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Einleitung Die erhöhte Expression von spezifischem IgE und die damit in engem Zusammenhang stehende
Eosinophilie gelten allgemein - neben der Bildung von spezifischem IgG - als typische Reaktion des
Immunsystems auf eine Infestation/Infektion des Menschen mit Würmern. Den IgE-Antikörpern
wird dabei einerseits protektive Wirkung zugeschrieben (2) - der genaue Wirkungsmechanismus
ist allerdings weitgehend unbekannt - andererseits ist es eine Tatsache, daß ein Teil der klinischen
Symptomatik bei Helminthosen (z. B. bei der Toxokarose) - ähnlich wie bei Allergien - durch Ent-
zündungsreaktionen verursacht wird und nur durch eine Therapie mit Entzündungshemmern
behandelt werden kann (1).

Während manche Pollenallergene bereits molekularbiologisch und physiologisch charakterisiert
sind und ihre Wirkungsweise weitgehend aufgeklärt ist, ist über analoge Proteine bei Helminthen
nur wenig bekannt. Das einzige gut beschriebene IgE-reaktive Helminthenantigen ist ABA-1, ein
Ascaris suu/27-Protein mit 14 kDa schweren repetitiven Einheiten unbekannter Funktion und das
zwar durchsequenzierte, aber nicht näher charakterisierte Toxocara cams-Homologon TBA-1 (4, 7).

Ziel unserer Studie war es daher, nach weiteren Proteinen mit stark IgE-reaktiven Eigenschaften
zu suchen. Als aussichtsreichster „Kandidat" bot sich Profilin an. Profiline sind als Aktin-bindende
Proteine am Aufbau des Zytoskeletts aller Eukaryonten beteiligt (3); darüber hinaus ist bekannt, daß
sie Anteil an der Inhibition der Bildung der „second messenger" Moleküle Inositol-Triphosphat und
Diaglyzerol haben (8, 9). Profilin wurde bereits als starkes Allergen in Pollen (11) und als IgE-reak-
tives Antigen in Entamoeba histolytica identifiziert (4). Da Profilin selbstverständlich auch in Hel-
minthen vorkommt, haben wir versucht, Seren verschiedener Patienten- und Probandengruppen
auf ihre IgE-Reaktivität gegen einen Profilinextrakt und gegen einen Gesamtextrakt aus Ascaris
suum, einem in Mitteleuropa weit verbreiteten Parasiten, zu testen.
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Material und Methoden

Antigene

Gesamtextrakt aus A suum

Profilinextrakt aus A suum

SDS Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE)

IgE-Immunoblot

Patienten und
Probandenkollektiv

Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 3

Gruppe 4

Adulte lebende männliche Exemplare von A. suum wurden in 3 cm lange Stücke geschnitten und in
flüssigem Stickstoff bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Etwa 5 g dieses Materials wurden in
25 ml PHEM-Tx Puffer (120 mM Pipes, 50 mM Hepes, 20 mM EGTA, 4 mM MgCl2, 10 mM Glukose,
l,5%TritonX100und 1 mM PMSFund20 mM Jodazetamid) gegeben und mit einem Homogenisa-
tor zerkleinert. Anschließend wurde das Homogenat bei 2000 g (5 min, 4°C) und der Überstand
noch einmal bei 35000 g zentrifugiert.

Poly-L-prolin wurde an CNBr aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia, Schweden) gekoppelt. 30 ml
Gesamtextrakt und 20 ml Sepharose wurden zwei Stunden lang bei Raumtemperatur und
anschließend über Nacht bei 4°C inkubiert. Ungebundene Proteine wurden mit 90 ml Tris/
NaCl/ATP (20 mM Tris/Cl, 150 mM NaCl, 0.5 mM ATP; pH 7.6) abgetrennt. Das gebundene Profilin
wurde mit 30 ml Tris/Nacl/ATP, 2M Harnstoff und anschließend mit 90 ml Tris/Nacl/ATP, 6 M
Harnstoff eluiert. Die Eluate wurden gegen Aqua dest. dialysiert und anschließend lyophilisiert.

Die Antigene (Gesamtextrakt und Profilinextrakt) wurden mit einem 12%igem SDS-Polyakrylamid-
gel unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt (6). Die Molekulargewichte der einzelnen Pro-
teinbanden wurden nach den jeweils mitgeführten Proteinstandards (Amersham Int./England)
bestimmt.

Die aufgetrennten Proteine wurden nach der Elektrophorese in einem Tris-Glyzin-Puffer (25 mM
Tris, 192 mM Glyzin, 20% Methanol pH 8,3) bei 150 mA, sechs Stunden auf Nitrozellulosemem-
branen (0,2 um Porengröße, Schleicher & Schüll, Kassel/Deutschland) geblottet. Die Nitrozellulose
wurde anschließend in je 5 mm breite Streifen geschnitten und in Probenpuffer (50 mM Natrium-
Phosphat, pH 7.5, 0,5% Rinderserumalbumin, 0,05% NaN3, 0,5% Tween-20) zwei Stunden präinku-
biert. Anschließend wurden die Nitrozellulose-Streifen mit den Patientenseren (1A in Probenpuffer
verdünnt) überschichtet und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Abwaschen ungebundener
Antikörper mit Probenpuffer (30 min) wurden die Streifen mit dem im Probenpuffer 1:10 verdünn-
ten Sekundärantikörper (125J-Kaninchen Antihuman-IgE, Pharmacia) über Nacht bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Pool von Humanseren, in denen keine spezifischen,
gegen Toxocara azn/s-Antigen gerichteten IgG-Antikörper nachweisbar waren.

Die Streifen wurden nach einem weiteren Waschgang getrocknet, auf Papier geklebt und in
Exponierkassetten (X-Omatic, Kodak) auf einen „hyperfilm MP" (RPN6, Amersham Int./England)
gelegt und bei -70°C exponiert.

In die Studie wurden 89 Seren einbezogen, die nach den klinischen Symptomen der Patienten/
Probanden in 4 Gruppen eingeteilt wurden:

13 Seren von gesunden Personen mit spezifischem IgG gegen exkretorisch/sekretorisches (ES)
Antigen von T. canis oder A suum.

11 Seren von Patienten mit Typ I-Allergien und einem IgE-Titer von >1000 IU, aber ohne
spezifisches IgG gegen ES-Antigen von T. canis oder A suum.

34 Seren von Patienten mit spezifischem IgG gegen ES-Antigen von T. canis und mit
Toxokarose-assoziierter Symptomatik.

31 Seren von Patienten mit spezifischem IgG gegen ES-Antigen von T. canis oder A suum,
aber ohne genaue klinische Diagnose.
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Tabelle 1:

IgE-Reaktivität von Seren von unterschiedlichen Patienten und Probandengruppen
gegen Antigenextrakte.

Gruppe

Gruppe 1(13 gesunde Probanden)
Gruppe 2 (11 Allergiker)
Gruppe 3 (34 Toxokarose-Patienten)
Gruppe 4 (31 TES-positive Probanden
ohne spezifische Diagnose)

Total

IgE-Reaktivität gegen

A. suum-Extrakt
(positiv/negativ)

0/13
3/ 8
4/30

5/26

12/77

Profilin-Extrakt
(positiv/negativ)

0/13
0/11
2/32

2/29

4/85

Ergebnisse

Gesamtextrakt aus A suum

Von ingesamt 89 getesteten Seren zeigten 12 IgE-Bin-
dung an den A. suum Gesamtextrakt. Während kein
Serum aus der Gruppe 1 (gesunde Probanden) reagierte,
waren drei der 11 Seren aus der Gruppe der Typ I-Allergi-
ker, vier der 34 Seren der Gruppe der Toxokarose-Patien-
ten und fünf der 31 Patienten ohne klinische Diagnose
IgE-reaktiv (Tab. 1). Die einzelnen Seren zeigten sehr
unterschiedliche Bandenmuster (Abb. 1). Die Molekular-
gewichte der reaktiven Proteine reichten von 14 kDa bis
über 200 kDa.

Profilinextrakt aus A suum Abbildung 2 zeigt das typische IgE-Bandenmuster im Immunoblot mit einer Bande bei etwa 14 kDa
(monomeres Profilin) und drei höhermolekularen Polymeren. Gegen Profilin zeigte kein Serum der
Gruppen 1 und 2 (gesunde Probanden und Typ I-Allergiker) IgE-Reaktivität, jedoch jeweils zwei
Seren der Gruppen 3 (Toxokarose-Patienten) und 4 (Patienten ohne klinische Abklärung).

Diskussion Ziel der Studie war es, einen Profilinextrakt - und vergleichend dazu einen Gesamtextrakt - aus
Ascaris suum auf seine IgE-Reaktivität zu überprüfen, da sich aus Pollen sowie Entamoeba histoly-
tica isoliertes Profilin als stark IgE-reaktives und Entzündungsreaktionen induzierendes Protein,
das für einen Teil von Krankheitssymptomen, z. B. bei Allergien, verantwortlich sein kann, heraus-
gestellt hat. Dafür wurden Seren von gesunden Probanden mit spezifischem IgG gegen E/S-Anti-
gene von Toxocara canis oder Ascaris suum (Gruppe 1), Seren von Patienten mit Typ I-Allergien, aber
ohne spezifische Toxocara- oder Asoms-Antikörper (Gruppe 2), Seren von Patienten mit Toxoka-
rose-assoziierter Symptomatik und spezifischen Toxocara-Antikörpern (Gruppe 3) sowie Seren
von Patienten mit spezifischen Tcwxrara-Antikörpern, aber ohne genaue klinische Diagnose
(Gruppe 4), in einem Ascaris suum-Gesamt- und einem Ascaris si/u/n-Profilinextrakt-Immunoblot
auf spezifische IgE-Antikörper untersucht.

In unserer Studie konnten wir erstmals zeigen, daß man auch im Serum von Helminthose-Pati-
enten (Gruppe 3) oder Patienten mit spezifischen Toxocara-Antikörpern in Kombination mit einer
- wenn auch unspezifischen/uncharakteristischen klinischen Symptomatik (Gruppe 4) - IgE-Anti-
körper nachweisen kann, die mit Ascaris suum-Profilinextrakt reagieren. Obwohl der Anteil der
gegen Profilin IgE-reaktiven Seren mit 6,2% (4 von 65) - in den Patientengruppen 3 und 4 waren es
je zwei - zunächst gering erscheinen mag, kommt diesem Befund außerordentlich große klinische
Bedeutung zu; immerhin ist es vorstellbar, daß auch „Wurmprofiline", ähnlich wie auch aus Pollen
isolierte Profiline, eine Induktion oder Prolongation von Krankheitssymptomen durch Autoim-
munreaktivitäten - hervorgerufen durch eine Sensibilisierung über Profilin - bewirken können (10).

Etwas überraschend war hingegen die Beobachtung, daß immerhin 12 der 85 untersuchten
Seren (= 15,6%) mit dem Gesamtextrakt aus Ascaris suum reagierten. Obwohl der Parasit in Mittel-
europa weit verbreitet ist, stellt Ascaris suum in erster Linie einen Parasiten des Schweines dar, der
wohl auch gelegentlich den Menschen befallen kann, in dem er aber nur extrem selten zum Adult-
tier heranwächst. Allerdings dürfte es doch kein so seltenes Ereignis sein, daß Ascaris suum-Eier
(aerogen) auf Menschen übertragen werden und in manchen Fällen eine spezifische Antikörper-
produktion initiieren. Aufgrund der Tatsache, daß sowohl neun Seren aus den Patientengruppen 3
(Toxokarose-Patienten) und 4 (TES-positive Patienten, ohne spezifische klinische Diagnose), die
allerdings keine IgG-Antikörper gegen Ascaris- Antigen haben, als auch drei Seren aus der Gruppe 3
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Abbildung 1:

Das IgE-Bandenmuster gegen den Extrakt aus adulten A. suum von
drei repräsentativen Seren (Sl-3; NK, Negativkontrolle). Die relativen
Molekulargewichte der reaktiven Proteine reichen von 14 kDa bis
über 200 kDa.

(Typ I-Allergiker) mit dem Asoms-Gesamtextrakt reagierten, liegt der
Schluß nahe, daß es sich dabei um Kreuzreaktivitäten handelt. Darüber
hinaus war die große Heterogenität der Bindungsmuster zwischen den
einzelnen IgE-reaktiven Seren (Abb. 1) und dem Ascaris suum-Gesam-
textrakt auffällig, die in diesem Ausmaß beim IgG-Bandenprofil nicht
festgestellt wurde. Offensichtliche Gesetzmäßigkeiten waren hier
jedenfalls nicht erkennbar. Diese Tatsachen lassen daher den Schluß
zu, daß es sich bei der Bildung von Antikörpern der Klasse E mehr um
individuelle Ereignisse als um generelle Gesetzmäßigkeiten handelt.

Zusammenfassung

Profilin, eine ubiquitäre Komponente des Zytoskeletts, ist als starkes
Allergen in Pollen und als IgE-reaktives Protein in Entamoeba histolytica
identifiziert worden. Da Profilin auch in humanmedizinisch relevanten
Parasiten vorhanden ist, haben wir einen Profilinextrakt - und zum
Vergleich - einen Gesamtextrakt aus Ascaris suum auf ihre IgE-Reakti-
vitäten untersucht. Insgesamt wurden 13 Seren von gesunden Perso-
nen mit spezifischem IgG gegen exkretorisch/sekretorisches (ES)
Antigen von T. canis oder A suum, (Gruppe 1), 11 Seren von Patienten
mit Typ I-Allergien (Gruppe 2), 34 Seren von Toxokarose-Patienten
(Gruppe 3) und 31 Seren von Patienten mit spezifischem IgG gegen ES-
Antigen von T. canis oder A. suum, aber ohne genaue klinische
Diagnose (Gruppe 4) in einem Immunoblot gegen einen A. suum-
Profilin- und vergleichend gegen einen Gesamtextrakt aus adulten A
suum auf spezifische IgE getestet.

Während keines der Seren aus den Gruppen 1 und 2 im Profilinex-
trakt-Immunoblot reagierte, zeigten je zwei Seren der Gruppen 3 und 4
deutlich positive Reaktionen; damit konnte erstmals Ascaris-Profilin als
IgE-reaktives Protein bei Toxokarose-Patienten und Patienten mit
unspezifischer/uncharakteristischer Symptomatik und spezifischem
IgG-Spiegel gegen Toxocara canis E/S-Antigen nachgewiesen werden.

Im Gesamtextrakt-Immunoblot zeigten insgesamt 12 Seren IgE-
Reaktivität; aufgrund der Tatsache, daß Seren aus allen drei Patienten-
gruppen (2, 3 und 4) mit einzelnen Komponenten des Gesamtextrakts
reagierten, muß allerdings geschlossen werden, daß es sich dabei um
Kreuzreaktivitäten handelt. Darüber hinaus zeigten die einzelnen
Seren gegen A. suum Antigene ein sehr breites und sehr heterogenes
Bandenmuster (zwischen 14 und >200 kDa), so daß angenommen
werden muß, daß es sich bei der Bildung von IgE-Antikörpern eher um
individuelle Ereignisse, als um generelle Gesetzmäßigkeiten handelt.

Schlüsselwörter

Ascaris suum, Toxocara canis, IgE, Profilin.

Abbildung 2:

Die IgE~Reaktivität des Profilinextraktes. Die Banden liegen bei etwa
HkDa (monomeres Profilin) und 28, 42 und 56 kDa (höhermolekulare
Polymere; +K, reaktives Serum; NK, Negativkontrolle).
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summary Extraction and identification of profilin from Ascaris suum
as an IgE-reactive antigen

In previous studies profilin, an ubiquitous component of the cytoskeleton, has been identified as an
allergen in pollen and as an IgE-reactive antigen in Entamoeba histolytica. Since profilin is also
present in parasites of medical relevance we have tested an extract of profilin and - in comparison
- a total extract of adult Ascaris suum for their reactivity with human IgE. In total 13 sera from
healthy persons with specific IgG against excretory/secretory (ES) antigens of T. canis or
A. suum (group 1), 11 sera from patients with type-I allergies (group 2), 34 sera from patients suffe-
ring from toxocarosis associated symptoms (group 3) and 31 sera from patients with specific IgG
against E/S antigens of I canis or A. suum but without defined case history (group 4) were tested
for their IgE-reactivity with profilin and somatic antigens extracted from A suum.

Whereas none of the sera of group 1 and 2 reacted with profilin, 2 sera from group 3 and of group
4 showed strong IgE binding with the profilin extract. Thus, we could demonstrate the first time
Ascaris profilin as an IgE reactive protein in toxocarosis patients as well as in patients with an
unspecific/uncharacteristic symptomatology and specific IgG against Ascaris or Toxocara E/S-
antigens.

In the immunoblot using a total somatic extract of Ascaris as antigen, 12 sera showed IeE-reac-
tivity; however, due to the fact that also type-I allergies (group 2) showed IgE-reactivity it must be
concluded that this binding is rather caused by cross reactivity than by specific binding. In addition
the IgE binding pattern of these 12 sera against total A suum antigens showed a rather high hete-
rogeneity (several proteins between 14 and >200 kDa); thus this fact might be more a consequence
of individual immune response than a general phenomenon.

Keywords Ascaris suum, Toxocara canis, IgE, profilin.
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