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In vitro Kultur yon Brugia malayi, einem Erre-
ger der Iymphatischen Filariose beim Menschen

Franco H. Falcone, Max Schlaak und Helmut Haas
Forschungsinstitut Borstel
Institut fur Experimentelle Biologic und Medizin

Zusammenfassung

Die in vitro Kulrur der Filarie Brugia malayi vom
infektiosen zum jungen Adultstadium wird beschrieben.
Es wurden zellfreie Kulturbedingungen und die Cokultur
mit diversen mensch lichen lymphatischen Zellinien
miteinander verglichen: Duren Cokultivierung mit
lymphatischen Zellinien kannie die Lebensduuer der
Parasiten verldngen werden. Die besten Ergebnisse
wurden durch Cokultivierung mit del' human en T-
Zellinie Jurkat und humanen dermalen Fibroblasten als
Feeder-Zellen in RPMI 1640-Medium mil 10% hitrein-
aktiviertcm Humanserum erreicht. Dieses Kultursystem
erlaubte die Kultivierung von B. malayi fur mehr als 7
Wochen, mil einer durchschnittlichen Langenrunahme
der Larven um den Faktor 6,4 (0, 77±O,OJ5 em) und
einem maximalen Wachstum urn den Faktor 10 (1,2 em).
700% der Parasiten hatten innerhalb wm 74 Tagen das
vierte Larvenstadium erreicht. Am 37. Tag hatten 17%
der Wiirmer die letzte Hautung zum jungen Adultstadium
vollrogen. Die Parasiten konruen his zu 52 Tagen 0111

Leben erhalten werden. ln. den ersten vier Kulturwochen
verliefen sowohl das Ldngenwachstum als aucb die
Hdutungen del' Parasiten parallel zu dcr aus der Litera-
tur bekannien Entwicklung im experimentellen wirtstier.
Das System ist relativ einfach in del' Handhabung, hoch
reprodurierbar und daher ein guter Ausgangspunkt Jill'
weitere Yerbesserungen. Wir verstehen dieses Kultursy-
stem als einen weiteren Schritt in Richtung des anrusire-
benden vollstandigen Ersatzes des Wirbeltieres durcli in
vitro Kultursysteme im Bereich del' parositologischen
Forschung.

Keywords: filarial nematodes, in vitro culttvaiion,
coculture, human r cells. human dermalfibrohlusts,
gruwth of larvae
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Summary: In vitro cultivation oj Brugia malayi, a
parasitic nematode that causes human lymphatic filaria-
sis.

The in vitro cultivation of thefilarial nematode Brugia
malayi from the infective stage to the fourth and the
young adult stage is described. Different culture conditi-
ons including cell-free systems and coculture with
different human lymphatic cell lines 'were compared.
Co cultivation with each of the cell lines used enhanced
the survival of the parasites. The best results were
obtained employing the human T cell leukemia line
Iurkat and human dermal fibroblasts asjeeder cells in
RPMI 1640 supplemented with 70% heat-inactivated
human serum. This culture system allowed the cultiva-
tion. of B. malayifor more than 7 weeks with an average
growth of the larvae byfactor 6,4 (0, 77±O,035 em) and a
maximum growth by factor 70 (1,2 em). 100% of the
parasites reached the fourth larval stage after 14 days.
By day 37 ojcuuure, 17% of the larvae had completed
theirfinal moult, Parasites remained alive up to 52 days.
During the first four weeks of culture, both the length
and the periods of moulting of the in vitro cultivated
filariae closely resembled those observed with B. malayi
in vivo in rodent hosts. This system provides a new
approach for successful cultivation of B. malayi, that
should help to overcome the difficulties of reproduction
by other lahorutories encountered with previous culture
systems. It appeared highly reproducible in our hands
and possibly further improvement can be obtained on its
basis. This cultivation system represents a further step
towards the complete replacement of the vertebrate host
by means of in vitro culture systems in parasitological
research.

Abkurzungsvcrzeichnis
B. malayi Brugia malayi, FKS Potalcs Kalberserurn,
HS Humunes SeHl11."l, T.3 Drittes (;;;;infektiuses) Larven-
stadium, L4 Viertes Larvenstadiurn, Mf Mikrofilaricn,
MNZ Mononukleare Zellen, NI-Mediul11: Kulturmcdi-
urn, zusammengesetzt aus IMDM und NCTC 135 (1: 1)
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1 Einleitung gesundheitsorganisation l(WHO)

schatzt, daB weltweit 2.8 Mio.
Menschen mit W. bancro i und 5.8
Mio. Menschen mit Brugi spp. infi-
ziert sind (WHO, 1992).
Trotz intensiver Suche stehen zur

Zeit noch keine Medikamente zur
Verfugung, die ein vollstandiges Ab-
toten der adulten, geschlechtsreifen
Wurmer ermoglichen (Makrofilarici-
de). Die bekannten Mittel Ivermectin
und das seit mehr als 40 Jahren
eingesetzte Diethylcarbamazin

Filariosen stellen fur die Bevolke-
rung vieler tropischer Lander eine
auBerordentliche gesundheitliche
und soziale Bedrohung dar. Eine
besondere Form der Filariose isr die
lymphatische Filariose, auch als
"Elephantiasis tropica" bekannt.
Diese Erkrankung wird durch Wu-
chereria bancrofti, Brugia timori
und Brugia malayi (s. Abb. I: Zyklus
yon B. malayi) verursacht. Die Welt-
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Mikrofilarien

Abbildung 1: Zyklus van Brugia malayi.
Mit dem Stich infizierter MOcken (Vektoren) gelangen sogenannte L3-Larven (intektio-
ses Stadium) in den Menschen (Hauptwirt). Hier finden zwei Hautunqen zum erwach-
senen Adultwurm statt. Die in den Lymphknaten und LymphgefiiJ3en lebenden,
geschlechtsreifen AdultwOrmer (Makrofilarien) paaren sich. Die befruchteten Weib-
chen scheiden taqlich mehrere tausend Mikrafilarien (L1) aus, die periadisch im Slut
auftauchen und bei einem erneuten Stich van einer MOcke aufgenammen werden, um
sich dart uber zwei Hautunqen zur L3 weiterzuentwickeln. Der Abschnitt der Entwick-
lung im Wirbeltierwirt, der durch unsere in vitro Kulturtechnik ersetzt werden kann, ist
grau unterlegt.
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(DEC) wirken nur ternporar gegen
Mikrofilarien (Mikrofilaricide) und
ermoglichen so keine definitive Hei-
lung. Bei B. malayi selbst fuhren die
genannten Medikamente nieht zum
vollstandigen Verschwinden der
Mikrofilaricn aus dem peripheren
Blut (WHO, 1992). Daneben zeich-
net sich DEe durch haufige, zum
Teil bedrohliche Nebenwirkungen
aus (Greene et al., 1985). Somit
ergibt sich die Notwendigkeit der
Suehe nach einem weiteren, besser
geeigneten Wirkstoff. Zusatzlich ist
es sinnvoll, die Suche nach einem
Impfstoff gegen lymphatische Fila-
riosen voranzutreiben.
Voraussetzung fur die Entwick-

lung eines Impfstoffs oder eines The-
rapeutikums gegen Filarien ist es,
diese im Labor in ausreichender
Menge und in den unterschiedlichen
Entwicklungsstadien zur Verfiigung
zu haben. Hierzu gibt es einerseits
die Moglichkeit, die Parasiten aus
infizierten Individuen zu gewinnen,
andererseits die Haltung eines voll-
standigen Entwicklungszyklus in
Versuchstieren oder die Etablierung
einer in vitro Kultur.
Die Beschaffung yon Untersu-

chungsmaterial wird durch die aus-
gepragte Wirtsspezifitat und den Or-
ganotropismus yon Filarien er-
schwert. Wahrend bei Onchocerca
volvulus (Erreger der FluBblindheit)
die Gewinnung yon Adultwiirmern
aus Hautknoten befallener Individu-
en aus endemischen Gebieten relativ
einfach ist, scheidet diese Moglich-
keit bei den im menschlichen lym-
phatischen System vorkommenden
Filarien (B. malayi, B. pahangi, W.
bancrofti) aus. Hinzu kommt, daB fur
aIle oben genannten Filarien das
infektiose Stadium, dessen Verfug-
barkeit besonders im Hinblick auf
eine Impfstoffentwicklung wichtig
ist, auf diesem Wege normalerweise
nicht zuganglich ist.
Was die Ziichtung der Parasiten in

Labortieren angeht, so kann yon den
drei Erregern der humanen lymphati-
schen Filariose nur B. malayi in
Nagern (Meriones unguicu!atus,
Mastomys coucha) gehaJten werden.
Daher wird in der Filarioseforschung
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ottcr auf sogcnannte .Tiermodelle"
mit nicht hnmanpathogcncn Filaricn
zuruckgegriffen (z.B. Litomosolde s
carinii/Sigmodon hisnidus odcr
Acanthocheilonema vueae/Meriones
unguic ulatus, in heiden Fallen han-
delt es sich urn Parasit/Wirt Paaruu-
gen, die auch in der Natur vorkom-
men). Hierbei wird das Versuchstier
einerseits zur Aufreehterhaltung des
Entwicklungszyklus der Parasiten
genutzt, andererseits dient es glei-
chzeitig auch als "Modell "orga-
nismus fur parasitare Infektionen des
Menschen. Die Erhaltung solcher
Zyklen im Wirbeltierwirt ist mit z.T.
erheblichen Belastungen flir die Ver-
suchstiere verbunden. Da bei den
untersuchten Filarien immer blutsau-
gende Arthropoden als Zwischenwir-
te fungieren (s. z.B. Zyklus von B.
malayi, Abb.l), kann schon durch
Verwendung von kiinstlichen Blut-
futterungsvorrichtungen fur die Ar-
thropoden eine erste Verbesserung
del' Bedingungen fur die Versuchs-
tierc erzielt werden (Issmer et al.,
1994).
Die komplette Entwicklung des

Parasiten in vitro stellt eine anzustre-
bende Alternative zu den bisher
fur experimentelle Untersuchungen
noch verbreiteten .Tiermodellen"
dar. Obwohl bei einigen parasitaren
Helrninthcn eine ill vitro Zilch tung
vom infektiosen Larvenstadium bis
zum adulten, geschlechtsreifen
Wurm, inklusivc del' Ablage fertiler
oder unfertilcr Eier, gelungen ist
(Douvres und Malakatis, 1977;
Basch. 1981a, b; Smyth, 1(92), ist
dieses Problem bei Filarien noeh
nieht gelost. Yon den drei Erregern
del' Iymphatischen Filariose beim
Menschen hat die in vitro Kultur von
Brugia spp. zu den besten Ergehnis-
sen gefuhrt, Abcr auch hier steht ein
tiberall rcproduzierbares, sicheres
Kultursystem noch nicht zur Verfu-
gung. Zwar ist fur B. maZayi ein
Kultursystem bcschrieben worden,
das eine Entwicklung YUill drittcn
Larvenstadium uber zwei Hllutungen
zum Adultstadium mit Mikrofila-
rienbildung crmoglicht (Riberu t:l al.,
1990). Die so crzicltcn Ergebnisse
konnten jedoch in anderen Laborato-
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rien bisher nicht reproduziert werden
(Smillie et al., 1994: unsere eigenen
Ergebni.<i.<ie), wahrcnd andere Systc-
me nur gelegentlich zu einzelnen, in
ihrer Eutwickluug teilwcisc zu-
ruckgebliebenen, in jedem Fall aber
7.U nicht fcrtilcn Adultwiirrncrn (Mak
et al., 1983) fiihren. Die wichtigsten
in del' Literatur scit 1979 erschie-
nenen Kultursysteme sind in del'
folgenden Tabelle 1 zusamrnenge-
faSt.
FUr die in vitro Kultur parasitarer

Helrninthen wurden sowohl zellfreie
Kultursysterne als auch solche, in
denen Feeder-Zellen eingesetzt wer-
den, beschrieben. Feeder-Zellen die-
nen als Produzcnten van meist nicht
naher definierten, un ter Urnstanden
kurzlebigen Wachstums- und Ent-
wicklungsfaktoren, die an das umge-
bende Kulturmedium abgegeben
werden. Da die nutritivcn und meta-
bolischen Erfordemisse fur die Ent-
wicklung parasitarer Filarien nicht
ausreichend bekannt sind, ist es bis-
her nicht moglich, ein Kultursystem
uus definierten Einzelkomponentcn

zusarnmenzustellen Man grcift da-
her auf komplexe Nahrsluffgemische
zuruck. Hier ist vor allem del' (z.B.
fur B. malayi) bisher obligatorische
Zusatz von Serum zur Kultur zu
nenneu, in denen die HiI' die Wirk-
samkeit maBgeblichen SchlUsselfak-
torcn noeh nicht identifizicrt sind.
Die Zusammensetzung des Serums
unterliegt individuellen Schwankun-
gen. Das kann gegebenenfalls die
Reproduzierbarkeit der Kulturergeb-
nisse beeintrachtigen, Kultursysteme
mit definierten Kumponenten (kein
Zusatz von Serum) haben bei der in
vitro Zuchtung van Filarien bisher
nur zu Te.ilerfolgen geftihrt (Abra-
ham et al., 1(87).
Die von uns verfolgtc Strategic zur

in vitro Kultur von B. malayi bestand
darin, die Parasiten in vitro mit
Zellarten zu cokultivieren, mit den en
sie im Wirtsorganismus unmittelbar
direkten Kontakt haben. Da sich B.
malayi Adultwiirmer beim Men-
schen vorwiegend im Lyrnphsystern
aufhalten, lag es nahe, dcr Kultur
lyrnphalische Zellen zuzusetzen. Wir

Tabelle 1: Vergleich bisher publizisrter in vitro Kultursysteme fUr B. malay; und B.
pahangi.

Kultursystem/ Feeder- zell- Medium L3 L4 adult Mf
Publikation Zellen frei

Chen and Howells DS§ Med. 199+ X
1979 (B. pahangl) 10% NCSH

Wong et al. BEK$ MEM"· X X
1982 (B. pahangt) DSMt 10% FKS

Mak et al. LCC-MK2+ RPMI1640 X X (X)
1983 (B. malaYI) 10% HS

Hullun et al. BJP RPMI1640 X X
1984 (B. malayt) 10% FKS?

Riberu et al, X NI-Med. X X X X
1990 (B. malaYI) 10% HS

Hong and Wong X RPMI1640 X X
1991 (B. pahangt) 10% HS

Wisnewsky and LCC-MK2* NI-Med. X X
Weinstein 1993 10% =ecs-
(B. pahangt)

Smillie et al. X NI-Mad. X X (X)
1994 (B. malayt) 10% HS

Symbole: § Dog sarcoma cell line; ~Bovine embryonic kidney cell line; t Dog skeletal muscle
cell line; * Rhesus monkey continuous kidney cell line; £ Baby jird testes cell line; •Medium
199; ••Newborn calf serum; •••Minimum Essential Medium; + Iron supplemented calf serum
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haben daher den wachstumfordern-
den Effekt verschiedener lymphati-
scher Zellinien und peripherer Blut-
leukozyten (MNZ) untersucht. Dabei
wurden nur Humanserum und huma-
ne Zel1en oder Zellinien eingesetzt.
Wir konnten ein Kultursystem eta-
blieren, mit dem wir dem Ziel einen
Schritt naher kommen, B. malayi in
vitro vorn infektiosen Larvenstadium
bis zum geschlechtsreifen Adult-
wurm zu kultivieren, urn damit den
Wirbeltierabschnitt des Parasiten
durch ein geeignetes in vitro System
ersetzen zu konnen.

2 Tiere, Material und Methoden

Gewinnung der infektiosen
B. malayi Larven.
L3-Larven von B. malayi erhalten
wir aus infizierten Mucken der Art
Aedes aegypti nach Kalteschook-
und Etherbetaubung durch Quet-
schen und Barmannfiltertechnik.
Nach mehrfachem Was chen durch
Sedimentation in einem Spitzrohr-
chen werden die Larven unter mikro-
skopischer Kontrolle einzeln in das
jeweilige Kulturmedium transferiert.
Die Inkubation der Kultur findet in
einem befeuchteten Zellkulturbrut-
schrank mit 6% CO/Luft bei 37 C
statt. Nur morphologisch intakte, be-
wegliche Larven werden eingesetzt.

Kultur in einem zellfreien System.
In den ersten Versuchen benutzten
wir eine 1:1 Mischung aus NCTC
135 (GIBCO) und IMDM (GIBCO),
]0% hitze-inaktiviertem, gepooltem
Humanserum, 100 Ulml Penicillin G
Na-Salz (GIBCO) und 100 ug/ml
Streptomycin (GIBCO). Dieses yon
Franke und Weinstein (1983) erst-
mals beschriebene Medium wird im
folgenden als NI-Medium bezeich-
net. Vor Gebrauch wird das komplet-
te Medium sterilfiltriert (0,22 ).UTI
Membran, Sartorius). Das humane
Serum wird yon drei gesunden Spen-
dern ohne Berucksichtigung der
Blutgruppe gewonnen. Nach der
Zentrifugation wird das Serum ali-
quotiert und bei -20°C bis zum
Gebrauch gelagert. Die Inkubation
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der Parasiten findet in 24-Loch Zell-
kulturplatten (Greiner) oder in 15 ml
Rohrchen (Falcon) statt. Die Rohr-
chen werden in einem flachen Win-
kel im Brutschrank gehalten. Die 24-
Loch Platte enthalt 20-50 Parasiten
in 2 ml Medium, die Rohrchen 20-
30 Parasiten in 2 ml Medium. Jeden
zweiten Tag wird das Medium ge-
wechselt. In einer zweiten Versuchs-
reihe wurden 110 verschiedene Hu-
manseren (freundlicherweise von W.
Gralsmann, DRK, Lutjensee zur Ver-
fugung gestellt) anstelle des gepool-
ten Serums eingesetzt. Hierbei wur-
den 96-Loch Flachboden-Zellkultur-
platten (Nunc) mit 10-20 Parasiten
in 250 ul Medium eingesetzt.

Cokultur mit Feeder-Zellen.
AIs Medium benutzen wir RPMI
1640 (25 mM Hepes-gepuffert) mit
Zusatz von Penicillin/Streptomycin
und 10% inaktiviertem Humanse-
rum. AIs Feeder-Zellen benutzen wir
die menschliche T -Zellinie Jurkat
und humane dermale Fibroblasten
(freundlicherweise von H. Loppnow,
Borstel, zur Verfugung gestellt;
Loppnow et aI., 1989). Da die Jur-
kat-Zellen sehr rasch proliferieren,
teilen wir die KuItur aile 2-3 Tage
und halten dadurch die ZelI-
konzentration zwischen ca. 105 und
106/mi. Bei einer anfanglichen Dich-
te von nur 30.000 Zellen/mi wird
gewahrleistet, daB die exponentielle
Wachstumsphase der Jurkat-Zellinie
erst nach ca. 8 Tagen, also zum
Zeitpunkt des Auftretens der dritten
Hautung, erreicht wird. Durch den
Einsatz nur geringer Zelldichten in
der Anfangsphase der Kultur solI
eine Uberstirnulation des larvalen
Wachstums vermieden werden, da
sich eine solche in anderen Kultursy-
stemen als nachteilig erwiesen hat
(in vitro Kultur von Acanthocheilo-
nema viteae, R. Lucius, 1993). Nach
erfolgter dritter Hautung wird in
unserem System eine hohere Zell-
dichte (bis zu 106 Zellen/ml) einge-
setzt. Die Dichte der humanen der-
malen Fibroblasten betragt anfangs
1000 Zellen!cm2.

Die Parasiten werden in den ersten
zwei Wochen mit den humanen der-

malen Fibroblasten und der lurkat
Zellinie cokultiviert. Nach dieser
Zeit beginnt sich die Fibroblasten-
schicht vom Boden der Kulturplatten
abzulosen und zusammenzurollen.
Da dies haufig zu einem meehani-
schen Einschluf der Larven und
einem Verlust derselben fuhrt, wer-
den nach zwei W ochen die Kulturen
in einer frischen Platte ohne Fibro-
blastenbeschichtung weitergefuhrt.
Die schnell proliferierenden Zellen
werden alle 2-3 Tage durch Sedi-
mentation in einem Spitzrohrchen
yon den Parasiten abgetrennt und auf
eine ZeIIdichte yon ca. 1Q51L0ch
eingestellt.
In einigen Versuchsreihen wurden

die folgenden Zellinien (freundli-
cherweise yon W.-M. Becker, Bor-
stel, zur Verfugung gestellt), einzeln
oder in Kombination, in ihrer expo-
nentiellen Wachstumsphase einge-
setzt: Daudi, Jok-I, Jurkat, KU-812,
Molt-4, Ramos, Reh und U266. AI-
ternativ wurden die Parasiten auch in
Anwesenheit yon frisch isolierten
humanen mononuklearen Zel1en
(MNZ) aus peripherem Blut kulti-
viert. Die MNZ wurden aus Heparin-
Blut uber Ficoll-Hypaque Dichtegra-
dienten-Zentrifugation (Kanof und
Smith, 1991) isoliert. Die MNZ wur-
den einmal wochentlich durch fri-
sche Zellen ersetzt.

Bestimmung der Hiiutungsraten.
Die Hautungsrate erhalten wir durch
Teilen der Anzahl vollstandig abge-
streifter Haute durch die Gesamtzahl
eingesetzter Parasiten.

Messung der Parasiten.
Urn die Lange der Parasiten ohne
vorherige Fixierung zu messen, wer-
den hochauflosende Video-Standbil-
der mit einer geeichten MeBskala
verglichen.

Fixierung und Fiirbung der
Parasiten.
Fur morphologische Untersuchungen
werden die Parasiten mindestens 24
h in AFA (Alkohol/Formalin/Eises-
sig 8: 1:1 v/v/v) fixiert und fur min-
destens 48 h in 50% gefarbter Glyce-
rinlosung (5 ml 50% Glycerin, 5
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~r;')1>"" PALC:ONE ET AL.--~~~----------------------------
~~

Tropfen 1% Methylgrun, 1 Tropfen
ges, waBrigt: Pikrinsaurclosung) bei
Raumtcmpcratnr gchalten (McClung
Jones, 1966).

SluliJliJche AlJsVllertul1.g.

Der Students t-Test wurde zur Signi-
fikanzprtifung der mittleren Langen-
zunahme der Parasiten eingesetzt,

3 Ergebnisse

Kultur der Larven im zellfreien
System.
In den Kulturen ohne Feeder-Zellen
mit 10% gepooltem Humanserum als
Mediumzusatz trat die Hautung (drit-
te Hautung im Entwicklungszyklus)
vom dritten zurn vierten Stadium
nach 8 Tagcn ein; 70% der Larven
hatten ihre Hiiutung innerhalh von 14
Tagen abgcschlossen, wahrend die
restlichen 30% vor oder wilhrend der
Hautung starben. Diese Larven
zeiehnelen sich Iichtmikroskopiseh
durch eine ausgepragte Granulation
mit einer nur teilweise abgestreiftcn
Cuticula aus. 95% der Lurven, die
ihre Hautung erfolgreich abgeschlos-
sen hatten, zeigten eine stark vermin-
derte Beweglichkeit und eine aber-
rante "korkenzieherartige" Morpho-
logie, die sieh uber Tcile oder uber
die gesamte Lange des Parasiten
erstreckte, Nach 24 Tagen waren aile
Larven tot.
Analoge Ergebnisse erhielten wir

in den Versuchen, in dcncn 110
verschiedene Seren einzeln der Kul-
tur zugesctzt wurden. Obwohl ge-
ringfugige Unterschiede in der
wachstumsfordernden Eigenschaft
der Seren gesehen worden konnten,
gab es keine signifikante Beeinflus-
sung der Kulturergebnisse dureh cin-
zelne Sereno Auch hier waren nach
24 Tagen aile Larven tot. Es konnten
auch kcine Unterschiede zwischen
der Kultur in Zellkulturplatten und
den Rohrchen festgestellt werden.

Cokultur der Larven mit Fibro-
blasten.
In dicscm System traten die ersten
Hautungen nach 8 Tagen auf, nach
14 Tagen hatten sich 86% der Larven
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erfolgreich gchautct. 20% der L4
behicltcn ihre volle Bewegliehkeit
nach der Hautung, und das Erschei-
nen der "kurkenzieher-artigen" Mor-
phologic wurclc auf 1-10% der kulti-
vierten Larven reduzien,

Cokultur der Larven mit Fibro-
blasten und verschiedenen lympha-
tischen Zellinien oder MNZ.
Da B. rnalayi beim Menschen eine
besondere Adaptation an das lym-
phatische System zeigt, haben wir im
folgenden Schritt dem Kultursystem
neben den Fibroblasten eine oder
zwci der folgenden Zellinien zuge-
setzt: Die T-Zellinien Molt-4 unci
Jurkat, die B-Zellinien Daudi, Jok-I,
Ramos, U266, die non-T-non-B-Zel-
linie Rch, die Basophilen Zellinie

KU812 oder frisch isolierte MNZ.
Einige ZeIIinien hatten cine wesent-
lich geringerc Wachstumsrate als die
schnell prolifcricrenden Zellinien Ju-
rkat und Jok-I. Mil allen Zellil1iel1
waren die Entwicklnng nnd das
Wachstum der Larven in Kultur bes-
ser als im zellfreien System oder im
System mit Fibroblasten als einzigen
Fccdcr-Zellen. Nur die Verwendung
von MNZ zeigte irn Vergleich zu den
Kulturen mit Fibroblastcn alleine
keine relcvanten Verbesserungen.
Eine drastische Verbesserung der
Wachstumsforderung, sichtbar an ei-
ner bemerkenswerten Langenzunah-
me und einer Vcrlangerung der Le-
bensdauer, wurde durch den Einsatz
cler Jurkat-Zellinie erreicht. Die be-
sten Ergebnisse zcigte die Cokulti-

Abbi/dung 2: Vorderende einer frisch aus dem Vektor prapariertsn B. malayi-L3.
Es ist die charakteristische, spitz zulaufende Form erkennbar (x200).

Abbi/dung 3: Vorderende einer B. ma/ayi-L4 nach 21 Tagen in vitro Kultur.
Es 1st die fur das vierte Larven- und das Adultstadiurn charakteristische globull:ire
Form erkennbar (x200).
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Abbildung 4: Hinterende einer in vitro kultivierten infekti6sen Larve von B. malayi
wahrend der Hautunq von L3 L4.
In der teilweise schon abgestreiften Cuticula der L3, auf der noch die caudalen
Papillen zu sehen sind, ist das Hinterende der L4 erkennbar (x200).

Abbildung 5: Gr613envergleich einer in vitro kultivierten, mittelgrol3en L4 von B. malayi
(oben) mit einer frisch aus dem Vektor praparierten L3 (x25).

vierung der Larven mit derrnalen
Fibroblasten und der Jurkat-Zellinie.

nach 14 Tagen hatten 100% der L3
ihre Hautung abgeschlossen. Die L4
waren alle hoch beweglich und zeig-
ten die erwarteten morphologischen
Veranderungen, die normalerweise
die erfolgreiche Hautung yon B.
malayi begleiten (Mak et al., 1983).

Cokultur der Larven mit Fibro-
blasten und lurkat-Zellen.
In diesem System traten die ersten
Hautungen nach 8-10 Tagen auf;
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Hierzu gehoren die Veranderung des
Vorderendes yon einer schmal zulau-
fenden zu einer breiteren, knopfarti-
gen Form (s. Abb. 2 und 3) und der
Verlust der caudalen Papillen am
Hinterende (s. Abb. 4).
Die vor aHem im zellfreien System

auftretenden morphologischen Aber-
rationen ("korkenzieherartige" Mor-
phologie, Granulationen) lagen hier
je nach Versuch bei nur 0-6% der
eingesetzten Larven. Die durch-
schnittliche Langenzunahme der
Larven betrug das 6,4fache, das
langste Exemplar zeigte eine Grobe
von 1,2 em (lOfache Langenzunah-
me, s. Tab. 2). Abbildung 5 zeigt den
Langenvergleich einer mittelgroBen
in vitro kultivierten, 21 Tage alten
L4 mit einer frisch aus dem Vektor
geschliipften L3 van B. malayi.
Die vierte Hautung von der L4

zum jungen Adultstadium fand zwi-
schen den Tagen 26 und 37 der
Kultur statt. Nach 37 Tagen hatten
17% der Larven ihre letzte Hautung
abgeschlossen. Danach nahmen die
Wachstumsrate ab und die Mortali-
tatsrate zu. Einige praadulte Wurmer
konnten bis zu 52 Tage am Leben
erhalten werden.
Eine vergleichende Zusammenfas-

sung der Ergebnisse mit den ver-
sehiedenen Kultursystemen zeigt die
Tabelle 3.

4 Diskussion

Wir haben ein in vitro Kultursystem
fur die Entwicklung von B. malayi
vom infektiosen zum praadulten Sta-
dium etabliert. Die Technik besteht
in der Cokultivierung der Parasiten
mit humanen dermalen Fibroblasten
und der humanen T-Zellinie Jurkat in
RPMI 1640-Medium mit 10% Hu-
manserum als Supplement. Durch
dieses Kultursystem sind drei der
vier im Menschen vorkommenden
Entwieklungsstadien von B. malayi
fur immunologische oder biochemi-
sehe Untersuchungen, etwa zum
Zwecke der stadienspezifisehen An-
tigengewinnung (Impfstoffentwiek-
lung) oder fur ein in vitro Screening
von Pharmaka (Entwicklung und
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Tabelle 2: Ergebnisse der Cokultur von B. malayi-Larven mit humanen dermalon
Fibroblasten und der Jurkat-Zellinie als FAeder-Zellen.

Tag Anzahl games-
sener Larven

mittlere Lange (em)
+/- s.r.'

mitt!. Zuwachs-
Faktor

t-test

o
5

14
17
24
28

10
10
12
10
6
7

0,121 +/- 0,0053"
0,170 +1- 0,0053"
0,211 +1- 0,0109**
0,286 +/- 0,0277"
0,720 +/- 0,0422**
0,770 +/- 0,0348**

o
X 1.4
x 1,7
x 2,4
x 5,9
x 6,4

p < 0,001
p < 0,001
p < 0,05
p < 0,001
p < 0,05

•Die mittlerenWerte unterscheiden sich signilikant von der vorangegangenen Messung
(Students t test); ** s.I.: Standardlehler des Mittelwertes

Tabelle 3: Vergleich der Ergebnisse in den verschiedenen Kultursystemen mit und
ohne Feeder-Zellen. Erst durch die Verwendung der schnell proliferierenden
Jurkat-Zellinie als Feeder-Zelle werden eine l.anqenzunahrne um das 6,4fache
und die Hautunq zum jungen Adultstadium erreicht.

System Hautunq Hautunq morpho rnlttl. L3 L4 ad.:"
L3 L4 L4 ad. Aberr. % Zuwachs-
(Tage) (Tage) (L4) Faktor

Zellfrei; 70% 95% < 1,5 X (X)' -
NI-Medium, (8-14)
10% HS
(24-Loch Platten)

Zellfrei; 70% 95% < 1,5 X (X)* -
NI-Medium, (8-14)
10% HS
(Rbhrchen)

Fibroblasten 86% 1-10% < 2,0 X (X)* -
RPMI, (8-14)
10% HS

Fibroblasten/Jurkat 100% 17% 0-6% 6,4 X X X
RPMI, (8-14) (26-37)
10% HS

•Nach Hautunq Verlust der Beweglichkeit und Auftreten von morphologischen Aberratio-
nen; Einzelheiten im Text. ; ** ad. = jung-adultes Stadium

Austestung yon Makrofilariciden)
zuganglich. Die Vorteile eines sol-
chen Kultursystems sind neben der
Einsparung yon Versuehstieren aueh
eine Kostensenkung, die Verfugbar-
keit definierter Entwicklungsstadien
und die Moglichkeit der direkten
Beobachtung der Effekte der unter-
suchten Pharmaka auf den Stoff-
wechsel oder die Beweglichkeit der
Parasiten. Zusammen mit neueren
Teehniken der Membranfutterung
(Issmer et aI., 1994) und der Cryo-
konservierung yon Parasitenstadien
(Lucius, 1993; Rapp et al., 1994)
kann so eine drastische Reduzierung

des Versuchstierverbrauchs erreicht
werden.
Mit dem zellfreien Kultursystem

yon Riberu et al. (1990) haben wir
keine befriedigenden Ergebnisse er-
reicht. Erst durch den Einsatz yon
Feeder-Zellen, ahnlich wie Mak et
al. (1983), konnte eine wesentliche
Verbesserung der Kulturergebnisse
erzielt werden. In unserem zellfreien
System entwickelten sich die infek-
tiosen Larven nieht tiber das vierte
Stadium hinaus, und nach 24 Tagen
waren alle Larven tot. Wir konnten
aueh keine wesentliche Beeinflus-
sung durch die Art oder QueUe des
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vcrwcndctcn Serums beobachten:
Wir fanden zwar, daB die Anweseu-
hcit von Serum uncrliihlich fur das
Uberleben und die Weiterentwick-
lung der Larveu ist, jedoch gab cs
kcinc signifikante Beeinflussung der
Kulrurergebnisse durch einzelne Se-
ren. Auch hier waren nach 24 Tagen
aile Larven tot. Tmweiteren konnten
wir in mehreren Versuchsreihen kei-
ne Unterschiede zwischen der Kultur
in 24-Loeh-Zellkulturplatten und den
in einem flachen Winkel gehaltenen
Kulturrohrchen feststellen. Die Be-
deutung des letzteren technischen
Details fur den Erfolg des Kultursy-
stems wird yon Riberu et al. beson-
ders hervorgehoben (J. K. Baird,
personliche Mitteilung). Diese Er-
gebnisse legen den SchluB nahe, daB
im zellfreien Kultursystem, unab-
hangig yon technischen Einzelhei-
ten, die Wahl eines geeigneten Se-
rums vermutlich nicht den Schliissel-
faktor fur den Erfolg der Kultur
darstellt, sondern dieser vielmehr
yon der Anwesenheit weiterer, bis-
her noch unbekannter Faktoren ab-
hangt. Da diese mutmaBlichen Fak-
toren in der natlirlichen Umgebung
des Wirtes (fur B. malayi das Lym-
phsystem infizierter Menschen) vor-
handen sein miissen, haben wir ver-
sucht, in vitro einige der Zellarten
einzusetzen, rnit denen die Parasiten
auch in vivo Kontakt haben. Wir
untersuchten daher den wachstum-
fordernden Effekt versehiedener
lymphatischer Zellinien (T-, B-, non-
T-non-B-, Basophilen-ZeUinien und
frisch isolierte mononukleare Zellen
aus peripherem Blut), zum Teil in
Kombination miteinander, aIle in
Anwesenheit yon humanen dermalen
Fibroblasten. In der· Annahme, daB
B. malayi ein vorwiegend an den
Mensehen adaptierter Parasit ist, be-
nutzten wir aussehlieBlieh menschli-
che Zellen und Sereno Obwohl mit
allen Zellinien die Entwicklung und
das Wachstum der Larven in Kultur
besser als im zellfreien System wa-
ren, konnte eine drastische Verbesse-
rung des Wachstums, sichtbar an der
bemerkenswerten Langenzunahme
und einer maximal en Verlangerung
der Lebensdauer, erst durch den Ein-
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satz der Jurkat-Zellinie erreicht wer-
den. Die besten Ergebnisse zeigte die
Cokultivierung der Larven mit der-
malen Fibroblasten und der Jurkat-
Zellinie. In diesem System traten die
ersten Hautungen nach 8-10 Tagen
auf; nach 14 Tagen hatten 100% der
Larven ihre Hautung abgeschlossen,
am 37. Tag hatten 17% der Wiirmer
die letzte Hautung zum jungen
Adultstadium vollzogen. Die Parasi-
ten konnten bis zu 52 Tagen am
Leben erhalten werden. In den ersten
vier Kulturwochen verliefen sowohl
das Langenwachstum als auch die
Hautungen der Parasiten parallel zu
der aus der Literatur bekannten Ent-
wicklung im experimenteJlen Wirts-
tier (Ash and Riley, 1970).
Der experimentelle Befund, daB

erst durch die Cokultivierung der
Parasiten mit Fibroblasten und der
Jurkat-Zellinie eine Entwicklung
zum jungen Adultstadium gelingt,
konnte bedeuten, daB diese ZeJlen
spezifische, essentielle wachstum-
fordemde Faktoren bereitstellen. Die
Identifikation dieser Faktoren sollte
weiteren AufschluB iiber die physio-
logischen Bediirfnisse der Filarien
liefern.
Das hier vorgestellte Kultursystem

stellt einen neuen Ansatz dar, der es
ermoglicht, die bisher schwierige
Reproduzierbarkeit der in vitro Kul-
tur von B. malayi entscheidend zu
verbessern. Das System ist einfach in
der Handhabung, hoch reproduzier-
bar und daher ein guter Ausgangs-
punkt fur weitere Verbesserungen.
Wir verstehen dieses Kultursystem
als einen Beitrag in Richtung des
anzustrebenden vollstandigen Ersat-
zes des Wirbeltieres durch in vitro
Kultursysteme im Bereich der para-
sitologischen Forschung.
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