestellt. 
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Der klassische Weg wird über einen Antigen-Antikörperkomplex initiiert (Gasque 2004). 

Dabei bindet ein Teil des zellgebundenen IgG oder IgM an C1q, einen Teil des Ca2+-

abhängigen C1-Komplexes (Kishore & Reid 2000). Dies führt zu der Spaltung und damit der 

Aktivierung der C1r und C1s Moleküle. C1s ist nun seinerseits in der Lage C4 in die aktiven 

Komponenten C4a und C4b zu spalten. C4b bindet dann kovalent an die Zelloberfläche, wo 

sich C2 anlagert, das wiederum von C1s in C2a und C2b gespalten wird. C2a bleibt an das 

C4b auf der Oberfläche gebunden und bildet mit diesem die C3-Konvertase (C4b2a), die C3 

in C3a und C3b spaltet. C3 ist der zentrale Faktor, an dem die drei Wege der 

Komplementaktivierung zusammenlaufen. C3b lagert sich an die C3-Konvertase an und 

bildet mit dieser die C5-Konvertase (C4b2a3b), die aus C5 C5a und C5b generiert (Pangburn 

& Raval 2002). C5b leitet dann den Bau des membranangreifenden Komplexes (MAC) aus 

C6, C7, C8 und C9 ein. Die Ausbildung des membranangreifenden Komplexes verursacht die 

Bildung eines Kanals in der Zellmembran und führt zur Zellysis und damit zum Zelltod 

(Muller-Eberhard 1986). 

Der Lektin-Weg wird durch das mannanbindende Lektin, ein Protein, das dem C1-Komplex 

des klassischen Weges sehr ähnlich ist, eingeleitet. Es bindet spezifisch an Mannosereste und 

andere, in einem bestimmten Muster angeordnete Zuckermoleküle von Pathogenen (Turner 

2003, Fujita et al. 2004). Dadurch werden MASP-1 und MASP-2, zwei assoziierte Zymogene, 

die homolog zu C1s und C1r sind, aktiviert und können C4 in C4a und C4b spalten. Der 

weitere Weg stimmt mit dem klassischen Weg überein. 

Der alternative Weg ist unabhängig von Antikörpern und kann direkt durch Pathogene (Virus, 

Bakterien, Pilze oder Parasiten) aktiviert werden. Durch spontane Hydrolyse von C3 kann 

sich durch die veränderte Konformation, C3(H2O), der Faktor B anlagern, der von Faktor D in 

Ba und Bb gespalten wird; Bb bleibt an C3(H2O) angelagert und bildet den BbC3(H2O)-

Komplex, eine C3-Konvertase in der flüssigen Phase. Dieser Komplex spaltet C3 wieder in 

C3a und C3b; C3b bindet kovalent über die reaktive Thioesterbindung an die Zelloberfläche 

des Pathogens und wirkt so opsonierend. An dieses C3b kann sich wieder B anlagern und 

durch D gespalten werden; durch die Verbindung von C3b und Bb entsteht die alternative C3-

Konvertase (C3bBb) die ihrerseits weiteres C3 spalten kann oder durch ein zusätzlich 

angelagertes C3b zur C5-Konvertase (C3bBb3b) wird (Xu et al. 2001). Der weitere Verlauf 

gleicht dem des klassischen Weges. 
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Abbildung  2-5 Schematische Darstellung der drei Reaktionswege der Komplementaktivierung bei Säugetieren 

(Nach Holland & Lambris 2002). Die Funktionen der Faktoren werden im Text dargestellt. 
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Im Gegensatz zu dem Komplement von Säugetieren, ist das der Teleostei auch noch bei sehr 

niedrigen Temperaturen zwischen 0 und 4C° aktiv. Das Temperaturoptimum liegt bei den 

Teleostei zwischen 15 und 25°C, während es bei Säugetieren bei 37°C liegt. Außerdem liegt 

der Anteil des alternativen Weges bei den Teleostei um mehrere Größenordnungen höher, als 

bei Säugetieren (Sakai 1981, Sunyer & Tort 1995, Sunyer & Lambris 1998). Das niedrigere 

und breiter angelegte Temperaturoptimum des Komplements bei Fischen spiegelt 

wahrscheinlich Wassertemperaturen wider, auf die der Fisch trifft und zeigt, dass bei 

niedrigen Temperaturen, wenn die adaptive Immunantwort nachlässt, immer noch ein 

funktionierendes Komplementsystem vorhanden ist (Holland & Lambris 2002). Einzigartig 

bei dem Komplementsystem von diploiden und tetraploiden Knochenfischen ist, dass Faktor 

B und der zentrale Faktor C3 in multiplen biologisch aktiven Isoformen vorliegen, die 

Produkte verschiedener Gene darstellen, jedoch hohe Ähnlichkeit in der Sequenz aufweisen. 

Bei Regenbogenforellen wurden drei Isoformen, C3-1, C3-3 und C3-4, geklont (Zarkadis et 

al. 2001) Es existiert noch eine vierte Isoform, C3-2, die jedoch keine hämolytische Aktivität 

aufweist (Nonaka et al. 1985). Auch bei anderen Knochenfischen, wie Karpfen, Goldbrassen 

und Japankärpflingen wurden multiple Isoformen gefunden (Sunyer et al. 1996, 1997, Kuroda 

et al. 2000, Nakao et al. 2000). C3 besteht, wie auch bei den Säugetieren, aus zwei 

Polypeptidketten, einer α-Kette und einer β-Kette, die durch zwei Disulfidbrücken verbunden 

sind. An der α-Kette ist zusätzlich die charakteristische Thioesterbindungsstelle vorhanden. 

Die Sequenz unterscheidet sich nur in einigen Aminosäuren von denen von Säugetieren 

(Nonaka. 1985). Es ist bemerkenswert, dass sich die verschiedenen Isoformen von Forellen 

und Karpfen in ihrer Affinität an unterschiedliche aktivierende Oberflächen zu binden, 

unterscheiden (Sunyer et al. 1996, Nakao et al. 2000). Man nimmt an, dass diese Vielfalt in 

Struktur und Funktion von C3 dazu dient eine größere Anzahl von Pathogenen zu erkennen 

und damit die Möglichkeiten des angeborenen Immunsystems weiter gefächert werden 

(Sunyer et al. 1998). Im Gegensatz zu den Säugetieren, ist über die extrahepatische Synthese 

von Komplement bei Fischen wenig bekannt (Magnadottir et al. 2005); man weiß jedoch, 

dass die Transkription verschiedener Komponenten schon früh in der Entwicklung stattfindet 

(Løvoll et al. 2006). 

Die in der Komplementkaskade entstandenen Produkte haben entscheidende Funktionen bei 

der Initiation von Entzündungsreaktionen, der Opsonierung, Phagozytose und Zellysis von 

Pathogenen, wie auch dem Löslichmachen von Immunkomplexen (Sunyer & Lambris 1999, 

Gasque 2004). Als Teil der adaptiven Immunantwort sind vor allem C3-, aber auch C4-

Fragmente, die an ein Antigen oder Immunkomplexe gebunden sind, an der Steigerung der 



Ausgewählte Faktoren des unspezifischen Immunsystems Literaturübersicht 

 
- 35 - 

Aufnahme und der Verarbeitung von Antigenen durch Antigen-repräsentierende Zellen, 

beteiligt. Dies führt zu einer effektiveren Antikörperantwort, wie auch zu einer Herabsetzung 

des Schwellenwertes zur Aktivierung von B-Zellen (Jacquier-Sarlin et al. 1995, Villiers et al. 

1996, Boackle et al. 1998, Dempsey et al. 1996). 

Der alternative Komplementweg einer Anzahl von Fischen kann, im Gegensatz zu dem des 

Menschen, fremde Erythrozyten mit einer hohen Effizienz lysieren (Sunyer & Tort 1995).  

Komplement-mediierte Opsonisation beinhaltet die kovalente Bindung von aktiviertem C3, 

und auch C4, an die Oberfläche von Pathogenen, woraufhin diese von Phagozyten mit 

Komplementrezeptoren (bei Säugetieren besonders CR1 und CR3) auf der Oberfläche erkannt 

werden können (Aderem & Underhill 1999). CR3 kann Opsonierung und Phagozytose von 

Mikroorganismen ohne zusätzlich stimulierende Signale vermitteln und natürliche Killer-

Zellen anregen (Ross 2000). Beide Rezeptoren wurden auf der Oberfläche von allen 

Phagozyten, einschließlich Neutrophilen, Makrophagen und Monozyten, gefunden. 

Opsonierung mittels Komplement wurde bei zahlreichen Knochenfisch-Arten nachgewiesen 

(Sakai 1984, Morimoto et al. 1988, Matsuyama et al. 1992, Jenkins & Ourth 1993, Lammens 

et al. 2000). Des Weiteren können Komplement von Fischen und Immunoglobuline 

synergistische Effekte bei der Opsonierung haben (Olivier et al. 1986, Jenkins & Ourth 1993).  

Eine wichtige Aufgabe des Komplementsystems ist die Beteiligung an 

Entzündungsreaktionen. Während der Aktivierung und Spaltung von C3, C4 und C5 

entstehen die hochgradig strukturell und funktionell homologen Anaphylatoxine C3a, C4a 

und C5a, von denen C5a die größte Potenz zur Auslösung von Immunantworten hat (Ember 

& Hugli 1997, Kohl 2001). Bei Säugetieren sind C3a und C5a unter anderem an der 

Migration von Leukozyten, an der Stimulierung des respiratory burst, der Produktion von 

Prostaglandinen in verschiedenen Leukozyten und der Induktion der IL-1β Expression in 

Monozyten beteiligt (Johnson et al. 1975, Haeffner-Cavaillon et al. 1987, Takabayashi et al. 

1996, Stahl et al. 1997). Bei Knochenfischen wurden C3a und C5a Anaphylatoxine und deren 

Rezeptoren nachgewiesen (Kato et al. 2004, Rotllant et al. 2004, Sunyer et al. 2005). Rotllant 

et al. (2004) wiesen drei biologisch aktive Formen von C3a in Regenbogenforellen und deren 

Stimulation des respiratory burst nach. Jedoch konnte keines dieser Moleküle Chemotaxis bei 

Leukozyten aus der Kopfniere auslösen. Mit rekombinant produziertem C5a konnte jedoch 

Chemotaxis bei peripheren Blut- und Kopfnierenleukozyten, wie auch Induzierung der 

respiratory burst-Aktivität nachgewiesen werden (Boshra et al. 2004, Holland & Lambris 

2004). Li et al. (2004) konnten eine aus C3a, C4a und C5a Molekülen zusammengesetzte 

Proteinfraktion (Particle-Uptake Enhancing Fraction, PUEF-8) aus aktiviertem Forellen-
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Serum isolieren, die die Partikelaufnahme in Kopfnieren- und peripheren Blutleukozyten in 

einer gravierenden, bei Säugetieren unbekannten, Weise steigert und die Anzahl von 

phagozytierenden Zellen ansteigen lies. 

Die bakteriziden Eigenschaften von Fisch-Komplement wurden in verschiedenen Studien 

gezeigt (Ellis 1999, 2001, Holland & Lambris 2002). Es wurde nachgewiesen, dass Pathogene 

mit hohem Sialinsäureanteil, wie Aeromonas salmonicida und Flexibacter columnaris, das 

Komplementsystem in geringerem Maße aktivieren als nicht-pathogene Gram-negative 

Bakterien mit einem geringen Sialinsäureanteil (Ourth & Bachinski 1987). Ebenso konnte 

LPS als virulenz-determinierende Struktur für die vermehrte Resistenz von Bakterien 

gegenüber dem komplement-mediierten Abtöten aufgezeigt werden (Munn et al. 1982, Amaro 

et al. 1997). Die Fähigkeit der neutralisierenden Wirkung von Regenbogenforellen-

Antikörpern erwies sich bei der Viralen Hämorrhagischen Septikämie (VHS) und der 

Infektiösen Hämatopoetischen Nekrose (IHN) als abhängig von Komplement (LaPatra 1996, 

Lorenzen & LaPatra 1999, Lorenzen et al. 1999). Auch erwiesen sich Brütlinge von Forellen 

und Masu-Lachs (Oncorhynchus masu), deren Serum keine Komplement-Aktivität besaß, als 

empfänglicher für IHN und IPN als Brütlinge von Keta-Lachsen (O. keta), deren Serum 

Komplement-Aktivität zeigte (Yano 1996). Auch die Beteiligung von Komplement aus Haut 

oder Serum beim Abtöten von Parasiten konnte schon mehrfach demonstriert werden 

(Buchmann & Lindenstrøm 2002, Woo 2003). Es wurde gezeigt, dass sowohl Gyrodactylus 

derjavini als auch G. salaris durch den Alternativen Komplementweg schnell getötet werden 

konnten; weiterhin wird die Beteiligung des Lektin-Weges in Betracht gezogen, da C3 sich 

speziell an Carbohydrat-reichen Stellen an die Parasitenoberfläche band (Buchmann 1998, 

Harris et al. 1998). Bei einer Infektion von Regenbogenforellen mit Ichthyophthirius 

multifiliis wurde ein Anstieg der Expression von C3 und anderen immunrelevanten Genen 

nachgewiesen (Sigh et al. 2004a). Eine Involvierung des klassischen Komplementweges wird 

bei der Immunreaktion von resistenten Karpfen bei Infektion mit Trypanoplasma borreli 

angenommen (Scharsack et al. 2004). 

Stress, wie zu hohe Besatzdichte, wirkt sich immunsuppressiv auf die Komplementaktivität 

aus, während sich eine mit Vitamin E und C und anderen Immunstimulantien angereicherte 

Fütterung positiv auf die Komplementaktivität auswirken kann (Boshra et al. 2006). 

 



Material Material und Methoden 

 
- 37 - 

3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Haltung der Tubificiden 

Laborkulturen des Oligochäten Tubifex tubifex, die bei einer Temperatur von 14 °C im 

Brutschrank (Typ KB53, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) gehalten wurden, wurden 

mit Myxobolus cerebralis-Sporen infiziert, die aus Gewebe von im Laborzyklus infizierten 

Regenbogenforellen isoliert und aufgereinigt worden waren. Die infizierten Oligochäten 

wurden in 10l Plastikaquarien gehalten, deren Boden mit einer ca. 3 cm dicken Schicht aus 

abgerundetem, hellem Sand und einer ca. 1 cm dicken Schicht aus Schlamm bestand. Sand 

und Schlamm waren vor dem Einsatz in den Becken keimfrei gemacht worden. Die 

Tubificiden wurden zweimal wöchentlich mit zermahlenen Pelletts aus Spirulina-Algen 

gefüttert. 

3.1.2 Regenbogenforellenbrütlinge (Oncorhynchus mykiss) 

Für die Infektionsversuche wurden zwei verschiedene Linien von SPF-Regenbogenforellen 

(Oncorhynchus mykiss) verwendet: ein deutscher Stamm, der eine sehr geringe 

Empfänglichkeit für die Infektion mit M. cerebralis aufweist, und ein amerikanischer Stamm, 

der sehr empfänglich für die Infektion mit dem Parasiten ist (Hedrick et al. 2003). Aus 

datenschutzrechtlichen Gründen wurden die Zuchtanlagen, aus denen das Fischmaterial 

bezogen wurde, anonymisiert. Die deutsche Linie wird im Folgenden als Linie „H“, die 

amerikanische Linie als Linie „T“ bezeichnet.  

Die Fische wurden als Eier im Augenpunktstadium in das Institut geliefert. Sie schlüpften 

dort im institutseigenen SPF-Raum (SPF = Spezifisch Pathogen Frei) und wurden dort in 

Rinnen und Glasaquarien bei 12°C bis zum Beginn der Versuche gehältert. Die Rinnen und 

Aquarien wurden durch Kieselgurausströmer permanent mit Sauerstoff versorgt. Die 

Frischwasserzufuhr hatte eine Rate von ca. 1l pro Minute; das Leitungswasser durchlief zuvor 

eine Entchlorungsanlage und hatte eine Härte von 16,8 °dH. Als Futter wurde handelsübliches 

Forellenfutter verwendet. 
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3.1.3 Haltung der Versuchsfische 

Die Regenbogenforellen beider Linien wurden nach der Infektion in Aquarien mit je 60l 

Fassungsvermögen bei etwa 12°C gehalten. Die Aquarien besaßen separate Wasserzu- und 

abläufe, mit einem Frischwasserzufluss aus entchlortem Leitungswasser von ca. 1l pro Minute 

bei einer Härte von 16,8 °dH. Die Sauerstoffzufuhr erfolgte permanent mittels 

Kieselgurausströmern. Einmal täglich wurden die Forellen mit handelsüblichem 

Forellenfutter gefüttert. Die nicht infizierten Kontrollgruppen beider Linien wurden unter 

gleichen Bedingungen gehalten. 

3.1.4 Tierversuchsantrag 

Die durchgeführten Versuche der vorliegenden Arbeit wurden von der Regierung von 

Oberbayern unter der Antragsnummer 55.2-1-54-2531-37-01 nach § 8 Abs. 1 des 

Tierschutzgesetzes genehmigt. 

3.2 Methoden 

3.2.1 Gewinnung der Myxobolus cerebralis-Sporen 

Zur Gewinnung der M. cerebralis- Sporen wurden im Laborzyklus infizierte, drehkranke 

Regenbogenforellen mittels einer Überdosierung des Anästhetikums MS 222 (Tricaine-

Methan-Sulphonat; Thomson & Joseph Ltd., T&J House, Norwich) getötet. Nach dem 

folgenden Genickschnitt wurde der Kopf vollständig vom Körper getrennt. Die Wirbelsäule 

wurde präpariert und das Muskelfleisch entfernt; Augen, Kiemen und dem Kopf anhaftendes 

Muskelfleisch wurden ebenfalls entfernt. Anschließend wurden Kopf und Wirbelsäule unter 

Zugabe von etwas Wasser in einem handelsüblichen Mixer 10 Minuten lang homogenisiert. 

Noch grobe Bestandteile wurden anschließend mittels einer Gaze abgefiltert. Zur 

Konzentration wurden die Sporen wie von O’Grodnick (1975) beschrieben mit einer 

Planktonzentrifuge konzentriert. Die erhaltenen Sporen wurden wieder mit etwas Wasser 

aufgeschwemmt und mit einem Lichtmikroskop in 50µl unter 100-facher Vergrößerung 

ausgezählt und auf das Gesamtvolumen hochgerechnet. 
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3.2.2 Infektion der Tubificiden (Tubifex tubifex) mit M. cerebralis- Sporen 

Für die Infektion eines Beckens wurden ca. 28-30g Tubifex tubifex mittels eines Siebes vom 

Schlamm separiert, gesäubert und abgewogen. Die Oligochäten wurden dann in ein 

vorbereitetes 10l-Plastikaquarium verbracht. Dessen Boden war mit einer ca. 3 cm dicken 

Schicht aus abgerundetem, hellem Sand und einer ca. 1 cm dicken Schicht aus Schlamm 

bedeckt. Sand und Schlamm waren vor dem Einsatz in den Becken keimfrei gemacht worden. 

Zum Zeitpunkt der Infektion war das Aquarium mit nur einer geringen Menge Wasser befüllt. 

Um eine möglichst hohe Sporenkonzentration im Wasser zu haben, wurde es erst innerhalb 

einer Woche langsam auf das Gesamtvolumen aufgefüllt. Die Fütterung mit zermahlenen 

Pellets aus Spirulina-Algen wurde nach zwei Wochen wieder begonnen. Bis dahin sollten die 

M. cerebralis-Sporen die einzige Nahrungsquelle darstellen und oral aufgenommen worden 

sein. 

3.2.3 Gewinnung der Triactinomyxon- Sporen 

Nach 90 Tagen konnten die Becken mit den infizierten Oligochäten zur Gewinnung von 

Triactinomyxon-Sporen herangezogen werden. Die Sporen wurden mit Hilfe eines Nitex® 

Filtergewebes mit einer Maschenweite von 20µm (Monodur Nr. 20, Josef Hepfinger, 

München, Deutschland) aus dem Wasser abgefiltert und konzentriert. Die gewonnenen 

Triactinomyxon-Sporen wurden dann unter dem Mikroskop bei 100-facher Vergrößerung in 

50µl Wasser ausgezählt und auf das Ausgangsfiltrat hochgerechnet. 

3.2.4  Infektion der Regenbogenforellenbrütlinge (O. mykiss) mit Triactinomyxon-

Sporen 

Mit einem Alter von 6 Wochen nach dem Schlupf, bei einem durchschnittlichen Gewicht von 

0,4g, wurden die Regenbogenforellenbrütlinge mit Triactinomyxon-Sporen infiziert. Hierzu 

wurden in je einem Plastikbehälter 5,1 x 105 Triactinomyxon-Sporen (TAMs) auf eine 

Gesamtwassermenge von 450 ml aufgefüllt. Im Folgenden wurden in je einen Behälter 34 

Forellen beider Linien zur gleichen Zeit mit einem Kescher eingesetzt. Das entsprach einer 

Konzentration von 15000 TAMs/Fisch. Die Temperatur des Wassers zu Beginn der Infektion 

betrug 12°C. Die Expositionszeit in den Behältern betrug 1 Stunde, wobei eine 
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Sauerstoffzufuhr mit Kieselgurausströmern erst nach einer dreiviertel Stunde erfolgte, um die 

Infektion in den ersten Minuten nicht zu beeinträchtigen. Nach der Expositionszeit wurden 

die Forellen der beiden Linien zusammen mit dem Inhalt der Behälter in die vorbereiteten 

60l-Aquarien gegeben. Die Wassertemperatur betrug 12°C. 

3.2.5 Probengewinnung und –konservierung 

Die Probennahme zum Zweck der RNA-Gewinnung wurde nach im Vorfeld festgelegten 

Zeitpunkten nach der Exposition mit TAMs durchgeführt. Diese Zeitpunkte waren: 5min, 

30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h, 48h, 4d, 6d, 8d, 20d, 40d, 60d, 120d und 200d nach der 

Exposition. Es wurden aus jeder Gruppe zwei Forellen entnommen und mit dem 

Anästhetikum MS 222 (Tricaine-Methan-Sulphonat; Thomson & Joseph Ltd., T&J House, 

Norwich) in einer Dosis von 0,1g/l Wasser getötet. Anschließend wurde noch ein 

Genickschnitt durchgeführt. 

Die Bauchhöhle wurde aufgeschnitten, die inneren Organe entfernt und die Fische wurden 

einzeln in verschließbare Gefäße mit entsprechenden Volumina RNAlater® (Sigma-Aldrich, 

Germany), einer RNase-inaktivierenden Salzlösung, verbracht. Dabei war darauf zu achten, 

dass das Volumen des RNAlater® mindestens das Zehnfache des Probenvolumens ausmachte. 

Um den Proben möglichst wenig Zeit für RNA-Degradation und Enzyminduktion zu geben, 

was eine Veränderung der eigentlichen Genexpression zur Folge haben könnte, wurden alle 

Arbeitsschritte von der Tötung bis zum Verbringen in den RNAlater® möglichst schnell 

durchgeführt. Die eingelegten Proben wurden dann über Nacht im Kühlschrank bei einer 

Temperatur von 4°C verwahrt, bevor sie für die Lagerung bis zur Weiterverarbeitung in den 

Gefrierschrank bei –20°C verbracht wurden. Bei einer solchen Lagerung kann man, nach den 

Angaben des Herstellers, von intakter, nicht degradierter RNA ausgehen. Dies ist die 

Voraussetzung für die Genexpressionsanalyse. 

3.2.6 RNA-Extraktion einschließlich DNase-Verdau 

Als erstes wurden alle benutzten Arbeitsoberflächen mit RNaseZAP® (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Germany), einer RNase-inaktivierenden Lösung, behandelt. Die in RNAlater® 

fixierten Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und das für die RNA-Extraktion 

benötigte Gewebestück entnommen. Es bestand aus dem kaudalen, distalen Drittel des 
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Körpers, der Hälfte der Rückenflosse, sowie einem Teil des Schädels. Um eine gegenseitige 

Kontamination auszuschließen, wurde für jede Probe separates Werkzeug benutzt. 

Die Extraktion der Gesamt-RNA jedes einzelnen Fisches wurde dann mit dem RNeasy® Mini 

Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) durchgeführt. Nicht in dem Kit enthaltene Tubes 

wurden über Nacht in mit DEPC (Diethylpyrocarbonat, Carl Roth, Karlsruhe, Germany) 

versetztem Aqua dest. (1µl DEPC/1ml Aqua dest.) unter einem Abzug eingeweicht, 

anschließend getrocknet und autoklaviert. Zur Disruption wurden die Gewebeproben mit 

Hilfe von flüssigem Stickstoff in einem sterilen Mörser zermahlen. Von der zermahlenen 

Probe wurden 30mg in einem stickstoffgekühlten 2ml-Tube abgewogen, um die maximale 

Extraktions-Kapazität der gewählten Methode nicht zu überschreiten. Bevor die Probe 

auftauen konnte, wurden 600µl Lysis Buffer hinzu gegeben und vermischt. Der Lysis Buffer 

wurde zuvor aus dem im Kit enthaltenen RLT Buffer und β-Mercaptoethanol (β-ME, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germany) unter dem Abzug hergestellt (1ml Buffer RLT,10µl β-ME) und 

vermischt. Die Flüssigkeit wurde nun zur Homogenisation unverzüglich in einen 

QIAshredder spin column (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) pipettiert und 3min lang bei 

14000 rpm zentrifugiert. In einem neuen 2ml-Tube wurde das gleiche Volumen (600µl) 

70%iges Ethanol (Roth, Karlsruhe, Germany) zu der erhaltenen Flüssigkeit hinzugefügt. Die 

Extraktion wurde gemäß den Angaben des Herstellers zur Isolation der Gesamt-RNA aus 

tierischem Gewebe (RNeasy® Mini Handbook, QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) 

fertiggestellt. Da sich bei den ersten Extraktionen Kontaminationen mit DNA zeigten, wurde 

der optional vorgesehene DNase-Verdau auf der Säule mit dem RNase-Free DNase Set 

(QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), wie vom Hersteller beschrieben (RNeasy® Mini 

Handbook, QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), eingefügt. Die Elution der RNA von der 

Silica-Gel-Membran wurde mit 40µl (70°C) des im Kit enthaltenen, sterilen, RNase-freien 

Wassers durchgeführt. 

Die Quantität und Qualität der isolierten RNA wurde mit Hilfe der Spektrophotometrie 

bestimmt (Biophotometer, Eppendorf, Germany). Von der gewonnenen RNA wurde 1µl in 

59µl RNase-freiem Wasser verdünnt und in der passenden Küvette (UVette, Eppendorf, 

Germany) gemessen. Zur Qualitätsbestimmung wurde der Quotient A260/A280 herangezogen. 

Alle extrahierten RNA-Proben hatten einen Wert von 1.7-2.0. Nach der Spektrophotometrie 

wurden zu dem RNA-Eluat 1,5µl RNase Inhibitor (Eppendorf, Germany) hinzugegeben und 

vorsichtig vermischt, um eine Degradation der RNA zu verhindern. Die RNA-Eluate wurden 

in 1µg-Portionen aliquotiert und anschließend bei –80°C aufbewahrt. 
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3.2.7 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Zum Umschreiben der zellulären RNA in cDNA, eine komplementäre Einzelstrang-DNA, 

wurde das iScript™cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Germany) verwendet. Es wurde zum einen 

wegen der guten Ergebnisse die damit erreicht wurden, im Vergleich zu einem anderen 

System, das vorher getestet worden war, ausgewählt, zum anderen wegen der unkomplizierten 

Handhabung, die Pipettierfehler verringert. In die Reaktion wurde je 1µg RNA eingesetzt; das 

Reaktionsvolumen betrug 20µl. Das Reaktionsgemisch wurde auf Eis nach den 

Herstellerangaben (Bio-Rad, Germany) als Stammlösung vorbereitet, um eine Umschreibung 

unter möglichst gleichen Bedingungen zu gewährleisten, anschließend auf die 0,2ml-PCR-

Tubes mit der RNA verteilt, gemischt und vorsichtig herunter zentrifugiert. Die RNA in den 

PCR-Tubes war zuvor bei allen Proben mit RNase-freiem, sterilem Wasser auf das gleiche 

Volumen aufgefüllt worden, um das gleiche Endvolumen zu erlangen. Das 

Reaktionsprotokoll des Herstellers wurde befolgt: Die Reaktionslösungen wurden in einem 

Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Germany) zuerst 5min bei 25°C gehalten, 

für 30min auf die, für die iScriptTM Reverse Transcriptase, optimale Temperatur von 42°C 

erwärmt, anschließend in einem Denaturierungsschritt für die Transcriptase 5min auf 85°C 

erhitzt. Nachdem die Proben vom Thermocycler auf 4°C abgekühlt worden waren, wurden sie 

entnommen, wie unter  3.2.6 (RNA-Extraktion einschießlich DNase-Verdau) beschrieben, 

Quantität und Qualität mit der Spektrophotometrie (Biophotometer, Eppendorf, Germany) 

gemessen und in Aliquots von 2,5µg cDNA in 0,2ml-PCR-Tubes bis zu ihrer Verwendung in 

der real-time RT-PCR bei –20°C im Gefrierschrank aufbewahrt. 

3.2.8 Konstruktion der Primer für die real-time RT-PCR 

Bis auf die Primerpaare für β-actin und iNOS, die von Sigh et al. (2004a) designed wurden, 

sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonucleotidpaare selbst entworfen 

worden. Eine Übersicht der Primerpaare ist in Tabelle  3-1 zu finden. 

Die Nucleotidsequenzen der jeweiligen Zielgene sind der NCBI-Datenbank entnommen 

worden. Anhand dieser Sequenzen wurden die Primerpaare mit Hilfe des 

Computerprogrammes „Oligo“ entworfen. Bei der Konstruktion von Primerpaaren für die 

real-time RT-PCR waren für den optimalen Einsatz von SYBR-Green einige Punkte zu 

beachten: Die Amplifikate sollten idealerweise eine Größe zwischen 80 und 250 Basenpaaren 

haben. Der GC-Gehalt sollte sich zwischen 50 und 60% bewegen, wobei man darauf achtet, 
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dass am 3’-Ende ein G oder C oder eine Kombination dieser Basen steht, die aber nicht mit 

dem 5’-Ende kompatibel sein darf. Die letzten fünf Basen nach dem 3’-Ende sollten 

wiederum aber höchstens zwei G oder C enthalten. Die Länge der Oligonucleotide sollte 

zwischen 19 und 24 Basen betragen, wobei längere nach Möglichkeit zu bevorzugen sind. 

Tabelle  3-1 Alle in der real-time RT-PCR verwendeten Primerpaare, einschießlich der Länge des jeweiligen 
Ampliconprodukts in Basenpaaren (bp) und der Accession-Nummer der NCBI-Datenbank (Bezeichnung F: 
forward, R: reverse) 

Bezeichnung Größe des 

Amplicons 

(bp) 

Primer Sequenz (5’- 3’) Accession-Nr. 

Bact-F 260 ATG GAA GGT GAA ATC GCC AF 157514 

Bact-R  TGC CAG ATC TTC TTC ATG  

Arginase II F 231 TCA CTT TCC ACC ACC TCT TG AY 056477 

Arginase II R  TCT CCA CCG CCT CAC GAC TC  

COX-2_F 87 ACA AAG GGT TGT GGA ACG TC AJ 238307 

COX-2_R  CCA AAT GTG AGC GGG GTG TC  

C3_F 172 GCT CCC TCA TCA TCT ATC TTG AF 271080 

C3_R  TCC TTC TTC AAT GGG TGG TAG  

IL1β1 F 144 TAT CCC ATC ACC CCA TCA CC AJ 223954 

IL1β1 R  CTT CCA CAG CAC TCT CCA GC  

IL-1β2_F 216 AGA GGC TAA ATG GTG GCA AG AJ 245925 

IL-1β2_R  ATA CCC CGT TCT GTT TGT GC  

iNOS-F5 234 CGA ATG GAG CTA TCG TCA GAC AJ 295230 

iNOS-R1  CGG GAA CGT TGT GGT CAT AAT 

ACC 

 

TGF_F 184 AGT TGC CTT GTG ATT GTG GG X 99303 

TGF_R  GTG GTT TGT CGT TTC TTC CG  

 

Die Sequenzen wurden so gewählt, dass die Primerpaare nicht komplementär waren. Dies 

sollte die Amplifikation von unerwünschten Nebenprodukten, sogenannten Primer-Dimeren, 

bei der PCR auf ein Minimum reduzieren. Solche Nebenreaktionen verringern die Effizienz 

einer PCR. Bei der Verwendung von SYBR-Green in der real-time PCR ist besonders darauf 

zu achten, da dieses Fluorophor keine Unterscheidung von gewünschtem Produkt und 

unerwünschtem Nebenprodukt zulässt.  
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Die Synthese aller Primerpaare wurde bei MWG (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) 

in Auftrag gegeben. Sie wurden dann mit sterilem Wasser (Roth, Karlsruhe, Germany) auf ein 

Lösungsvolumen von 100 pmol/µl gebracht und als Stammlösung bei –20°C aufbewahrt. 

3.2.9  Qualitative PCR und Agarosegelelektrophorese zur Optimierung der 

Annealing-Temperaturen und der Primerkonzentrationen 

Qualitative PCR-Reaktionen mit anschließender Agarosegelelektrophorese wurden aus 

verschiedenen Gründen durchgeführt. Zum einen wurde die Spezifität der entworfenen 

Primerpaare für die entsprechenden Zielgene überprüft. Weiterhin wurden Annealing-

Temperatur und Primerkonzentration für jedes Primerpaar einzeln optimiert. Die angegebenen 

Annealing-Temperaturen, sowohl der „Oligo“-Software als auch des Herstellers, können noch 

erhöht werden, was die Spezifität der PCR-Reaktionen nochmals erhöht. Zu diesem Zweck 

wurden für jedes Primerpaar PCR-Reaktionen mit Temperaturgradienten, angefangen knapp 

unter der angegebenen Schmelztemperatur bis einige Grad darüber, durchgeführt. Die 

Reaktionsansätze setzten sich aus 17µl 1.1x Reddy–MixTM PCR Master Mix (ABgene, 

Hamburg, Germany), je 1µl (20pmol) forward- und reverse-Primer und 1µl cDNA 

zusammen. Für gleiche Reaktionsansätze wurde jeweils ein Mastermix, den 1.1x Reddy–

MixTM PCR Master Mix und die Primer enthaltend angesetzt, der homogenisiert und auf die 

cDNA-Proben verteilt wurde. Die Proben wurden dann zusammen mit dem Mastermix 

homogenisiert, auf den Boden des Reaktionsgefäßes zentrifugiert und in einen Thermocycler 

(Mastercycler gradient, Eppendorf, Germany) verbracht.  

Der Thermocycler wurde wie folgt programmiert: Initiale Denaturierung 94°C für 3min, 35 

Reaktionszyklen mit jeweils Denaturierung 94°C für 45sec, Annealing für 45sec, Elongation 

72°C für 45sec, eine finale Extension bei 72°C für 7min, anschließend Herunterkühlen des 

PCR-Produktes auf 4°C. Bei dem Annealing-Schritt wurde die Gradienten-Funktion des 

Thermocyclers verwendet. Die Einstellung wurde für jedes Primerpaar separat gewählt. Zur 

elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikationsprodukte wurde ein 1,5%iges 

Agarosegel, das mit Ethidiumbromid gefärbt worden war, verwendet. Unter den Banden 

wurde diejenige ausgewählt, die noch ein gutes Amplifikat mit höchst möglicher Temperatur 

ergab; diese Temperatur wurde dann als Annealing-Temperatur für diese Reaktion gewählt.  

Um mögliche Primer-Dimere und ungewünschte Nebenreaktionen weiter zu minimieren, 

wurden mit der ermittelten Annealing-Temperatur weitere PCR-Reaktionen mit 

Primerkonzentrationen zwischen 20pmol und 5pmol durchgeführt. Die Reaktionsansätze 
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setzten sich aus 17µl 1.1x Reddy–MixTM PCR Master Mix (ABgene, Hamburg, Germany), je 

1µl forward- und reverse-Primer (in verschiedenen Konzentrationen) und 1µl cDNA 

zusammen. Die Proben wurden dann zusammen mit dem 1.1x Reddy–MixTM PCR Master 

Mix und den Primern homogenisiert, auf den Boden des Reaktionsgefäßes zentrifugiert und in 

einen Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Germany) verbracht. Eine Übersicht 

über die Programme ist in Tabelle  3-2 dargestellt. 

Die optimale Primerkonzentration wurde so gewählt, dass genügend Primer für die 

Amplifikationen vorhanden waren, aber möglichst wenige überschüssig: immer diejenige 

Bande wurde ausgewählt, die gerade noch kein schwächeres Amplifikat zeigte.  

Die ermittelten optimalen Primerkonzentrationen sind: Für β-Actin, C3, IL-1β1, iNOS und 

TGF-β jeweils 10pmol F/R-Primer, für Arginase-2 und COX-2 jeweils 15pmol F/R-Primer 

und für IL-1β2 20pmol F/R-Primer. 
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Tabelle  3-2 Übersicht über die gewählten Programme für alle Primerpaare im Thermocycler bei der qualitativen 
PCR. 

Zielgen Denaturierung Annealing Elongation Anzahl der 

Zyklen 

β-Actin 95 °C/ 3 min - - 1 

 94 °C/ 45sec  58,0 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

Arginase-2 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45sec  64,6 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

C3 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45sec  60,5 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

COX-2 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45 sec  64,7 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

IL-1β1 95 °C / 3 min - - 1 

 95 °C / 45 sec  63,1 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

IL-1β2 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45 sec  62,4 °C/ 45sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

iNOS 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45sec  65,0 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 

TGF-β 95 °C/ 3 min - - 1 

 95 °C/ 45 sec  65,0 °C/ 45 sec  72 °C/ 45 sec  35 

 - - 72 °C/ 7 min 1 
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3.2.10 Klonierung der Amplifikate 

Die Mengen exprimierter RNA waren bis auf β-Actin, das ja als Referenzgen bei der real-

time RT-PCR agieren sollte, zu gering, um für die Standardkurve eine 10-fache 

Verdünnungsreihe über 5-7 logarithmische Stufen herzustellen. Aus diesem Grund wurden 

die Amplifikate von Arginase-2, COX-2, C3, IL-1β1, IL-1β2, iNOS und TGF-β kloniert. 

Das Amplifikat wurde nach der Elektrophorese jeweils vorsichtig mit einem sterilen Skalpell 

aus dem Agarosegel herausgeschnitten und mit dem MinEluteTM Gel Extraction Kit 

(QIAGEN, Hilden, Germany) exakt nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt und 

anschließend unverzüglich auf Eis gestellt.  

Die Klonierungsreaktionen wurden mit dem TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen Corporation, 

Groningen, The Netherlands) durchgeführt. Dazu wurden, nach den Anweisungen des 

Herstellers, 4µl jedes Amplicons in den TA cloning vector pCR® 4 ligiert und in chemisch 

kompetente Escherichia coli (im Kit enthalten) transformiert. Die Bakterien wurden auf LB-

Kanamycin-Agar Platten (LB-Agar-Pulver, Applichem GmbH, Darmstadt, Germany; 

Kanamycin, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), die mit X-Gal (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Germany) und DMF (N,N-Dimethylformamid, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

behandelt waren, ausgestrichen und bei 37°C über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am 

nächsten Tag wurden die weißen Kolonien (blue/white-screening), die den Vektor enthalten 

sollten, gepickt und in LB-Medium (LB-Pulvermedium, Applichem GmbH, Darmstadt, 

Germany), das Kanamycin enthielt, über Nacht bei 37°C kultiviert. Nach einer Inkubation 

von ca. 18-24 Stunden wurde mittels Spektrophotometrie (Biophotometer, Eppendorf, 

Hamburg, Germany) der OD600-Wert bestimmt.  

Aus Kulturen, die einen OD600 zwischen 2.0 und 4.0 aufwiesen, wurde die Plasmid-DNA mit 

dem FastPlasmid Mini Kit (Eppendorf, Hamburg, Germany) nach den Angaben des 

Herstellers aufgereinigt. Die Plasmide wurden mittels qualitativer PCR mit den Primern für 

die real-time RT-PCR (siehe  3.2.8 und  3.2.9) und der Gelelektrophorese überprüft, ob sie das 

gewünschte Amplifikat enthielten. Die Plasmide wurden dann bei –20°C im Gefrierfach 

separat aufbewahrt. 
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3.2.11 Schneiden der Plasmide mit Restriktionsenzymen 

Um „supercoiled“-Formen der Plasmid-DNA zu verhindern, die insbesondere bei der real-

time RT-PCR negativen Einfluss auf die Amplifikationseffizienz hätten, wurden die Plasmide 

mit einem jeweils passenden Restriktionsenzym, das den TA cloning vector pCR® 4 nur 

einmal schneidet, inkubiert.  

Für die Plasmide, die Amplifikate von Arginase-2, C3, COX-2, IL-1β2, iNOS oder TGF-β 

enthielten, war es das Restriktionsenzym Nco I (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). 

Der 10µl-Reaktionsansatz bestand aus: 1µl 1xNE Buffer 4, 0,15µl Restriktionsenzym Nco I, 

1µg Plasmid-DNA und sterilem Wasser, mit dem der Ansatz auf 10µl aufgefüllt wurde. Der 

Ansatz wurde dann 1 Stunde bei 37°C, anschließend 20min bei 60°C inkubiert. Das Plasmid 

mit dem Amplifikat von IL-1β1 konnte mit dem Restriktionsenzym Sca I (New England 

BioLabs, Ipswich, MA, USA) geschnitten werden. Der 10µl-Reaktionsansatz bestand aus: 1µl 

1xNE Buffer 3, 0,15µl Restriktionsenzym Sca I, 1µg Plasmid-DNA und sterilem Wasser, mit 

dem der Ansatz auf 10µl aufgefüllt wurde. Der Ansatz wurde dann 1,5 Stunden bei 37°C, 

anschließend 20min bei 80°C inkubiert. 

Der Ansatz wurde, nach abgeschlossenem Restriktionsenzym-Verdau, mit dem MinEluteTM 

Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) nach den Angaben des Herstellers für 

Aufreinigung direkt aus dem PCR-Produkt aufgereinigt und anschließend unverzüglich auf 

Eis gestellt. Die aufgereinigten, geschnittenen Plasmide wurden dann unverzüglich zur 

Herstellung der Verdünnungsreihen verwendet, das übrige Material bei –20°C separiert von 

anderen Proben aufbewahrt. 

3.2.12 Relative Quantifizierung mittels real-time RT-PCR 

Die relative Quantifizierung der Genexpression verschiedener Zielgene wurde mittels real-

time RT-PCR unter Verwendung des MyiQTM Single-Color Real-Time PCR Detection 

Systems (Bio-Rad, Germany) durchgeführt.  

Um die Effizienz der PCR-Reaktionen zu erfassen, ist die Erstellung einer Standardkurve für 

jedes Gen eine gängige Methode. Für die Standardkurve jedes Gens wurde eine 10-fache 

Verdünnungsreihe angesetzt. Zum Verdünnen der cDNA wurde EB-Buffer (QIAGEN, 

Hilden, Germany) verwendet. Die Standardreihe wurde in Triplikaten analysiert, um so die 

Amplifikationsrate bei unterschiedlichen Konzentrationen zu vergleichen. Die Effizienz E der 

Reaktion lässt sich dann aus der Steigung der Standardkurve („slope“) nach der Formel  



Methoden Material und Methoden 

 
- 49 - 

E=10-1/slope berechnen. Die Effizienz ist optimal, wenn sich die Anzahl der Amplifikate bei 

jedem Zyklus verdoppelt; sie sollte sich auf jeden Fall zwischen 85 und 100% bewegen.  

Der Pipettieransatz für die Standardreihe wurde in Reaktionsvolumina von 25µl angesetzt und 

enthielt 12,5µl iQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Germany), 1,25µl forward/ reverse-

Primer (in den unter  3.2.9 ermittelten Konzentrationen) und 10µl der cDNA in verschiedenen 

Konzentrationen aus der Verdünnungsreihe. Für die Verdünnungsreihe des Referenzgenes β-

Actin wurde als Anfangskonzentration 1µg cDNA eingesetzt. Für die anderen 

Verdünnungsreihen wurden die jeweiligen Plasmide eingesetzt, da diese Gene für eine 10-

fache Verdünnungsreihe über mehrere logarithmische Stufen nicht genügend exprimiert 

wurden. Bei den Plasmiden lag die Anfangskonzentration deutlich niedriger. Da im Verlauf 

des Pipettierens Volumen v.a. durch Adsorption der Reaktionslösung an den Einmalspitzen 

der Pipetten verloren ging, war es notwendig die 3,5-fache Menge des Pipettieransatzes für 

die Triplikate zu erstellen. Zuerst wurde eine Stammlösung aus iQTM SYBR® Green Supermix 

und den forward/ reverse-Primern hergestellt, dies wurde dann zu der 3,5-fachen Menge 

cDNA/ Plasmid gegeben, homogenisiert und auf den Boden des Tubes zentrifugiert. Aus dem 

jeweiligen Tube wurden die Triplikate in die 96-well-Lochplatte (iQ 96-Well PCR Plates, 

Bio-Rad, Germany) pipettiert, um in jedem well exakt die gleiche Menge der Komponenten 

zu haben. Die 96-well-Lochplatten, wurden anschließend mit einer transparenten Klebefolie 

verschlossen (Microseal® ’B’Film, Bio-Rad, Germany) und unverzüglich die real-time RT-

PCR im MyiQTM Single-Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Germany) 

durchgeführt. 

Bei den ersten Läufen konnte festgestellt werden, dass zum Teil eine Zeit von 20 sec bei 

Denaturierung, Annealing und Elongation in den Zyklen ausreichend war. Die Zahl der 

Zyklen wurde auf 40 erhöht; eine Elongation nach Abschluss der Zyklen war nicht nötig. Zur 

Verifizierung der spezifischen Amplifikation diente jeweils eine Schmelzkurve im Anschluss 

an die PCR. Zur Überprüfung der Reaktionen waren bei jedem Lauf Negativkontrollen ohne 

cDNA vorhanden. 

Die endgültigen Standardkurven sind im Ergebnisteil unter  4.1 zu finden. Die ermittelten 

Effizienzen lagen bei 96,1% für β-Actin, 94,4% für Arginase II, 93,4% für C3, 97,7% für 

COX-2, 89,4% für IL-1β1, 96,2% für IL-1β2, 92,8% für iNOS and 98,2% für TGF-β.  

Die real-time RT-PCR-Reaktionen der Proben wurden als Duplikate angesetzt. Da auch hier 

Verluste beim Pipettieren entstanden, wurde jeweils die 2,5-fache Menge verwendet. Beim 

Pipettieren wurde in gleicher Weise wie bei den Standardreihen verfahren. Die PCR-

Reaktionen wurden in 25µl-Volumina/well ausgeführt, darin enthalten: 1µg Proben-cDNA 
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auf 10µl mit EB-Buffer (QIAGEN, Hilden, Germany) aufgefüllt, 1,25µl forward/reverse-

Primer (β-Actin, C3, IL-1β1, iNOS und TGF-β jeweils 10pmol F/R-Primer; Arg-2 und COX-

2 jeweils 15pmol F/R-Primer und IL-1β2 20pmol F/R-Primer) und 12,5µl iQTM SYBR® 

Green Supermix (Bio-Rad, Germany). Zur Überprüfung der Reaktionen waren bei jedem 

Lauf Negativkontrollen vorhanden. 

Die Protokolle für die real-time RT-PCR sind in Tabelle  3-3 und Tabelle  3-4 aufgeführt.  

β-Actin diente zur Normalisierung der verschiedenen Gene. Die Werte der threshold cycles 

wurden den Annealing-Schritten entnommen. Die relative Expression der Proben wurden mit 

dem Gene Expression Analysis for iCycler iQ® Real-Time PCR Detection System (v1.10-

©2004, Bio-Rad, Germany) berechnet, das auf den Algorithmen von Vandesompele et al. 

(2002) basiert. 

 

Tabelle  3-3 Temperaturprogramm der real-time RT-PCR für β-Actin mit anschließender Schmelzkurvenanalyse 

Ab- 

schnitt 

Wieder-

holungen 

Schritt Dauer 

(min:sec) 

Temperatur- 

endpunkt 

(°C) 

Halten Schmelz

-kurve 

Temperatur-

steigerung 

(°C) 

1 1 1 03:00 95    

2 35 1 00:45 94    

  2 00:45 58    

  3 00:45 72    

3 1 1 01:00 95    

4 1 1 01:00 55    

5 90 1 00:10 55   0,5 

6 1 1  20    
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Tabelle  3-4 Temperaturprogramm der real-time RT-PCR für Arg-2, C3, COX-2, IL-1β1, IL-1β2, iNOS und 
TGF-β mit anschließender Schmelzkurvenanalyse. 

Ab-

schnitt 

Wieder-

holungen 

Schritt Dauer 

(min:sec) 

Temperatur- 

endpunkt 

(°C) 

Halten Schmelz

-kurve 

Temperatur-

steigerung 

(°C) 

1 1 1 03:00 95    

2 40 1 00:20 95    

  2 00:20 *    

  3 00:20 72    

3 1 1 01:00 95    

4 1 1 01:00 55    

5 90 1 00:10 55   0,5 

6 1 1  20    

* spezifische Annealing-Temperatur (Abschnitt 2, Schritt 2) für die Zielgene:  

   Arg-2:  64,6°C;    C3:       60,5°C;    COX-2:  64,7°C;    IL-1β1:  63,1°C;    IL-1β2:  62,4°C 

   iNOS:  65,0°C;    TGF-β: 65,0°C 
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4 Ergebnisse 

4.1 Standardisierung der Reaktionen für die real-time RT-PCR 

Bis auf die Primer für iNOS und β-Actin (Sigh et al. 2004a), die übernommen werden 

konnten, wurden alle Primer mit, für die real-time PCR geeigneten Eigenschaften konstruiert. 

Die Sequenzen aller verwendeten Primerpaare finden sich in Tabelle  3-1. Vor dem ersten 

Einsatz in der real time-PCR wurden die Protokolle, mit ihnen die benötigten Zeiten für die 

einzelnen Schritte und die verwendeten Temperaturen, sowie die eingesetzte Primermenge für 

jedes Primerpaar einzeln unter Verwendung der qualitativen PCR optimiert. Zur Optimierung 

der Annealing-Temperaturen wurden verschiedene Temperaturgradienten getestet; 

anschließend wurde die benötigte Menge von in die Reaktion einzusetzendem Primer mittels 

Verdünnungsreihen ermittelt. Die optimalen Primerkonzentrationen für die durchgeführten 

Reaktionen sind für β-Actin, C3, IL-1β1, iNOS und TGF-β jeweils 10pmol F/R-Primer, für 

Arginase-2 und COX-2 jeweils 15pmol F/R-Primer und für IL-1β2 20pmol F/R-Primer. Die 

Protokolle finden sich in Kapitel  3.2.12. 

Die endgültigen Programme mit anschließender Schmelzkurvenanalyse für den Einsatz im 

MyiQTM Single-Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Germany) sind in Tabelle 

 3-3 und Tabelle  3-4 aufgeführt. 

Die Standardisierung der PCR-Reaktionen spielt in der real-time RT-PCR eine wichtige 

Rolle. Eine gängige Methode ist die Erstellung einer Standardkurve für jedes zu 

untersuchende Gen. Mit der Standardkurve kann die Effizienz der PCR-Reaktionen ermittelt 

werden, die zwischen 85 und 100% liegen sollte. Für die Erstellung dieser Kurve wurde eine 

10-fache Verdünnungsreihe der cDNA einer Probe angesetzt.  

Von β-Actin, das als Referenzgen zur Normalisierung der Proben herangezogen wurde, war in 

1µg cDNA genügend Material für eine 10-fache Verdünnungsreihe über mindestens 5 

logarithmische Stufen vorhanden. Die Ergebnisse der Standardisierung für β-Actin sind in 

Abbildung  4-1 dargestellt. Es wurden Amplifikationsreaktionen über 6 logarithmische Stufen 

erstellt. Der von der Software des MyiQTM Single-Color Real-Time PCR Detection Systems 

(Bio-Rad, Germany) berechnete Schwellenwert in den Amplifikationsreaktionen lag bei 

116,2. Die Steigung der Standardkurve („slope“) betrug –3,42 und der Korrelationskoeffizient 

0,999. Für β-Actin ergab sich eine Effizienz der PCR-Reaktionen von 96,1%.  
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 Step 3 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-1 β-Actin: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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Zur Ermittlung der Spezifität der Amplifikationsprodukte wurde direkt im Anschluss ein 

Thermoprotokoll zur Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Der Peak für β-Actin liegt bei 

90,0°C.  

Für die Verdünnungsreihen der anderen Gene musste ein in der qualitativen PCR erhaltenes 

Amplifikat kloniert werden, da, wie sich herausstellte, in 1µg cDNA nicht genügend 

Abschriften dieser Gene vorhanden waren. In qualitativen PCR-Reaktionen und unter 

Verwendung von Gelelektrophorese wurde überprüft, ob die aufgereinigten Plasmide das 

erwartete Insert enthielten. Um „supercoiled“-Formen zu vermeiden, die die 

Amplifikationsreaktionen bei der real-time RT-PCR behindern würden, wurden die einzelnen 

Plasmide mit einem passenden Restriktionsenzym einmal ausserhalb des Inserts geschnitten 

und damit linearisiert. Die in den Verdünnungsreihen eingesetzte Menge an Plasmid war 

deutlich geringer als bei der cDNA der Verdünnungsreihe für β-Actin. 

Für Arginase-2 (siehe Abbildung  4-2) wurden Amplifikationsreaktionen über 6 

logarithmische Stufen hergestellt; der Schwellenwert wurde bei 114,6 festgelegt. Die 

Standardkurve hatte eine Steigung von –3,465 und einen Korrelationskoeffizienten von 0,999. 

Die Effizienz der PCR-Reaktionen liegt bei 94,4%. In der anschließenden 

Schmelzkurvenanalyse lag der Peak bei 87,5°C. 

Ebenfalls über 6 logarithmische Stufen ging die Amplifikation von C3 (siehe Abbildung  4-3), 

mit einem berechneten Schwellenwert von 119,3. Eine Effizienz von 93,4% wurde für C3 

unter Verwendung der Standardkurve, mit einer Steigung von –3,490 und einem 

Korrelationskoeffizienten von 0,998, festgestellt. Der Peak der Schmelzkurve lag bei 83°C. 

Die gleiche Anzahl an Verdünnungsstufen wurde bei den Amplifikationsreaktionen für COX-

2 (siehe Abbildung  4-4) verwendet; der Schwellenwert lag bei 167,4. Die Standardkurve 

weist eine Steigung von –3,359 und einen Korrelationskoeffizienten von 1,0 auf; es ergibt 

sich eine Effizienz von 98,5%. Der Peak der Schmelzkurve liegt bei 82°C. 

Bei IL-1β1 (siehe Abbildung  4-5) erfolgte die Amplifikation ebenfalls über 6 logarithmische 

Stufen, mit einem berechneten Schwellenwert von 16,9. Die Standardkurve ergab eine 

Effizienz von 91,6%, mit einer Steigung von –3,542 und einem Korrelationskoeffizienten von 

0,997. Der Schmelzpunkt lag bei 86,0°C.  

Mit 7 logarithmischen Stufen in der Amplifikation und einem ermittelten Schwellenwert von 

224,3, wurde die Standardkurve von IL-1β2 erstellt (siehe Abbildung  4-6). Die Effizienz 

betrug 96,2%, die Steigung –3,416 und der Korrelationskoeffizient 0,999; der Peak für die 

Schmelztemperatur lag bei 86,0°C. 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 Step 3 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-2 Arginase-2: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen 

der Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: 

Zyklen). B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. 

Schmelzkurvenprofil (y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-3 C3: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-4 COX-2: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 Step 3 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-5 IL-1β1: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 



Standardisierung der Reaktionen für die real-time RT-PCR Ergebnisse 

 
- 59 - 

A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 Step 3 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-6 IL-1β2: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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In Abbildung  4-7 ist die Standardisierung von iNOS dargestellt. Mit nur 5 logarithmischen 

Stufen in den Amplifikationsreaktionen und einem Schwellenwert von 142,9, liegt die 

Effizienz bei 92,8%. Die Standardkurve verzeichnet eine Steigung von –3,507 und einen 

Korrelationskoeffizienten von 0,996. Der Schmelzpunkt von iNOS war in dem Peak bei 

84,5°C feststellbar. 

Die Effizienz der PCR-Reaktionen liegt bei TGF-β (siehe Abbildung  4-8) bei 98,2% mit einer 

Steigung der Standardkurve von –3,367 und einem Korrelationskoeffizienten von 0,999. Die 

Amplifikationsreaktionen wurden über 6 logarithmische Stufen erstellt, der Schwellenwert 

wurde zu 218,9 bestimmt. Die Schmelzkurvenanalyse ergab einen Peak bei 84,5°C. 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-7 iNOS: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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A. PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490 Step 3 

 

B. Standard Curve Graph for SYBR-490 Step 3 

 

C. Melt Curve Graph for SYBR-490 

 

Abbildung  4-8 TGF-β: A. Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen der 

Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: Zyklen). 

B. Standardkurve (y-Achse: Schwellenwertzyklus; x-Achse: Log der Startmenge (µg)). C. Schmelzkurvenprofil 

(y-Achse: -d(RFU)/dT; x-Achse: Temperatur (°C)). 
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4.2 Relative Quantifizierung 

In der vorliegenden Arbeit wurde bei zwei unterschiedlich empfänglichen 

Regenbogenforellen-Linien (H und T) der Verlauf der Expression von sieben 

immunregulatorischen Genen, nämlich von Arginase-2, dem Komplementfaktor C3, 

Cyclooxigenase-2 (COX-2), zwei Isoformen von Interleukin-1β (IL-1β1 und IL-1β2), der 

induzierbaren NO-Synthase und dem Transforming-Growth-Faktor-β (TGF-β), nach der 

Infektion mit Myxobolus cerebralis über einen Zeitraum von 200 Tagen mittels real-time RT-

PCR zur relativen Quantifizierung, untersucht. Es wurden zu vorher bestimmten 

Entnahmezeitpunkten, nach 5 und 30 Minuten (min), 1, 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden (h), 4, 6, 8, 

20, 40, 60, 120 und 200 Tagen (d) nach der Exposition (p.exp.) mit M. cerebralis, 

Gewebeproben entnommen. 

Von jeder Forelle wurde eine Poolprobe aus Haut, Muskel und Knorpelgewebe untersucht. β-

Actin diente jeweils als Referenzgen zur Normalisierung der Expression der untersuchten 

Gene.  

In allen Gruppen, den infizierten Regenbogenforellen beider Linien und den jeweiligen 

Kontrollgruppen, konnte eine Expression aller untersuchten Gene festgestellt werden.  

Die Ergebnisse werden im Folgenden erläutert. 

4.2.1 Arginase-2 

Zum Zeitpunkt 5min p.exp. bewegt sich die relative Expression von Arginase-2 (siehe 

Abbildung  4-9) von allen vier untersuchten Gruppen auf einem niedrigen Level und es kann 

kein Unterschied in der Regulation der Genexpression zwischen ihnen festgestellt werden, 

außer dass die Expression beider T-Gruppen geringgradig über der der Gruppen H zu liegen 

scheint. Aber bereits 25min später zum Entnahmepunkt 30min p.exp. kann ein Anstieg der 

Expression der infizierten Fische der empfänglichen Linie T festgestellt werden, während sich 

die Expression der anderen Gruppen nicht verändert; die infizierten Fische der Linie H zeigen 

keine Reaktion. Das gleiche Muster wird zu allen Zeitpunkten bis 48h p.exp. beobachtet: Die 

infizierten T-Forellen zeigen im Vergleich zu ihren nicht infizierten Kontrollen und zu der 

infizierten H-Gruppe eine deutliche Hochregulierung mit einem Expressionsmaximum bei 

24h p.exp.. Die infizierten Fische der Linie H zeigen in diesem Abschnitt keine Veränderung 

der Expression von Arginase-2. Nach 4d p.exp. bis 20d p.exp. ist die Expression von allen 

Gruppen auf ähnlich niedrigem Niveau; es können keine deutlichen Unterschiede, weder 
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zwischen den Kontrollen und den infizierten Fischen, noch zwischen beiden Linien gefunden 

werden, nur scheint die mittlere Expression der infizierten Gruppen in der Tendenz etwas 

niedriger als die, ihrer nicht infizierten Kontrollgruppen, zu liegen. Nach 40d p.exp. zeigt 

jedoch wiederum die Gruppe der infizierten T-Forellen einen deutlichen Anstieg der 

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur infizierten H-Gruppe, die wieder 

tendenziell eine herunterregulierte Expression im Vergleich zu der ihrer Kontrollgruppe 

aufweist. Die Expressionen 60d p.exp. und 120d p.exp. sind wieder vergleichbar: Die 

infizierte T-Gruppe ist wieder auf das Level ihrer Kontrollgruppe zurückgekehrt, so dass in 

der Linie T kein Unterschied detektierbar ist, jedoch zeigt die Kontrollgruppe der Linie H 

einen deutlichen Anstieg der Expression von Arginase-2. Nach 200d p.exp. befinden sich alle 

vier Gruppen wieder auf einem niedrigen Expressionslevel; Arginase-2 der infizierten 

Gruppen ist tendenziell niedriger exprimiert. 
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4.2.2 Komplementfaktor C3 

Bei der Expression des Komplementfaktors C3 (siehe Abbildung  4-10) zeigen die einzelnen 

Fische einer Gruppe oft große Unterschiede in der Expression in beiden Gruppen mit 

infizierten Regenbogenforellen. Bis 2h nach der Exposition der Forellen mit M.cerebralis ist 

kein deutlicher Unterschied zwischen den infizierten Fischen beider Linien und ihren 

Kontrollgruppen, sowie zwischen beiden Linien erkennbar; lediglich die Expression der 

infizierten T-Fische ist verglichen mit der Kontrollgruppe tendenziell herunterreguliert. Der 

einzige Unterschied 4h p.exp. zu den vorherigen Zeitpunkten liegt in einer tendenziell 

leichten Steigerung der Expression von C3 bei den infizierten Fischen der Gruppe H 

verglichen mit der Kontrollgruppe. Nach 8h p.exp. zeichnet sich im Mittel ein deutlicher 

Anstieg der Expression bei der Gruppe der infizierten H-Forellen ab; die Expression der 

anderen drei Gruppen bleibt im Vergleich zu den vorangegangenen Zeitpunkten unverändert. 

Nach 24h und 48h p.exp. liegt die Expression der infizierten H-Gruppe wieder auf dem 

niedrigen Niveau der Kontrollgruppen, während nun die Expression der infizierten Gruppe T 

im Mittel deutlich ansteigt. Beide Gruppen mit infizierten Fischen (H und T) zeigen 4d p.exp. 

einen deutlichen Anstieg der Expression von C3 im Vergleich zu ihrer jeweiligen 

Kontrollgruppe. Zu dem Entnahmezeitpunkt 6d p.exp. kann keine klare Aussage getroffen 

werden, lediglich die Expression der infizierten Gruppe H liegt im Mittel über der Expression 

der infizierten Gruppe T. Nach 8d p.exp. sind keine Expressionsunterschiede zwischen den 

Gruppen erkennbar. Nach 20d p.exp. lässt sich bei den Gruppen der Linie H keine 

unterschiedliche Expression feststellen, die Expression der infizierten Gruppe T verglichen 

mit der Kontrollgruppe ist herunterreguliert. Nach 40d p.exp. ist die mittlere Expression der 

infizierten Gruppe H im Vergleich mit der Kontrollgruppe etwas nach oben reguliert und liegt 

damit auch höher als die Expression von C3 bei der infizierten Gruppe T; die infizierte 

Gruppe T ist im Vergleich mit ihrer Kontrollgruppe immer noch herunter reguliert. Zwischen 

den Gruppen ist 60d p.exp. kein Unterschied in der Expression sichtbar; alle liegen auf dem 

gleichen niedrigen Level. Nach 120d p.exp. wird bei der Expression von C3 in der infizierten 

Gruppe H ein Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt; bei den zwei Gruppen der 

Linie T kann kein Unterschied beobachtet werden. Nach 200d p.exp. scheint lediglich die 

Expression der infizierten Gruppe H tendenziell ein wenig höher als die Expression der 

infizierten Gruppe T zu liegen. 
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4.2.3 Cyclooxigenase-2 

Die relative Expression von COX-2 (siehe Abbildung  4-11) ist bei den infizierten 

Regenbogenforellen der Linie H, verglichen mit den Kontrolltieren dieser Linie, 30min, 1h 

und 2h nach der Exposition mit dem Parasiten erhöht. Das Maximum liegt bei 1h p.exp. Eine 

deutlich höhere Expression als bei den infizierten Fischen der Linie H und den Linie T 

Kontrollfischen, kann bei den infizierten Forellen der Linie T von 5min p.exp. bis 8h p.exp. 

gefunden werden. Die höchste Expression liegt bei 5min p.exp., mit abfallender Tendenz bis 

24h p.exp. Die COX-2 Gene aller vier Gruppen werden 24h p.exp. auf einem niedrigen Level 

exprimiert, wobei die Werte der infizierten Fische beider Linien geringgradig höher liegen. 

Die infizierten H-Forellen zeigen nach 48h keine Reaktion im Vergleich zu ihrer 

Kontrollgruppe, während die Expression der infizierten Fische der Linie T im Vergleich zu 

der nicht infizierten Kontrollgruppe leicht nach unten reguliert ist. Die Expression von COX-

2 der infizierten Fische der Linie T ist 4d p.exp. im Vergleich zu der Kontrollgruppe nach 

oben reguliert, es ist jedoch kein Unterschied zu den Forellen der H-Linie beider Gruppen zu 

erkennen. Zum Entnahmezeitpunkt 6d p.exp. ist bei den Gruppen der Linie H kein 

Unterschied im Vergleich zu 4d p.exp. feststellbar, die Expression beider T-Gruppen ist etwas 

nach oben reguliert; zwischen infizierten T-Forellen und den nicht infizierten Kontrolltieren 

kann jedoch keine unterschiedliche Regulation beobachtet werden. Die Expression der 

infizierten Forellen der Linie H ist 8d p.exp. deutlich hochreguliert im Vergleich zu allen 

anderen Gruppen, die sich auf einem sehr niedrigen Level bewegen. Ein ähnliches Bild zeigt 

sich 20d p.exp., nur ist die relative Expression der infizierten Gruppe H etwas niedriger. Zu 

den Entnahmezeitpunkten 40d und 60d p.exp. zeigen beide infizierten Gruppen keine 

Regulationsunterschiede zu ihren Kontrollen; die relative Expression der Linie H liegt etwas 

höher als die der Linie T. Bei der infizierten H-Gruppe wird 120d p.exp. eine deutliche 

Hochregulierung der Expression im Vergleich zu allen anderen Gruppen gefunden, die sich 

auf dem gleichen Level wie bei den beiden vorherigen Zeitpunkten bewegen. Nach 200d nach 

der Exposition kehrt dieser Wert auf das Niveau der Kontrollgruppe zurück; die infizierten 

Fische der Linie T haben eine leicht höhere Expression als die Kontrollgruppe. 
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4.2.4 Interleukin-1β1 

Der Verlauf der Expression von IL-1β1 ist in Abbildung  4-12 dargestellt. Schon 5min p.exp. 

ist ein deutlicher Anstieg der Expression von IL-1β1 der infizierten Gruppe T gegenüber der 

Kontrollgruppe und der infizierten Gruppe der Linie H zu beobachten. Bei der infizierten 

Gruppe H kann jedoch kein deutlicher Anstieg der Expression, verglichen mit der 

Kontrollgruppe, beobachtet werden. Eine deutliche Hochregulierung der Expression in der 

infizierten Gruppe T, gegenüber der Kontrollgruppe und der infizierten Gruppe H, zeigt sich 

zu allen Entnahmezeitpunkten bis 4d p.exp. mit Ausnahme bei 24h p.exp., wo der Anstieg 

eher moderat erscheint. Die Expressionsmaxima liegen zwischen 1h und 8h p.exp. und bei 4d 

p.exp. Bei der Gruppe mit den infizierten Fischen der Linie H kann ein Anstieg der 

Expression gegenüber der Kontrollgruppe von 30min p.exp. bis 4h p.exp. festgestellt werden. 

Das Expressionsmaximum liegt bei 1h p.exp., jedoch liegen alle Werte unter den 

Expressionswerten der infizierten Gruppe T. Nach 8h p.exp. ist kein Unterschied zu der 

Kontrollgruppe zu erkennen. Nach 24h und 48h p.exp. steigt die Expression in der infizierten 

Gruppe H zum 48h-Entnahmezeitpunkt wieder leicht an. Nach 4d p.exp. ist kein Unterschied 

der Expression von IL-1β1 zur Kontrollgruppe H feststellbar. Die Expression beider Gruppen 

mit infizierten Fischen (H und T) scheint 6d p.exp. im Vergleich zu der jeweiligen 

Kontrollgruppe herunterreguliert zu sein, wobei die Expression von Linie T höher liegt als die 

der Linie H. Nach 8d p.exp. ist die Expression der infizierten Gruppe H im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, die sich auf einem höheren Niveau als bei den vorangegangenen Zeitpunkten 

befindet, nach unten reguliert. Nach 20d p.exp. scheint die Expression der infizierten Gruppe 

H gegenüber der Kontrollgruppe immer noch etwas herunter reguliert zu sein, während bei 

den Gruppen der Linie T keine Tendenz erkennbar ist. Die Expression der infizierten Gruppe 

H liegt bei 40d p.exp. etwas höher als bei der Kontrollgruppe und bei der infizierten Gruppe 

T, die eine niedrigere Expression als ihre Kontrollgruppe aufweist. Nach 60d p.exp. ist die 

Expression von IL-1β1 bei der Kontrollgruppe der Linie H deutlich nach oben reguliert. Bei 

der Linie T ist die Expression der infizierten Gruppe, verglichen mit der Kontrollgruppe, nach 

unten reguliert. Nach 120d p.exp. ist kein Unterschied in der Expression zwischen den 

Gruppen feststellbar; nach 200d p.exp. ist lediglich die Expression der infizierten Gruppe T 

tendenziell herunter reguliert.  
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4.2.5 Interleukin-1β2 

Der Verlauf der Expression von IL-1β2 (siehe Abbildung  4-13) verhält sich insgesamt 

ähnlich zum Verlauf der Expression von IL-1β1. Bereits nach 5min p.exp. ist ein deutlicher 

Anstieg der Expression von IL-1β2 in der infizierten Gruppe T zu erkennen, während der 

Anstieg der Expression bei der infizierten Gruppe H im Vergleich zur Kontrollgruppe etwas 

niedriger ist. Von 5min p.exp. bis 4d p.exp. kann eine deutliche Expressionssteigerung bei der 

infizierten Gruppe T gegenüber der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Werte liegen 

auch immer über denen der infizierten Gruppe H (Ausnahme: 1h p.exp.). Die Expression von 

IL-1β2 in der infizierten Gruppe H ist von 5min bis 4h p.exp. im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe gesteigert, mit einem Maximum zwischen 30min und 2h p.exp.. Nach 8h 

p.exp. scheint die Expression der infizierten Gruppe der Linie H niedriger zu sein, als bei der 

Kontrollgruppe. Von 24h p.exp. bis 6d p.exp. ist die Expression der infizierten Gruppe H 

gegenüber der Kontrollgruppe hochreguliert mit einem Maximum zwischen 48h und 4d 

p.exp.; die Werte liegen bis 4d p.exp. jedoch niedriger als bei den infizierten Fischen der 

Gruppe T. Nach 6d p.exp. kann keine Veränderung der Genexpression bei der Linie T 

festgestellt werden. Die infizierten Gruppen beider Linien zeigen 8d p.exp. keine 

Abweichung im Vergleich mit ihrer Kontrollgruppe, jedoch hat die Linie H eine höhere 

Expression als die Linie T. Nach 20d p.exp. sind keine deutlichen Unterschiede erkennbar. 

Nach 40d p.exp. ist die Expression der infizierten Gruppe H verglichen mit der 

Kontrollgruppe herunterreguliert, aber höher als die Expression beider Gruppen der Linie T, 

bei denen keine Unterschiede beobachtet werden können. Die Expression nach 60d p.exp. 

verhält sich ähnlich: die infizierte Gruppe H ist herunterreguliert, aber auf einem Level mit 

beiden Gruppen der Linie T. Nach 120d p.exp. zeigt die Expression in der infizierten Gruppe 

H eine leicht steigende Tendenz, nach 200d p.exp. die der infizierten Gruppe T; bei der 

jeweils anderen Linie ist keine Regulation zu beobachten.  
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4.2.6 Induzierbare NO-Synthase 

Die bei weitem auffälligsten Unterschiede der untersuchten Gene in der Expression sind bei 

der induzierbaren NO-Synthase zu beobachten (siehe Abbildung  4-14). Nach 5min p.exp. 

kann keine Veränderung der Expression bei den zwei infizierten Gruppen (H und T) gefunden 

werden. Die Expression der infizierten Gruppe H scheint von 30min p.exp. bis 4h p.exp. 

gegenüber der Kontrollgruppe angestiegen zu sein. Zugleich ist bei der infizierten Gruppe T 

nach 30min p.exp. und nach 4h p.exp. kein Unterschied zu der Kontrollgruppe feststellbar; 1h 

und 2h p.exp. erscheint sie im Vergleich zur Kontrollgruppe etwas herunterreguliert. Nach 8h 

p.exp. ist die Expression der infizierten Gruppe der Linie H gegenüber der Kontrollgruppe 

erniedrigt, während bei der Linie T keine Veränderung beobachtet wird. Die Expression von 

iNOS ist nach 24h p.exp. bei der Linie H unverändert; bei der Linie T kann aufgrund der 

Standardabweichung keine genaue Aussage getroffen werden, jedoch scheint die infizierte 

Gruppe verglichen mit der Kontrolle im Mittel eine geringere Expression zu haben. Nach 48h 

p.exp. ist die Expression bei der infizierten Gruppe H gegenüber der Kontrollgruppe deutlich 

gesteigert; die Expression bei der Linie T verhält sich ähnlich wie nach 24h p.exp., nur dass 

die relative Expression insgesamt höher ist. Die markantesten Regulierungen der Expression 

von iNOS bei der Linie T sind 4d und 6d p.exp. zu beobachten. Während die Expression bei 

der infizierten Gruppe H keine Änderung der Expression, verglichen mit der Kontrollgruppe, 

zeigt, wird bei der infizierten Gruppe T zu beiden Zeitpunkten ein Anstieg der Expression um 

ein vielfaches der Expression der Kontrollgruppe beobachtet. Nach 8d p.exp. wird bei beiden 

infizierten Gruppen (H und T) im Vergleich mit ihren Kontrollen eine Hochregulation 

beobachtet. Dabei scheint die Expression der infizierten Gruppe T jedoch höher auszufallen. 

Die Expression der infizierten Gruppe H liegt 20d p.exp. im Mittel höher als die ihrer 

Kontrollgruppe, während bei der Linie T keine klare Veränderung der Expression erkennbar 

ist. Ein klarer Anstieg der Expression der infizierten Gruppe H zeigt sich 40d p.exp.; die 

Expression der infizierten Gruppe T ist im Gegensatz dazu, auch im Vergleich mit ihrer 

Kontrollgruppe, deutlich erniedrigt. Obwohl die Expression der infizierten Gruppe H ähnlich 

ist, wie nach 40d p.exp., erscheint sie 60d p.exp. im Vergleich mit der Kontrollgruppe 

auffallend erniedrigt, was jedoch an dem extremen Anstieg der Expression der 

Kontrollgruppe liegt. Bei der Linie T ist 60d p.exp. keine Veränderung der Expression 

festzustellen. Nach 120d p.exp. bewegt sich die Expression wieder auf einem niedrigen Level; 

bei der Expression der Linie H ist keine Veränderung der Regulation feststellbar.  
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Die Expression der infizierten Linie T scheint tendenziell höher zu liegen als die der 

Kontrollgruppe. Nach 200d p.exp. fällt die hohe relative Expression der Kontrollgruppe T im 

Vergleich zu den anderen Gruppen auf; die Expression der Linie H ist zu 120d p.exp. 

unverändert.  
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4.2.7 Transforming-Growth-Factor-β 

Die Veränderungen der relativen Expression des Transforming-Growth-Factor-β bewegen 

sich in einem relativ geringen Rahmen (siehe Abbildung  4-15). Nach 5min p.exp. zeigt sich 

bei der Expression von TGF-β der infizierten Gruppe der Linie H keine Veränderung 

verglichen mit der nicht infizierten Kontrollgruppe; die Expression der infizierten Gruppe T 

ist jedoch niedriger als die der Kontrollgruppe. Von 30min p.exp. bis 2h p.exp. exprimiert die 

infizierte Gruppe H TGF-β tendenziell höher als ihre Kontrollgruppe und als die infizierte 

Gruppe T. Die infizierte Gruppe der Linie T exprimiert TGF-β jedoch in geringerem Maße als 

die zugehörige Kontrollgruppe. Nach 4h p.exp. ist die Expression bei beiden Gruppen mit 

infizierten Fischen (H und T) gegenüber den Kontrollgruppen erniedrigt. Nach 8h p.exp. kann 

bei beiden Linien keine Regulierung von TGF-β gefunden werden. Die Expression von TGF-

β erscheint 24h p.exp. bei der infizierten Gruppe T verglichen mit der Kontrolle wiederum 

herunterreguliert; bei der Linie H kann kein Unterschied in der Expression beobachtet 

werden. Von 48h p.exp. bis 20d p.exp. ist die Expression bei der infizierten Gruppe der Linie 

H verglichen mit der Kontrollgruppe zumindest tendenziell (6d p.exp.) erhöht, mit einem 

Maximum bei 8d p.exp.. Nach 48h p.exp. ist die Expression von TGF-β der infizierten 

Gruppe T verglichen mit der Kontrollgruppe noch herunterreguliert, nach 4d p.exp. ist sie 

gegenüber sowohl der Kontrollgruppe, als auch der infizierten Gruppe H deutlich erhöht. Eine 

gesteigerte Expression ist bei der infizierten Gruppe T auch noch 6d und 8d p.exp. 

(Maximum) sichtbar, sie liegt jedoch im Mittel niedriger als die Expression der infizierten 

Gruppe H. 20d p.exp. kann kein klarer Unterschied in der Expression der Linie T festgestellt 

werden. Die Expressionen der infizierten Gruppen H und T weisen, verglichen mit der 

jeweiligen Kontrollgruppe, 40d p.exp. keinen klaren Unterschied auf. In der Tendenz wird die 

Expression der infizierten Gruppe H jedoch herunterreguliert und die der infizierten Gruppe T 

erhöht. Nach 60d p.exp. zeigt sich eine Erniedrigung der Expression bei der infizierten 

Gruppe T im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Nach 120d p.exp. gleicht die Expression der 

Linie H den Werten von 60d p.exp; es ist eine tendenzielle Erhöhung der Expression der 

infizierten Gruppe H gegenüber der Kontrollgruppe erkennbar. Bei der Linie T kann ebenfalls 

im Mittel eine Erhöhung der Expression von TGF-β bei der infizierten Gruppe beobachtet 

werden. An dem Entnahmezeitpunkt 200d p.exp. stimmt die Expression aller Gruppen mit 

den Werten von 120d p.exp. überein. 
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5 Diskussion 

Bis heute sind Versuche fehlgeschlagen, die zum Ziel hatten, eine amerikanische 

Regenbogenforellen-Linie mit bemerkenswerter Resistenz gegenüber der Drehkrankheit zu 

finden (O’Grodnick 1979, Markiw 1992b, Hedrick et al. 1998, 1999a, b, 2001a, b, Thompson 

et al. 1999, Densmore et al. 2001, MacConnell & Vincent 2002). Ein möglicher Grund könnte 

die kürzere Co-Evolution von nordamerikanischen Regenbogenforellen-Linien und Parasiten 

sein, die nur über einen Zeitraum von etwa 50 Jahren Kontakt hatten, während die früher nach 

Europa eingeführten Regenbogenforellen M. cerebralis etwa 110 Jahre ausgesetzt waren 

(Hedrick et al. 2003).  

In der vorliegenden Studie wurden eine sehr empfängliche amerikanische Linie und eine 

deutsche Zuchtlinie mit bekannter, gesteigerter Resistenz gegenüber der Infektion mit M. 

cerebralis (Küppers 2003, Hedrick et al. 2003) verwendet. Es wird angenommen, dass nicht 

eine veränderte Virulenz des Parasiten, sondern Veränderungen in der Resistenz des Wirtes 

für die geringere Empfänglichkeit in der deutschen Linie verantwortlich sind (Hedrick et al. 

2003). 

Mit den hier untersuchten immunregulatorischen Genen, ist die vorliegende Arbeit die erste, 

die beginnt die Immunantwort nach einer Infektion mit M. cerebralis auf molekularer Ebene 

zu untersuchen.  

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass eine Expression einer Reihe immunrelevanter Gene 

im Gewebe von Regenbogenforellen stattfindet. Bereits nach 30min p.exp. konnte ein Anstieg 

der Expression von Arginase-2 in der Gruppe der infizierten Regenbogenforellen der 

empfänglichen Linie T beobachtet werden, der, mit einem Maximum bei 24h p.exp., bis 48h 

p.exp. anhielt. Während dieser Zeit konnte keine Veränderung der Expression in der 

infizierten Gruppe der nicht empfänglichen Linie H gegenüber der Kontrolle gefunden 

werden. Nach 20d p.exp. schien die Expression beider infizierter Gruppen im Vergleich zu 

den Kontrollen tendenziell herunterreguliert zu sein. Zum Entnahmezeitpunkt 40d p.exp. 

wurde wieder eine Expressionssteigerung der infizierten Gruppe T gefunden, während die 

Expression der infizierten Gruppe H anscheinend noch herabgesetzt war (siehe Abbildung 

 4-9). 

Arginase-2 spielt eine wichtige Rolle in der alternativen Aktivierung von Makrophagen, die 

in die Typ II-Immunantwort involviert sind (Wiegertjes & Joerink 2004). Alternativ aktivierte 

Makrophagen besitzen eine erhöhte Phagozytoseaktivität und Expression von MHC Klasse-II, 

fördern die Zellproliferation, den Wechsel zwischen den Antikörperklassen, und spielen eine 
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Rolle bei allergischen Reaktionen und Wundheilungsprozessen (Mills et al. 2000, Mori & 

Gotoh 2000, Gordon 2003, Sandor et al. 2003, Mantovani et al. 2002, 2004, Noel et al. 2004). 

Im Gegensatz zur Aktivierung von Makrophagen auf klassischem Weg, ist über alternativ 

aktivierte Makrophagen und die Rolle der Arginase bei Knochenfischen sehr wenig bekannt. 

Bis jetzt konnten von Regenbogenforellen (Wright et al. 2004) und Karpfen (Joerink et al. 

2006a, b) multiple Gene für Arginase-2 und ein Gen für Arginase-1 gefunden werden. Da die 

Unterschiede dieser Arginase-2 Proteine jedoch sehr gering sind, wird angenommen, dass sie 

sich in ihrer enzymatischen Aktivität nicht unterscheiden (Joerink et al. 2006a). Arginase-2 

katalysiert die Hydrolyse von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff. L-Arginin kann aus 

dem extrazellulären Raum, wo es sowohl für Proliferation und Überleben von Wirtszellen, als 

auch von dem Pathogen benötigt wird, bezogen werden (Yu et al. 2001, da Silva et al. 2002, 

Vincendeau et al. 2003). Wenn die Arginase jedoch das intrazelluläre L-Arginin umsetzt, 

entzieht es zugleich der induzierbaren NO-Synthase, Schlüsselenzym bei der klassischen 

Aktivierung von Makrophagen, das Substrat (Vincendeau et al. 2003). Joerink et al. (2006a) 

zeigten außerdem, dass in kultivierten Karpfen-Makrophagen eine induzierte Arginase-

Aktivität von NOHA (Nw-hydroxy-L-Arginin) gehemmt werden konnte. NOHA ist ein 

Zwischenprodukt bei der Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin und NO durch iNOS. 

Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit für Arginase-2 und iNOS. Während 

der ersten 48h p.exp. scheint die Expression von iNOS der infizierten Gruppe T gegenüber 

der nicht infizierten Kontrollgruppe tendenziell erniedrigt zu sein. Zu den 

Entnahmezeitpunkten 4d und 6d p.exp. ist die Expression von iNOS in der infizierten Gruppe 

T gegenüber den anderen Gruppen um ein vielfaches erhöht. Nach 8d p.exp. ist bei beiden 

infizierten Gruppen ein Anstieg der Expression zu beobachten. Bei dem Wert 40d p.exp. ist 

die Expression von iNOS bei der infizierten Gruppe H erhöht, während die der infizierten 

Gruppe T im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt ist (siehe Abbildung  4-14). 

Bei der infizierten Gruppe der empfänglichen Linie T fällt auf, dass bei den Werten mit 

erhöhter Expression von Arginase-2 kein Anstieg von iNOS gefunden werden konnte, 

während bei erhöhter Expression von iNOS kein Anstieg von Arginase-2 eintrat. Bei der 

Linie H konnte nach der Infektion mit M. cerebralis kein Anstieg von Arginase-2 und nur an 

wenigen Zeitpunkten eine moderater Anstieg von iNOS gefunden werden. Dies lässt 

vermuten, dass bei der empfänglichen Linie T zuerst eine Typ II-Immunantwort mit alternativ 

aktivierten Makrophagen induziert wird, später jedoch die Typ I-Immunantwort mit klassisch 

aktivierten Makrophagen eine Rolle spielt. Bei der Linie H konnte kein Hinweis auf eine 

Beteiligung von Arginase-2 und damit auf eine Beteiligung alternativ aktivierter 
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Makrophagen erhalten werden. Es ist noch unklar, ob die Induktion von alternativ aktivierten 

Makrophagen für den Wirt oder den Parasiten von größerem Vorteil ist. Zum einen wird 

dadurch die Produktion von iNOS und damit die von NO herunterreguliert und so 

Gewebeschäden begrenzt. Zum anderen kann dies die Entwicklung des Parasiten und damit 

eine chronische Infektion begünstigen (Gobert et al. 2000, Iniesta et al. 2005). Joerink et al. 

(2006a) konnten in kultivierten Karpfen-Makrophagen mit exogenem cAMP deutlich eine 

Arginase-2-Aktivität induzieren, jedoch keine NO-Produktion. Dagegen konnte mit LPS die 

Genexpression von iNOS (bis zu 670-fach), nicht jedoch die von Arginase-2, stimuliert 

werden. Obwohl dieser klare Anstieg der iNOS-Expression deutlich gefunden wurde, war der 

Anstieg aufgrund der hohen Variation der einzelnen Fische nicht signifikant (Joerink et al. 

2006a). Diese Reaktion ist bei Karpfen bekannt und wurde sowohl bei der Genexpression, als 

auch auf funktionalem Level schon beobachtet (Saeij et al. 2002). In Infektionsversuchen mit 

Karpfen zeigten sich nach Infektion mit Trypanosoma borreli bzw. T. carassii 

unterschiedliche Reaktionen, die darauf schließen lassen, dass Makrophagen von Karpfen zu 

einer differenzierten Polarisation fähig sind (Joerink et al. 2006b). iNOS ist an der Typ I-

Immunantwort, die durch klassisch aktivierte Makrophagen gekennzeichnet ist, beteiligt 

(Nathan 1992, Eisenstein et al. 1994). Klassisch aktivierte Makrophagen besitzen, aufgrund 

ihrer Möglichkeit, reaktives Stickstoffoxid und reaktive Sauerstoffspecies zu produzieren, 

zytotoxische, antibakterielle und antiproliferative Eigenschaften (Wiegertjes & Joerink 2004). 

Um zu einer effektiven Immunantwort gegen Parasiten zu gelangen, bedarf es einer 

ausgeglichenen Immunantwort zwischen einer Typ I-Immunantwort (klassisch aktivierte 

Makrophagen) und einer Typ II-Immunantwort (alternativ aktivierte Makrophagen) 

(Vincendeau et al. 2003, Wiegertjes & Joerink 2004). Wang et al. (2001) konnten das 

komplette, für iNOS kodierende Gen bei Regenbogenforellen sequenzieren. In weiteren 

Versuchen wurden erhöhte Expressionslevel nach 7d p.exp. nach einer Infektion mit VHS 

(Tafalla et al. 2005) und AGD (Bridle et al. 2006), und bereits nach 4d, signifikant nicht 

jedoch vor 8d p.exp. nach Infektion mit Gyrodactylus derjavini (Lindenstrøm et al. 2004), 

gefunden.  

Klare Unterschiede sind bei der Expression von C3 (siehe Abbildung  4-10), aufgrund der zum 

Teil großen Variation der Expression in den einzelnen Fischen, kaum zu erkennen. Bis 8h 

p.exp. scheint die Expression von C3 in den infizierten Regenbogenforellen der Linie T 

tendenziell erniedrigt zu sein, während die Expression von C3 in der infizierten H-Gruppe 4h 

und 8h p.exp. ansteigt. Nach 24h und 48h p.exp. reagiert nur die T-Linie im Mittel mit einer 

höheren Expression; nach 4d p.exp. ist offenbar die Expression beider Linien erhöht. Danach 
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ist die Expression in der empfänglichen Linie T anscheinend, verglichen mit der 

Kontrollgruppe, wieder tendenziell herunterreguliert. 

Es wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt, dass die Aktivierung der 

Komplementkaskade auf klassischem, wie auf alternativem Weg eine bedeutende 

Immunreaktion gegen Infektionen mit Parasiten darstellt (Sharp et al. 1991, Buchmann & 

Bresciani 1999, Saeij et al. 2003). Sigh et al. (2004a) fanden nach der Infektion von 

Regenbogenforellen mit Ichthyophthirius multifiliis einen frühen Anstieg der Expression von 

C3 nach 4d und 6d in der Haut und einen späteren Anstieg nach 6d und 26d in der Milz. Nach 

24h zeigte sich in der Kopfniere jedoch eine signifikante Depression. Eine ähnliche 

Depression der Expression von C3 konnte 24h nach einer Infektion von Regenbogenforellen 

mit Flavobacterium psychrophilum in der Niere gefunden werden (Overturf & LaPatra 2006), 

nach der Infektion mit IHN konnte aber eine Expressionssteigerung in Leber (1d) und Niere 

(1d und 5d) nachgewiesen werden. Saeij et al. (2003) fanden in Karpfen nach einer Infektion 

mit T. borreli den frühesten Anstieg von C3 nach 6h. Eine Involvierung des alternativen 

Komplementweges bei dem Abtöten von G. dejavini konnte bei in vitro-Versuchen gezeigt 

werden (Buchmann 1998). Da sich C3 besonders an Carbohydrat-reiche Stellen auf der 

Parasitenoberfläche band, wird auch eine Beteiligung des Lektin-Weges in Betracht gezogen 

(Buchmann 1998, Harris et al. 1998). Es stellte sich außerdem heraus, dass Epithel und 

Mukus von Fischen reichlich Komplement enthalten (Buchmann & Bresciani 1998).  

Die in der Komplementkaskade entstehenden Produkte haben bei der Initiation von 

Entzündungsreaktionen, der Opsonierung, Phagozytose und Zellysis von Pathogenen 

entscheidende Funktionen inne (Sunyer & Lambris 1999, Gasque 2004). Des Weiteren ist das 

Komplementsystem auch an Funktionen in der adaptiven Immunantwort beteiligt. C3 ist der 

zentrale Faktor, bei dem die drei Reaktionswege des Komplementsystems zusammenlaufen 

(Boshra et al. 2006). Bei Entzündungsreaktionen in Mäusen wurde beobachtet, dass die 

Synthese von C3 von Cytokinen, wie IL-1β, IL-6 und TNF-α, gesteigert werden konnte 

(Fischer et al. 1998). 

In der vorgelegten Arbeit konnte in den infizierten Fischen der nicht empfänglichen Linie H 

eine erhöhte Expression von COX-2 von 30min p.exp. bis 2h p.exp. mit einem Maximum bei 

1h p.exp. beobachtet werden. Zu allen Entnahmezeitpunkten bis 8h p.exp. zeigte sich eine 

deutlich höhere Expression bei den infizierten Fischen der Linie T als sie bei den nicht 

infizierten Kontrollfischen und den infizierten Regenbogenforellen der nicht empfänglichen 

Linie H gefunden werden konnte; der höchste Wert wurde bei 5min p.exp. gemessen, 

anschließend fielen die Werte bis 8h p.exp. ab. Die bis 2h p.exp. sichtbar erhöhte relative 
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Expression von COX-2 würde für eine schnelle inflammatorische Immunantwort als Reaktion 

auf die Invasion des Parasiten sprechen (siehe Abbildung  4-11). Die Veränderungen in der 

Expression zum Entnahmezeitpunkt 120d und 200d p.exp. könnten mit inflammatorischen 

Reaktionen bei der Sporogenese und der Bildung der reifen Sporen von Myxobolus cerebralis 

zusammenhängen.  

Zou et al. (1999c) konnten zum ersten Mal zeigen, dass COX-2 bei Regenbogenforellen nicht 

konstitutiv exprimiert wird, jedoch nach einer Stimulation mit LPS oder einem attenuierten 

Stamm von Aeromonas salmonicida in vivo eine Expression in den Leukozyten der Kopfniere 

induziert werden kann. In Makrophagen von Regenbogenforellen, die mit Renibacterium 

salmoninarum infiziert wurden, konnte nach 2h eine gesteigerte Expression von IL-1β, dem 

Haupthistokompatibilitätskomplex II, sowie iNOS und COX-2, und an Tag 1 von IL-1β, 

COX-2 und TGF-β, nachgewiesen werden (Grayson et al. 2002). Regenbogenforellen 

exprimieren nach einer primären, nicht jedoch nach einer sekundären Infektion mit G. 

derjavini COX-2 (Lindenstrøm et al. 2004), während bei Lachsen nach einer Infektion mit G. 

salaris kein Anstieg von COX-2 in der Haut gefunden wurde (Lindenstrøm et al. 2006). Des 

weiteren wurde bei natürlich mit Tetracapsuloides bryosalmonae, einem Vertreter der 

Myxozoa, infizierten Regenbogenforellen eine induzierte Expression von IL-1β, COX-2 und 

TGF-β1 gefunden (Holland et al. 2003). Die Expression von COX-2 kann, neben weiteren 

Stimuli, von rIL-1β (Hong et al. 2001) beziehungsweise von IL-1β induziert werden (Hong et 

al. 2003). Dies ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Studie und den 

Ergebnissen von Lindenstrøm et al. (2003, 2004), die einen Zusammenhang zwischen den 

hohen Expressionsleveln beider Isoformen von IL-1β und COX-2 in den frühen Stadien der 

Infektion sehen. COX-2 katalysiert die Umsetzung von Arachidonsäure zu Prostaglandin H2, 

aus dem eine Reihe weiterer Prostaglandine hergestellt werden (Harris et al. 2002). 

Prostaglandine haben wichtige immunmodulierende Eigenschaften und können stimulierend 

oder inhibitorisch wirken (Harris et al. 2002). Von diesen Prostaglandinen hat das 

Prostaglandin E2 für inflammatorische Reaktionen die größte Bedeutung (Knight & Rowley 

1995). In Zellinien von S. salar (SHK-1) ist Prostaglandin E2 in physiologischen 

Konzentrationen in der Lage, die Expression von IL-1β und COX-2 zu hemmen (Fast et al. 

2005). Es wird angenommen, dass Prostaglandin E2 auch von Parasiten produziert werden 

kann, um die Immunantwort des Wirtes zu umgehen (Fast et al. 2004, 2005). 

Wie von wichtigen, proinflammatorischen Cytokinen erwartet, wurden in beiden Isoformen 

von IL-1β die auffälligsten Veränderungen in der Expression zwischen 5min p.exp. und 8h 

p.exp. gefunden. Der beobachtete Anstieg der Expression beider Isoformen bei den infizierten 
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Forellen der nicht empfänglichen Linie H scheint in einer Kurve mit einem Maximum bei 1h 

p.exp. zu verlaufen. Die infizierten Regenbogenforellen der empfänglichen Linie T zeigten 

eine deutlich höhere relative Expression, vor allem von IL-1β1, als die infizierten Fische der 

Linie H. Das Expressionsmaximum von IL-1β1 liegt zwischen 1h p.exp. und 8h p.exp., das 

von IL-1β2 zwischen 30min p.exp. und 2h p.exp. Es konnte außerdem ein zweiter Anstieg der 

Expression beider Isoformen beginnend bei 24h p.exp. bis zu einem zweiten Maximum bei 4d 

p.exp. in der empfänglichen Linie T beobachtet werden. In der Linie H fällt dieser Anstieg 

wesentlich moderater aus und ist bei IL-1β1 nur an dem Entnahmezeitpunkt 48h p.exp. zu 

sehen, bei IL-1β2 zwischen 24h und 4d p.exp. mit einem Maximum bei 48h p.exp. (siehe 

Abbildung  4-12 und Abbildung  4-13). 

In Infektionsversuchen mit Gyrodactylus salaris wurde die Expression von IL-1β in der Haut 

bei 4 Monate alten Lachsen einer empfänglichen Population und einer weniger empfänglichen 

Population untersucht (Lindenstrøm et al. 2006). In dieser Studie wurde, in Übereinstimmung 

mit der vorliegenden Arbeit, ein signifikanter Anstieg von IL-1β bei den Lachsen der 

empfänglichen Population gefunden, während die Lachse der weniger empfänglichen 

Population zu keinem Zeitpunkt signifikante Anstiege verzeichneten (Lindenstrøm et al. 

2006). Eine gesteigerte Expression von IL-1β wurde auch in Embryos und adulten 

Zebrafischen in den ersten Stunden nach der Infektion mit Edwardsiella tarda gefunden 

(Pressley et al. 2005). Während die Adulten eine langsamere und dafür robustere Induktion 

von IL-1β und TNF-α zeigten, wurde die Cytokin-Antwort bei den Embryos schneller 

induziert. Für die schnelle Antwort mit niedrigeren Cytokin-Leveln könnten embryonale 

Makrophagen verantwortlich sein, die ohne Assistenz von Lymphozyten agieren (Pressley et 

al. 2005). Embryonale Makrophagen von Zebrafischen sind in der Lage, ohne Kontakt mit 

Bakterien in einen aktivierten Status zu gelangen (Herbomel et al. 1999); zudem können sie 

aktiv zum Ort einer Infektion wandern (Davis et al. 2002). Bei Regenbogenforellen mit einem 

Körpergewicht von 10g wurde nach der Infektion mit dem Ciliaten Ichthyophthirius multifiliis 

ein erster Anstieg von IL-1β1 nach 24h in Milz und Kopfnieren gefunden; nach 4 und 6 

Tagen war die Expression beider Isoformen signifikant gesteigert (Sigh et al. 2004b). 

Zusätzlich zu der Expression in der Haut, wurde ein Anstieg von IL-1β und einiger anderer 

Gene in Milz und vorderer Niere 26d nach der Infektion gefunden; als mögliche Erklärung für 

die systemische Immunantwort in diesem späten Stadium der Infektion wird der morbibunde 

Zustand der infizierten Forellen betrachtet (Sigh et al. 2004b). Drei Tage nach der Infektion 

von Forellen mit dem IHN Virus wurde ein enormer Anstieg einiger Gene der Immunantwort, 

einschließlich TNF-α, IL-1β und IL-8 beobachtet; die Expression von TGF-β war jedoch nur 
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schwach erhöht (Purcell et al. 2004). Es wird angenommen, dass IL-1β eine Schlüsselrolle in 

der Immunantwort gegen G. derjavini spielt, da ein bemerkenswerter, ähnlicher Anstieg der 

Expression beider Isoformen nach primären Infektionen stattfindet (Lindenstrøm et al. 2003). 

Außerdem konnten bei Infektionen mit VHS und der Amöbenkrankheit der Kiemen (AGD) 

gesteigerte Expressionslevel gefunden werden (Tafalla et al. 2005, Bridle et al. 2006). Die 

Expression eines für IL-1β kodierenden Genes in Regenbogenforellen konnte in vitro mit LPS 

induziert werden und war nach einer Stunde messbar mit einem Maximum zwischen 4 und 8h 

p.exp. (Zou et al. 2000). Mit Hilfe von biologisch aktivem rIL-1β wurden erste Wirkungen 

von IL-1β in Regenbogenforellen beschrieben: In vitro und in vivo konnten in Abhängigkeit 

von der Dosis Auswirkungen auf Migration, Proliferation, Phagozytose, wie auch gesteigerte 

Lysozym-Expression, eine Induktion von IL-1β und COX-2 und erhöhte Resistenz gegenüber 

A. salmonicida festgestellt werden (Hong et al. 2001, 2003). Von einer negativen 

Beeinflussung der Transkription von IL-1β durch Kortisol wird berichtet (Zou et al. 2000). 

Außerdem werden die Aktivierung von Makrophagen und Neutrophilen, sowie die 

Stimulation von T-Zellen beschrieben (Titus et al. 1991). IL-1β ist auch in der Lage, 

Transkriptionsfaktoren wie NK-κB, der für die Transkription von iNOS in Fischen von 

Bedeutung ist, zu aktivieren (Saeij et al. 2000). Bis jetzt ist der zelluläre Ursprung von IL-1β 

noch nicht bekannt, aber man vermutet Epithelialzellen, Makrophagen und Fibroblasten als 

mögliche Quellen in Knochenfischen (Zou et al. 1999c, Pelegrín et al. 2004). Über die 

Unterschiede in der biologischen Aktivität der beiden Isoformen IL-1β1 und IL-1β2, bzw. ob 

es überhaupt Unterschiede gibt, ist noch nichts bekannt (Pleguezuelos et al. 2000, 

Lindenstrøm et al. 2003). 

Die Veränderungen der Transkriptionslevel von TGF-β waren, verglichen mit den anderen in 

der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene, sehr schwach. Zu fast allen Zeitpunkten 

(Ausnahmen: 4h p.exp. und 40d p.exp.) schien die Expression von TGF-β bei den infizierten 

Regenbogenforellen der nicht empfänglichen Linie H verglichen mit der Kontrollgruppe im 

Mittel tendenziell erhöht zu sein, mit einem Maximum bei 8d p.exp. Dagegen war das 

Transkriptionslevel der infizierten Forellen der empfänglichen Linie T zu allen 

Entnahmezeitpunkten bis 48h p.exp. verglichen mit der nicht infizierten Kontrollgruppe 

anscheinend erniedrigt; erst zwischen 4d p.exp. und 20d p.exp., mit einem Maximum bei 8d 

p.exp., wurde eine höhere Expression als in der Kontrollgruppe gefunden. Die Werte lagen 

jedoch stets unter denen der infizierten Fische der Gruppe H (siehe Abbildung  4-15).  

Holland et al. (2003) berichten von gesteigerter Expression von COX-2, IL-1β und, jedoch in 

einem geringeren Maße, von TGF-β1 im Gewebe des hinteren Nierenabschnittes bei natürlich 
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mit T. bryosalmonae infizierten Regenbogenforellen. Weiter wird beschrieben, dass die 

Expression von TGF-β1 in der Haut von Regenbogenforellen nach sekundärer Infektion mit 

dem Ektoparasiten G. derjavini am achten Tag erhöht ist (Lindenstrøm et al. 2004). In 

Hybriden des gestreiften Seebarsches (Morone saxatilis x M. chrysops) wurden höhere Level 

von TGF-β mRNA in mononuklearen Zellen des peripheren Blutes, als von Milz und vorderer 

Niere gefunden (Harms et al. 2000). Bei Regenbogenforellen wurde nach einer Infektion mit 

dem VHS Virus in der Milz ein signifikanter Anstieg von IL-1β nach 1d und 2d p.exp. 

beschrieben, während ein Anstieg der TGF-β Expression nach 1d und 7d p.exp. in der Milz 

und 7d p.exp. in der Leber gefunden wurde (Tafalla et al. 2005). Die Reaktionswege von IL-

1β und TGF-β sind zwei pleiotrope Wege, die in der Lage sind, eine Vielzahl von 

Immunantworten zu regulieren. Die Inhibition des Reaktionsweges von TGF-β durch IL-1β 

wurde von Benus et al. (2005) beschrieben. Harms et al. (2003) stellten bei gestreiften 

Seebarschen, nach der Infektion mit Mycobacterium marinum, eine extreme granulomatöse 

Entzündung fest, die mit einer herunterregulierten TGF-β Expression einherging, während 

infizierte Tilapia eine geringere Entzündung aufwiesen, die jedoch nicht mit signifikanten 

Veränderungen der TGF-β Expression verbunden war. Bei Fischen, die auf eine Infektion mit 

Mycobakterien, empfindlich reagieren, wird vermutet, dass eine Herunterregulierung von 

TGF-β eine Rolle in der Dysregulation von Entzündungsreaktionen spielt, die dann zu einer 

ausgedehnten Schädigung von Organen führt (Harms et al. 2003). 

Es ist bemerkenswert, dass TGF-β der in dieser Arbeit untersuchten Gene, das einzige zu sein 

scheint, das, wenn auch in sehr geringem Maße, bei den infizierten Regenbogenforellen der 

nicht empfänglichen Linie H, verglichen mit den infizierten Fischen der Linie T, tendenziell 

höher exprimiert wird. Da Veränderungen in der Expression nicht unbedingt in direkter 

Verbindung zur Translation oder der Konzentration von exprimierten Proteinen stehen, 

werden bei den Cytokinen IL-1β und TGF-β keine großen Änderungen in der 

Proteinkonzentration gebraucht, um ein weites Spektrum an Immunreaktionen zu erzeugen; 

viele Cytokine initialisieren Reaktionen schon in sehr geringen Konzentrationen (Fast et al. 

2005). 

TGF-β gehört zu einer Familie von Cytokinen mit pleiotropen Effekten auf das 

Immunsystem. Die immunregulatorischen Eigenschaften sind vornehmlich suppressiv, 

einschließlich der Antagonisierung von proinflammatorischen Cytokinen, wie IL-1β, TNF-α 

und IFN-γ, der Hemmung der Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen, und Hemmung 

der respiratory burst-Aktivität (Ruscetti & Palladino 1991). Es werden aber auch einige 

proinflammatorische Wirkungen von TGF-β beschrieben. Zu ihnen gehören die Promotion 
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von Makrophagen, die Chemotaxis von Neutrophilen, die Produktion von IgA und einiger 

Cytokine (McCartney-Francis & Wahl 1994), sowie die Förderung von Faktoren, die für die 

Wundheilung bedeutsam sind (Jyung & Mustoe 1993). Es hängt jedoch von seiner 

Konzentration, der Differenzierung der Zielzellen und der Konzentration anderer 

proinflammatorischer Bestandteile ab, ob TGF-β pro- oder antiinflammatorisch wirkt 

(McCartney-Francis & Wahl 1994). 

Ob alle diese Eigenschaften auf das TGF-β von Knochenfischen zutreffen, ist noch 

unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass niedrig dosiertes, bovines TGF-β die 

respiratory burst-Aktivität von inaktiven Makrophagen aus der Kopfniere von 

Regenbogenforellen steigern kann; bei aktivierten Makrophagen, die mit TGF-β inkubiert 

wurden, nahm die respiratory burst-Aktivität mit steigender Dosis ab (Jang et al. 1994). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beiden Isoformen von IL-1β, iNOS und 

COX-2 einem ähnlichen Schema folgten; es wurde eine gesteigerte Expression in beiden 

Regenbogenforellen-Linien gefunden, wobei die Expression in der empfänglichen 

amerikanischen Linie T höher ausfiel. Bei Arginase-2 zeigte nur die Linie T eine 

Veränderung in der Expression. Bei dem Komplementfaktor C3 schienen in beiden Linien 

sowohl Depressionen, wie auch Steigerungen der Expression vorzukommen. TGF-β ist das 

einzige untersuchte Gen, bei dem die Expression in der nicht empfänglichen Linie H höher zu 

sein schien, als bei der infizierten Line T. 

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass Regenbogenforellen der nicht empfänglichen 

Linie H in der Lage sind, der Infektion mit M. cerebralis mit nur einem geringen Anstieg der 

hier untersuchten Gene begegnen zu können. Steigerungen in der Expression von 

proinflammatorischen Cytokinen könnten Folge des Unvermögens des Wirtes sein, die 

Infektion erfolgreich zu bekämpfen und zu einer unregulierten, systemischen Entzündung 

führen (Fast et al. 2006). 

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit darauf lag, einen breiteren Überblick über die Wirkung 

verschiedener immunregulatorischer Gene über einen langen Zeitraum zu erhalten, mussten 

trotz der hohen Anzahl von 130 untersuchten Individuen, hinsichtlich der statistischen 

Aussagekraft, zunächst noch Einschränkungen hingenommen werden.  

Es bedarf weiterer Untersuchungen auf molekularer Ebene, um die genauen Ursachen der 

unterschiedlichen Immunantwort bei beiden Linien zu identifizieren, die Zellen zu finden, die 

diese Gene exprimieren und die Expressionslevel auf Proteinebene zu erforschen. 
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6 Zusammenfassung 

 

Relative Quantifizierung immunregulatorischer Gene bei zwei Regenbogenforellen-

Linien, Oncorhynchus mykiss, nach der Infektion mit Myxobolus cerebralis, dem Erreger 

der Drehkrankheit der Salmoniden 

 

Die Resistenzmechanismen, denen eine unterschiedliche Empfänglichkeit gegenüber einer 

Infektion mit der Drehkrankheit zugrunde liegt, sind bis heute unbekannt. Unspezifische 

Immunreaktionen sind eine mögliche Ursache für die unterschiedliche Resistenz. 

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen einer Verlaufsstudie, eine molekularbiologische 

Beschreibung des Transkriptionsprofils verschiedener immunregulatorischer Gene (Arginase-

2, iNOS, COX-2, Komplementfaktor C3, TGF-β und zwei Isoformen von IL-1β, IL-1β1 und 

IL-1β2) in zwei verschiedenen Regenbogenforellen-Linien, Oncorhynchus mykiss, nach der 

Infektion mit Myxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, zu 

geben. Es wurden eine, für die Drehkrankheit sehr empfängliche, amerikanische Linie (T) und 

eine deutsche Zuchtlinie (H) mit bekannter erhöhter Resistenz gegen die Entwicklung der 

Drehkrankheit, ausgewählt.  

Unter kontrollierten Laborbedingungen wurden Regenbogenforellen beider Linien, 6 Wochen 

nach dem Schlupf, einer definierten Anzahl Triactinomyxon-Sporen exponiert. Im Verlauf 

von 200 Tagen nach der Exposition wurden Proben entnommen und für die relative 

Quantifizierung mittels der real-time RT-PCR aufbereitet. 

Im Vorfeld wurden deshalb spezifische Primerpaare konstruiert, die für die real-time RT-PCR 

mit dem Fluorophor SYBR-Green geeignet sind. Die PCR-Amplifikationen wurden 

standardisiert. Als gängige Methode dafür fand die Erstellung einer Standardkurve für jedes 

Gen Anwendung. 

Die mit der oben benannten Methode gewonnenen Daten ermöglichten eine relative, also das 

Transkriptionslevel verschiedener Proben vergleichende, Quantifizierung. So konnte die 

Transkriptionsaktivität, und damit annäherungsweise die Genexpression der untersuchten 

immunregulatorischen Gene, im zeitlichen Verlauf nach der Exposition beschrieben werden.  

Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der Expression bei den zwei 

Regenbogenforellen-Linien vorhanden sind. In der infizierten Gruppe der Linie T konnte 

bereits 30min p.exp. ein Anstieg der Expression von Arginase-2, der bis 48h p.exp. anhielt, 

gefunden werden; in der infizierten Gruppe H wurde jedoch keine Änderung des 
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Transkriptionslevels sichtbar. Nach 4d bis 8d p.exp. war die Expression von iNOS in der 

Linie T zum Teil extrem erhöht, während sich in der Linie H 48h p.exp. und 8d bis 40d p.exp. 

ein Anstieg zeigte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in der Immunantwort nach einer 

Infektion mit M. cerebralis in der empfänglichen Linie T ein Umschalten von einer Typ II-

Immunantwort mit alternativ aktivierten Makrophagen, in die Arginase-2 involviert ist, zu 

einer Typ I-Antwort mit klassisch aktivierten Makrophagen und iNOS stattfindet. Die 

Regenbogenforellen der Linie H hingegen scheinen nur mit einer Typ I-Immunantwort zu 

reagieren. In der relativen Expression des Komplementfaktors C3 ist keine klare Tendenz zu 

erkennen. Nach einer Herunterregulierung in den ersten 8h p.exp., ist die Expression in der 

Linie T von 24h bis 4d p.exp. erhöht, nur um danach wieder herunterreguliert zu werden. In 

der Linie H ist nach 4h und 8h, sowie 4d p.exp. eine gesteigerte Expression von C3 zu finden. 

Der Grund für den Abfall der Expression ist jedoch unbekannt. Die Expression von COX-2 

und die beiden proinflammatorischen Cytokine IL-1β1 und IL-1β2 zeigen eine ähnliche 

Reaktion, bei der die Expression in beiden Linien bereits 5min p.exp. ansteigt, wobei die 

Expression in der empfänglichen Linie T stets höher ausfällt, als die der nicht empfänglichen 

Linie H. Bei COX-2 fiel die Expression der Linie T bis 8h p.exp., die der Linie H bis 2h 

p.exp., wieder auf das Level der Kontrollgruppen ab. Die Expression der beiden IL-1β 

Isoformen erfolgte jeweils in zwei Wellen bis 4d p.exp. In der Linie H war der zweite Anstieg 

bei IL-1β2 auch deutlich zu erkennen. Das Transkriptionslevel von TGF-β bewegte sich in 

einem engen Rahmen, wobei die Expression in der nicht empfänglichen Linie H zu fast allen 

Zeitpunkten (exclusiv: 4h und 4d p.exp.) erhöht zu sein schien. In der Linie T zeigte sich bis 

zu einem Expressionsanstieg zwischen 4d und 20d p.exp., eine Abnahme der Expression. Es 

fällt auf, dass das pleiotrope Cytokin TGF-β das einzige untersuchte Gen war, bei dem die 

Expression der Linie H höher ausfiel, als in der Linie T. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen, dass Regenbogenforellen der 

nicht empfänglichen Linie H in der Lage sind, der Infektion mit M. cerebralis nur mit einer 

geringen Regulierung der Transkription der hier untersuchten Gene, zu begegnen. Die zum 

Teil sehr großen Anstiege in der Transkription der Gene in der empfänglichen Linie T lassen 

ein Unvermögen vermuten, die Infektion effektiv zu bekämpfen. 
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7 Summary 

 

Relative quantification of immune-regulatory genes in two rainbow trout-strains, 

Oncorhynchus mykiss, after exposure to Myxobolus cerebralis, the causative agent of 

salmonid whirling disease 

 

Until today the mechanisms of resistance, which are responsible for a different susceptibility 

of infection with whirling disease, are unknown. Unspecific immune reactions may be a 

possible reason for the different susceptibility. 

The aim of the present work was, to give a molecular biological description of the 

transcription profile during a given period of time of several immune-regulatory genes 

(arginase-2, iNOS, COX-2, complement factor C3, TGF-β and two isoforms of IL-1β, IL-1β1 

and IL-1β2) in two different rainbow trout-strains, Oncorhynchus mykiss, after infection with 

Myxobolus cerebralis, the causative agent of whirling disease. A susceptible American 

breeding strain (T) and a German breeding strain (H) with known resistance to development 

of whirling disease were chosen.  

Under laboratory conditions, rainbow trout of both strains, at the age of 6 weeks post hatch, 

were exposed to a certain number of triactinomyxon-spores. In the course of 200 days p.exp., 

samples were taken and processed for relative quantification with real-time RT-PCR. 

Beforehand, specific primer pairs were constructed which are suitable for real-time RT-PCR 

with SYBR-Green. The PCR amplification-reactions were standardised. A current method for 

this is the generation of a standard curve for each gene. 

By this, a comparison of the transcriptional levels in the samples was achieved and enables 

relative quantification. So the transcriptional activity and the gene expression in progress of 

time of the investigated immune-regulatory genes could be determined approximately.  

It was shown, that there are differences in the expression of genes in both rainbow trout-

strains. An increase in the expression of arginase-2 could be detected in the infected group of 

strain T from 30min until 48h p.exp., while in the infected group H no change could be found 

in the transcriptional level. From 4d until 8d p.exp. in strain T the expression of iNOS was in 

part enormously increased, while an up-regulation was seen in strain H 48h p.exp. and 8d 

until 40d p.exp.. These results suggest, that in the immune reaction in strain T after infection 

with M. cerebralis there is a switch from type II response with alternatively activated 

macrophages and arginase-2 involved, to type I response with classically activated 
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macrophages and iNOS. The rainbow trout of strain H seem to react with a type I response 

only. There was no distinct tendency in the relative expression of complement factor C3. The 

expression of C3 in strain T is increased from 24h until 4d p.exp., after a down-regulation in 

the first 8h p.exp., just to be down-regulated again subsequently. The reason for down-

regulation is unknown. An up-regulated expression of C3 was found in the strain H after 4h, 

8h and 4d p.exp.. The expression of COX-2 and the two pro-inflammatory cytokines IL-1β1 

and IL-1β2 showed similar reactions, in which the expression started to increase 5min p.exp., 

but the expression in strain T was always more elevated than in strain H. In COX-2, the 

expression returned to control level in strain T until 8h p.exp. and in strain H until 2h p.exp.. 

The expression of both isoforms of IL-1β took place in two elevated waves until 4d p.exp. In 

strain H the second increase was clearly seen, too. The transcriptional level of TGF-β ranged 

in a narrow scope, where the expression of the non-susceptible strain H seemed to be elevated 

in nearly all sampling points (exclusive 4h and 4d p.exp.). In strain T, until the up-regulation 

between 4d and 20d p.exp., the expression was decreased. It is remarkable, that the 

pleiotropic cytokine TGF-β was the only gene examined, where the expression of strain H 

was more elevated than in strain T. 

The results of this study suggest, that the rainbow trout of the non-susceptible strain H are 

able to counteract the infection with M. cerebralis with only a minor transcriptional regulation 

of genes investigated in this study. The in part widely increased transcriptions of genes in the 

susceptible strain T, may be the result of an inability to antagonise the infection. 
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9 Anhang 

9.1 Mittelwerte und Standardabweichungen der real-time RT-PCR Daten 

Im Folgenden sind die Daten der Proben von in der Arbeit durchgeführten real-time RT-PCR-

Läufen, aus denen die Abbildung  4-9 bis Abbildung  4-15 generiert wurden, aufgeführt. Durch 

eine Leerzeile voneinander getrennte Ansätze wurden in separaten PCR-Läufen durchgeführt. 

Tabelle  9-1 Daten der PCR-Läufe für Arginase-2 

identifier
fish 1 fish 2 mean value SD

I C0d H 2,97 2,59 2,78 0,19
I C0d T 4,81 4,83 4,82 0,01
I 5min H 1 3,34 2,17 1,17
I 5min T 8,12 4,49 6,31 1,82
I 30min H 1,58 2,74 2,16 0,58
I 30min T 17,68 6,63 12,16 5,53
I 1h H 2,21 2,67 2,44 0,23
I 1h T 31,18 10,81 20,99 10,18
I 2h H 3,35 3,74 3,54 0,19
I 2h T 19,39 7,68 13,54 5,86
I 4h H 4 4,28 4,14 0,14
I 4h T 15,2 16,91 16,06 0,85
I 8h H 2,45 2,88 2,67 0,22
I 8h T 12,41 34,31 23,36 10,95

C 24h H 1,24 2,36 1,8 0,56
I 24h H 1,89 1 1,44 0,44
C 24h T 1,51 1,87 1,69 0,18
I 24h T 52,96 49,06 51,01 1,95
C 48h H 1,74 2,24 1,99 0,25
I 48h H 2,48 1,8 2,14 0,34
C 48h T 3,03 1,4 2,22 0,82
I 48h T 12,6 6,87 9,74 2,86
C 4d H 2,22 1,17 1,7 0,53
I 4d H 2,09 2,95 2,52 0,43
C 4d T 3,02 2,74 2,88 0,14
I 4d T 2,03 4,14 3,09 1,06

C 6d H 4,04 4,01 4,03 0,02
I 6d H 4,95 6,08 5,52 0,57
C 6d T 5,88 3,65 4,77 1,11

relative expression of Arginase-2
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fish 1 fish 2 mean value SD
I 6d T 2,51 4,71 3,61 1,1
C 8d H 2,75 2,36 2,56 0,2
I 8d H 1,71 3,04 2,37 0,66
C 8d T 3,7 5,81 4,76 1,05
I 8d T 3,94 3,67 3,81 0,13
C 20d H 3,99 1,18 2,58 1,41
I 20d H 1 1,44 1,22 0,22
C 20d T 3,09 1,61 2,35 0,74
I 20d T 1,07 1,23 1,15 0,08

C 40d H 3,55 2,02 2,79 0,77
I 40d H 1,4 1 1,2 0,2
C 40d T 4,93 2,1 3,51 1,42
I 40d T 39,02 14,51 26,76 12,26
C 60d H 18,42 10,9 14,66 3,76
I 60d H 1,89 1,38 1,64 0,25
C 60d T 2,54 3,09 2,81 0,27
I 60d T 4,17 2,04 3,11 1,07

C 120d H 10,59 13,62 12,11 1,51
I 120d H 3,51 2,57 3,04 0,47
C 120d T 3,77 1,63 2,7 1,07
I 120d T 2,9 3,73 3,31 0,41
C 200d H 1,92 1,89 1,91 0,01
I 200d H 1,13 1 1,07 0,07
C 200d T 5,22 2,94 4,08 1,14
I 200d T 2,65 2,46 2,55 0,1

relative expression of Arginase-2identifier

 

Tabelle  9-2 Daten der PCR-Läufe für C3 

fish 1 fish 2 mean value SD
I C0d H 2,47 1,94 2,21 0,27
I C0d T 11,43 1,51 6,47 4,96
I 5min H 1,41 1,89 1,65 0,24
I 5min T 5,38 2,43 3,91 1,47

I 30min H 2,26 2,32 2,29 0,03
I 30min T 5,47 3,61 4,54 0,93

I 1h H 2,14 2,41 2,28 0,13
I 1h T 2,3 1,6 1,95 0,35
I 2h H 2,39 3,16 2,77 0,38
I 2h T 6,29 4,15 5,22 1,07
I 4h H 4,63 3,77 4,2 0,43
I 4h T 1 3,49 2,24 1,24
I 8h H 42,94 3,72 23,33 19,61
I 8h T 1,7 4,54 3,12 1,42

identifier relative expression of C3

 



Mittelwerte und Standardabweichungen der real-time RT-PCR Daten Anhang 

 
- 133 - 

fish 1 fish 2 mean value SD
C 24h H 1,64 1,94 1,79 0,15
I 24h H 3,1 1,17 2,13 0,96
C 24h T 3,15 2,25 2,7 0,45
I 24h T 2,7 27,63 15,16 12,47
C 48h H 2,9 1,81 2,35 0,55
I 48h H 1,92 2,02 1,97 0,05
C 48h T 2,38 1,86 2,12 0,26
I 48h T 55 3,01 29 25,99
C 4d H 1 1,62 1,31 0,31
I 4d H 30,7 3,25 16,98 13,73
C 4d T 1,26 1,16 1,21 0,05
I 4d T 12,9 6,51 9,7 3,2

C 6d H 2,73 13,64 8,19 5,46
I 6d H 17,71 5,79 11,75 5,96
C 6d T 2,87 9,19 6,03 3,16
I 6d T 5,23 1,57 3,4 1,83
C 8d H 8,38 5,61 7 1,38
I 8d H 5,13 5,13 5,13 0
C 8d T 7,74 5,3 6,52 1,22
I 8d T 7,3 4,08 5,69 1,61

C 20d H 2,4 1,62 2,01 0,39
I 20d H 1,83 1 1,42 0,42
C 20d T 9,23 4,06 6,64 2,59
I 20d T 1,84 2,56 2,2 0,36

C 40d H 7,62 2,85 5,24 2,38
I 40d H 21,57 4,08 12,82 8,75
C 40d T 8,55 13,01 10,78 2,23
I 40d T 3,91 3,59 3,75 0,16
C 60d H 1 2,53 1,76 0,76
I 60d H 1,29 2,5 1,9 0,61
C 60d T 2,63 2,41 2,52 0,11
I 60d T 3,19 3,53 3,36 0,17

C 120d H 1,41 7,67 4,54 3,13
I 120d H 13,48 11,48 12,48 1
C 120d T 5,61 9,34 7,48 1,87
I 120d T 16,18 1 8,59 7,59
C 200d H 2,12 5,07 3,6 1,47
I 200d H 2,8 8,1 5,45 2,65
C 200d T 3,81 3,45 3,63 0,18
I 200d T 4,74 2,5 3,62 1,12

identifier relative expression of C3
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Tabelle  9-3 Daten der PCR-Läufe für COX-2 

fish 1 fish 2 mean value SD
I C0d H 1,25 1,6 1,43 0,17
I C0d T 3,31 2,26 2,79 0,53
I 5min H 1,98 1,78 1,88 0,1
I 5min T 35,11 43,23 39,17 4,06
I 30min H 4,65 12,95 8,8 4,15
I 30min T 23,67 13,19 18,43 5,24
I 1h H 26,23 14,82 20,53 5,7
I 1h T 23,49 31,92 27,7 4,21
I 2h H 4,97 5,57 5,27 0,3
I 2h T 22,1 6,38 14,24 7,86
I 4h H 1,03 1,18 1,11 0,08
I 4h T 5,67 6,34 6 0,34
I 8h H 1,28 1 1,14 0,14
I 8h T 4,31 4,93 4,62 0,31

C 24h H 1 1,11 1,06 0,06
I 24h H 1,91 2,74 2,33 0,42
C 24h T 1,52 1,48 1,5 0,02
I 24h T 3,04 2,46 2,75 0,29
C 48h H 2,45 1,94 2,2 0,25
I 48h H 2,14 1,88 2,01 0,13
C 48h T 4,8 3,66 4,23 0,57
I 48h T 2,4 3,32 2,86 0,46
C 4d H 5,84 2,3 4,07 1,77
I 4d H 5,72 4,27 5 0,72
C 4d T 2,82 2,51 2,66 0,16
I 4d T 6,02 5,52 5,77 0,25

C 6d H 4,79 2,71 3,75 1,04
I 6d H 5,1 6,55 5,83 0,73
C 6d T 9,45 10,52 9,99 0,53
I 6d T 6,24 11,65 8,94 2,7
C 8d H 19,3 8,9 14,1 5,2
I 8d H 1,52 1,86 1,69 0,17
C 8d T 1,99 2,27 2,13 0,14
I 8d T 3,59 2,59 3,09 0,5
C 20d H 16,22 3,37 9,79 6,43
I 20d H 1,17 1 1,08 0,08
C 20d T 5,92 2,66 4,29 1,63
I 20d T 1,44 6,62 4,03 2,59

C 40d H 5,17 3,75 4,46 0,71
I 40d H 4,82 4,39 4,61 0,22
C 40d T 1,28 2,5 1,89 0,61
I 40d T 1,14 1 1,07 0,07

identifier relative expression of COX-2
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fish 1 fish 2 mean value SD
C 60d H 5,25 4,63 4,94 0,31
I 60d H 3 6,03 4,52 1,51
C 60d T 3,12 2,18 2,65 0,47
I 60d T 1,71 1,32 1,51 0,2

C 120d H 4,94 2,24 3,59 1,35
I 120d H 12,95 12,18 12,56 0,38
C 120d T 1,91 1 1,45 0,45
I 120d T 2,56 3,05 2,81 0,25
C 200d H 3,4 2,39 2,89 0,51
I 200d H 1,64 4,6 3,12 1,48
C 200d T 1,24 1,46 1,35 0,11
I 200d T 4,97 5,18 5,08 0,1

identifier relative expression of COX-2

 

Tabelle  9-4 Daten der PCR-Läufe für IL-1β1 

fish 1 fish 2 mean value SD
I C0d H 1 1,61 1,31 0,31
I C0d T 3,47 1,61 2,54 0,93
I 5min H 1,88 2,41 2,15 0,27
I 5min T 9,41 19,73 14,57 5,16
I 30min H 2,85 6,52 4,69 1,83
I 30min T 11,78 7,54 9,66 2,12
I 1h H 8,88 9,76 9,32 0,44
I 1h T 22,75 13,1 17,92 4,83
I 2h H 7,73 6,49 7,11 0,62
I 2h T 11,41 8,38 9,89 1,51
I 4h H 5,96 3,76 4,86 1,1
I 4h T 10,35 33,06 21,7 11,35
I 8h H 1,33 2,2 1,76 0,44
I 8h T 22,51 13,45 17,98 4,53

C 24h H 1 1,53 1,26 0,26
I 24h H 3,42 1,52 2,47 0,95
C 24h T 1,46 2,38 1,92 0,46
I 24h T 3,41 4,35 3,88 0,47
C 48h H 1,71 2,16 1,93 0,22
I 48h H 5,04 4,28 4,66 0,38
C 48h T 5,2 4,27 4,74 0,46
I 48h T 6,6 13,23 9,91 3,31
C 4d H 3,82 1,16 2,49 1,33
I 4d H 2,89 2,17 2,53 0,36
C 4d T 1,35 1,7 1,53 0,18
I 4d T 20,84 11,11 15,97 4,86

C 6d H 3,15 2,81 2,98 0,17

identifier relative expression of IL-1ß1

 



Mittelwerte und Standardabweichungen der real-time RT-PCR Daten Anhang 

 
- 136 - 

fish 1 fish 2 mean value SD
I 6d H 1,85 1,87 1,86 0,01
C 6d T 5,39 9,51 7,45 2,06
I 6d T 5,99 5,72 5,85 0,14
C 8d H 5,31 9,17 7,24 1,93
I 8d H 2,56 2,69 2,62 0,06
C 8d T 2,81 1,51 2,16 0,65
I 8d T 3,17 2,84 3 0,16
C 20d H 4,31 1,31 2,81 1,5
I 20d H 1 1,34 1,17 0,17
C 20d T 7,08 1,84 4,46 2,62
I 20d T 1,38 10,81 6,09 4,72

C 40d H 1,67 3,29 2,48 0,81
I 40d H 3,16 6,81 4,98 1,82
C 40d T 1,57 3,05 2,31 0,74
I 40d T 1,79 1 1,4 0,4
C 60d H 29,65 19,32 24,49 5,16
I 60d H 2,64 3,03 2,83 0,19
C 60d T 3,5 4,8 4,15 0,65
I 60d T 1,03 1,02 1,02 0

C 120d H 2,99 2,26 2,62 0,36
I 120d H 3,18 1,91 2,55 0,64
C 120d T 6,64 1,08 3,86 2,78
I 120d T 1 2,84 1,92 0,92
C 200d H 1,41 1,95 1,68 0,27
I 200d H 1,73 1,12 1,43 0,3
C 200d T 2,09 5,35 3,72 1,63
I 200d T 1,4 2,34 1,87 0,47

identifier relative expression of IL-1ß1

 

Tabelle  9-5 Daten der PCR-Läufe für IL-1β2 

fish 1 fish 2 mean value SD
IC0d H 1,8 3,44 2,62 0,82
I C0d T 2,21 3,17 2,69 0,48
I 5min H 11,62 5,41 8,52 3,11
I 5min T 23,43 26,72 25,08 1,65
I 30min H 8,44 28,58 18,51 10,07
I 30min T 31,2 143,62 87,41 56,21
I 1h H 114,19 13,39 63,79 50,4
I 1h T 59,77 37,43 48,6 11,17
I 2h H 6,13 17,42 11,77 5,65
I 2h T 96,85 55,15 76 20,85
I 4h H 8,38 3,13 5,76 2,63
I 4h T 16,45 12,43 14,44 2,01
I 8h H 1,52 1 1,26 0,26
I 8h T 11,83 13,22 12,52 0,69

identifier relative expression of IL-1ß2
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fish 1 fish 2 mean value SD
C 24h H 1 1,42 1,21 0,21
I 24h H 12,87 5,45 9,16 3,71
C 24h T 1,47 2,43 1,95 0,48
I 24h T 30,8 18,89 24,84 5,95
C 48h H 5,52 6,13 5,83 0,3
I 48h H 33,18 27,29 30,24 2,95
C 48h T 48,71 14,29 31,5 17,21
I 48h T 36,09 75,99 56,04 19,95
C 4d H 13,86 15,76 14,81 0,95
I 4d H 32,18 21,55 26,86 5,32
C 4d T 7,28 3,16 5,22 2,06
I 4d T 78,35 75,74 77,05 1,3

C 6d H 2,23 2,9 2,56 0,34
I 6d H 5,48 14,32 9,9 4,42
C 6d T 5,44 4,3 4,87 0,57
I 6d T 6,21 2,4 4,3 1,9
C 8d H 5,86 12,64 9,25 3,39
I 8d H 11,13 6,76 8,94 2,19
C 8d T 2,5 1,85 2,17 0,33
I 8d T 3,67 1 2,34 1,34
C 20d H 3,24 4,09 3,67 0,42
I 20d H 8,28 2,28 5,28 3
C 20d T 6,29 1,52 3,91 2,39
I 20d T 1,21 1,64 1,43 0,21

C 40d H 14,27 7,25 10,76 3,51
I 40d H 5,26 6,32 5,79 0,53
C 40d T 1 1,71 1,36 0,36
I 40d T 1,4 1,35 1,38 0,02
C 60d H 5,25 13,62 9,43 4,19
I 60d H 3,2 3,24 3,22 0,02
C 60d T 2,66 2,83 2,74 0,09
I 60d T 2,16 2,74 2,45 0,29

C 120d H 1,1 1 1,05 0,05
I 120d H 2,86 5,33 4,1 1,24
C 120d T 2,01 2,11 2,06 0,05
I 120d T 2,74 3,02 2,88 0,14
C 200d H 1,52 2,87 2,2 0,67
I 200d H 1,68 3,38 2,53 0,85
C 200d T 2,08 1,92 2 0,08
I 200d T 5,56 2,64 4,1 1,46

identifier relative expression of IL-1ß2

 
 



Mittelwerte und Standardabweichungen der real-time RT-PCR Daten Anhang 

 
- 138 - 

Tabelle  9-6 Daten der PCR-Läufe für iNOS 

fish 1 fish 2 mean value SD
I C0d H 2,69 2,75 2,72 0,03
I C0d T 7,33 5,44 6,39 0,95
I 5min H 1,06 3,34 2,2 1,14
I 5min T 2,89 6,59 4,74 1,85
I 30min H 3,79 6,53 5,16 1,37
I 30min T 10,71 5,39 8,05 2,66
I 1h H 9,36 5,68 7,52 1,84
I 1h T 2,61 1,07 1,84 0,77
I 2h H 3,51 22,93 13,22 9,71
I 2h T 3,38 4,65 4,02 0,64
I 4h H 3,04 6,45 4,74 1,71
I 4h T 2,31 10,58 6,45 4,13
I 8h H 1,38 1 1,19 0,19
I 8h T 9,97 3,97 6,97 3

C 24h H 9,06 6,93 8 1,07
I 24h H 9,05 3,8 6,42 2,63
C 24h T 30,31 5,98 18,14 12,16
I 24h T 10,98 7,12 9,05 1,93
C 48h H 4,08 5,24 4,66 0,58
I 48h H 49,4 27,1 38,25 11,15
C 48h T 93,47 42,5 67,99 25,49
I 48h T 16,02 60,6 38,31 22,29
C 4d H 4,03 1,6 2,81 1,22
I 4d H 2,75 1 1,88 0,88
C 4d T 9,27 8,05 8,66 0,61
I 4d T 2104,07 767,69 1.435,88 668,19

C 6d H 3,61 1,53 2,57 1,04
I 6d H 4,96 3,77 4,36 0,6
C 6d T 6,79 4,71 5,75 1,04
I 6d T 316,97 647,94 482,46 165,48
C 8d H 2,46 2,01 2,24 0,23
I 8d H 24,69 2,9 13,8 10,89
C 8d T 2 1,33 1,66 0,33
I 8d T 57,23 18,6 37,91 19,31
C 20d H 3,59 1 2,3 1,3
I 20d H 2,46 26,84 14,65 12,19
C 20d T 91,62 12,54 52,08 39,54
I 20d T 71,53 50,95 61,24 10,29

C 40d H 5,15 9,66 7,4 2,25
I 40d H 112,14 38,31 75,22 36,92
C 40d T 6,9 43 24,95 18,05

identifier relative expression of iNOS
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fish 1 fish 2 mean value SD
I 40d T 3 1 2 1
C 60d H 1403,94 602,07 1.003,00 400,93
I 60d H 44,93 60,28 52,61 7,68
C 60d T 17,45 9,25 13,35 4,1
I 60d T 7,06 12,34 9,7 2,64

C 120d H 4,31 2,94 3,62 0,68
I 120d H 1,1 4,29 2,69 1,6
C 120d T 8,25 1,66 4,95 3,3
I 120d T 6,18 20,03 13,1 6,93
C 200d H 2,5 3,23 2,87 0,37
I 200d H 1 1 1 0
C 200d T 147,35 52,58 99,96 47,39
I 200d T 2,52 3,52 3,02 0,5

identifier relative expression of iNOS

 

Tabelle  9-7 Daten der PCR-Läufe für TGF-β 

fish 1 fish 2 mean value SD
I C0d H 1,1 4,18 2,64 1,54
I C0d T 3,3 2,42 2,86 0,44
I 5min H 3,11 2,16 2,63 0,47
I 5min T 1,75 1,54 1,65 0,11
I 30min H 4,35 4,96 4,65 0,31
I 30min T 2,11 1,15 1,63 0,48
I 1h H 3,08 3,97 3,52 0,44
I 1h T 1,59 2,05 1,82 0,23
I 2h H 3,56 4,4 3,98 0,42
I 2h T 2,38 2,27 2,33 0,06
I 4h H 1,35 1 1,17 0,17
I 4h T 1,82 2,23 2,02 0,2
I 8h H 2,98 3,01 2,99 0,01
I 8h T 2,82 2,07 2,45 0,37

C 24h H 2,8 3,61 3,2 0,41
I 24h H 4,42 2,32 3,37 1,05
C 24h T 3,6 1,74 2,67 0,93
I 24h T 1,19 2,02 1,6 0,42
C 48h H 2,6 2,37 2,48 0,11
I 48h H 6,27 5,89 6,08 0,19
C 48h T 3,11 2,19 2,65 0,46
I 48h T 2,19 2,1 2,15 0,04
C 4d H 1,5 1,53 1,51 0,02
I 4d H 3,83 3,41 3,62 0,21
C 4d T 1,39 1 1,2 0,2
I 4d T 4,26 6,85 5,55 1,3

identifier relative expression of TGF-ß
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fish 1 fish 2 mean value SD
C 6d H 7,37 3,35 5,36 2,01
I 6d H 6,98 6,82 6,9 0,08
C 6d T 3,18 2,91 3,04 0,13
I 6d T 4,72 7,37 6,05 1,32
C 8d H 3,49 4,18 3,84 0,34
I 8d H 8,61 8,65 8,63 0,02
C 8d T 2,5 1 1,75 0,75
I 8d T 5,47 8,85 7,16 1,69
C 20d H 6,3 2,4 4,35 1,95
I 20d H 9,1 6,03 7,56 1,53
C 20d T 6,31 3,09 4,7 1,61
I 20d T 4,61 6,32 5,47 0,86

C 40d H 2,4 6,44 4,42 2,02
I 40d H 2,56 3,88 3,22 0,66
C 40d T 1,36 1,21 1,29 0,07
I 40d T 1 2,8 1,9 0,9
C 60d H 1,47 2,54 2,01 0,54
I 60d H 2,08 3,44 2,76 0,68
C 60d T 3,79 3,58 3,69 0,11
I 60d T 2,39 2,89 2,64 0,25

C 120d H 3,1 1 2,05 1,05
I 120d H 3,38 2,43 2,91 0,47
C 120d T 2,37 1,74 2,05 0,31
I 120d T 3,55 1,94 2,75 0,81
C 200d H 1,74 1,12 1,43 0,31
I 200d H 2,61 1,46 2,04 0,57
C 200d T 1,77 1,55 1,66 0,11
I 200d T 2,96 1,7 2,33 0,63

identifier relative expression of TGF-ß
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9.2 Abkürzungsverzeichnis 

Abb. Abbildung 
Abs. Absatz 
AGD Amoebic Gill Disease 
Aqua dest. Aqua destillata 
A. salmonicida Aeromonas salmonicida 
ATP Adenosintriphosphat 
β-ME β-Mercaptoethanol 
B Komplementfaktor B 
BMP Bone Morphogenetic Proteins 
bp Basenpaar 
°C Grad Celsius 
Cx Komplementfaktor x (x = 1..9) 
Ca2+ Calciumionen 
cAMP zyklisches Adenosin-monophosphat 
C. carpio Cyprinus carpio 
cDNA komplementäre Desoxyribonucleinsäure 
cm Zentimeter 
COX-1 Cyclooxigenase-1 
COX-2 Cyclooxigenase-2 
CR1 Komplementrezeptor 1 
CR3 Komplementrezeptor 3 
d Tag/e 
D Komplementfaktor D 
°dH Wasserhärte 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMF N,N-Dimethylformamid 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
ELISA enzyme linked immunosorbent assay 
eNOS epitheliale NO-Synthase 
FAD Flavin-Adenin-Dinucleotid 
et al. et alii 
g Gramm 
G. derjavini Gyrodactylus derjavini 
G. salaris Gyrodactylus salaris 
h Stunde/n 
H2O Wasser 
HE Hämatoxilin/Eosin-Färbung 
ICE Interleukin-1-converting-Enzym 
IFN-γ Interferon-gamma 
IgA Immunglobulin A 
IgG Immunglobulin G 
IgM Immunglobulin M 
IHN Infektiöse Hämatopoetische Nekrose 
IL-1β Interleukin-1β 
IL-2 Interleukin-2 
IL-6 Interleukin-6 
IL-8 Interleukin-8 
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I. multifiliis Ichthyophthirius multifiliis 
iNOS induzierbare NO-Synthase 
IPN Infektiöse Pankreasnekrose 
ISH In Situ Hybridisation 
ITS-Region Interne transkribierte Spacer-Region 
km Kilometer 
kDa kiloDalton 
l Liter 
LAK Lymphokine Activated Killer (cell) 
LAMP Loop-mediated isothermal Amplification 
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
LPS Lipopolysaccharide 
m Meter 
MAC Membranangreifender Komplex 
MAF Makrophagen-aktvierender Faktor 
MASP MLB-assoziierte Serinprotease 
M. cerebralis Myxobolus cerebralis 
M. chrysops Morone chrysops 
mg Milligramm 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex 
min Minute/n 
ml Milliliter 
MLB Mannan-bindendes Lektin 
mm Millimeter 
mRNA messenger-RNA 
µm Mikrometer 
NADPH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 
NCBI National Centre of Biotechnology Information 
NK Natural Killer (cell) 
NK-κB Nuclear Factor kappa B 
nNOS neuronale NO-Synthase 
NO reaktives Stickstoffoxid 
NOHA Nw-hydroxy-L-Arginin 
km Kilometer 
O. clarki Oncorhynchus clarki 
O. mykiss Oncorhynchus mykiss 
O. keta Oncorhynchus keta 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
p.exp. post expositionem 
pmol picomol 
PUEF-8 Particle-Uptake Enhancing Fraction 
RFU Relative Fluorescence Units 
rIL-1β rekombinantes IL-1β 
RNA Ribonucleinsäure 
ROS reaktive Sauerstoffspecies 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Reverse Transkriptase 
S. confluentus Salvelinus confluentus 
SD Standardabweichung 
sec Sekunde/n 
SPF Spezifisch Pathogen Frei 
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spp. Spezies (plural) 
S. salar Salmo salar 
TAM Triactinomyxon 
T. borreli Trypanoplasma borreli 
T. bryosalmonae Tetracapsuloides bryosalmonae 
T. carassii Trypanosoma carassii 
TGF-β Transforming Growth Factor-β 
TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 
T. tubifex Tubifex tubifex 
UTR Untranslated Regions 
UV Ultraviolett 
VHS Virale Hämorrhagische Septikämie 
X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-d-Galactopyranosid 
z.B. zum Beispiel 
ZNS Zentralnervensystem 
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