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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 BIOLOGIE DER APICOMPLEXA

Die Apicomplexa stellen eine zu den Eukaryoten gehorende Gruppe von Protozoen dar, deren
Mitglieder ausnahmslos obligat intrazelluldr lebende Parasiten sind. Besonders weit verbreite-
te und wichtige Vertreter sind der Erreger der Toxoplasmose, Toxoplasma gondii und die Er-
reger der Malaria (Plasmodium -Arten) (Dubey et al., 1970; Hu et al., 2006). Die Apicomple-
xa bieten dariiber hinaus eine breite Variabilitdt und Vielzahl von Krankheitserregern. Wegen

ihrer hohen Pathogenitit stellen sie die heutige Humanmedizin vor gro3e Aufgaben.

Ein wesentliches Charakteristikum der beweglichen Stadien dieses Stammes ist ihr Apikal-
komplex, der sich, wie der Name verrit, in der vorderen Spitze des Organismus befindet (Hu

et al., 20006).

» Dense Granules” Golgi-Apparat

Raues Endoplasmatisches

Apikoplast
Retikulum

Mikronem
\ Conoid
N

__)
L]
Apikales

Ende
Rhoptrien

Mitochondrium

Abbildung 1.1: Morphologie der Apicomplexa:[A] Schema eines autotrophen Protisten (gelb) der einen Organismus mitsamt Chloroplast
(C), welcher urspriinglich zu den Rotalgen (R) zihlte, umschlieit; [B] Schema eines motilen Stadiums der Apicomplexa (Merozoiten, Spo-
rozoiten, Tachyzoiten, Bradyzoiten). Es wird angenommen, dass aus der Rotalge und dessen Chloroplast sich im Verlauf der Evolution der
Apicoplast (AP) mit seinen 4 Membranen der Apicomplexa bildete; diese umfassen z.B. Toxoplasma gondii sowie Arten der Gattung Plas-
modium, Sarcocystis, Eimeria und Isospora. F Flagellum, N Nucleus, IN Invagination der Rotalge; [C] Schema von motilem Stadium von
T.gondii, nach http://www.Laborwissen.de/wiki/img/wiki_up/Toxo_ultrastructure.gif.

Dieser besteht aus einem Polarring am apikalen Pol des Einzellers, einem Conoid, zahlreichen
Mikronemen und Rhoptrien. Mikronemen sind wichtig fiir die Anlagerung und Penetration
und die Ausbildung der Parasitophoren Vakuole (PV) innerhalb der Wirtszelle (Walker et al.,
2014).

Die PV wird gleichermallen bei Befall der Wirtszellen durch motile Stadien von Toxoplasma,

Plasmodium und Leishmania ausgebildet. Die Wirtszellmembran bildet die dullere Schicht
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und die Zellmembran des Parasiten bildet die innere Schicht der PV (Joiner et al., 1996;
Lingelbach und Joiner, 1998; Virreira Winter et al., 2011). So rdumlich geschiitzt, zum Bei-
spiel vor Azidifizierung durch Lysosomen, kann sich der Parasit mittels seiner sekretorischen
Organellen den Metabolismus der Wirtszelle zu Nutze machen und sich vermehren (Blader

und Saeij, 2009; Zhao et al., 2009).

Bei den Rhoptrien handelt es sich um sekretorische Organellen: ihnen werden Funktionen in
der Ausbildung der PV zugeschrieben. Auflerdem kdnnen sie durch Exkretion von Proteinen
den Metabolismus der Wirtszelle auf die Bediirfnisse des Parasiten ausrichten und zum
Schutz vor der intrazellularen Immunabwehr beitragen (Dubremetz, 2007). Das vorstiilpbare
Conoid und der Polarring sind Tubulin-Polymere und tragen zur Stabilitit des Apikalkomple-
xes bei (de Souza und Souto-Padron, 1978; Del Carmen et al., 2009). Die Funktion ist die
Unterstlitzung der aktiven Invagination der Wirtszellmembran mit anschlieBender Ausbildung

der PV (Abb. 1.2 und 1.3).

ARG Gy

a2

.Y
L3

o -

K

Abbildung 1.2: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Lymphozyten mit intrazelluldren und extrazelluldren Tachyzoi-
ten (griin) von T.gondii ME49; Man erkennt gut die bereits eingedrungenen Tachyzoiten. Diese liegen in der ihrerseits ausgebildeten
Parasitophoren Vakuole in der Wirtszellmembran und nicht, wie viele Pathogene intrazelluldr im Zytosol. Durch die Schaffung eines eige-
nen, geschiitzten Bereichs auerhalb der Reichweite der intrazelluldren Erregerabwehr erlangen die Parasiten einen Vorteil gegeniiber dem
Wirt. Es wird auch deutlich, dass mehrere Parasiten dieselbe Zelle befallen konnen. Nach Mehlhorn 2017

Die motilen Stadien der Apicomplexa werden Sporozoiten genannt. Hierzu zdhlen bei
T.gondii die Tachyzoiten, Bradyzoiten, Merozoiten und Cystozoiten. All jene Stadien verfii-
gen iiber einen speziellen, filir sie essentiellen Plastid, den Apicoplast (Abb.1.3) (Kohler,

2005). Dieser Plastid besitzt vier Membranen, derer inneren zwei Membranen von Algen der

2
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Ordnung Dinoflagellatea abstammen. Somit wird angenommen, dass der Apicoplast im Laufe
der Evolution durch sekundidre Endosymbiose entstanden ist. Das Organ besitzt ein eigenes
Genom, hat aber die Fahigkeit zur Photosynthese verloren. Bekannte Funktionen des Apicop-
lasts sind die Bereitstellung von Isoprenoiden, Fettsduren und Eisen-Schwefel-Clustern fiir
das jeweilige Parasitenstadium (Enzyklopéddie der Parasitologie, 2017). Neueste Untersu-
chungen konnten zeigen, dass der Transport dieser Molekiile iiber die duBeren, periplastidi-
schen Membranen {iiber einen angepassten Endoplasmatisches Retikulum- assoziierten Degra-
dation (ERAD)-assoziierten Signalweg gesteuert wird (Agrawal et al., 2009; Spork et al.,
2009). Dieser ist ansonsten an der Uberpriifung der Faltung von Proteinen und der anschlie-

Benden Degradierung von falsch gefalteten Proteinen beteiligt (Friedlander et al., 2000).

Abbildung 1.3: Léingsschnitt durch das apikale Ende eines extrazelluliiren Tachyzoiten von T.gondii. Das Conoid ist
vorgestiilpt (grau, langlich). Es dient zur aktiven Eindellung und zum Eindringen in die Wirtszellmembran. Rhoptrien (braun); Mitochond-
rien (griin); Apicoplast (blau); nach Mehlhorn 2017.

Der Transport der Molekiile iiber die beiden inneren Membranen wird iiber ein abgewandel-
tes, von Plastiden der Pflanzen bekanntes System, dem Tic/Toc gesteuert (Joiner und Roos,
2002). Beriicksichtigt man die evolutionsbiologische Herkunft des Plastiden und die bereits
bekannten Funktionen fiir den Parasiten, ist die Untersuchung der Wirkung von Herbiziden
gegen Apicomplexa folgerichtig, um eventuell einen Einsatz bei der Therapie der Malaria und
Toxoplasmose zu finden (Coppens, 2013; Corral et al., 2017; McFadden und Roos, 1999;
Seeber, 2003). Das gesamte Spektrum der Aufgaben dieser Plastiden ist jedoch noch nicht
abschlielend ergriindet und steht daher auch hinsichtlich der medizinischen Therapie der

durch Apicomplexa hervorgerufenen Erkrankungen im Fokus aktueller Forschungen.
3
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Die Mehrzahl der Stadien der Apicomplexa ist haploid und ihre Reproduktion verlduft stets
tiber einen Generationswechsel. Die Gamogonie, die sexuelle Reproduktion durch Ver-
schmelzen von je einem weiblichen und einem méinnlichen Gameten, findet intrazellulédr in
der parasitophoren Vakuole einer Wirtszelle des Endwirts statt (Enzyklopddie der Parasitolo-
gie, 2017). Bei Toxoplasma gondii ist dies die Darmepithelzelle der Katze. Die anschlieBende
Sporogonie, welche eine ungeschlechtliche Fortpflanzung durch Teilung darstellt, fiihrt zur
Bildung ungeschlechtlicher infektioser Stadien, die dann mit den Fézes ausgeschieden werden
(Pampiglione et al., 1973; Siim et al., 1969). Nachdem das infektiose Stadium vom Zwi-
schenwirt aufgenommen wurde, findet die asexuelle Reproduktion statt. Im Folgenden wird

vor allem auf die Biologie des Erregers der Toxoplasmose, Toxoplasma gondii, eingegangen.

1.1.1 LEBENSZYKLUS VON TOXOPLASMA GONDII

Der Name Toxoplasma gondii stammt urspriinglich aus dem Griechischen. Toxon
(to6&ov, toxon) bedeutet Bogen und Plasma (nmAdopa, plasma) bezeichnet Masse oder Gebilde.
Der Artname gondii stammt vom lateinischen Namen der afrikanischen Nagerart Gundi: Cte-
nodactylus gundi, zu Deutsch: Eigentlicher Kammfinger bzw. Gewdhnlicher Gundi. Dieser
Erreger wurde 1907 von den franzosischen Forschern Nicolle und Manceaux beim Gundi
entdeckt und beschrieben (Nicolle, 1907; Nicolle et al., 1908). Dennoch blieb der Parasit lan-
ge Zeit relativ unbekannt und ,,von fragwiirdiger Natur (doubtful nature)(Wenyon, 1926).
Erst 1948 konnte durch die Entwicklung des auf serologisch auftretende ,,Antikérper* beru-
henden Dye-Tests die weltweite Verbreitung des Parasiten und die hohe Durchseuchung beim
Menschen gezeigt werden (Sabin und Feldman, 1948). Im Jahre 1969/70 konnte dann durch
mehrere Arbeitsgruppen, nicht zuletzt mit Hilfe der damals immer leistungsfahiger werdenden
Elektronenmikroskopie, der Lebenszyklus erschlossen werden (Abb.1.4) (Dubey et al., 1970;
Hutchison et al., 1969; Scholtyseck et al., 1970):

Der Lebenszyklus des in der vorliegenden Dissertation hauptsidchlich verwendeten Erregers
(T.gondii) st wie bei allen Apicomplexa in eine sexuelle und zwei asexuelle Generationspha-
sen aufgeteilt. Es handelt es sich um einen Zyklus, der 2 Wirte bendétigt. Der Endwirt, in wel-
chem die sexuelle Replikation stattfindet, gehort stets zur Gruppe der Katzenartigen, den Fe-

lidae (Enzyklopéddie der Parasitologie, 2017). In Westeuropa ist die Hauskatze der bedeu-
4
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tendste Wirt und Multiplikator dieses Pathogens. Sobald sie durch Oral-Fékal-Kontakt mit
Oozysten oder durch Aufnahme einer infizierten Maus den Parasiten in Gewebezysten auf-
nimmt, dringen die Erreger in die intestinalen Epithelzellen des Darmlumens, die Enterozy-
ten, ein. Nach einer einmaligen ungeschlechtlichen Vermehrung (Schizogonie) findet die
Gamogonie statt (Abb.1.4). Die hieraus entstehenden, noch unsporulierten, ca. 12x10um gro-
Ben Oozysten werden mit den Fézes ausgeschieden. Katzen, die sich zum ersten Mal mit dem
Pathogen infizieren, scheiden im Durchschnitt fiir die Dauer von 11 Tagen Oozysten aus
(Hutchison et al., 1971) (Enzyklopédie der Parasitologie, 2017). Anschlieend, im Falle einer
Zweitinfektion, ist das Immunsystem bei einer immunkompetenten Katze in der Lage den
Lebenszyklus zu unterbrechen: Es werden keine Oozysten mehr ausgeschieden. Im Allgemei-
nen verlduft eine 7.gondii Infektion bei ansonsten gesunden Katzen nahezu asymptomatisch.
Dennoch sind bei Katzen, die Kontakt zum Erreger hatten, oft auch Zysten im Gehirn und
Muskelgewebe vorzufinden. In den ausgeschiedenen Oozysten bilden sich temperaturabhén-
gig innerhalb von 4-7 Tagen zwei Sporozysten aus, welche je vier Sporozoiten entwickeln.
Die nun sporulierten Oozysten sind in der Lage, mehrere Monate in der Umwelt zu {iberleben
und stellen daher eine stindige Infektionsquelle dar (Dubey, 1992). Werden diese Oozysten
von einem Zwischenwirt aufgenommen, startet die asexuelle Reproduktion von Toxoplasma
gondii. Als Zwischenwirt kommt die Mehrheit der Vertebraten in Frage, wobei die meisten
allerdings Fehlwirte sind. In einem solchen Fehlwirt kann es zwar zur Infektion kommen und
die Toxoplasmen konnen sich reproduzieren sowie persistieren, es kommt jedoch nicht zu
einem Abschluss des Lebenszyklus, da die Aufnahme von infiziertem Gewebe solcher Wirte
durch die Katze nicht stattfindet. Die aus menschlicher Sicht wichtigsten Fehlwirte sind das

Schwein und der Mensch selbst.

Der eigentlich angestrebte Zwischenwirt sind die Maus und andere Nager. Nach vorwiegend
oral-fakaler Aufnahme der Oozysten passieren die meisten Parasiten unbeschadet den Magen.
Im Darm rupturiert die Oozyste und die Sporozoiten infizieren durch aktive Eindellung der
Zellmembran umgehend die Zellen des Wirtes (Morisaki et al., 1995; Sibley, 2011). Hierbei
konnen potenziell alle Zellen, die einen Nukleus beinhalten, infiziert werden. Bevorzugt wer-

den jedoch Makrophagen und Fibroblasten befallen.

Der nichste Schritt im Lebenszyklus von 7. gondii ist die Ausbildung der parasitophoren Va-
kuole (PV) durch die motilen Stadien wahrend der Infektion einer Wirtszelle in einem selbst
gesteuerten, aktiven und phagozytoseunabhingigen Prozess (Drewry und Sibley, 2015;
Dubremetz, 2007; Sibley und Andrews, 2000; Smith, 1995). Die Invasion des Erregers in die
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Membran der Wirtszelle dauert lediglich 15 Sekunden, ist aber aus mehreren Schritten zu-
sammengesetzt. Zunéchst lagert sich das Pathogen mittels sogenannter moving junctions bzw.
tight junctions, welche eine ringformige Struktur bilden, an die potentielle Wirtszelle an. Nun
stiilpt der Parasit die Zellmembran der Wirtszelle ein und gleitet mit Hilfe seines Aktin-
Myosin Zytoskeletts in die entstandene Vakuole ein. Sobald die Zellmembran dann den Para-
siten komplett umschlie8t, wird dieses Gebilde als Parasitophore Vakuole bezeichnet.
(Dlugonska, 2005). Unmittelbar nach Ausbildung der PV entwickeln sich aus dem Sporozoi-
ten zwei Tachyzoiten (Abb.1.3), welche charakteristisch fiir die akute Phase der Infektion im
Zwischenwirt sind. Dieses Kompartiment erlaubt es dem Parasiten, sich vor dem Immunsys-
tem weitestgehend geschiitzt zu vermehren (Abb.1.2). Des Weiteren kann der Parasit durch
Sekretion von Proteinen aus der PV ins Zytoplasma der Wirtszelle Einfluss auf den Metabo-
lismus derselben nehmen. Hierbei wird deren Genexpression auf den Bedarf des Parasiten
umgestellt und Nihrstoffe werden zur PV geleitet (Dlugonska, 2005). Durch die Umstellung
des Metabolismus der Wirtszelle auf die eigenen Bediirfnisse wird der Parasit sehr gut mit
Nihrstoffen versorgt und kann sich so sehr schnell vermehren. Die Tachyzoiten teilen sich
alle 6 bis 9 Stunden und fiihren hierdurch zu einer rapide ansteigenden Infektionslast. Die
infizierten Tiere zeigen erkdltungsartige Symptome bis hin zur Apathie. Abhingig von der
Pathogenitit des Toxoplasma- Stamms und der Infektionsdosis konnen die exponentielle Ver-
vielfdltigung und die damit einhergehende Zerstorung von Zellen auch zum Tode fiihren (En-

zyklopédie der Parasitologie, 2017).



Einleitung

PV

INTERMEDIATE HOsTs T:

*  Merbi- and Omnivores /

* INTERMEDIATE )/

. @ / HosTs 2. (/| /

Carnivores |

SCHIZOGONY j
GAMOGONY

)
N /
FINAL HOST /

Abbildung 1.4: Lebenszyklus von 7.gondii. Die Infektion des Endwirts (Final Host) geschieht iiber die Aufnahme von Oozysten (2),
~Pseudozysten“(8) oder Bradyzoiten beinhaltende Gewebezysten (6,11). Die Oozysten werden vom Endwirt unsporuliert ausgeschieden (1).
Bei der folgenden Sporulation entstehen aus 2 Sporozysten 4 Sporozoiten (2). Nach oraler Aufnahme der Oozysten durch den Zwischenwirt
und Passage des Magens, werden die Sporozoiten im Darm freigesetzt und verlassen den Darm (3). Das sich schnell teilende Stadium der
Sporozoiten, die Tachyzoiten, infiziert eine Vielzahl von Wirtszellen, repliziert durch Endodyogenie und bildet sog. ,,Pseudozysten(4).
Diese Phase stellt die akute Phase der Erkrankung dar. Ungefahr 14 Tage post Infektion kommt es zur Stadienkonversion mit sich langsam
teilenden Stadium, dem Bradyzoiten. Dieses Stadium der chronischen Infektionsphase ist in der Lage in Gehirn- und Muskelgewebe Gewe-
bezysten zu bilden (6). Sofern diese Zysten mit Fleisch des Zwischenwirts (ZW) vom Endwirt aufgenommen werden, entwickeln sie sich zu
Schizonten (6.1). Im Fall der Aufnahme durch andere Wirte findet die Vermehrung iiber Pseudozysten statt, woraus sich wieder zuerst
Tachyzoiten, dann Bradyzoiten und spéter Gewebezysten entwickeln (7-10). Diaplazentale Ubertragung der Erreger ist bei Erstinfektion
vieler ZW moglich (5.1. und 9.1).

EN=Endodyogenie; HC=Wirtszelle; HN=Nucleus der Wirtszelle; OC= Oozyste; PC= Primére Zystenwand; PV= Parasitophore Vakuole;
RB= Restkorper; SP= Sporozoit; SPC= Sporozyste; ZW= Zwischenwirt. Nach Mehlhorn, 2017.

Die Art der ungeschlechtlichen Reproduktion innerhalb der PV wird Endodyogenie genannt
(van den Zypen und Piekarski, 1968). Hierbei entstehen zwei Tochterzellen innerhalb der
Mutterzelle. Diese Art der Zellteilung ist einerseits kennzeichnend fiir Sporozoiten von
T.gondii, allerdings auch bei verwandten Arten (Sarcocystis etc.) anzutretfen. Haufig nehmen

Parasiten die in vitro kultiviert werden, innerhalb der PV eine Rosetten-dhnliche Position ein
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(Abb.1.5) (Masihi und Werner, 1976). Nachdem sich der Parasit innerhalb der PV in einer
Wirtszelle vielfach reproduziert hat, platzt diese, auch als Pseudozyste bezeichnete Wirtszelle
auf und die neu entstandenen Tachyzoiten infizieren weitere Wirtszellen. Im immunkompe-
tenten Zwischen- oder Fehlwirt {ibt die Reaktion des angeborenen sowie des adaptiven Im-

munsystems Stress auf den Parasiten aus.

Abbildung 1.5: Intrazellulire Tachyzoiten in einer Wirtszelle. Die Rosetten-artige Anordnung der Parasiten ist deutlich zu
erkennen. Es wurde das Oberflachenprotein Surface Antigen 1 (SAG-1) von T.gondii mit einem Fluoreszenz gekoppelten Antikérper inku-
biert und anschlieBend im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Nach David Sibley, Quelle:
http://sibleylab.wustl.edu/images/SAG1_Rosette.jpg

Dadurch kommt es zu einer Stadienkonversion, bei welcher aus den sich sehr schnell teilen-
den Tachyzoiten das Stadium der sich langsam teilenden Bradyzoiten hervorgeht. Dieses Zys-
tenstadium ist charakteristisch fiir die einsetzende chronische Phase der Infektion. In dieser
Phase entstehen vor allem im Nervengewebe wie dem Gehirn oder Muskelgewebe die Brady-
zoiten-beinhaltenden Gewebezysten (Abb.1.6). Diese konnen im immunkompetenten Wirt
lebenslang persistieren (Sullivan und Jeffers, 2012). Es gibt allerdings Untersuchungen, die
belegen, dass mit 7.gondii infizierte Mduse Verhaltensdnderungen aufweisen. So zeigten infi-
zierte Méduse weniger Angst vor dem Urin von Katzen (Flegr, 2011). Somit ist eine Maus po-
tenziell weniger vorsichtig und wird daher mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit vom Endwirt
des Parasiten erlegt. Diese Verhaltensweise erhoht die Chancen, dass der Lebenszyklus des

Parasiten zu Ende gefiihrt und seine weitere Verbreitung gewihrleistet wird.
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Abbildung 1.6: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Gewebezyste mit Bradyzoiten im Inneren. Gewebezysten werden
iberwiegend von T.gondii des Typs II gebildet. Sie entstehen im Gehirn und Muskelgewebe des Zwischen- und Endwirts. Sie sind Dauersta-
dien des Parasiten im Wirt und konnen lebenslang persistieren; nach Enzyklopédie der Parasiten, 2017.

Nimmt ein Fehlwirt infiziertes rohes Fleisch oder Oozysten bzw. Tachy- oder Bradyzoiten auf
oral-fakalem Wege auf, so durchlduft der immunkompetente Wirt die akute Phase der Infekti-
on. Bis auf leichte grippeartige Beschwerden bleibt er weitestgehend symptomfrei. In der
chronischen Phase bilden sich auch im Fehlwirt Zysten in den Muskel- und Nervenzellen, die
lebenslang persistieren konnen und zu einer Reaktivierung in der Lage sind, sofern das Im-
munsystem eines infizierten Menschen durch eine Organtransplantation, Chemotherapie oder
durch das Ausbrechen des ,,acquired immunodeficiency syndrome* (AIDS) im Zuge einer
Infektion mit dem Humanen Immundefizienz Virus (HIV), supprimiert wird (Dubey, 1998;

Oksenhendler et al., 1994; Pereira-Chioccola et al., 2009).

1.1.2 STAMME UND VORKOMMEN VON TOXOPLASMA GONDI/

Die Diversitit der Stimme bei Toxoplasma gondii ist sehr groB3. Grundsitzlich kénnen die
Stimme absteigend nach ihrer Virulenz bei Laborméusen, basierend auf der mittleren letalen
Dosis (LD50), eingeordnet werden (Sibley et al., 2002). Diese beschreibt die bendtigte Menge
der applizierten oder aufgenommenen Parasiten, bei welcher 50% der Versuchstiere verster-
ben. So ergeben sich 3 Klassen. Die erste Klasse, Typ I genannt, zeigt die hochste Virulenz.
Hier reicht bereits die Applikation eines Tachyzoiten aus, um eine Maus innerhalb von 7 Ta-
gen zu toten. Bekannte Stamme sind der RH - Stamm und der BK- Stamm (Bohne et al.,

1993; Saeij et al., 2005a; Saeij et al., 2005b). Sie zeichnen sich durch eine hohe Replikations-
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rate aus und konnen durch Sekretion von eigenen spezifischen Proteinen die Immunantwort
der Wirtszelle nahezu vollstindig inhibieren. Wie Fentress et al., 2010 zeigen konnten, wird
von Tachyzoiten des RH- Stamms das Protein Rhoptry Kinase 18 (Rop18) in das Zytoplasma
sezerniert, worauthin es zur Phosphorylierung und damit zur Inaktivierung von GTPasen,
unter anderem auch mGBP2, kommt (Fentress et al., 2012; Hermanns et al., 2016; Niedelman
et al., 2012). Diese sind im aktiven, nicht-phosphoryliertem Zustand an der Zerstérung der PV
beteiligt. Phosphoryliert und somit inaktiv sind sie zwar weiterhin ubiquitdr im Zytoplasma

verteilt, konnen ihre anti-parasitire Funktion aber nicht mehr erfiillen.

Toxoplasmen des Typ II sind weit weniger virulent. Der bekannteste und in der vorliegenden
Dissertation ausschlieBlich verwendete Stamm ist ME49 (Howe und Sibley, 1995). Die Para-
siten sind im Vergleich zum BK- und RH- Stamm gute Zystenbildner. Sofern das Versuchs-
tier keiner zu hohen Infektionsdosis ausgesetzt wird, iiberlebt das Tier. In der akuten Phase
sind bei der immunkompetenten Versuchsmaus keine, bzw. nur leichte grippale Symptome zu
erkennen. Das infizierte Tier ist zundchst lediglich ein wenig triger als ein gesundes, verliert
aber Gewicht, da es weniger Wasser und Nahrung aufnimmt. Spétestens 14 Tage post Infekti-
on (p.i.) sind die Symptome weitestgehend iiberwunden und die chronische Phase der Toxop-
lasmen- Infektion tritt ein. Hierbei bilden sich eine hohe Anzahl von Zysten im Muskel- und
Nervengewebe. Auch ist dieser Stamm weniger immunevasiv (Behnke et al., 2012; Zheng et
al., 2013). Da der Stamm ME49 eine mittelmaBige Virulenz aufweist und zugleich ein guter
Zystenbildner ist, wird er weltweit in vielen immun- und mikrobiologischen Laboratorien
verwendet. Die beim Menschen auftretenden Infektionen mit 7.gondii sind meist durch
Stimme des Typs II verursacht (Enzyklopédie der Parasitologie, 2017) (Boothroyd und Grigg,
2002; Boothroyd und Sibley, 1993).

Toxoplasma Stimme vom Typ III sind selbstkldrende bzw. non- virulente Stimme. Hier ist
das Immunsystem des Wirtstieres in der Lage, die Parasiten erfolgreich zu bekdmpfen und das
Pathogen vollstindig, ohne oder nur mit sehr geringer Persistenz, aus dem Organismus zu
verdrangen. Die Parasiten werden daran gehindert, Zysten zu bilden und so eine lebenslange
Persistenz auszubilden (Hunter und Sibley, 2012) . Infektionen des Menschen mit Stimmen
des Typ III werden nur selten berichtet. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass eine recht

hohe Dunkelziffer vorliegt, da eine Infektion vom Patienten unbemerkt verlaufen kann.
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1.1.3 MEDIZINISCHE BEDEUTUNG VON 7TOXOPLASMA GONDI/

Die Bedeutung von Infektionen mit Erregern aus der Gruppe der Apicomplexa ist sehr groB.
Insbesondere die Erreger der Toxoplasmose (Toxoplasma gondii) und der Malaria (Plasmo-
dium falciparum) gehoren weltweit zu den bedeutendsten Pathogenen: laut WHO gab es im
Jahr 2015 weltweit 214 Millionen Malaria- Patienten, wovon 438.000 dem Pathogen zum
Opfer gefallen sind.

Verglichen mit den Zahlen der Malaria ist der Erreger der Toxoplasmose dennoch die welt-
weit hiufigste Zoonose des Menschen (Enzyklopéddie der Parasitologie, 2017). Wahrend die
Malaria vorwiegend in den Tropen und Subtropen vorkommt, ist Toxoplasma gondii ubiquitér
auf dem Globus anzutreffen. Es wird angenommen, dass etwa ein Drittel der Weltbevolke-
rung mit diesem Erreger latent infiziert ist. Weitere Schédtzungen ergaben, dass etwa 60-80 %
der liber Sechzigjahrigen entweder infiziert sind oder zumindest Antikorper gegen T.gondii
aufweisen (Hill et al., 2005) (Enzyklopédie der Parasitologie, 2017). Es existieren verschiede-
ne Infektionswege fiir den Menschen. So kann die orale Aufnahme von sporulierten Oozysten
aus Fazes oder vom Fell der Katzen erfolgen. Auch kann die orale Aufnahme von Gewebe-
zysten aus infiziertem, rohem oder nicht ausreichend gekochtem Fleisch, wie zum Beispiel
Salami, Mett oder roher Schinken, zu einer Infektion fithren. Weiterhin sind Fliegen in der
Lage, Oozysten von den Fézes infizierter Katzen auf Nahrung oder Gegenstinden des
menschlichen Gebrauchs zu transportieren, sodass diese Oozysten durch orale Aufnahme in
den Korper gelangen. Weitere wichtige Infektionsquellen sind die intrauterine, diaplazentale
und kongenitale Infektion. Bei diesen ist vor allem der Fotus einer Mutter gefdhrdet, die sich
wihrend der Schwangerschaft erstmalig mit 7.gondii infiziert. Da die Tachyzoiten plazenta-
gingig sind und miitterlicherseits noch keine Immunitit vorhanden ist, kann diese Infektion
einen besonders schweren Verlauf nehmen (Chintana et al., 1998; Janssen et al., 1970). Es
konnen Symptome wie der ,,Wasserkopf (Hydrocephalus), Kalzifikation und Stérungen in
der Entwicklung des Nervensystems, wie beispielsweis des Sehnervs, auftreten. Auch
Schwangerschaftsabbriiche und Friithgeburten sind nicht selten. Die hieraus resultierenden
Komplikationen, wie etwa eine Sepsis, konnen auch fiir die schwangere Frau schwerwiegende
oder sogar todliche Auswirkungen haben. Des Weiteren sind Bluttransfusionen mit Blut von

infizierten Patienten eine mdgliche Infektionsquelle (Shulman, 1994).

In den meisten immunkompetenten Menschen verlduft die Infektion mit 7.gondii unbemerkt

oder es treten nur unspezifische Symptome, wie Abgeschlagenheit, leichtes Fieber, geringfii-
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giges Anschwellen der Lymphknoten oder Gliederschmerzen, auf. Diese Symptome sind nach
wenigen Wochen wieder auskuriert, sodass der Patient die Infektion mit einem grippalen In-
fekt oder einer milden Viruserkrankung verwechseln kann. Sobald jedoch das Immunsystem
eines Individuums supprimiert ist, profitiert dieser opportunistische Erreger davon. Kommt
ein immunsupprimierter Patient erstmalig in Kontakt mit 7.gondii, so ist er nicht in der Lage,
die Infektion ausreichend zu bekdmpfen (Basavaraju, 2016). Bei einem bereits infizierten Pa-
tienten wird es zu einer Reaktivierung der Parasiten innerhalb der Zysten kommen und aus
den dort befindlichen Bradyzoiten bilden sich innerhalb weniger Tage Tachyzoiten, welche
dann einen schweren Infektionsverlauf induzieren konnen (Basavaraju, 2016). Die Symptome
der Infektion von Patienten mit beeintrachtigtem Immunsystem unterscheiden sich sehr deut-
lich von denen mit intaktem Immunsystem. Innerhalb der ersten Wochen der Infektion kann
es zunichst ebenfalls zu Grippe-dhnlichen Symptomen kommen, wobei die Lymphknoten
anschwellen kénnen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann es zu Entziindungen der Iris
und des Ziliarkorpers (Iridozyklitis) oder zu Entziindungen der Choroidea unter Beteiligung
der Retina (Chorioretinitis) kommen (Enzyklopéddie der Parasitologie, 2017). Dies bewirkt
eine Affektion der Augen mit zum Teil irreversiblen, erheblichen Sehstérungen. Ebenso kon-
nen andere viszerale Organe durch Entziindungen grolen Schaden nehmen. So kann eine In-
fektion zu einer Entziindung der Leber (Hepatitis), des Herzmuskels (Myocarditis), des Ver-
dauungstraktes (Enterocolitis) oder des Lungengewebes (Pneumonie) fithren. Der Tod kann
durch Organversagen oder durch eine Sepsis eintreten. Entziindliche Infektionen des Gehirns,
z.B. Meningoencephalitis, gehoéren zum schwersten Verlauf der Infektion, da. hierbei irrepa-
rabler Schaden entstehen kann und der Patient hat eine hohe Wahrscheinlichkeit zu versterben
(Enzyklopadie der Parasitologie, 2017). Insgesamt gehoren die Infektion mit 7"gondii und die
davon ausgeldste Toxoplasmose zu den 3 haufigsten Todesursachen bei immunsupprimierten

Patienten (Enzyklopédie der Parasitologie, 2017).

Die Diagnose einer Infektion erfolgt liber den Nachweis eines 7.gondii-spezifischen Antikor-
pers (AK)-Titers von Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin M (IgM) im Serum des
Patienten (Cesbron et al., 1986; Leinikki et al., 1985). Hierbei lésst sich auch bestimmen, ob
es sich um eine Neuinfektion handelt oder ob die Person bereits infiziert war: Sofern sich die
fiir eine klassische Erstinfektion typischen, auftretenden IgM- Antikrper ein hoher Titer
nachweisen lisst, deutet dies auf eine kiirzlich erworbene Infektion hin. Sind jedoch mehrheit-
lich IgG-Antikorper nachweisbar, die typischerweise erst einige Wochen nach Erregerkontakt
gebildet werden, handelt es sich um eine bereits bestehende Infektion. Zu den hdufig verwen-

deten Nachweismethoden fiir die IgM-AK gehdren der indirekte Immunfluorescence Test
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(ITFT), der Reverse enzyme immune assay (REIA) und der double-sandwich IgM- enzyme
linked immunosorbent assay (DSIgM-ELISA) (Enzyklopéddie der Parasitologie, 2017). Der
Nachweis der IgG-Ak im Serum wird zumeist ebenfalls durch IIFT oder ELISA gefiihrt. Die
Wiederholung des Tests ist indiziert. Besonders ist bei naiven Schwangeren auf eine durch-
gingige Kontrolle des T.gondii spezifischen AK Titers Wert zu legen, sodass im Falle einer

Infektion schnell Therapiemafinahmen ergriffen werden konnen.

Eine Therapie erfolgt in der Regel erst bei auftretender Immunsuppression des Patienten und
den daraus resultierenden, schweren Symptomen der Toxoplasmose, wie Hepatitis, Myocardi-
tis und Encephalitis. Die Standardmethode der medikamentosen Therapie ist die Applikation
von chemotherapeutischen Antiparasitika, welche die Folsduresynthese hemmen, (z.B. Pyri-
methamine und Sulfadiazine). Die Dauer der Therapie schwankt zwischen 2-6 Wochen bei
postnatal erworbener und 6-12 Monaten bei kongenital erworbener Toxoplasmose (Enzyklo-
padie der Parasitologie, 2017). Bei immunkompetenten Patienten wird aufgrund der milden
und voriibergehenden Symptome in der Regel auf eine Therapie verzichtet. Um sich vor einer
Infektion mit 7. gondii zu schiitzen kann der Mensch einige Regeln beachten. Da sich in ro-
hem Fleisch von z.B. Schweinen Zysten befinden konnen, sollte Fleisch vor dem Verzehr
vollstindig gar sein oder gidnzlich gemieden werden. Besitzer von Haustieren, insbesondere
Freigidnger- Katzen, haben ein besonderes Risiko sich zu infizieren, da die Tiere hdufig Kon-
takt mit Mdusen haben. Hier sollten erhdhte Hygieneregeln ergriffen werden, wie das Hénde-
waschen nach dem Beriihren des Haustiers, da sich durch die Korperpflege der Katzen auch
leicht Zysten im Fell befinden konnten. Des Weiteren wire es ratsam bei einer anstehenden
Schwangerschaft seinen Immunstatus durch den Arzt untersuchen zu lassen, um erkennen zu
konnen ob der Fotus durch die eigenen AK bereits geschiitzt sein wird, oder ob ein Risiko der

Infektion besteht, welche dann dem Fotus schaden konnte.

1.1.4 STADIENKONVERSION VON 7OXOPLASMA GONDI/

Die Stadienkonversion von Toxoplasma gondii stellt einen zentralen Schritt im Verlauf der
Infektion im Zwischenwirt dar. Sie wird definiert als die Umwandlung des sich sehr schnell
teilenden Stadiums der akuten Phase, den Tachyzoiten, hin zu den sich nur noch sehr langsam

teilenden Stadium der chronischen Phase, den Bradyzoiten (Dubey, 1997; Soete und
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Dubremetz, 1996). Vor dem Immunsystem sehr gut geschiitzt, konnen letztere in einem dor-
manten Status in Zysten persistieren. Gelegentlich kommt es zur Ruptur einer Zyste und aus
den Bradyzoiten entstehen wieder die sich schnell teilenden Tachyzoiten. Diese als Reaktivie-
rung bezeichnete Umwandlung von Brady- zu Tachyzoiten kann, sofern das Immunsystem
supprimiert ist, zu einem schweren bis tddlichen Verlauf der Infektion fithren (Chew et al.,
2012). Der exakte Mechanismus, dem diese Konversion unterliegt, ist noch nicht geklart,
steht aber im Mittelpunkt aktueller Forschung. Bei in vitro Versuchen konnte jedoch festge-
stellt werden, dass sich die Stadienkonversion durch duflere Einfliisse, wie dem Ausiiben ei-
nes Hitzeschocks, induzieren liasst. Hierzu setzte man Wirtszellen, wie z.B. humane Vorhaut-
fibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF), die mit 7. gondii infiziert wurden, einem Hit-
zeschock (43°C) aus. Darauthin exprimierte der Parasit zahlreiche Hitzeschockproteine
(HSP), wie HSP30 und HSP70 (Silva et al., 1998). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
HSPs und dhnliche Proteine eine Funktion in der Induktion und Regulierung der Konversion
haben. So wird HSP70 sowohl wéhrend der Differenzierung vom Tachyzoiten zum Bradyzoi-
ten als auch im umgekehrten Fall exprimiert, wiahrend HSP90 im Bradyzoiten, im Nukleus
sowie im Zytosol, angereichert wird. Bei Tachyzoiten hingegen liegt es nur in geringer Menge
zytosolisch vor (Angel et al., 2014). Dies ist bereits ein Beispiel dafiir, dass sich Tachyzoiten
und Bradyzoiten aufgrund ihres Genexpressionsmusters differenzieren lassen. Ob eine Erho-
hung der Temperatur in vivo fiir die Stadienkonversion mafBgeblich verantwortlich ist, ist
nicht endgiiltig erforscht. Da die meisten Infektionen mit 7.gondii nahezu asymptomatisch
verlaufen und es so im infizierten Korper zu keiner nennenswerten Temperaturerh6hung
kommt, ist dies aber eher unwahrscheinlich. Eine weitere, effektive Methode, um die Stadien-
konversion in vitro auszuldsen, ist die Erh6hung des pH-Wertes im Kulturmedium. Eine In-
kubation der infizierten Wirtszellen in einem Kulturmedium mit einem alkalischen pH von
etwa 8 (anstatt eines physiologischen pH Werts von 7) fiir 3-4 Tage fiihrt zu einer deutlichen
Induktion der Stadienkonversion vom Tachyzoiten zum Bradyzoiten. Eine Induktion der Sta-
dienkonversion findet sogar dann statt, wenn die nicht-infizierten Wirtszellen vor der Infekti-
on einem alkalischen pH-Wert ausgesetzt werden, zur Infektion dann aber wieder zum phy-
siologischen pH-Wert zuriickgekehrt wird. Die effektivste Methode zur Induktion der Sta-
dienkonversion ist das Ausldsen von chemischem Stress durch Zugabe des NO-Donors Nat-
riumnitroprussid (SNP). Nach tiglicher Zugabe von 70 uM SNP in das Kulturmedium iiber
einen Zeitraum von 8 Tagen haben sich 70-90% der Tachyzoiten zu Bradyzoiten umgewan-

delt (Ajioka et al., 2007).
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Tachyzoiten weisen einen deutlich aktiveren Metabolismus als Bradyzoiten auf. Dies zeigt
sich zum Beispiel in der Geschwindigkeit der Reproduktion durch Endodyogenie als auch
durch eine erhohte Aufnahme sowie Abgabe von metabolischen Stoffen (Weilhammer et al.,
2012; Weiss und Kim, 2000). Im Falle von Nahrstoffmangel, z.B. beim Fehlen der Aminosédu-
re Arginin, verlangsamt sich der Metabolismus der Tachyzoiten und es kommt zur Stadien-
konversion (Bohne et al., 1994; Luder und Rahman, 2017). Daher wird vermutet, dass die
einsetzende Wirkung des Immunsystems in vivo auch zu einer Deprivation der fiir den Parasi-
ten verfiigbaren Néahrstoffe fiihrt und somit zur Konversion beitrdgt (Luder und Rahman,
2017). Es ist daher nicht verwunderlich, dass dem Immunsystem des Wirtes die grof3te Bedeu-
tung bei der Induktion der Stadienkonversion zugewiesen wird. Dazu existieren zwei bevor-
zugte Theorien. Zum einen wird vermutet, dass durch eine effektive, vor allem durch Interfe-
ron- y (IFN-y) induzierte Immunreaktion in der akuten Phase der Infektion die allermeisten
Tachyzoiten eliminiert werden. Nach dieser Theorie wiirden dann vor allem im Muskelgewe-
be und im Gewebe des Zentralen Nervensystems die Parasiten liberleben, die bereits die Kon-
version zum Bradyzoiten abgeschlossen oder aber zumindest begonnen haben (Skariah et al.,
2010; Suzuki et al., 1989; Suzuki et al., 1988). Die andere Theorie besagt, dass die Immun-
antwort des Wirtes selbst das wichtigste Signal fiir die Differenzierung zu Bradyzoiten dar-
stellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von T.gondii-infizierten Zellen, wie
Astrozyten und Neuralzellen von Ratten oder HFF-Zellen, mit IFN-y die Replikation des Pa-
rasiten verlangsamt und die Stadienkonversion einleitet (Suzuki et al., 1989; Suzuki et al.,
1988). Insbesondere die IFN-y induzierte Produktion von NO durch die NO-Synthase in der
Wirtszelle ist wichtig fiir die Inhibition der Replikation (Gazzinelli et al., 1991; Gutierrez-
Escobar et al., 2008).

Es lasst sich festhalten, dass die Parasiten die Konversion als Reaktion auf dullere und innere
Faktoren durchfiihren. Hierbei scheinen sowohl der Stress, welcher auf die Wirtszelle ausge-
iibt wird, als auch die zellulire Immunabwehr den Parasiten direkt betreffend, Bedeutung zu
haben. Im Detail ist jedoch nur unzureichend bekannt, welche Faktoren vor allem in vivo
maflgeblich die Stadienkonversion einleiten und wie der Parasit Signale und Einfliisse aus
seiner unmittelbaren Umwelt wahrnimmt und verarbeitet. Es ist jedoch bekannt, dass die Sta-
dienkonversion durch eine zeitlich geordnete Transkription von spezifischen Genen bestimmt
wird. So lieBen sich mittels der ,,Seriellen Analysen der Genexpression* (SAGE) Genproduk-
te bestimmter Gene jewelils nur in einer distinkten Phase wihrend des Tachyzoiten- oder des

Bradyzoiten-Stadiums nachweisen. Hierbei handelt es sich um eine effektive Methode zur
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Analyse des Transkriptoms einer Zelle (Behnke et al., 2008; Radke et al., 2005; Radke et al.,
2001).

Wichtige Gene, anhand derer man die einzelnen Stadien differenzieren kann, werden im Fol-

genden vorgestellt.

Das Protein ,,Surface Antigen 1 (SAG-1) ist, wie Untersuchungen zeigen, eines der wichtigs-
ten Tachyzoiten-spezifischen Oberflachenproteine. Es wird von dem Gen p30 kodiert und
gehort zur Familie der SAG- Proteine, einer Gruppe von Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
(GPI)-gekoppelten Proteinen, die membranstindig bei Toxoplasmen zu finden sind (Zinecker
et al., 2001). SAG-1 spielt eine wichtige Rolle beim Anlagern des Parasiten an die Wirtszelle
und bei der aktiven Penetration der Zellmembran (Robinson et al., 2004). So konnte durch die
Applikation von Antikoérpern gegen SAG-1 die Anlagerung und Penetration der Wirtszelle
erfolgreich inhibiert werden (Angus et al., 2000; Velge-Roussel et al., 2001).

Ein sehr wichtiges und stark exprimierte Bradyzoiten-spezifische Gen stellt das ,,Bradyzoite
Antigen 1 (BAG-1) dar. Das Genprodukt besitzt ein Hitzeschockmotiv und wird friih in der
Entwicklung zum Bradyzoiten messbar (Mabhittikorn et al., 2010). Am N- Terminus konnte
eine Synapsin la-dhnliche Sequenz nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um ein Phosphop-
rotein, welches beim Menschen auf synaptischen Vesikeln zu finden ist und somit eine Rolle
in der Neurotransmission spielt (Opportunistic Infections; Toxoplasma, Sarcocystis and Mic-
rosporidia; Lindsay, Weiss; Volume 9,2004; Springer Verlag). Es wird vermutet, dass dieses
auch fiir die korrekte Faltung von BAG-1 bei T.gondii wichtig ist. Des Weiteren konnte ge-
zeigt werden, dass durch Immunisierung von Méusen mit rekombinantem BAG-1 ein protek-
tiver Effekt eintritt (Nielsen et al., 2006). Dies zeigt, dass BAG-1 sehr immunogen ist und die

Erkennung von T.gondii im Immunsystem fordert.

Eine weitere Gruppe von stadienspezifischen Genen sind die Enolasen (ENO-2, ENO-1)
(Holmes et al., 2010). Sie katalysieren die Umwandlung von 2-Phosphoglycerin in Phosphoe-
nolpyruvat (PEP) innerhalb der Glykolyse der Parasiten. Beide Proteine befinden sich jedoch
hauptsédchlich im Nukleus (Ferguson et al., 2002). Sie zeigen eine vergleichbar hohe Substrat-
affinitdt und ihre Genprodukte sind jeweils nur in einem der beiden Stadien nachzuweisen.
ENO-2 wird hauptsichlich in Tachyzoiten und ENO-1 in Bradyzoiten exprimiert (Ferguson et
al., 2002). Fiir das im metabolisch aktiveren Tachyzoiten vorkommende ENO-2 wurde eine 3-
fach erhohte Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu ENO-1 nachgewiesen. ENO-1 zeigt

jedoch mit einer erhohten Denaturierungstemperatur eine hohere Hitzeresistenz. Es wird ver-
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mutet, dass dies eine Anpassung des Parasiten im Dauerstadium ist, um die Stressresistenz
potentiell zu erhdhen und somit das Uberleben wahrscheinlicher zu machen (Ruan et al.,
2015). Da Enolasen in anderen Organismen regulierend auf die Transkription von Genen ein-
wirken, ist nicht auszuschlieen, dass sie diese Aufgabe auch im Genom von 7.gondii inneha-

be (Mouveaux et al., 2014).

Die Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten und die Reaktivierung der aus ruptu-
rierten Zysten freiwerdenden Bradyzoiten zu Tachyzoiten sind somit hoch komplexe Vorgén-
ge, deren Verlaufs- und Steuerungsmechanismen noch weiterer, intensiver Grundlagenfor-
schung bendtigen, gleichzeitig jedoch auch Ansétze bieten kdnnen, gezielt Pharmazeutika fiir

eine Therapie der Infektion mit 7.gondii zu entwickeln.

1.2 IMMUNSYSTEM

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk zur Abwehr von Pathogenen, korperfremden,
schidigenden Partikeln und entarteten Zellen. Es besteht bei hoheren Tieren wie dem Men-
schen oder der Maus aus einem Portfolio von Organen, speziellen Zelltypen, 16slichen Mole-
kiilen und Botenstoffen, den sogenannten Zytokinen. Das Immunsystem kann in zwei grof3e
Untergruppen gegliedert werden: das angeborene und das adaptive Immunsystem (Janeway,
2009). Fiir einen Organismus ist die richtige und kontrollierte Funktionsweise dieser Systeme
iiberlebenswichtig, da dieser zu jeder Zeit mit Partikeln und Mikroben aus der Umwelt kon-
frontiert ist. Kommt es zu einem Defekt und damit zu einer geringen oder liberhaupt keiner
Immunreaktion, kann dies sehr schnell zum Tod fiihren. Auf der anderen Seite kann eine sehr
heftige Reaktion auf Umweltreize oder gar gegen korpereigene, nicht entartete Zellen zu mas-
siven Problemen fiihren. Diese ,,Uberreaktion” duBert sich dann in Autoinflammationserkran-
kungen wie z.B. Morbus Crohn, wo es zu Entziindungen im Verdauungstrakt kommt, oder in
der Entstehung von Allergien. Hierbei reagiert das Immunsystem intensiv auf eigentlich

harmlose Antigene (Janeway, 2009).

Das angeborene Immunsystem ist durch eine schnelle, dafiir aber unspezifische Immunreakti-
on charakterisiert. Das adaptive oder auch erworbene Immunsystem fillt durch eine zunichst

zeitlich verzogerte Reaktion auf, zeigt dann allerdings eine weitaus spezifischere und daher
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effizientere Wirkung. Lange wurden diese beiden Teile des Netzwerks strikt getrennt vonei-
nander betrachtet. Heutzutage ist allerdings bekannt, dass nur durch eine enge Kooperation
und Verzahnung der Regulation der Vorgidnge eine effektive Immunreaktion erfolgen kann.
Die Unterschiede und Interaktion dieser beiden Bestandteile des Immunsystems sollen in den

ndchsten Kapiteln erortert werden.

1.2.1 ANGEBORENES IMMUNSYSTEM

Die erste Hiirde, die Pathogene und korperfremde Partikel iberwinden miissen, sind die phy-
sikalischen Barrieren. Hierzu zdhlen beispielsweise die Epidermis, Schleimhaute, die Mund-
hohle mit antimikrobiellen Enzymen oder auch der Magen mit der enthaltenen Salzsdure (Ja-
neway, 2009). Ist die Passage dieser den Organismus schiitzenden Sperren tiberwunden, tritt
das angeborene Immunsystem in Aktion. Es besteht aus zelluldren Bestandteilen, den Phago-
zyten wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen (M®), Dendritischen Zellen (dendritic
cells; DC’s) sowie aus Akute Phase Proteinen, dem Komplementsystem und einer Vielzahl an
zelluldren Botenstoffen, den Chemokinen und Zytokinen (Janeway, 2009). Alle Zellen des
angeborenen, aber auch des adaptiven Immunsystems entstammen den sogenannten weillen
Blutkdrperchen, den Leukozyten (altgriechisch: Aevkdg leukos - weill; kOtog kytos - Hohlung,
GefdB), welche im Knochenmark entstehen und heranreifen (Janeway, 2009). Die Vorldufer-
zellen der Leukozyten, aber auch der Erythrozyten und Thrombozyten, sind die hdmatopoeti-
schen Stammzellen (Janeway, 2009). Hieraus entwickeln sich dann die zwei Linien der Leu-
kozyten: die lymphatische und die myeloide Zelllinie (Abb.1.7). Die Zellen des angeborenen
Immunsystems entwickeln sich mit Ausnahme der Natiirlichen Killer (natural killer; NK)

Zellen hauptsdchlich aus der myeloiden Zelllinie.
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Abbildung 1.7: Uberblick der zelluliren Bestandteile des Blutes inklusive der Lymphozyten der adaptiven Immun-
antwort. Die Teilung der pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle fiihrt einerseits zur Bildung der lymphatischen Vorlauferzelle aus der
sich die lymphatische Zelllinie, bestehend aus den B-, T-, und Natiirlichen Killer- (NK) Zellen, entwickelt. Andererseits kommt es zur Bil-
dung der myeloiden Zelllinie, welche zur Entstehung von Granulozyten, Makrophagen und Erythrozyten fiihrt. (Nach Janeway, 7. Auflage,
2009)

MO sind langlebige, phagozytierende Zellen (Janeway, 2009). Sie kommen ubiquitir im Kor-
per vor und differenzieren sich aus Monozyten, nachdem sie die Blutbahn verlassen haben
und ins Gewebe eingewandert sind. Hier konnen sie, wie alle Phagozyten, Zelltriimmer oder
Pathogene aufnehmen und so eliminieren. Dazu erkennen sie sogenannte Pathogen-assoziierte

molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns; PAMPs), wie Lipopolysacchari-
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de oder Glykoproteine durch ihre pattern recognition receptors (PRRs), zu denen auch die
Toll-dhnlichen Rezeptoren (foll-like receptors; TLRs) gehoren (Janeway, 2009). Die PAMPs
sind meist flir den Fremdorganismus typische und konservierte Muster, die zur Identifizierung
der Pathogene durch die Immunzelle herangezogen werden. Nach Erkennung des Fremdorga-
nismus oder Fremdkorpers durch die PRRs wird die Phagozytose eingeleitet. Wurde das Pa-
thogen erfolgreich phagozytiert, werden dessen Epitope iiber den Pridsentationsweg des
Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major histocompatibility complex; MHC; hier durch
MHC Klasse II) an der Oberflache der Immunzelle prasentiert (Janeway, 2009). Diese Anti-
genprasentation fithrt dazu, dass Zellen des adaptiven Immunsystems, die sogenannten T-
Zellen, durch Bindung an diese antigen- prisentierenden MHC- Molekiile, aktiviert werden.
Monozyten, Makrophagen und DCs als auch die dem adaptiven Immunsystem zugerechneten
B-Lymphozyten, werden zu der Gruppe dieser antigen presenting cells, kurz APCs gezihlt
(Janeway, 2009).

Die Granulozyten, bestehend aus den neutrophilen, eosinophilen und basophilen Zellen, sind
die zweite grofle Gruppe der Phagozyten des Immunsystems. Vor allem von Neutrophilen und
Eosinophilen ist bekannt, dass sie durch Phagozytose von Pathogenen, welche dann in intra-

zelluldren Vesikeln zerstort werden, einen groflen Beitrag bei der Immunabwehr leisten.

Die dritte Gruppe der Phagozyten stellen die Dendritischen Zellen (Dendritic cells; DCs) dar,
welche namensgebende Fortsdtze aufweisen. Thre Aufgabe bei der adaptiven Immunabwehr
besteht ebenso wie bei den anderen Phagozyten in der Aufnahme von Pathogenen. Dies kon-
nen sie einerseits durch Phagozytose oder aber auch durch Makropinozytose durchfiihren
(Sallusto et al., 1995; Savina und Amigorena, 2007). Makropinozytose ist die Aufnahme von
Fliissigkeit mit den darin geldsten Substanzen aus der unmittelbaren Umgebung der Zelle
(Lim und Gleeson, 2011). Die wichtigste Funktion der DCs ist allerdings nicht die massenhaf-
te Aufnahme und Eliminierung von Pathogenen, sondern die Prisentation von Antigenen iiber
thre MHC Klasse II Molekiile fiir die T-Zellen. Hierzu wandern sie nach Aufnahme oder Er-
kennung von PAMPs {iber das lymphatische System zu einem Lymphknoten. Dort préisentie-
ren sie die Antigene den dort vorhandenen T-Zellen und aktivieren so die adaptive Immunab-
wehr. DCs sind dariiber hinaus die weitaus effektiveren Zellen fiir die Aktivierung der T-
Lymphozytischen Immunantwort. Im Gegensatz zu Makrophagen sind DCs auch in der Lage,
naive T-Zellen zu aktivieren und so auf ein bestimmtes Antigen festzulegen. Somit sind die
DCs das wichtigste Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Inmunabwehr (Janeway,

2009).
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Zusitzlich zur Aktivierung der adaptiven Immunantwort fiihrt die Erkennung von Pathogenen
durch PRRs zur schnellen Aktivierung der Immunzellen, wie Makrophagen, DCs und Granu-
lozyten. Dies hat zur Folge, dass Chemokine sezerniert werden, die jeweils weitere Immun-
zellen aus der Blutbahn zur betroffenen Stelle im Gewebe rekrutieren (Turner et al., 2014;
Zhang und An, 2007). Die darauffolgende weitere Sezernierung von proinflammatorischen
Zytokinen fiihrt zu einer Erweiterung und Durchléssigkeit der Blutgefale, lokalen Schwellung
und Rotung. Dauert die lokale Bekdmpfung des Pathogens lange genug an und kommt es zur
ausreichenden Antigenprésentation durch APCs, tritt zusitzlich zu der relativ unspezifischen
angeborenen Immunantwort der spezifische Teil des Immunsystems in Aktion (Janeway,

2009).

Eine weitere Gruppe von Zellen des angeborenen Immunsystems sind die Natiirlichen Killer
Zellen (natural killer; NK). Dies sind grofle Zellen mit granuldrem Zytoplasma. Sie stammen
von einer gemeinsamen lymphatischen Vorlduferzelle ab, aus der auch die T-und B-
Lymphozyten des adaptiven Immunsystems entstehen (Janeway, 2009). NK- Zellen sind ohne
vorherige Stimulation in der Lage Zellen spezifisch zu toten (Vivier et al., 2008). Sie besitzen
KIR- Rezeptoren an ihrer Oberfliche, wodurch sie mit intrazelluldren Erregern-infizierte Zel-
len oder entartete Zellen von gesunden Zellen unterscheiden konnen (Janeway,
2009)(Campbell und Purdy, 2011). Diese Funktion wird durch die sogenannte ,,Missing self-
Hypothese* beschrieben (Ljunggren und Karre, 1990; Shifrin et al., 2014).

Ein weiterer Teil des angeborenen Immunsystems ist das Komplementsystem (Carroll, 2004;
Sarma und Ward, 2011). Es besteht aus Plasmaproteinen, die sich an extrazellulare Mikroor-
ganismen heften konnen und so den Phagozyten aufzeigen, wo sich das Pathogen befindet
(Janeway, 2009). Diese konnen wiederum das Pathogen aufnehmen und zerstoren. Der Vor-
gang des Anheftens wird auch als Opsonierung bezeichnet (Boackle et al., 1998). Teilweise
sind die Proteine des Komplementsystems auch alleine zur Zerstérung von Pathogenen fdhig.
Des Weiteren wirken manche Spaltprodukte des Komplementsystems als Chemokine und

sind so in der Lage, die lokale Entziindungsreaktion zu verstirken (Janeway, 2009).
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1.2.2 ADAPTIVES IMMUNSYSTEM

Das adaptive Immunsystem besteht aus den B- und T-Lymphozyten, die aus einer Vorldufer-
zelle der lymphatischen Zelllinie hervorgehen (Janeway, 2009). Es zeigt eine wesentlich spe-
zifischere Immunreaktion gegen das jeweilige Pathogen im Vergleich zum angeborenen Im-
munsystem (Janeway, 2009). Die adaptive Immunreaktion wird erst durch die Prédsentation
von den Epitopen der Antigene auf den zum angeborenen Teil des Immunsystems gehorenden
APCs aktiviert, wie z.B. bei Makrophagen, DCs oder B- Zellen. (Janeway, 2009). Diese kon-
nen die zuvor naiv und unstimuliert vorliegenden T- Zellen durch Bindung an den T- Zell
Rezeptor (TCR-CD3-Komplex) aktivieren (Morris et al., 1994) (Janeway, 2009). Zusétzlich
zu diesem ersten Signal bendtigen die T-Zellen kostimulatorische Signale (Signal 2), welche
sie durch Bindung an die Membranproteine CD80 oder CD86 auf der Membranoberfliche
aktivierter APCs erhalten (Bretscher, 1999; den Haan et al., 2014; Lanier et al., 1995;
Rossjohn et al., 2015). Nur sofern diese auf der APC vorhanden sind und sie an die Rezepto-
ren CD28 oder CTLA4 auf der T- Zell- Membran binden kommt es zu einer Aktivierung der
T- Zelle (Bretscher, 1999). Falls diese kostimulatorischen Signale, auch Signal 2 genannt,
fehlen, die T- Zelle jedoch mit ihrem T- Zell- Rezeptor an den MHC- Komplex der APC bin-
det und sich somit reaktiv auf ein korpereigenes Antigen zeigt, kommt es nicht zu einer Akti-
vierung der T- Zelle, sondern die T- Zelle geht in einen hyporesponsiven Zustand tber, der
auch als T - Zell- Anergie bezeichnet wird . Durch diesen Mechanismus wird sichergestellt,
dass moglichst wenige T- Zellen gegen korpereigene Antigene reaktiv . Die durch T-Zellen
hervorgerufene Immunreaktion wird daher auch als zellvermittelt bezeichnet (Janeway, 2009).
Man unterscheidet 2 Klassen von T-Zellen. Die cluster of differentiation (CD) 8" T- Zellen
und die CD4" T-Zellen (Bernard und Boumsell, 1984a, b; Fiebig et al., 1984). CD8" T-Zellen
sind zytotoxische Zellen, die in der Lage sind, infizierte Zellen anhand der iiber den MHC
Klasse I Prasentationsweg generierten Epitope an der Membran von APCs oder infizierten
Zellen zu identifizieren und zu zerstéren. Die CD4 -Zellen werden auch T-Helferzellen ge-
nannt, da sie regulierende Wirkung durch Sezernierung von Zytokinen, wie beispielsweise die
Interferone (IFN), auf die Immunreaktion zeigen (Janeway, 2009(Luckheeram et al., 2012)).
Sie dienen dariiber hinaus der Aktivierung der B-Lymphozyten. Fiir deren Aktivierung wer-
den ebenfalls zwei Signale bendtigt: einerseits muss ein fiir das Pathogen spezifisches Anti-
gen an den B-Zell-Rezeptor binden und andererseits muss eine aktivierte T-Helferzelle an den
mit dem Pathogen- spezifischen Epitop beladenen MHC Klasse II- Komplex des B-

Lymphozyten andocken (Doherty und Zinkernagel, 1975). Nach erfolgter Aktivierung der T-
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und B-Zellen kommt es zu einer klonalen Expansion der Zellen (Janeway, 2009(Smith et al.,
2000)). Aus den naiven Lymphozyten entsteht der T- bzw. B- Zell-Lymphoblast, welcher sich
wiederum in die T- bzw. B- Effektorzelle differenziert. Die Proliferation des jeweiligen
Lymphoblasten und der daraus folgenden Entstehung einer Vielzahl Pathogen-spezifisch akti-
vierter Lymphozyten dauert etwa fiinf Tage (Janeway, 2009). Wahrend sich die T-Zellen in
dieser Zeit zu CD8" oder CD4'- T-Zellen differenziert haben, sind die B-
Effektorzellen/Plasmazellen in der Lage, antigen- bzw. pathogen- spezifische Antikérper zu
sezernieren. Dies ist eine zentrale Funktion der B-Lymphozyten und hat eine grofle Bedeu-
tung fiir die Effektivitit und Spezifitit der adaptiven Immunreaktion (Hombach et al., 1990;
Reth, 1992).

Antikdrper, auch Immunglobuline genannt, wurden von den Immunologen Emil-Adolf von
Behring, Shibasaburo Kitasato und Paul Ehrlich im Jahre 1890 entdeckt und im Folgenden
nutzbar gemacht (Ehrlich, 1891, Ehrlich, 1901). Diese Molekiile wurden zunéchst als Antito-
xine bezeichnet, da sie im Serum eines Diphtherie- Patienten, nachgewiesen wurden (von
Behring und Kitasato, 1991). Es dauerte bis ins Jahr 1948, ehe die Schwedin Astrid Fagraeus
zeigen konnte, dass Antikorper durch die B-Zellen bzw. Plasmazellen produziert werden
(Fagraeus, 1948). Immunglobuline haben eine iiber Disulfid-Briicken fixierte Form dhnlich
dem Buchstaben Y. Sie werden auch als ,,sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors* bezeichnet
(Janeway, 2009). Sie sind pathogenspezifisch und haben vielfdltige Funktionen: So kénnen
sie z.B. durch Anlagerung extrazellulire Pathogene opsonieren, bakterielle Toxine neutralisie-

ren oder das Komplementsystem aktivieren (Janeway, 2009).

Ist eine Infektion erfolgreich bekampft, sterben die meisten T- und B- Zellen ab. Lediglich
wenige der Zellen verbleiben als pathogenspezifische Gedichtnis- T- oder B- Zellen (memory
cells) im Korper erhalten (Janeway, 2009). So ist gewéhrleistet, dass bei einer erneuten Infek-
tion mit einem Krankheitserreger die adaptive Immunantwort ihre Wirkung wesentlich
schneller als bei der Erstinfektion entfalten kann und damit eine effektive, zum Teil lebens-
lange Immunitit gegeniiber dem Pathogen gewdhrleistet ist (Janeway, 2009(Goodnow et al.,

2010)).
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1.2.3 T-ZELLEN

Die T-Lymphozyten stellen neben den B- Lymphozyten die wichtigste Gruppe der Immunzel-
len des adaptiven Immunsystems dar (Janeway, 2009). Nach der Entstehung aus der myeloi-
den Vorlduferzelle wandern die Vorlduferzellen, aus denen T-Zellen entstehen, in den Thy-
mus ein (Janeway, 2009). In diesem findet die Reifung der Zellen statt. Hierbei bilden die
Zellen die unterschiedlichen Ko- Rezeptoren des T- Zell Rezeptors, CD4" oder CD8" aus,
welche im Folgenden mit MHC- Molekiilen interagieren und die spezifischen Signalkaskaden

auslosen (Goodnow et al., 2010).

Die CD4" T- Lymphozyten werden auch T-Helferzellen genannt. Simtliche Untergruppen der
CD4" T- Zellen konnen den MHC Klasse II Peptidkomplex auf APCs erkennen (Janeway,
2009). Die Epitope, welche auf den MHC Klasse II Komplexen prisentiert werden, stammen
von Proteinen, die durch Phagozytose, Endozytose oder Makropinozytose in die APC aufge-
nommen wurden (Janeway, 2009). Im Zytosol werden die Proteine durch proteolytische De-
gradation im Proteasom gespalten und im Endoplasmatischen Retikulum schlieBlich auf den
MHC Klasse II- Komplex geladen, welcher dann wiederum zur Zellmembran transportiert

und dort prisentiert wird.

Die wichtigsten Subpopulationen sind Tyl, Ty2, Tyl7 und die regulatorischen CD4'- T-
Zellen, auch Tgegs genannt (Janeway, 2009)(Sugamura et al., 2004). Die Tyl, Ty2 und Tyl7
Zellen kann man anhand des Sekretionsmusters der teilweise kreuzhemmend wirkenden Zy-

tokine sowie ihrer jeweiligen Funktion differenzieren.

Aktivierte Tyl- Effektorzellen sezernieren proinflammatorische Zytokine wie [FNy, IL-2 und
TNF-a. Dies fiihrt hauptsdchlich zu einer Aktivierung von Makrophagen und auch, wenn-
gleich in geringerem Mafle, von B-Zellen. Sie erkennen Antigene, die auf intrazelluldren Ve-
sikeln der Makrophagen tiber den MHC Klasse II —Signalweg prasentiert werden. Die darauf-
hin sekretieren Zytokine aktivieren die infizierten Makrophagen, sodass sie die intrazelluldren
Erreger bekdmpfen konnen. Bekannte Beispiele sind hier das Mycobacterium tuberculosis, M.
leprae und Listeria spec. Des Weiteren fiihrt eine Aktivierung der B-Lymphozyten durch die
TulZellen zur Bildung von Antikorpern der Klasse IgG. Sobald diese stark opsonierenden
Antikorper dann an ihr spezifisches Antigen binden, kann das so identifizierte Pathogen von

Makrophagen aufgenommen und zerstort werden (Van Eden et al., 2002).
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Die Hauptaufgabe der Ty2- Helferzelle hingegen besteht in der Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung der B-Lymphozyten. Dariiber hinaus werden Mastzellen und Granulozyten
aktiviert. Sie sekretieren, anders als Tyl Zellen, beispielsweise 1L-4, IL-5, IL-6 und Lympho-
toxin a. Die durch Ty2 Effektorzellen ausgeldste, iiberwiegend humorale Immunreaktion ist
vor allem durch die erhebliche Produktion von IgE sehr wichtig bei der Bekdmpfung einer
Infektion mit parasitischen Helminthen, wie Band-, Faden- oder Saugwiirmer (Abbas et al.,

1996).

Die Untergruppe der Ty17 Zellen ist die am Kiirzesten bekannte Population. Sie werden rela-
tiv frith in der Immunreaktion aktiviert. Sie regen die Chemokinproduktion lokaler Epithel-
und Stromazellen an, was dann wiederum zu einer Rekrutierung von Neutrophilen zu der Ent-

ziindung fiihrt (Janeway, 2009)(Bettelli et al., 20006).

Die regulatorischen CD4" T-Zellen haben die Funktion zu verhindern, dass es zu einer zu
intensiven Immunreaktion mit eintretender Autoimmunitdt kommt. Durch Sezernierung von
Zytokinen konnen sie die Aktivitit von DCs und T-Lymphozyten unterdriicken, sodass bei
einer liberschieBenden Immunreaktion eventuell auftretende Gewebeschdden verhindert oder

minimiert werden.

Die CD8" T- Zellen werden auch zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T-cells; CTLs) genannt.
Sie sind in der Lage infizierte oder entartete Zellen gezielt zu zerstoren (Janeway, 2009).
Durch die an der Oberfliche von allen kernhaltigen Zellen befindlichen MHC Klasse 1 Pep-
tidkomplexen konnen die CD8" T-Zellen infizierte Zellen erkennen und von nicht- infizierten
Zellen unterscheiden. Auf den MHC Klasse I Peptidkomplexen werden zumeist zellfremde
Peptide présentiert, die zytosolischen Ursprungs sind. Es findet hier zuvor keine aktive Auf-
nahme von Antigen aus der Zellumgebung statt. Stattdessen werden die Proteine im Zytosol
durch das Proteasom gespalten und anschlieBend in das Endoplasmatische Retikulum ver-
bracht, um dort auf den MHC Klasse I Komplex geladen zu werden (Janeway, 2009). Sobald
die beladenen MHC Klasse I Komplexe im Laufe ihrer Prozessierung iiber den Golgi- Appa-
rat und Vesikel zur Zellmembran der APC gelangt sind, kénnen CD8" T- Zellen das spezifi-
sche Epitop erkennen. Sobald dies geschieht, bindet die CTL an den MHC Klasse I Peptid-
komplex der infizierten Zelle und es kommt zur Ausschiittung von Perforinen und Granzymen
durch die T-Zelle. Diese Proteine dringen in die infizierte Zelle ein und 1dsen den program-
mierten Zelltod aus (Janeway, 2009). Des Weiteren fiihrt die intensive Sezernierung von
IFNy, TNF-a und LTa zu einer Attraktion von Makrophagen zum Inflammationsherd, der

dortigen Aktivierung sowie zu einer verstirkten Synthese der MHC Klasse I Proteinen in
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APCs (Janeway, 2009). Durch die gezielte Zerstorung von infizierten oder entarteten Zellen
findet eine effektive Bekdmpfung von intrazelluldren Erregern statt, da ihnen ihre Wirtszelle,

die Grundlage fiir ihre erfolgreiche Replikation, entzogen wird.

1.2.4 INTERFERON INDUZIERTE GTPASEN

Interferone sind zentrale und essentielle Botenstoffe in der Regulierung der Immunantwort
(Janeway, 2009) (Isaacs und Lindenmann, 1957). Sie konnen eine Vielzahl intrazelluldrer
Signalwege und die Synthese von Proteinen aktivieren oder deaktivieren und sind dariiber
hinaus sehr wichtig in der Interaktion und Kommunikation der Immunzellen untereinander.
Interferone werden von T- und B- Lymphozyten, von NK- Zellen und vielen APCs exprimiert
(Janeway, 2009). Folglich sind sie der Schliissel zu einer potenten und gut koordinierten Im-
munantwort. Biochemisch gesehen gehoren diese Zytokine zu den Glykoproteinen. Bei den
Mammalia wurden bisher 10 unterschiedliche Interferone identifiziert. Sie werden je nach
ihrer Rezeptorspezifitit in 3 unterschiedliche Klassen unterteilt: Typ I Interferone (hauptsich-
lich IFN a, B), Typ II Interferone (IFNy) und Typ III Interferone (IFNA) (Janeway, 2009)
(Chelbi-Alix und Wietzerbin, 2007).

Insgesamt sind heute bereits tiber 1500 Gene bekannt, die liber Interferone reguliert werden,
wovon ca. 1300 Gene iiber [FNy reguliert werden und lediglich 300-500 Gene iiber Typ 1
Interferone (Janeway, 2009). Zu den bekanntesten Vertretern gehdren die NADPH- Oxidasen,
die Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROSs) und Reaktive Stickstoffspezi-
es (reactive nitrogen intermediates; RNIs) produzieren. Deren Entstehung wird durch Stick-
oxid (NO)-Synthasen katalysiert (Nathan und Shiloh, 2000). Aufgrund der meist IFN-
spezifischen Induzierbarkeit werden diese NO-Synthasen auch als induzierbare NO- Syntha-
sen (inducible nitric oxide synthases; INOS) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass die-
sen Genen eine grofle Bedeutung bei der Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger zukommt. Bei
einer groflen Mehrheit der [FN-induzierten Gene ist die Funktion jedoch noch unbekannt oder

nur unzureichend erforscht.

Zu den sehr friih entdeckten IFN-induzierten Genen gehort die Familie der Guanosin

5 Triphosphatasen (GTPasen)(Boehm et al., 1998; Kim et al., 2012; Martens und Howard,
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2006). Durch Bindung und Hydrolysieren von GTP konnen diese Hydrolasen Einfluss auf die
Translation und Transkription der Zelle sowie auf die Translokation von Proteinen innerhalb
des Zytoplasmas und iiber Zellmembranen hinweg nehmen. Sie stellen demnach einen wich-
tigen Regulationsmechanismus innerhalb der Zelle dar. Dariiber hinaus konnten in den letzten
Jahren mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass den GTPasen eine wichtige Rolle bei der Im-
munabwehr zukommt (Boehm et al., 1998; Degrandi et al., 2007; Degrandi et al., 2013;
Dittmann et al., 2008; Fentress et al., 2010; Haller et al., 2009; Kim et al., 2012; Kim et al.,
2011; Kravets et al., 2012; Martens et al., 2005; Meunier et al., 2015; Pletneva et al., 2008;
Selleck et al., 2013; Yamamoto et al., 2012). Die GTPasen werden heute in 4 Familien unter-
gliedert: die p47- Familie, die Mx-Familie, die sehr groBBen induzierbaren GTPasen (very lar-
ge inducible GTPases; VLIG) und die p65 Familie (Abb.1.8) (Degrandi et al., 2007; Dittmann
et al., 2008; Haller et al., 2009; Kresse et al., 2008; Pilla-Moffett et al., 2016; Pletneva et al.,
2008).
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Abbildung 1.8: Evolutiondrer Stammbaum der GTPasen. Dargestellt sind die wichtigsten Gruppen der GTPasen und deren
evolutionsbiologische Beziehung zueinander. Verdndert nach Pilla-Moffet, 2016.

Die Familie der p47-GTPasen ist die zahlenméBig groBte Gruppe. Thr Name riihrt von ihrer
molekularen Masse, die zwischen 47-48 kD liegt. Unter den Vertebraten sind sie weit verbrei-
tet und kommen zum Beispiel in der Maus, Ratte, Schwein und Hund vor. Im Menschen hin-
gegen ist diese Gruppe jedoch, bis auf IRGM, deletiert. [FNy ist ihr Hauptinduktor, wahrend
die Genexpression bei einer Induktion iiber Typ I IFN oder Lipopolysaccharid (LPS) lediglich

minimal ansteigt. Es wird vermutet, dass sie an der intrazelluldren Detektion von Pathogenen

27



Einleitung

und der weiteren Verarbeitung von Pathogenpartikeln beteiligt sind (Kim et al., 2011;
MacMicking, 2004, 2005). Die Induktion der Genexpression dieser Proteine wird, wie bei
allen interferon-induzierten GTPasen, iiber den Janus- Kinase / Signaltransduktoren und Akti-
vatoren der Transkription (JAK/STAT)- Signalweg gesteuert (Abb. 1.9)(Kim et al., 2011;
MacMicking, 2004). Hierbei binden Typ I oder Typ II Interferone an bestimmte, charakteris-
tische Rezeptoren der Signalkaskade. Die Bindung fiihrt im Fall von IFNy zur Aktivierung
von JAK1/2 und darauthin zur Phosphorylierung von STATI1. Phosphorylierte STAT1 Mole-
kiile bilden Dimere und gelangen in den Zellkern. Dort bilden sich Ko- Aktivator- Komplexe
mit Histonacetylase- Aktivitdt auf /IFNy activated site (GAS)- Elementen innerhalb der Pro-
motoren, der durch IFNy induzierbaren Gene. Hierzu gehort der GroBteil der p47 GTPasen.

Die GTPasen der Mx- Familie haben eine molekulare Masse von 70-80 kD(Pavlovic et al.,
1993). Sie werden mittels des JAK/STAT Signalwegs durch die Typ I Interferone induziert
(Kim et al., 2011). Die Induktion durch Typ I IFN fiihrt zur Aktivierung von JAK1 und TYK?2
Kinasen, die nachfolgend STATI und STAT2 phosphorylieren. Die phosphorylierten
STAT1/2 Heterodimere und interferon regulatory factor (IRF)-9 bilden den interferon stimu-
lated gene factor (ISGF)3 bilden (Abb. 1.9). Dieser bindet an das interferon-stimulated res-
ponse element (ISRE), welches dann die Transkription der jeweiligen Gene induziert. Insge-
samt zdhlen 4 Proteine zu dieser Gruppe. Mx1 und 2 konnten bei Nagern im Zellkern bzw.
letzteres im Zytosol nachgewiesen werden (Haller et al., 2007). Im Menschen kommen die
beiden Formen MxA und MxB vor und wurden vorwiegend im Zytosol nachgewiesen. Sie
werden in Monozyten, DCs, Hepatozyten und in Endothelzellen synthetisiert (Haller et al.,
2007). In chronischen Hepatitis C Infektionen sind diese Proteine héufig hochreguliert
(Leifeld et al., 2001; MacQuillan et al., 2003; Patzwahl et al., 2001). So hat MxA vor allem
antivirale Funktionen. Bei weiteren Viren, wie dem Rhabdovirus, dem Ortomyxomavirus oder

dem Hepatitis B Virus konnte ebenso eine Bedeutung gezeigt werden (Vassilev et al., 1999).
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Abbildung 1.9: Induktion der Genexpression der IFN induzierbaren GTPasen mittels des JAK/STAT- Signalwegs
durch Typ I und II Interferone. IFNy bindet an den Rezeptor und fiihrt zur Aktivierung von Jak1/2. Die darauffolgende Phosphorylie-
rung und Translokation von STAT1-Dimeren in den Nukleus fithrt dort zur Bildung von Co-Aktivator- Komplexen mit Histonacetylase-
Aktivitdt. Diese aktivieren GAS- Elemente in den Promotoren der IFNy induzierbaren Genen und es kommt zur Transkription. Fiir die
Aktivierung mancher p65-GTPasen, inklusive mGBP2, wird die Bindung von IRF-1 an ISREs bendtigt. GAS= IFNy activation site; GBP=
Guanylat- bindendes Protein; GTPase= Guanosin- Triphosphatase; IRF-1= Interferon-regulatory factor 1; ISGF= interferon stimulated gene
factor; ISRE= interferon-regulated response element; JAK= Janus Kinase; NOS2= induzierbare NO- Synthase; NRAMPI1= natural-
resistance associated macrophage protein-1; STAT= Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription, signal transducer and activa-
tor of transcription; Tyk= Jak-Protein-Tyrosinkinase; VLIG= very large inducible GTPases. Nach MacMicking 2004.

Die dritte Gruppe der Familie der GTPasen stellen die ,,sehr gro3en induzierbaren GTPasen*
(very large inducible GTPases; VLIGs) dar (Klamp et al., 2003; MacMicking, 2004). Sie
wurden bisher als letzte Gruppe identifiziert und sind die groBten Proteine unter den GTPa-
sen: ihre molekulare Masse betrigt ca. 280 kD (Klamp et al., 2003). Auch sie werden iiber
den JAK/STAT Signalweg gesteuert (Kim et al., 2012). Die Induktion verlduft hierbei mittels
des Transkriptionsfaktors IRF-1 welcher zur Aktivierung des ISRE fiihrt (Abb. 1.9)(Kim et
al., 2012). In Méusen wurden auf dem Chromosom 7 sechs VLIG Gene identifiziert. Im Men-
schen konnte bisher ein Gen (VLIG-1) entdeckt werden. In anderen Vertebraten wie z.B.
Schweinen, Ratten, Frosche oder Fischen, konnten bisher nur wenig homologe Gene identifi-
ziert werden (Klamp et al., 2003). Uber die Funktion der GTPasen und deren intrazellulire
Lokalisation ist bisher sehr wenig bekannt. Es bedarf weiterer Grundlagenforschung, um dies

zu ergriinden.

Die p65 GTPasen, auch Guanylat- bindende Proteine genannt, sind die vierte und bisher am
besten erforschte Gruppe von Interferon induzierten GTPasen. Erstmalig wurden sie durch

Gupta et al. sowie Knight und Korant et al. im Jahre 1979 beschrieben (Gupta et al., 1979;
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Knight und Korant, 1979). Diese haben mit IFNy stimulierte humane Fibroblasten lysiert und
konnten die Proteine im Lysat nachweisen. Bisher konnten im Menschen 7 Gene und 1 Pseu-
dogen identifiziert werden. In der Maus konnten 11 Gene und 2 Pseudogene den GBPs zuge-
ordnet werden (Kresse et al., 2008). Neben IFNy sind weitere Zytokine in der Lage die Ex-
pression zu induzieren: die wichtigsten sind die Typ I IFNs sowie IL-1B, Tumor Nekrose Fak-
tor o (TNF-a) und bakterielles LPS. Dennoch sind viele ihrer Funktionen bisher unbekannt.
Ihre Induktion wird hauptsichlich von IFNy ausgeldst (Shenoy et al., 2007). Zunéchst verlauft
die Induktion dhnlich der p47 GTPasen mit Aktivierung der STAT1/2 Dimere und deren
Translokation in den Zellkern. Der entstehende Ko-Aktivator Komplex aktiviert ebenfalls das
GAS- Element. Zur vollstindigen Aktivierung der Genexpression der meisten p65 GTPasen,
inklusive mGBP2, wird IRF-1 benétigt. Dieses bindet und aktiviert ISRE, woraufhin die p65
GTPasen exprimiert werden (Kim et al., 2011; MacMicking, 2004). Innerhalb der Vertebraten
sind die p65 GTPasen in hohem Mal3e konserviert und kommen neben dem Menschen in der
Maus, dem Schwein und vielen weiteren Vertretern vor. Die Bandbreite der Funktionen der
GBPs zeigt sich sehr heterogen. Dem humanen GBP1 (hGBP1), dem Ortholog zum murinen
GBP2 (mGBP2), konnte eine Rolle in der Zellproliferations- Steuerung zugewiesen werden
(Guenzi et al., 2001). In mGBP2 iiberexprimierenden Fibroblasten der Linie NIH 3T3 wurde
eine  erhohte  Replikation  beobachtet. In  humanen  Endothelzellen  bzw.
Mammakarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von hGBP1 zu einer Re-
duktion der Zellproliferation fiihrt (Guenzi et al., 2003). Des Weiteren konnten bei verschie-
denen GBPs, wie mGBP 1, 2, 5 und 7 antivirale und antiparasitdre Funktionen nachgewiesen
werden (Kim et al., 2012; Kim et al., 2011; Shenoy et al., 2012). Aufgrund ihres hohen Kon-
servierungsgrads und den genannten Erkenntnissen, die zu verschiedenen GBPs gewonnen
wurden, erscheint diese Gruppe von GTPasen als diejenige, deren Erforschung hinsichtlich
der Bekdmpfung von Parasitosen und Infektionen mit Protozoen, wie Toxoplasma gondii,

aber auch anderen intrazelluldaren Pathogenen, besonders lohnenswert erscheint.

1.2.5 BIOLOGISCHE FUNKTION VON MGBP2

Die p65 GTPasen werden zur Familie der Dynamin- verwandten Proteine gezéhlt. Vor allem

den murinen GBPs konnten bisher Funktionen innerhalb der Immunantwort zugeordnet wer-
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den. So konnte gezeigt werden, dass mGBP2 in Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV) infizier-
ten Fibroblasten der Linie NIH 3T3 eine antivirale Wirkung entfaltet (Carter et al., 2005). So
fiihrten Infektionsversuche mit einer mGBP2”" - Mauslinie zu der Erkenntnis, dass dieses Pro-
tein im murinen Modellorganismus fiir das Uberleben einer Infektion mit 7.gondii essentiell
ist (Degrandi et al., 2013). Die intraperitoneal (i.p.) infizierten Méuse, denen dieses Gen fehl-
te, starben verstarkt innerhalb der ersten 30 Tage nach der Infektion, wihrend die Mehrheit
der mGBP2""- Tiere iiberlebten. Fiir mGBP5 beispielsweise konnte jedoch eine andere Rolle
innerhalb der Immunantwort gezeigt werden. Es zeigte sich, dass das Protein fiir die korrekte
Assemblierung des NLRP-3 Inflammasoms wichtig ist (Abderrazak et al., 2015; Finethy et
al., 2015). Dieser zytosolisch vorliegende Proteinkomplex erkennt Pathogene und kann durch
Aktivierung des Zytokins Caspase-1 bzw. der darauthin synthetisierten proinflammatorischen

Zytokine, wie IL-1B, eine Immunreaktion hervorrufen und verstirken(Abderrazak et al.,

2015).

Das murine GBP2 ist in den letzten Jahren verstirkt in den Fokus der Wissenschaft geriickt.
Es konnte festgestellt werden, dass der Parasit T.gondii in mGBP2"" - embryonalen Mausfib-
roblasten (murine embryonic fibroblasts;, MEFs) eine hohere Replikationsrate besitzt
(Degrandi et al., 2013). Nach 5h und 8h p.i konnte in den wildtypischen MEFs eine hohere
Disruption des Pathogens. beobachtet werden (Abb.1.10).
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Abbildung 1.10: Intrazellulire Disruption der parasitophoren Vakuole von 7.gondii in WT und mGBP2” MEFs.
mGBP2"* und mGBP2” MEFs wurden mit GFP transduziert und mit T.gondii ME49 fiir die angegebene Zeit infiziert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit anti-SAG-1 AK und anti-Maus Cy3 gefarbt. Es wurde die Anzahl der zerstorten intrazelluldren PVs gegen die Gesamtzahl der
PVs mit dem Mikroskop bestimmt und in Prozent angegeben. Ab 5h p.i. erkennt man eine deutliche Reduktion der zerstdrten PVs in den
mGBP2”" MEFs verglichen mit den mGBP2"*- MEFs. mGBP2 hat somit eine wichtige Rolle in der Bekéimpfung der intrazelluléren Parasi-
ten. Nach Degrandi et al. 2013

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mGBP2 im Falle einer 7.gondii Infektion zur PV
rekrutiert (Abb. 1.11) (Kravets et al., 2012). Hierzu wurden MEFs 16h mit IFNy stimuliert
und dann mit dem Stamm ME49 von T.gondii infiziert. Nach weiteren 2h Inkubationszeit

konnte eine deutliche Rekrutierung des zuvor ubiquitir im Zytosol vorliegenden mGBP2 zur
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PV im Konfokalmikroskop beobachtet werden. Es zeigte sich ebenso, dass die Rekrutierung

und Anlagerung an die PV bei mGBP2 am deutlichsten ausfielen.

mGBP2

T.gondii Infektion

Degrandiet.al., 2013

1.11: IFNy- abhingige Rekrutierung von mGBP2 zur PV von T.gondii (Degrandi et al. 2013). Bei nicht infizierten
Zellen liegt mGBP2 ubiquitér im Zytosol verteilt vor (oberes Bild, griin). Im Zuge einer Infektion mit 7. gondii ME49 rekru-
tiert mGBP2(griin) zur Membran der Parasitophoren Vakuole (PVM;rot).

Die Beobachtungen der hoheren Replikationsrate des Parasiten in mGBP2"~ Zellen und die
Ergebnisse der Kolokalisationsstudien wurden durch die Herstellung einer in der vorliegenden

Dissertation verwendeten mGBP2- defizienten Mauslinie auf dem C57BL/6- Hintergrund

belegt.
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1.12: Klonierungsstrategie zur Erstellung der mGBP2™" defizienten Mauslinie. Durch Einfiigen einer Neomycin- Resistenz-
genkassette unter Einfluss eines starken Promotors in das Exon 2 des mGBP2 Lokus kommt es zu einem friithen Abbruch der Transkription
des Gens. Somit ist kein funktionsfahiges mGBP2- Protein im Organismus vorhanden (nach Dissertation Konermann, 2008).

Bei der C57BL/6 Mauslinie handelt es sich um eine Inzucht- Mauslinie, wie sie in vielen La-
boratorien fiir immunologischer Forschung verwendet wird (Jackson Laboratories, USA). Um
die Expression von mGBP2 in der mGBP2”" Mauslinie zu eliminieren wurde eine dsRed- und
eine gefloxte, reverse Neomycin- Resistenz Kassette in das Exon 2 des mGBP2 Gens inte-

griert (Abb.1.12)(Dissertation C.Konermann, 2008). Dies fiihrt zu einem priterminalen,
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,kiinstlichen* Stop-Codon in der mRNA des Gens. In den darauf folgenden in vivo Infekti-
onsversuchen mit 7.gondii zeigte sich in der mGBP2 defizienten Mauslinie eine signifikant
erhohte Mortalitdtsrate im Vergleich zu mGBP2"* Kontrolltieren (Abb.1.13) (Dissertation C.
Konermann, 2008,(Degrandi et al., 2013)).

Uberleben[%]

Tage p.i.

Abbildung 1.13: Uberlebenskurve von mGBP2**, mGBP2™ und Interferon regulatory factor (IRF) 17~ Mausli-
nien bei Infektion mit 40 Zysten T.gondii MEA49 i.p. IRF17" Miuse sterben in der akuten Infektionsphase, da eine

IFNy basierende Immunreaktion ausbleibt. mGBP2™ Miuse sterben vermehrt zundchst in der akuten Phase, dhnlich In
wie die mGBP2""* Mauslinie. In der chronischen Phase der Infektion ist die Mortalitit bei der mGBP2”" Mauslinie im
Vergleich zu mGBP2"* Tieren signifikant hoher (Degrandi et al., 2013). aus
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Abbildung 1.14: Rosettenbildung in Knochenmarksmakrophagen (BMDMs) und Astrozyten nach Infektion mit 7.gondii
ME49: Infektion von BMDMs und Astrozyten mit 7. gondii ME49. Die Zellen wurden vor Infektion mit IFNy iiber Nacht
stimuliert. 32h p.i. zeigte sich eine signifikante Erhohung der Rosettenanzahl bei den mGBP2™ Zelllinien im Vergleich zu
mGBP2"* Zelllinien. Die Abwesenheit von mGBP2 fiihrt zu einer erhohten Rosettenbildung und damit zu einer erhdhten Rep-
likationsrate von 7.gondii. Nach Degrandi et al., 2013.

den jeweiligen Méusen isolierten Astrozyten und Knochenmarksmakrophagen (bone marrow
derived macrophages; BMDMs) konnte eine erhdhte Replikationsrate der Parasiten in Abwe-
senheit von mGBP2 beobachtet werden. Dies zeigte sich an der erhdhten 7.gondii Rosetten-

zahl 32h p.i. (Abb.1.14)(Degrandi et al., 2013).

33



Einleitung

Dariiber hinaus konnte im Gehirn der mGBP2”" Mauslinie eine signifikante Erhohung der
Zystenanzahl im Vergleich mit dem Wildtyp gezeigt werden (Dissertation C. Konermann
(Degrandi et al., 2013)). Die Erkenntnisse aus den in vitro und in vivo Versuchen verdeutli-
chen, dass mGBP2 in hohem Malle zu der Immunantwort gegeniiber 7.gondii beitragt. Die
genaue Funktion des Proteins und die Regulierung im Zusammenspiel mit den Signalwegen
der intrazelluliren Immunabwehr sind, mit Ausnahme des JAK/STAT Signalwegs, heute

noch unbekannt.

1.2.6 IMMUNANTWORT BEI INFEKTION MIT 7OXOPLASMA GONDII

Bei einer Infektion mit dem Erreger 7"gondii kommt es zu vielféltigen Interaktionen des Wir-
tes mit dem Pathogen. Nach Aufnahme des Parasiten dringen die motilen Stadien in die
Wirtszelle ein und bilden die PV (Laliberte und Carruthers, 2008; Sweeney et al., 2010). Un-
mittelbar in der Ausbildung der PV sekretiert der Erreger Proteine, welche die Membranstruk-
tur der PV modellieren kdnnen, sodass sie vor der Degradation durch Lysosomen geschiitzt ist
(Hunter und Sibley, 2012). Andere Proteine gelangen in das Zytosol der Wirtszelle und stellen
den Metabolismus der Zelle auf die Bediirfnisse des Parasiten um. Dies hat zur Folge, dass die
Mitochondrien zur PV rekrutiert werden und dort als Lipidquelle dienen (Laliberte und
Carruthers, 2008). Das Zytoskelett wird fiir den Transport von Proteinen und Lipiden zur PV
ebenso umstrukturiert. 7.gondii beeinflusst insgesamt die Expression von iiber 1000 Genen
innerhalb der Wirtszelle: dies kann durch eigene Transkriptionsfaktoren geschehen, oder auch
durch Einflussnahme auf intrazelluldre Signalwege (Weiss, 2011). Durch diese Kompartimen-
tierung in einer PV und der weitreichenden Einflussnahme auf den Wirtsmetabolismus ist der
Parasit daher gut vor dem Zugriff des Immunsystems geschiitzt. Dennoch kommt es im Falle
einer Infektion mit 7 .gondii zu einer deutlichen Immunreaktion: wird ein Erreger zerstort und
durch APCs phagozytiert, kommt es zur Sezernierung von IL-12 durch Makrophagen, DCs
und neutrophilen Granulozyten. Dieses wiederum fiihrt zur Aktivierung von T-Lymphozyten
und von NK-Zellen, die dadurch zur Produktion von IFNy angeregt werden (Hunter und
Sibley, 2012). Der Chemokinrezeptor CCRS sowie die Gruppe der TLRs scheinen fiir die
Regulierung der IL-12 Produktion ausschlaggebend zu sein (Scanga et al., 2002). Die letzt-

endlich folgende Expression von IFNYy ist jedoch von zentraler Bedeutung fiir die Immunreak-
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tion (Pfefferkorn et al., 1986; Pfefferkorn und Guyre, 1984). Dies kann gut bei IFNyR'/ T -
Maiusen beobachtet werden, da sie sehr suszeptibel gegeniiber einer 7. gondii Infektion sind
(Deckert-Schluter et al., 1996). IFNy induziert wichtige antiparasitire Signalwege wie z.B.
die Induktion der GTPasen. Diese konnen dazu beitragen, dass nicht nur extrazelluldre Parasi-
ten durch beispielsweise das Komplementsystem und anschlieBende Phagozytose durch APCs
bekdmpft werden kdnnen, sondern auch intrazelluldr vorliegende Parasiten kdnnen so durch
die Zerstorung der schiitzenden PV eliminiert werden (Dupont et al., 2012). So konnte, wie in
Kapitel 1.2.4. bereits dargestellt, gezeigt werden, dass GBPs bei einer Infektion mit 7.gondii
zur PV rekrutiert werden und dort zur Zerstérung beitragen (Degrandi et al., 2007). Weitere
Effektormolekiile, welche durch IFNy induziert werden, sind reaktive Oxygen Spezies (ROS)
wie die inducible nitric oxygen species (INOS) . Hier wird der Parasit durch chemischen
Stress, u.a. Radikalbildung, zerstort (Schluter et al., 1999). Durch die Induktion der
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) wird der Parasit bekdmpft, indem in seiner Umgebung die
fiir ihn essentielle Aminosdure L-Tryptophan in N-Formylkynurenin umgewandelt wird und
somit nicht mehr zur Verfligung steht (Dai et al., 1994). Daraus folgt eine geringere Replika-
tionsrate des Erregers. So kann auf verschiedenen Wegen der Parasit durch die Induktion von

[FNy intrazelluldr bekdmpft werden.

Der Parasit hat jedoch auch sogenannte Immunevasions- Mechanismen entwickelt, wodurch
er sich vor den durch IFNy induzierten Signalwegen schiitzen kann (Hunter und Sibley,
2012). Grundlage dieses Mechanismus ist, dass 7.gondii mit den Signalwegen der Wirtszelle
interferiert. So kann der Parasit zum Beispiel verhindern, dass STAT1 hochreguliert wird,
indem sogenannte supressor of cytokine signalling (SOCS)- Proteine hochreguliert werden
(Zimmermann et al., 2006). STAT1 ist, wie in Kapitel 1.2.3. beschrieben, fiir die Einleitung
der IFNy -induzierten Signalwege essentiell, sodass durch die Herunterregulation eine deutli-
che Minderung der entsprechenden Gene erfolgt. Aullerdem kénnen, wie in Kapitel 1.1.2.
beschrieben, Typ I- Stimme von T.gondii verhindern, dass zellulire Proteine, wie GBPs, zur

PV rekrutiert werden (Degrandi et al., 2007).

Insgesamt sind noch viele Bereiche der Wechselwirkung des Pathogens mit dem Immunsys-
tem des Wirtes unbekannt oder zumindest wenig erforscht. So ist noch nicht endgiiltig er-
griindet, welche Signale zum Beispiel die Stadienkonversion des Parasiten einleiten oder wel-

che Faktoren fur die Virulenz essentiell sind bzw. wie deren Wirkmechanismus ist.
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1.3 VIRUSINFEKTIONEN

Um die Bedeutung von mGBP2 bei Infektionen mit weiteren Erregern, zu untersuchen, wur-
den in der vorliegenden Dissertation auch Infektionsversuche mit den viralen Erregern der

Lymphozytaren Choriomeningitis und der Stomatitis vesicularis durchgefiihrt.

1.3.1 LYMPHOZYTARER CHORIOMENINGITIS VIRUS (LCMV)

LCMV tritt hauptsichlich bei Nagetieren auf. Das Virus kann Hamster, Meerschweine, ver-
schiedene Affenarten und auch den Menschen befallen. Das grofite Reservoir stellt jedoch die
Maus dar. Da es auch vom Menschen auf das Tier und andersherum {ibertragen werden kann
stellt dieses Virus eine Zoonose dar (Barton, 1996; Barton und Hyndman, 2000). Es ist ein
Negativ- Einzelstrang RNA- Virus aus der Familie der Arenaviridae (Barton und Hyndman,
2000; de la Torre, 2009). Der Mensch infiziert sich zumeist iiber orale Aufnahme, Einatmen
von Viruspartikeln oder durch Bisse von Tieren. Befallene Tiere scheiden das Virus mit dem
Kot, Urin und Speichel aus (Barton und Hyndman, 2000). Im Menschen verléduft die Infektion
mit dem LCMV meist recht unspezifisch. Es kann zu grippalen Symptomen kommen und vor
allem bei immunsupprimierten Patienten besteht die Moglichkeit, dass eine Meningitis ent-
steht (Barton und Hyndman, 2000; Kumar, 2005). Bei immunkompetenten Nagern verlauft
die Erkrankung ebenso unspezifisch (Fung-Leung et al., 1991; Seiler et al., 1998). Bekannte
Stimme sind LCMV WE high und LCMV DOCILE (Weibel et al., 1993; Zhou et al., 2012).
WE high kann von der immunkompetenten Maus durch eine starke Induktion der spezifischen
CDS8" T-Zell Antwort erfolgreich aus dem Organismus entfernt werden (Zhou et al., 2012)
(Kotturi et al., 2007). Viren des DOCILE Stammes hingegen sind widerstandsfidhiger und
konnen die zytotoxische T-Zell Antwort iiberstehen und im Organismus persistieren
(Zinkernagel et al., 2009). Aufgrund der geringen Sterblichkeit, bei gleichzeitiger deutlich
messbarer Immunantwort, vor allem im Bereich der CD8" T-Zellen, wird dieses Virus gerne
als Modellorganismus verwendet, um die Funktionalitit der T-Zellen zu untersuchen

(Oldstone und Buchmeier, 1982; Xu et al., 2014; Zinkernagel et al., 1985).
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1.3.2 VESIKULARER STOMATITIS VIRUS (VSV)

Das Vesikuldre Stomatitis Virus gehort zu der Familie der Rhabdoviridae und sein Genom
besteht aus einer negativen Einzelstrang RNA (Green et al., 2006). Es kann den Menschen
infizieren und stellt daher eine Zoonose dar (Fields und Hawkins, 1967; Lichty et al., 2004).
Zumeist infiziert das Virus jedoch Huftiere, wie Rinder oder Schweine und fiihrt zu Schwel-
lungen, Bldschen und Blutungen in der Mundschleimhaut und am Euter (Letchworth et al.,
1999; Wellenberg et al., 2002). Zudem sind die Tiere lethargisch und magern stark ab. Die
Symptome kdnnten daher mit der wesentlich letaler verlaufenden Maul- und Klauenseuche
verwechselt werden. Das Immunsystem eines immunkompetenten Wirtes ist jedoch in der
Lage innerhalb von etwa zwei Wochen die Infektion erfolgreich zu bekdmpfen (Bi und Reiss,
1995). Beim Menschen treten im Falle einer Infektion nur unspezifische, grippedhnliche
Symptome auf und es bedarf in der Regel keiner Therapie. Dennoch kdnnen in seltenen Fillen
auch Blédschen und Blutungen in der Mundschleimhaut auftreten. In Laboratorien hat sich das
Virus als guter Modellorganismus fiir das Studium des Immunsystems etabliert: Es erzeugt
eine geringe Mortalitdt in Versuchstieren bei gleichzeitigem intensiven Anregen der Immun-

antwort (Lichty et al., 2004).

1.4 MHC - MULTIMERE UND DEREN ANWENDUNG IN DER
IMMUNBIOLOGIE

Als MHC- Multimer wird ein aus mehreren MHC- Molekiilen bestehendes Konstrukt be-
zeichnet, welches vor allem in Kombination mit einem fluoreszierenden Farbstoff in der Im-
munbiologie hdufig Anwendung findet (Bakker und Schumacher, 2005; Knabel et al., 2002).
Hergestellt werden sie zumeist durch Biotinylierung von MHC-Monomeren, welche dann
beispielsweise an das bei Tetrameren oft als Riickgrat dienende Streptavidin binden (Altman
et al., 1996). Durch Bindung der MHC-Molekiile an den spezifischen T- Zell- Rezeptor einer
T- Zelle konnen so im Durchflusszytometer verschiedene Epitop- spezifische Zellpopulatio-
nen erkannt, differenziert und mittels ,,Cell Sorter* sogar sortiert werden. Zu den am hédufigs-
ten verwendeten Multimeren gehdren die Dimere, Tetramere, Pentamere, Dextramere und

auch Dodecamere (Huang et al., 2016). Da sich durch eine Bindung von mehreren MHC- Mo-
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lekiilen auf einer Zelle die Stirke der Bindung des Multimers zur Zelle erhoht, und damit die
Spezifitdt und Haltbarkeit der Bindung erhoht ist, ist es ratsam mindestens Tetramere oder
hoherwertige Multimere zu verwenden. Besonders Pentamere tun sich hier durch ihren Auf-
bau mit einer flexiblen ,,Coiled- Coil- Domain* hervor. Hier kdnnen im Gegensatz zu den
Tetrameren theoretisch alle MHC- Molekiile an die spezifische T- Zelle binden, da diese im

Gegensatz zu den Tetrameren in dieselbe Richtung gewandt sind (Davis et al., 2011).

Da die MHC- Molekiile der Multimere MHC- I oder MHC- 11 Molekiile sein kdnnen, kann
theoretisch durch diese immer 6fter verwendete Technologie die gesamte Bandbreite der T-
Zell Immunantwort analysiert werden. Essentiell hierfiir ist es jedoch zu wissen, welches Epi-
top das immungenste fiir den Erreger oder das jeweilige Pathogen ist. Hier jedoch noch weite-
re Forschung notwendig. Fiir die Analyse der T- Zell Antwort gegen 7. gondii ME49 in der
Maus beispielsweise sind lediglich jeweils ein Epitop fiir die CD8" T- Zell Antwort bekannt
(Wilson et al., 2010). Ein weiteres Beispiel fiir ein wichtiges Epitop aus dem Ovalbumin
(SIINFEKL). Dies wird hiufig verwendet um eine Infektion zu simulieren und die CD8" T-
Zell Antwort zu analysieren (Garulli et al., 2008; Hulseberg et al., 2010).

Durch die immer weiter fortschreitende Analyse des Genoms, Transkriptoms und Proteoms
von Pathogenen und des Menschen werden immer neue potentielle Epitope gefunden bzw.
durch in silico -Analysen vorhergesagt (Gurung et al., 2012). So ist es denkbar, dass auf die-
sem Gebiet bald weitere Erkenntnisse gemacht werden, die die derzeitige Vorstellung der

CD4" und CD8" T- Zell Antwort verdndern, oder beeinflussen werden.
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1.5 FRAGESTELLUNG

Dieser Dissertation vorausgegangene Arbeiten zeigten in vitro eine deutliche Hochregulation
sowohl der Genexpression als auch des Proteinlevels von mGBP2 bei einer Infektion mit 7o-
xoplasma gondii ME49 in MEFs. Weiter konnte gezeigt werden, dass der Parasit in mGBP2
defizienten MEFs eine signifikant hohere Replikationsrate erreicht, als in Wildtyp-Zellen
(Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2012). Zudem konnte eine IFNy- abhingige Rekrutie-
rung von mGBP2 zur PVM von T.gondii nachgewiesen werden (Degrandi et al., 2007;
Kravets et al., 2012). Im Rahmen der Dissertation von C. Konermann (2008) wurde schlie3-
lich eine mGBP2 defiziente Mauslinie erzeugt, die auf einem C57Bl/6 Hintergrund
riickgekreutzt wurde. Hier zeigten Infektionsversuche sowohl eine erhohte Mortalitétsrate als
auch eine erhohte Anzahl von Zysten im Gehirn im Vergleich zur WT Mauslinie. Somit ist
der hohe Stellenwert von mGBP2 innerhalb der Immunantwort gegen 7.gondii auch in vivo

nachgewiesen.

In der vorliegenden Dissertation sollten nun die Auswirkungen der Absenz von mGBP2 im
Tiermodell auf das Immunsystem bei der Infektion mit intrazelluldren Pathogenen im Detail
analysiert werden. Aufgrund der vorangegangenen Experimente sollte der Fokus auf der In-
fektion mit dem obligat intrazelluldren Erreger 7.gondii liegen. Da die intrazelluldre Replika-
tion des Parasiten in mGBP2 defizienten Zellen erh6ht war, sollte zundchst liberpriift werden,
ob in der mGBP2- defizienten Mauslinie eine potente T- lymphozytdre Immunantwort nach-
weisbar ist. Eine Einschrinkung dieser konnte auf eine reduzierte Antigenprésentation via des
MHC I und II Signalwegs durch eine reduzierte intrazellulidre Zerstorung des Parasiten im in

+/+
" _und

vivo Infektionsmodell hinweisen. Auerdem sollte der Infektionsverlauf der mGBP2
der mGBP2”" Mauslinie verglichen werden. Hierzu sollte die Infektionslast der Tiere be-
stimmt werden um die in vivo Replikationsrate des Erregers beurteilen und vergleichen zu
konnen. Des Weiteren sollte mit Hilfe eines zu erstellenden Tag-Man qRT- PCR Systems der
Status und das Auftreten der Stadienkonversion des Parasiten in der mGBP2” Mauslinie im
Verlauf der Infektion erfasst und mit der wildtypischen Mauslinie verglichen werden. Um den
Status der Immunantwort noch niaher zu beschreiben, sollten aullerdem intensive Betrachtun-

gen der immunrelevanten Zytokine und Effektormolekiile durchgefiihrt werden.

Da tiber die Bedeutung von mGBP2 in der Immunantwort gegeniiber anderen intrazelluldren

Pathogenen sehr wenig bekannt ist, sollten in dieser Dissertation zudem Infektionsversuche
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mit dem Lymphozytiren Choriomeningitis Virus (LCMV) und dem Vesikuldren Stomatitis

Virus (VSV) in der mGBP2” Mauslinie durchgefiihrt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERWENDETE MATERIALIEN

2.1.1 COMPUTERSOFTWARE

1Q™50ptical System Software Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Geneious Biomatter Ltd., Auckland, NZ

FACS Diva BD Biosciences, Heidelberg

FlowJo FlowJo Llc., Oregon, USA

GraphPad Prism GraphPad Software Inc., CA, USA

MS Excel Microsoft, Redmond, Washington, USA
MS PowerPoint Microsoft, Redmond, Washington, USA
MS Word Microsoft, Redmond, Washington, USA

2.1.2 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Chemikalien Hersteller

Transkriptionspuffer (5x; fiir cDNA-Synthese) Roche, Mannheim

Aceton Merck, Darmstadt
Acetonitril AppliChem, Darmstadt
Agarose Biozym, Oldendorf
3-Mercaptoethanol Invitrogen, Karlsruhe
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BSA (Rinderserumalbumin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calciumchlorid Merck, Darmstadt
Chloroform Roth, Karlsruhe

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche, Mannheim

DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) Molecular Probes, USA

Desoxyribonukleotide (dAATP,dGTP,dCTP,dTTP) Thermo-Fischer, Massachusetts, USA

Dinatriumhydrogenphosphat Invitrogen, Karlsruhe
DMEM Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DMSO GE Healthcare, Miinchen
EDTA Merck, Darmstadt

Erythrozyten-Lyse Puffer

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid BD Biosciences, Heidelberg
FKS (Fotales Kélberserum) Cambrex Corporation

FKS (Fotales Kélberserum), low endotoxin East Rutherford, NJ, USA
Formaldehyd Roth, Karlsruhe

Glycerin Merck, Darmstadt

Golgi-Stop Becton Dickinson, EastRutherford, USA
DEPC-H,0O Gibco, Karlsruhe

HEPES Gibco, Karlsruhe

IMDM Bio Whittaker, Lonza, Belgien
Imidazol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
IPTG (Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid) MBI Fermentas, St.-Leon-Rot
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Isopropanol
L-Glutamin
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
MassRuler DNS-Leiter
Methanol
Methylenblau
Milchpulver
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

Natriumnitroprussid (SNP)

NuPage Transfer Puffer (20x)

Percoll®

Penicillin/Streptomycin

Phosphate Buffered Saline (PBS)

PhosphoSTOP, Phosphatase Inhibitor-

Cocktail Tablets

Proteinase K

RNaseOut

Material & Methoden

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Thermo-Fischer, Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Oxoid, Hampshire, England
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Little Chalfront, UK

Biochrom, Berlin

Gibco, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

NE Biolabs GmbH, Frankfurt am Main



Reverse Transkriptase (M-MLV)
gRT-PCR MasterMix No ROX
Roti®-Chloroform/Isoamylalkohol
Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Roti®-Phenol

RPMI

Saponin

Stickstoff, fliissig
Transkriptionspuffer (5x)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-HCL Puffer

Triton-X

TRIzol® RNA Isolation Reagent
Trypanblau

Tween-20

Trypsin/EDTA

2.1.3 ENzYME

Produkt
Phusion High Fidelity DNA Polymerase
Proteinase K

Reverse Transkriptase
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NE Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Eurogentec, Liege, Belgien
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Calbiochem-Merck, Darmstadt

Linde GmbH,

NE Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo-Fischer, Massachusetts, USA
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Hersteller
NE Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

Eurogentec Deutschland GmbH, Ko6ln



2.1.4 GERATE

Produkt

Abzug

Analysenwaage, Chyo JL-180
Analysenwaage ABT 120 5 DH
Brutschrank BBD6220

Cell Density Meter Ultraspec 10
Gefrierschrank -80°C Ultra Low
Kiihlzentrifugen:

Sorvall® RC26 PLUS

Biofuge fresco

Megafuge 1.0R

Magnetrithrer MR3001 K
Mikroskop Axiovert 25

Mili-Q

Nano Drop

pH-Meter (MP225)

Pipetten

Pipettierhilfe (Accu-Jet,Pipet-Boy)
Realtime-PCR Maschine iCycler 1Q5
Sterilbank

Sterilbank HLB2472 GS
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Hersteller
wrt-Laborbau, Stadtlohn
Welabo, Diisseldorf
Kern, Buchholz
Heraeus Instruments, Hanau
Amersham Bioscience

Sanyo, San Diego, CA USA

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heidolph, Schwabach

Zeiss, Oberkochen

Millipore, Consett, UK
Thermo-Scientific, Rockford, USA
Mettler Toledo, Giessen

Thermo Scientific, Rockford, USA
Brand, Wertheim

Bio-Rad, Miinchen

Hera Safe, Thermo Scientific

Heraeus, Hanau



Thermoblock Thermomixer Compact
Ultra-Turrax®

Vortexer

Waage Precisa 600

Waage EMB-2200-0

Wasserbad WNB22

2.1.5 KITs

Produkt

ELISA IFN-a
ELISA IFN-B
ELISA IFNy
ELISA IL-12p40

Pierce BCA Protein Assay Kit

Material & Methoden
Eppendorf, Hamburg
IKA-Werke, Staufen
VWR International
Oehmen, Essen
Kern, Buchholz

Memmert, Schwabach

Hersteller
R&D Systems, Minneapolis, USA
BioLegend, San Diego, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

ThermoFischer, Massachusetts, USA

2.1.6 STAMMLOSUNGEN UND PUFFER

Stammlosung oder Puffer

dNTP-Mix

FACS- Puffer

Zusammensetzung

1 mM dATP

1 mM dCTP

1 mM dTTP

1 mM dGTP

500 mL PBS

2mM EDTA

2% (v/v) FCS
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Fixierungspuffer (2%) (ICS)

HFF-Zellen Medium

Organ Lyse Puffer

PBS

Permeabilisierungspuffer (ICS)

Material & Methoden

500mL PBS

10mM EDTA

50ml PBS

Iml Formalin

500ml IMDM

Sml Glutamat

50ml FCS

50ul B-Mercaptoethanol
50 mM Tris-HCL, pH 8,0
100 mM EDTA, pH 8,0
1% SDS

100mM NaCl

137 mM NaCl

2,7 mM KCl1

80,9 mM NazHPO4

1,5 mM KH;POg4
Eingestellt auf pH 7.4

50 ml FACS Puffer

0,5 ml Saponin Stock
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Proteinase K 20 mg/ml
Saponin Stock 10 ml PBS
lg Saponin
TAE-Puffer 2M Tris/HCI
1M Eisessig
0,1 M EDTA
TE Puffer 10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
2.1.7 ANTIKORPER UND PENTAMERE
Antikorper Klon Konjugat Bezugsquelle
CD3e 145-2C11 FITC BD Biosciences
CD4 RM4-5 PerCP- Cy5.5 BD Biosciences
CD8a 53-6.7 PE-Cy7 BD Biosciences
IFNy 4S.B4 PE BD Biosciences
MHC I Pentamer Allel Sequenz Ursprung des Epitops | Fluorophor Bezugsquelle
Ovalbumin H2-K" SIINFEKL Ovalbumin 257-264 APC Prolmmune Inc.
T.gondii ME49 H2-K" SVLAFRRL tgd057 57-64 APC Prolmmune Inc.
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2.1.8 PRIMER

Alle Primer wurden bei der Firma Metabion International AG bestellt [25 mM].

|| Gen Primersequenz ||
BAG-1 FW GAAATGATGGAGGACATCACG
Rev CTTTTTGCTGTCGAACTCCA
|| B-Aktin (murin) FW TGACAGGATGCAGAAGGAGA ||
Rev CGCTCAGGAGGAGCAATG
Caspase 11 FW TCTGGTTCCTCCATTTCCAG
|| Rev CCAGACATTCTTCAGTGTGGAC ||
ENO-1 FW CATTTTGGGCGTGTCGAT
Rev AGTGGTAGGCCTTTTGATGC
ENO-2 FW GCGACCAGAAGGGTATTGAC
Rev AGCCCCACTCGTTCTTAGTTC
DO FW GGGCTTTGCTCTACCACATC
Rev AAGGACCCAGGGGCTGTAT
IFN-a FW CCATGAGCATCTTCGGTAGG
Rev TTTGGCGTCCAACTGAGTC
IFN- FW CAG GCA ACC TTT AAG CAT CAG
Rev CCT TTG ACC TTT CAA ATG CAG
IFN-y FW ATCTGGAGGAACTGGCAAA
Rev TTCAAGATCTCAAAGAGTCTGAGG
IL-1p FW AGTTGACGGACCCCAAAAG
Rev AGCTGGATGCTCTCATCAGG
1L-4 FW CATCGGCATTTTGAACGAG
Rev CGAGCTCACTCTCTGTGGTG
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IL-6 FW CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
Rev GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA |I
1L-12p40 FW CTACGAGCAACGCACCTTTC
Rev ATCCAGCGCAAGAAAGAAAA
iNOS FW TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC
Rev CTTTGGCACGGACGAGAC
PD-1 FW TGCAGTTGAGCTGGCAAT |I
Rev GGCTGGGTAGAAGGTGAGG
TLR-4 FW CTGATCCATGCATTGGTAGGT
Rev GGACTCTGATCATGGCACTG |I
TLR-9 FW GAGAATCCTCCATCTCCCAAC
Rev CCAGAGTCTCAGCCAGCAC
TLR-11 FW AAACCAGGCTGGCTCTCTC
Rev GTAGGTGCCCAGAAGGTTCA
TLR-12 FW TCTGAGGGGTAAGGGAGACA
Rev GCAGTGGGACACGAATACATC
mGBP-1 FW CAGACTCCTGGAAAGGGACTC
Rev CTTGGACCTGGAACATTCACTGAC
mGBPS FW TCACTGAAGCTGAAGCAAGG
Rev GCGTCAAAAACAAAGCATTTC
mGBP7 FW TTTCCACTAGGCACACAGGA
Rev GCAGAGAATCCGGTCCAG
SAG-1 FW CTTCACTTGCACAGGCAGAA
Rev CAACCGTCAGCGTGAAATC
Tg-ACT FW TGCATACATCGCCCTCGAC
Rev GGACTTCTCGATGTCGCTAGA
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Tg-B1 FW GCTAAAGGCGTCATTGCTGTT
Rev GGCGGAACCAACGGAAAT

TNF-a FW TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG
Rev GGTCTGGGCCATAGAACTGA

2.1.9 LABORVERBRAUCHSMATERIALIEN

Produkt

Deckgldschen: Microscope Coverslips

Glasflaschen (100,250,500,1000,2000ml)

Handschuhe

Kaniilen

Objekttrager

Parafilm
Pasteurpipetten (Glas)

Pippettenspitzen

Plastikware

Priparationsbesteck
Spritzen
Sterilfilter

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
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2.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.1 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Zellen oder Pathogenen wurden diese den Reaktionsge-
faBBen bzw. Zellkulturflaschen entnommen und durch Zentrifugation bei 1500 U/min. fiir 10
Minuten pelletiert. Das Pellet wurde dann in Einfriermedium (FCS mit 10%DMSO) resus-
pendiert, in Einfrierrdhrchen mit Schraubverschluss iiberfiihrt und bei —80°C gelagert. Nach
24h konnten die Proben fiir eine langfristige Lagerung in einen Tank mit fliissigem Stickstoff
iiberfithrt werden. Der genaue Ort der Lagerung und die Bezeichnung der Proben wurde zum

Schluss im Stickstoff- Ordner, welcher im Labor hinterlegt ist, notiert.

Um Zellen bzw. Parasiten aufzutauen und in Kultur zu nehmen, wurden die Einfrierrohrchen
aus dem Stickstoff entnommen und die Entnahme im Stickstoff-Ordner eingetragen. An-
schlieBend wurden die Proben schnell angetaut und mit bereits vorgewarmtem Medium ver-
setzt. Dann wurden die Zellen oder Pathogene bei 1500 U/min. fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im jeweiligen Medium resuspendiert. Nun

konnten die Zellen ausgesit und die Pathogene zur Infektion verwendet werden.

2.2.2 KULTIVIERUNG HUMANER VORHAUT- FIBROBLASTEN (HFF)

Die Zellkulturarbeiten wurden an Sterilbdnken mit HEPA- Filtern durchgefiihrt. Die Inkubati-
on der Zellen erfolgte im Brutschrank, stets bei 37°C, 10% CO, und in wasserdampfgesattig-
ter Atmosphire. HFF Zellen wurden bis Passage 40 passagiert. Bei konfluent bewachsenen
T75 Flaschen wurden zweimal wochentlich das Medium gewechselt. Dicht bewachsene T75
Flaschen wurden gesplittet. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und die Flasche mit PBS
gespiilt. AnschlieBend wurde Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und direkt wieder abge-
saugt. Nach 10-miniitiger Inkubation im Brutschrank wurde im Lichtmikroskop die Vereinze-
lung der Zellen gepriift. Sofern die Vereinzelung ausreichend war, wurden die Zellen mit zu-
vor vorgewdrmtem IMDM- Medium abgespiilt und in ein 15-ml Reaktionsgefdl3 {liberfiihrt.

Die Zellen wurden bei 1200 U/min. fiir 5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verwor-
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fen. Die Zellen wurden dann mit IMDM- Medium resuspendiert und im Verhiltnis 1:6 auf
T75 oder T25 Flaschen aufgeteilt. Zellen in T25 Flaschen wurden, nachdem sich eine konf-
luente Schicht gebildet hatte, zur Kultivierung von 7.gondii ME49 verwendet.

2.2.3 KULTIVIERUNG VON 7OXOPLASMA GOND/I ME49

Fiir die Durchfithrung der in vitro Infektionsversuche mit 7.gondii ME49 wurden die Toxop-
lasma in HFF- Zellen vermehrt. Hierzu wurden die Parasiten in T25 Zellkulturflaschen, wel-
che einschichtig mit HFF-Zellen bewachsen waren, kultiviert. Sobald die Parasiten aus den
Wirtszellen ausgestiegen waren und diese weitestgehend lysiert waren, wurde der Uberstand
abgenommen und in 15ml- Reaktionsgefdfen fiir 5 Minuten bei 50 x g und Raumtemperatur
(RT) zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die Zellreste befanden, wurde abgenommen
und verworfen. Das Pellet im Reaktionsgefdl wurde in IMDM Zellmedium resuspendiert,
bevor in einer weiteren Zentrifugation die Parasiten mit 600 x g fiir 15 Minuten bei RT pelle-
tiert wurden. AnschlieBend wurde das Pellet in IMDM- Zellmedium resuspendiert. Fiir die
weitere Passage wurden 0,5 — 1,5 x 10 6T oxoplasma in eine mit HFF-Zellen bewachsene T25

Zellkulturflasche verbracht. Die Inkubation erfolgte anschlieBend im Brutschrank.

2.2.4 INDUKTION DER STADIENKONVERSION VON 7TOXOPLASMA GONDI/
ME49 /v viTRO

Um die Moglichkeit zu erhalten, die Genexpression der Bradyzoiten zu analysieren und hie-
raus eine Tag-Man qRT-PCR zu etablieren, musste zundchst in vitro die Stadienkonversion
induziert werden. Hierzu wurde der NO-Donor Natriumnitroprussid (SNP) verwendet. SNP
wurde in einer Konzentration von 70uM bzw. 35 uM (Endkonzentration) in eine oder mehre-
re mit HFF-Zellen bewachsene und mit 7"gondii MEA49 infizierte T25-Zellkulturflasche gege-
ben. Hierdurch erhohte sich die Stickstoffoxidkonzentration im Kulturmedium und die Sta-
dienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten wurde eingeleitet. Alle 24h erfolgte eine

weitere Zugabe von SNP und alle 48 h wurde das Medium gewechselt. Nach 8 Tagen Inkuba-
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tion wurden die Zellen und die wenigen, bereits ausgestiegenen Toxoplasmen geerntet und es

konnte die RNA fiir die Tag-Man qRT-PCR Etablierung isoliert werden.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.3.1 HERSTELLUNG VON PROTEIN - LYSAT AUS TOXOPLASMA GONDI/
ME49

Zur Herstellung von Toxoplasmen-Lysat, beispielsweise fiir die Restimulierung von T- Zel-
len, wurden die Toxoplasmen, wie in Kapitel 2.2.3. beschrieben, geerntet. Anschlieend wur-
den die Parasiten zweimal in PBS gewaschen und danach fiir 10 Minuten bei 2.800 U/min.
zentrifugiert. Sodann wurde das Pellet in Proteinaseinhibitor- haltigem PBS mit einer Kon-
zentration von 10° Toxoplasma- Stadien pro Milliliter aufgenommen. AnschlieBend wurde die
Probe in fliissigem Stickstoff schockgefroren und dann direkt in ein Wasserbad (37°C) tiber-
fithrt. Dieser Vorgang wurde mindestens dreimal wiederholt. Durch diesen Prozess wurden
sukzessive alle Wirtszellen und Toxoplasmen zerstort. Um die Zelltrimmer und das Lysat der
Toxoplasmen voneinander zu trennen, wurde die Probe bei 2.800 U/min. und bei einer Tem-
peratur von 4°C zentrifugiert. Hiernach wurde der Uberstand abgenommen, welcher das To-
xoplasmen-Lysat enthielt. Mittels des Bicinchoninsdure-Assays (BCA) Kits der Fa. Thermo-
Fischer wurde schlieBlich die Proteinkonzentration bestimmt. Die Lysate wurden bei -80°C

gelagert.

2.3.2 ISOLATION DER RNA AUS ORGANGEWEBE

Nach schmerzfreier Totung der Versuchstiere und der sich anschlieBenden Organentnahme
wurden aus Teilen der Organe RNA isoliert, um sie schlielich - nach der cDNA- Synthese
(siehe Kapitel 2.3.5.) - in der qRT- PCR einsetzen zu kénnen.

54



Material & Methoden

Dazu wurden die Organe zunichst aus dem Gefrierfach (-80°C) entnommen und auf Eis lang-
sam aufgetaut. Anschliefend wurden die Organe halbiert. Die fiir die RNA- Isolation verwen-
dete Hélfte wurde in ein 15-ml Falcon- Tube iiberfiihrt. Die andere Hélfte wurde fiir die
DNA- Isolation verwendet. Hierzu siche Kapitel 2.3.4..

Alle weiteren Arbeiten der RNA- Isolation fanden unter dem Abzug statt. 3 ml Trizol (Fa.
Invitrogen) wurde zu den Organen pipettiert. AnschlieBend wurden die Organe mit Hilfe des
UltraTurraxR® (VWR, Darmstadt) homogenisiert. Um die Kontamination der Proben zu ver-
hindern, wurde das Gerét nach jeder Homogenisierung eines Organs jeweils in 3 Schritten
gereinigt: zundchst mit PBS, dann mit 4 M NaOH und dann wieder mit PBS. Nachdem alle
Proben auf diese Weise homogenisiert worden sind, wurden sie 5 Minuten bei RT inkubiert
und die beweglichen Teile des UltraTurrax in 70% EtOH gereinigt. Anschlieend wurden
200pl Chloroform zu jeder Probe gegeben. Nach vorsichtigem Invertieren erfolgte eine weite-
re Inkubation fiir 3 Minuten bei RT. Nun wurden die Proben in zuvor beschriftete 2ml- Ep-
pendorf- Reaktionsgefdle umgefiillt und 15 Minuten bei 8.000 U/min. zentrifugiert. An-
schlieBend wurde die entstandene obere, klare Phase mit Hilfe einer abgeschnittenen Spitze
abgenommen und in ein weiteres frisches 2ml- Eppendorf- Tube verbracht. Nach Zugabe von
500 pl 2-Propanol wurden die Proben durch Schiitteln intensiv vermischt und danach fiir 10
Minuten bei RT inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 8.000 U/min. fiir 10 Mi-
nuten. Der jetzt entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 ul 70% EtOH
(in DEPC-H,0) gewaschen. Nun wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 6.000 U/min. abzentri-
fugiert und der Uberstand mit einer 1000pul- Pipette abgesaugt. Das Pellet wurde so lange, bis
der Alkohol verdampft war (etwa 10 Minuten), trocknen gelassen, um es dann in 100ul
DEPC- H,0O aufzunehmen. Jetzt wurden die Proben bei 56°C auf einem Heizblock inkubiert,
wobei sich das Pellet 16ste. AbschlieBend wurde der RNA- Gehalt der Proben mittels des
NanoDrops (Fa. ThermoFischer) gemessen. Die Lagerung wurde bei -80°C durchgefiihrt. Fiir
die anschlieBend folgende cDNA- Synthese wurden 3pug pro Probe eingesetzt.

2.3.3 ISOLATION DER RNA AUS DER ZELLKULTUR

Um die RNA aus den Zellkulturen zu isolieren, wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen

entnommen und bei 1.800 U/min. bei RT abzentrifugiert. Nun wurde das entstandene Pellet in
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2 ml Trizol® resuspendiert. Die weiteren Schritte zur Isolierung der RNA entsprachen der
Vorgehensweise der RNA Isolierung aus Organgewebe, welche in Kapitel 2.3.2. beschrieben

wurde.

2.3.4 ISOLATION DER DNA Aus ORGANGEWEBE

Nach der schmerzfreien Totung der Versuchstiere und der sich anschlieBenden Organentnah-
me wurden aus ca. 50% der Organe Leber, Gehirn und Lunge DNA isoliert, um sie in der

PCR einsetzen zu konnen. Dies wurde wie folgt durchgefiihrt:

Zunichst wurde ein ausreichend groBes Stiick des jeweiligen Organs von der bei -80°C auf-
bewahrten Probe in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefa3 verbracht. AnschlieBend wurden 750ul
DNA Lyse- Puffer und 35ul Proteinase K (Fa. NEB) zugegeben und das Reaktionsgefdl3 iiber
Nacht auf einem Schiittler bei 56°C und 600 U/Min. inkubiert. Sobald sich das Gewebe am
nichsten Tag gelost hatte, wurden 700ul Phenol hinzugegeben, die Proben gevortext und 10
Minuten bei 13,000 U/Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein fri-
sches 1,5ml Reaktionsgefal3 pipettiert. 700ul Phenol/Chloroform wurden dazu gegeben und
die Proben intensiv geschiittelt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt mit den gleichen
Parametern wurde wiederum der Uberstand abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefif
verbracht. Nun wurden 700pul Chloroform zu jeder Probe hinzugefiigt. Nach kurzem Vortexen
und einer weiteren Zentrifugation wurde erneut der Uberstand abgenommen. Im Anschluss
wurden 700ul Isopropanol zu jeder Probe zugefiigt. Die Proben wurden solange invertiert, bis
die DNA sichtbar prézipitiert war. Hiernach wurden die Proben ein weiteres Mal zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dem Pellet wurden jetzt 200ul 70% Ethanol beigefiigt und er-
neut invertiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13,000 U/Min. und das an-
schlieBende Verwerfen des Uberstands. Nachdem das Pellet wenige Minuten unter dem Ab-
zug an der Luft trocknen konnte, wurde es, je nach GroBe der eingesetzten Gewebemenge, in

30-200ul TE- Puffer resuspendiert. Die so aufgereinigte DNA wurde bei -20°C gelagert.
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2.3.5 SYNTHESE DER CDNA

Die Herstellung der komplementiren DNA (cDNA) war fiir die Durchfiihrung der quantitati-
ven RT- PCR (2.3.7.) essentiell. Hierzu wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
und Oligo dT Primern ein zu der RNA komplementérer Strang DNA hergestellt.

Zunéchst wurden die RNA- Proben aus dem Gefrierfach (-80°C) entnommen und auf Eis auf-
getaut. Je 3ug RNA wurde aus den Proben entnommen und in frische 1,5ml Eppendorf- Tu-
bes verbracht. Die Proben wurden mit DEPC-H,0 aufgefiillt, so dass ein Endvolumen von
10ul erreicht wurde. AnschlieBend wurde je 1ul Oligo dT Primer (10uM; Fa. ThermoFischer)
zugefiigt, um sicher zu stellen, dass ausschlieSlich mRNA umgeschrieben wird. Es folgte eine
Inkubation fiir 2 Minuten auf einem Heizblock bei 70°C. Im Anschluss wurden die Proben fiir

weitere 2 Minuten auf Eis gekiihlt.

Zu jeder Probe wurde dann 9ul des Master- Mix zugegeben. Dieser setzte sich wie folgt zu-

sammen:

Iul ANTP’s (10 mmol)
4ul Transkriptionspuffer
2ul DTT (0,1 M)

1ul RNase Out

1ul Reverse Transkriptase (m-MLV; 200 Units/pl)

Aus dem RNA-Ansatz und dem Master-Mix ergab sich somit ein Gesamtvolumen von 20pul
pro Probe. Fiir die Synthese der cDNA erfolgte eine Inkubation auf einem Heizblock bei 37°C
fiir 1h. Es folgte die Enzyminaktivierung bei 95°C fiir 5 Minuten. Die Proben wurden schlie3-
lich auf Eis verbracht und mit 80ul DEPC- H,0 versetzt (~Endvolumen:100ul). Die Proben
konnten bei -20°C gelagert werden. Fiir die qRT-PCR wurden jeweils 5ul der so hergestellten
cDNA eingesetzt.
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2.3.6 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

In der Polymerase-Kettenreaktion wird die Fahigkeit der DNA-Polymerasen, aus einzelstréin-
giger DNA als Matrize einen Komplementirstrang zu synthetisieren, genutzt. So kann man
unter Verwendung von Primern Kopien einer spezifischen DNA-Sequenz produzieren und
diese somit vervielfdltigen. Die doppelstrangig vorliegende DNA wird zundchst bei 95°C de-
naturiert. Im zweiten Schritt, dem Annealing, lagern sich die spezifischen Primer an die 5’-
und 3’- flankierenden Sequenzen des zu amplifizierenden Fragments. Im dritten Schritt syn-
thetisiert die thermostabile DNA-Polymerase bei 72°C den Komplementérstrang. Die zykli-
sche Wiederholung dieser drei Schritte ermdglicht eine exponentielle Vervielfiltigung des

gewiinschten Produkts.

Es wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet:

10x Reaktionspuffer Sul
Primer 1 Lpl
Primer 2 Tul
dNTP Mix (10mM) Tl
Thermostabile Polymerase Tl
DNA 100ng
Ad HyOpigest ad 50pul

Durchfiihrung des Reaktionszyklus:

1. Initiale DNA Denaturierung 95°C 7 Minuten

2. DNA Denaturierung 95°C 1 Minuten

3. Annealing 55°C-68°C 30 Sekunden

4. FElongation 72°C 1 min/kb des Produkts
5. Finale Elongation 72°C 10 Minuten

6. Hold 4°C
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Es wurden zumeist 40 bzw. 50 Zyklen der Schritte 2-4 durchgefiihrt.

2.3.7 QUANTITATIVE TAQ- MAN REAL-TIME POLYMERASE-
KETTENREAKTION (TAQ-MAN QRT-PCR)

Die quantitative TagqMan qRT-PCR bietet, basierend auf dem Prinzip der PCR, die Mdglich-
keit zur Quantifizierung des entstehenden PCR Produkts mittels Fluoreszenzmessung wéh-
rend eines jeden Zyklus und erlaubt somit Riickschliisse auf die mRNA Menge eines be-
stimmten Gens. Hierbei binden die Primer an die cDNA und die Tag-Polymerase kann mit der
Synthese des Komplementérstranges beginnen. Zwischen den Primern bindet noch die spezi-
fische Sonde, welche mit einem Quencher (TAMRA), sowie einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (FAM), markiert wurde. Durch die 5'zu 3’- Exonukleaseaktivitdt der
Tag-Polymerase wird die Sonde abgebaut und eine steigende Reporter-Fluoreszenz kann ge-
messen werden. Diese nimmt in jedem Zyklus exponentiell zu und ist dquivalent zur Aus-

gangsmenge der cDNA.

Mit Hilfe dieser Methode kann man somit die relative Genexpression des Zielgens analysie-
ren. Die Auswertung wurde unter Verwendung der Pfaffl-Methode (Pfaffl, 2001) durchge-
fiihrt. Als Standardgen bei der Analyse der Effektor Molekiile wurden das murine B-Aktin
verwendet. Bei der Analyse der Stadienkonversion wurde das von 7.gondii ME49 stammende

Tg-Aktin-1 als Standardgen benutzt.

Alle Arbeiten hierzu wurden auf Eis durchgefiihrt. Sobald die Zugabe der jeweiligen Sonde
erfolgte, wurde auf eine moglichst geringe Lichteinstrahlung geachtet. Es wurden immer min-

destens Doppelbestimmungen pro Probe durchgefiihrt.

Der folgende Reaktionsansatz wurde hergestellt:

FastStart MasterMix (Invitrogen), inkl. Polymerase 12,5 ul
H,O 6,5 ul

Primer 1 0,25ul
Primer 2 0,25 ul
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Sonde 0,5 ul
cDNA Sul
Total 25ul

Die Tag-Man qRT-PCR wurde mit den folgenden Konditionen durchgefiihrt:

1. Inititale Denaturierung 95°C 7 Minuten

2. Denaturierung 95°C 20 Sekunden
3. Annealing und Elongation 60°C 1 Minute

4. Hold 4°C Unendlich

Die Schritte 2 und 3 wurden zyklisch 40 bzw. 50-fach wiederholt. Nach jedem Annealing und
Elongationsschritt wurde die Fluoreszenz gemessen. Die Zunahme der Fluoreszenz pro Zyk-
lus der jeweiligen Probe wurde in Ct- Werten dargestellt und gespeichert. Dies erfolgte je-

weils automatisch.

Die Tag-Man qRT-PCR wurde an einem i1Q5 von BioRad durchgefiihrt. Zur Analyse der Da-
ten wurde Excel verwendet. Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem Pro-

gramm GraphPad Prism umgesetzt.

2.3.8 QUANTITATIVE SYBR-GREEN REAL-TIME POLYMERASE-
KETTENREAKTION (SYBR-GREEN QRT-PCR)

Die quantitative Sybr Green RT-PCR ermdglicht, wie auch die Tag-Man gqRT-PCR, die
Quantifizierung des entstehenden PCR-Produkts mittels Fluoreszenzmessung. Im Gegensatz
zur Tag-Man Methode befindet sich hier keine spezifisch zwischen den Primern bindende
Sonde. SybrGreen interkaliert mit doppelstrangiger DNA und die Fluoreszenz erhoht sich mit
steigender Menge an vorhandener DNA an. Somit ist die Zunahme der Menge an Zielgen
dquivalent mit der Zunahme der Fluoreszenz pro Zyklus. Im Anschluss an die PCR wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die tatsdchliche, spezifische Elongation des

gewiinschten Gens iiberpriifen zu kdnnen.
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Der Reaktionsansatz wurde immer auf Eis hergestellt und es wurde darauf geachtet, die Rea-
genzien moglichst geringer Lichteinstrahlung auszusetzen, da dieses die Funktion des

SybrGreen beeintriachtigt.

Es wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet:

Mesagreen MasterMix (Eurogentec, Kdln) 12,5 ul

Primer 1 0,075 pl (1:4; aus 100uM Stock)
Primer 2 0,075 pl (1:4; aus 100uM Stock)
H,0 10 pl

Nach dem Vorlegen des Reaktionsansatzes wurden 2,5ul des Templates hinzugegeben und

die 96-well RT-PCR- Platte in die RT-PCR Maschine verbracht.

Die verwendete Maschine war ein CFX96 qRT-PCR System von Bio-Rad. Zur Auswertung
der Ergebnisse wurde neben der systemeigenen Software CFX Manager Microsoft Excel und

GraphPad Prism verwendet.

2.3.9 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Zum Auftrennen von DNA Fragmenten, wie zum Beispiel PCR- Produkten, wurde die Agaro-
se-Gelelektrophorese verwendet. Hierzu wurde 1% (w/v) Agarose in TAE Puffer aufgekocht
und nach kurzer Abkiihlphase mit Ethidiumbromid (1% (v/v) Ldsung) versetzt (1ul
EtBr/100ml Agaroselosung). Nach Polymerisation des Gels in der Gelkammer konnte es im
TAE- Puffersystem mit den Proben beladen werden. Diese wurden dann durch Anlegen eines
Spannungsfeldes (120V) nach der Grofe aufgetrennt. Die anschlielende Analyse des Gels
wurde mit Hilfe der GelDok (BIO-RAD) durchgefiihrt.
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2.3.10 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN

Um die T.gondii spezifische CD8" - Zell- Frequenz zu analysieren, sowie die Produktion von
intrazellulirem IFNy mittels intrazelluldrer Zytokinfarbung (intracellular cytokine staining;
ICS) in Zellen von mGBP2"* und mGBP-2"" Méusen zu messen und auszuwerten, wurde die
Methode der Durchflusszytometrie (FACS) ausgewéhlt. Die Vorgehensweise wird im Fol-

genden néher erldutert.

2.3.10.1 Ovalbumin-spezifische CD8" T-Zell Frequenz

Um zunéchst eine Positivkontrolle Positivkontrolle iiber die Funktionsfahigkeit der Pentamere
zu erhalten, wurde diese unter Verwendung von Méusen der OT-1 Mauslinie im Vergleich zu
naiven Tieren der wildtypischen Mauslinie getestet. OT-1 Méuse haben ausschlieBlich T-
Zellen, die spezifisch Ovalbumin (Peptid-Sequenz: SIINFEKL) erkennen. Hierzu wurden

MHC I Pentamere erworben, die dieses spezifische Peptid tragen.

Zunichst wurden die Méuse schmerzfrei getotet, die Milz entnommen und solange in einem
6- Well Schilchen mit 4ml PBS aufbewahrt, bis alle Organe des Versuchstages entnommen
waren. Die Milz wurde mit Hilfe einer Pinzette und einer Schere grob zerkleinert. Anschlie-
end wurde sie durch ein Sieb (70um) in ein 50ml Falcon- Tube gedriickt und mit 10ml
FACS- Puffer gespiilt, sodass das Zellmaterial vom Sieb ins Réhrchen gespiilt wurde. Hier-
nach wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 1200 U/min (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann mit Hilfe von Glaspipetten abgesaugt und 3ml Erythrozyten- Lyse- Puffer (Fa.
Sigma- Aldrich) zu den Proben gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 7 Minuten wurde die
Reaktion durch Zugabe von 5Sml FACS- Puffer gestoppt. Die Proben wurden dann bei 4°C fiir
5 Minuten bei 1.200 U/min. zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 10ml
FACS- Puffer resuspendiert. Nun konnte mittels CellCounter oder unter Verwendung der
Neubauer- Zdhlkammer die Zellzahl bestimmt werden. Pro Probe sollten 1 Million Zellen
gefarbt werden. Die entsprechende Menge wurde den Proben entnommen und durch eine Ga-
ze in ein FACS- Roéhrchen gegeben. Nun wurden die FACS- Rohrchen bei 1.200 U/min. fiir 5
Minuten bei 4°C zentrifugiert und das entstandene Pellet in 1ml FACS- Puffer resuspendiert.
Dann wurde der Fc- Block durchgefiihrt, um unspezifische Bindungen der anschlieBend ver-

wendeten Antikorper zu reduzieren. Hierzu wurde in einem frischen Eppendorf- Tube eine
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1:50- Verdiinnung des Fc- Block mit FACS- Puffer hergestellt. Hiervon wurden je 25ul zu
den Zellen gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation im Kiihlschrank wurden die Zellen zentri-
fugiert (1.200U/min.; Smin.; 4°C), der Uberstand abgenommen und die Zellen wieder in 50ul
FACS- Puffer resuspendiert. Nun wurden 10ul des MHC I Pentamers, welches mit dem spezi-
fischen Peptid beladen war (SIINFEKL; APC), unverdiinnt hinzugegeben (Fa. Prolmmune;
siche Kapitel 2.17). Dies ist laut Hersteller ausreichend um 1-2 x 10° Antigen-spezifische
CD8" T-Zellen anzufirben. Darauf folgte eine 10-miniitige Inkubationszeit bei RT im Dun-
keln. AnschlieBend wurden die so behandelten Zellen zentrifugiert (1.200U/min.; Smin.; 4°C)
und in 1ml FACS- Puffer resuspendiert. Dann folgte die Farbung mit den folgenden Antikor-
pern (siehe Kapitel 2.17):

CD3e (FITC)
CD4 (Per-CP-Cy5.5)
CD8a (PE-Cy7)

Hierzu wurde zunichst eine Verdiinnung von 1:100 der Antikérper in FACS- Puffer frisch
angesetzt, wovon dann 25ul auf jede Probe gegeben wurde (18 Proben +2 ~ 485ul FACS-
Puffer und je Sul Antikorper). Nach der sich anschlieBenden Inkubation von 10 Minuten im
Dunkeln bei 4°C wurde den Zellen 3ml FACS- Puffer zugegeben und die Proben anschlie-
Bend zentrifugiert (1.200U/min.; 5min.; 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und die
Zellen in einer DAPI- Losung (1:200 im FACS- Puffer; 500ul) resuspendiert. Die Herstellung
der Proben fiir das FACS war nun abgeschlossen. Um allerdings eine korrekte Messung des
Gerites zu gewdhrleisten, wurden fiir jeden der zu messenden Antikorper Kompensationskon-
trollen hergestellt. Hierzu wurden Kompensations- Beads verwendet. Zu 70ul FACS- Puffer
wurden je 1 Tropfen aus dem Gefdll mit dem griinen Deckel und ein Tropfen aus dem Gefif3
mit dem weiBlen Deckel gegeben. AbschlieBend wurde zu diesen Kontrollen jeweils 1ul des
jeweiligen Antikorpers (1:100 in FACS- Puffer) hinzu pipettiert und 15 Minuten bei RT im
Dunkeln inkubiert. Eine Ausnahme stellte hier die Farbung mit DAPI fiir die Kompensations-
kontrolle dar. Hierbei wurden 1 Mio. Zellen verwendet. Die entsprechende Zellmenge wurde
abzentrifugiert (1.200U/min.; Smin.; 4°C) und in 100 pl einer 1:200 DAPI- Losung in FACS-

Puffer resuspendiert.

Die so hergestellten Proben konnten im Durchflusszytometer FACS- Canto gemessen werden.
Die Auswertung der Ergebnisse wurde mit den Programmen FACS Diva, FlowJo und Graph-

Pad Prism durchgefiihrt.
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2.3.10.2 T.gondii-spezifische CD8" T-Zell Frequenz

Die Analyse der T.gondii spezifischen CD8" T- Zell Frequenz erfolgte analog zur Untersu-
chung der Ovalbumin-spezifischen CD8" T-Zell Frequenz.

Hier wurden die Tiere der mGBP2"" und mGBP2”" Mauslinie wie in Kapitel 2.4.3 beschrie-
ben mit 20 bzw. 40 Zysten 7T.gondii ME49 intraperitoneal infiziert. Im 20 Zysten Infektions-
modell wurden die Tiere an den Tagen 7,14,21 und 28 aus dem Versuch genommen, die Mil-
zen entnommen und die CD8" T-Zell Frequenz analysiert. Im 40 Zysten Infektionsmodell
wurden die Versuchstiere am Tag 7 aus dem Versuch genommen, die Milzen entnommen und
CDS8" T-Zell Frequenz analysiert. Es wurden zusitzlich pro Versuchstag und Mauslinie 3 nai-
ve Tiere analysiert. Das hier verwendete MHC I Pentamer trug das Peptid SVLAFRRL (APC
als Konjugat), welches kiirzlich als 7T.gondii- spezifisch klassifiziert werden konnte. Auch

dieses wurde exakt nach Herstellerangaben appliziert (10ul unverdiinnt).
Die weiteren verwendeten Antikdrper waren (siehe Kapitel 2.17):

CD3e (FITC)

CD4 (Per-CP-Cy5.5)

CD8a (PE-Cy7)

Die Auswertung der Ergebnisse fand ebenso analog zu dem in Kapitel 2.3.10.1. beschriebe-

nen Experiment statt.

2.3.10.3 Intrazellulire Zytokinfirbung (ICS)

Um die Funktion der CD4" T- Zellen zu iiberpriifen, wurde eine intrazellulire Zytokinfirbung
durchgefiihrt. Hierbei werden T-Zellen mit einem spezifischen Antigen restimuliert. An-
schlieend wird durch Zugabe eines Sekretionshemmers die Menge des jeweiligen Zytokins
intrazelluldr erhdht, sodass sich die Zytokine schlielich mittels Durchflusszytometer nach-
weisen lassen. Hierbei zeigt sich, in welchem Maf3e die jeweils gemessenen Zellen Zytokine

produzieren. Dies ldsst einen Riickschluss auf die Aktivitéit des jeweiligen Immunsystems zu.
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Zunéchst wurden die Tiere infiziert, am Versuchstag euthanasiert und die Milz entnommen.
Nachdem die Zellen vereinzelt worden sind, wurden pro Well einer 96-well Platte 1 Million
Zellen vorgelegt. Nun wurde das spezifische Peptid in einer Konzentration von 10pug/ml in
RPMI (10%FCS; Pen/Strep) hinzugegeben und die Probe fiir 1 Stunde bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert. AnschlieBend wurden je 10 pg/ml Brefeldin A, zur intrazelluldren Anrei-
cherung des Zytokins, hinzu pipettiert. Dann wurde die Probe weitere 5 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit folgte eine Zentrifugation (5 Minuten/1200
U/Min./RT) und der Uberstand wurde verworfen. Die Antikdrper fiir die Durchflusszytomet-
rie (CD3", CD4"; CD8") wurden in einer Verdiinnung von 1:200 in FACS Puffer hinzugege-
ben und die Probe 20 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert (sieche Kapitel 2.17). An-
schlieBend wurden die Zellen durch die Zugabe von FACS Puffer gewaschen und bei
1200U/Min fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden 200ul Fixierungspuffer pro
Probe zugegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe zwei-
mal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Im Folgenden wurde dann der IFNy Antikorper
(siche Kapitel 2.17) zur intrazelluldren Fiarbung in der Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank wurde die Probe ein wei-
teres Mal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Analyse im

Durchflusszytometer.

Fiir die Auswertung der Ergebnisse wurde FACS Diva, FlowJo und GraphPad Prism verwen-

det.

2.3.11 ENzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zur Analyse der Prote-
inkonzentration im Serum. Hierbei bindet zunéchst ein spezifischer Antikérper an ein Antigen
des zu bestimmenden Proteins. AnschlieBend wird ein zweiter Antikdrper, an welchem ein
Reporterenzym gebunden ist, hinzugegeben. Nach Zugabe des passenden Substrates kann
dann ein Farbumschlag, welcher proportional zur Proteinkonzentration ist, mittels ELISA-

Reader bestimmt werden.
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Zur Durchfiihrung des ELISA Tests wurde, wie in Kapitel 2.4.8. beschrieben, Serum von
Versuchstieren gewonnen. Das Verfahren der ELISA wurde nach den Vorgaben des jeweili-
gen Kits durchgefiihrt. Die Messung der Fluoreszenz wurde am ELISA- Reader vorgenom-
men. Zur Auswertung und graphischen Darstellung wurden die Programme MS Excel bzw.

GraphPad Prism verwendet.

2.3.12 BESTIMMUNG DES TITERS VON LCMV

Die Bestimmung des Virus Titer wurde mit Hilfe des Plaque Assays durchgefiihrt. Dieser
Assay ist eine Methode bei der sich der zytopathische Effekt von Viren zu Nutze gemacht

wird.

Die jeweiligen Organe der Versuchstiere wurden entnommen und zweimal mit kaltem PBS
gespiilt, um Erythrozyten zu entfernen. Nun wurden die Zellen des Gewebes unter
Verwendung eines Siebs vereinzelt und auf Eis gelagert, bis alle Organe entsprechend
behandelt wurden. Anschlieend wurden 3 Zyklen von Einfrieren und Auftauen (Freeze and
Thaw) durchgefiihrt. Nun wurden die Reaktionsréhrchen bei 3000 U/min. fiir 10 Minuten bei
4°C zentrifugiert. Hiernach wurde der Uberstand abgenommen und fiir den weiteren Ablauf
aufbewahrt. Das Pellet, welches die Uberreste der Zellen enthielt, wurde verworfen. Nun
wurden mit den Uberstinden serielle Verdiinnungen von 10°-10® mit DMEM hergestellt.
Anschlieend wurde von zuvor in 12-well Platen angezogenen und bereitgestellten Vero-
Zellen das Medium abgenommen und verworfen. AnschlieBend wurde von den jeweiligen
Verdiinnungen je 200ul zu jeweils 3 Wells pipettiert. Nun wurden die 12 Well Platten 1h bei
37°C inkubiert und alle 15 Minuten vorsichtig bewegt um eine moglichst gleichméalige
Verteilung der Viruspartikel zu erhalten. AnschlieBend wurden die Virus- Verdiinnungen aus
den Wells wieder abgenommen und verworfen. Zu den Wells wurde nun eine diinne Schicht
Agar zugegeben und die Platten fiir 5 Tage bei 37°C inkubiert. Hiernach hatten sich die
sogenannten Plaques gebildet und der Agar konnte entfernt werden. Nun wurden die Wells
fiir 1h bei 37°C mit einer 1:10.000 Verdiinnung von Neutralrot gefiarbt und im Anschluss die
nun gut sichtbaren Plaques gezédhlt. Um den Titer rechnerisch zu bestimmen wurde folgende
Formel verwendet: Titer [pfu/ml]= [Anzahl Plaques/Well] / [Volumen des Inoculums/Well] x

Verdiinnungsfaktor.
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2.4 TIERVERSUCHE

2.4.1 VERSUCHSTIERE

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemal §8 Tierschutzge-
setz (TierSchG) und wurden vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) NRW der Bezirksregierung Diisseldorf genehmigt. Die Pflege und Durchfiihrung
der Zucht der Mauslinien oblag den Mitarbeitern der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung

und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT).

Bei den Kifigen der Tiere im ZETT handelte es sich um Individually Ventilated Cages (IVC).
Fiir den Transport der Tiere wurden Kifige mit Luftfilter verwendet. Diese Kéfige wurden
dann ausnahmslos in fest verschlieBbaren, unzerbrechlichen Gefdflen zwischen ZETT und

Institut bewegt.

2.4.2 PRAPARATION DER GEWEBEZYSTEN AUS CD-1 MAUSEN

Um Infektionsversuche mit 7. gondii durchfiihren zu konnen, wurden zunichst Zysten aus
Tréagertieren préapariert. Hierzu wurden CD-1- Méuse verwendet, welche bereits mindestens
seit 4 Wochen infiziert waren. Diese Tiere wurden dann durch zervikale Dislokation getotet.
AnschlieBend wurde das Gehirn entnommen und insgesamt drei Mal in PBS in einem Well
einer 6-Well- Platte gewaschen, um Blutreste zu entfernen. Danach wurde das Gehirn mit der
Schere grob zerkleinert. Nun wurden weitere 4 ml PBS hinzugegeben. AnschlieBend wurde
das Gewebe mittels Auf- und Abpipettieren durch sukzessive kleiner werdende Kaniilen fein
zerkleinert. Die verwendeten Gauge- Groflen der Kaniilen waren 23 (rosa), 22 (gelb), 20
(schwarz) und 18 (blau) und wurden in dieser Reihenfolge genutzt. Die entstandene Suspensi-
on wurde in ein 50ml- Falcon- Tube iiberfiihrt und die Schale der 6-well- Platte anschlieSend
zwel Mal mit Sml PBS nachgespiilt. Im ndchsten Schritt wurde die Gehirnsuspension zentri-
fugiert (5 Min.; 800 U/min.; RT), wonach der Uberstand vorsichtig abgesaugt werden konnte.
Das so entstandene Pellet wurde dann in 1ml PBS resuspendiert. Zu diesem 1ml wurden dann
weitere 14 ml zugegeben um anschlieend mit 10 ml Percoll unterschichtet zu werden. Es

folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (25 Min.; 2.500 U/min.; RT). Hierbei war es wichtig,
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die Beschleunigung der Zentrifuge auf den niedrigsten Wert einzustellen und die Bremse aus-

zuschalten, um ein mdglichst sanftes Auslaufen der Zentrifuge zu gewihrleisten.

Bei diesem Vorgang bildete sich ein Gradient. Die Zysten waren im kaum sichtbaren Pellet
enthalten, wihrend sich die Zellreste in der Interphase befanden. Die Interphase wurde abge-
nommen und in einem frischen Gefall aufbewahrt, um gegebenenfalls weitere Zysten aus ihr
zu gewinnen. Der restliche Uberstand wurde ebenso vorsichtig abgenommen, dann aber ver-
worfen. Lediglich ca. 1ml Losung verblieb im Falcon- Tube, worin das Pellet resuspendiert
wurde. Nach der folgenden Zugabe von 50ml PBS und der vorsichtigen Inversion, wurde die
Probe bei 2.000 U/min. fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder mit Aus-
nahme von ca. 500 pl abgenommen, worin das Pellet resuspendiert wurde. Anschlieend

wurden die Zysten mittels Dreifachbestimmung ausgezihlt:

- 10ul Suspension auf Objekttriager geben, 18x18 Deckglas
- 15ul Suspension bei 22x22 Deckglas

- 50ul Suspension in 1 Well einer 96-well- Platte.

Sobald die Zysten ausgezihlt waren, wurde die entsprechende Zystenanzahl in 0,5ml PBS in
eine 24- Well- Platte gegeben. Hierzu wurden 150ul Trypsin/ EDTA- Losung (Biochrom)
zugefiihrt und die Suspension durchmischt. Unter dem Lichtmikroskop konnte die Lyse der
Zysten und damit die Freisetzung der Bradyzoiten beobachtet werden. Die Reaktion wurde
dann durch Zugabe von 0,5ml FCS gestoppt, sobald nahezu alle Zysten lysiert waren. Hier-
nach wurden die freigesetzten Bradyzoiten in ein frisches 15ml Reaktionsgefdl3 pipettiert und

das benutzte Well mit 2ml PBS nachgespiilt.

Fiir die Infektion von Méausen wurden pro Individuum je 20 Zysten in 200ul PBS aufgenom-

men und intraperitoneal appliziert.
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2.4.3 INFEKTION DER VERSUCHSTIERE MIT TOXOPLASMA GONDII ME49

Fiir die Infektion der Versuchstiere wurden zunéchst Tiere iiber Tick@Lab aus dem Zucht-
raum der ZETT in den Infektionsraum bestellt. Die Tiere wurden zur optimalen Akklimatisie-
rung zundchst fiir 7 Tage in diesem Raum gehalten. AnschlieBend wurde die Infektion durch-
gefiihrt. Hierzu wurden zunéchst Tiere der CD-1 Mauslinie aus dem ZETT in das S2-Labor
transportiert. Nun wurden, wie in Kapitel 2.4.2. dargestellt, die Bradyzoiten aus den Zysten
der Méuse der CD-1-Mauslinie isoliert. Nachdem die Zystenanzahl auf die jeweils geplante
Infektion abgestimmt worden war, wurde den zu infizierenden Tieren im Infektionsraum der
ZETT unter einer S2-Sterilbank intraperitoneal (i.p.) 200 pl der Infektionsldsung (PBS) appli-
ziert. Anschliefend wurde die Infektionsdosis und das Datum der Infektion auf den Karten
der Kifige notiert. Es wurde bis zum Tag des Endes des Experiments téglich eine Sichtkon-
trolle der Tiere durchgefiihrt und Tiere mit Belastungsanzeichen wurden gegebenenfalls

schmerzlos euthanasiert.

2.4.4 INFEKTION VON MAUSEN MIT LCMV

Fiir die Infektion der Versuchstiere mit LCMV wurden sie 7 Tage vor dem Infektionstermin
iiber Tick@Lab aus dem Zuchtraum des ZETT in den Infektionsraum bestellt. Nach dieser
Akklimatisierungsphase wurden die Tiere dann mit 1000, 3000 bzw. 9000 Plaques bildende
Einheiten (PFU; plaque forming units) LCMV DOCILE infiziert. Die Applikation erfolgte in
200ul PBS intravenos (i.v.) an der Schwanzwurzel. AnschlieBend wurde die Infektionsdosis
und das Datum der Infektion auf den Kéfigkarten notiert. Es wurde bis zum Tag des Ende des

Experiments taglich eine Sichtkontrolle der Tiere durchgefiihrt.
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2.4.5 INFEKTION VON MAUSEN MIT VSV

Fiir die Infektion mit VSV wurden die Tiere 7 Tage vor dem Infektionstermin in den Infekti-
onsraum der ZETT bestellt. Den Tieren wurden 10.000 pfu i.v. in 200ul PBS appliziert. Es
wurde das Datum der Infektion und die Dosis auf den Kéfigkarten notiert. Bis zum Ende des

Experiments wurde eine tdgliche Sichtkontrolle der Tiere durchgefiihrt.

2.4.6 BESTIMMUNG DER MORTALITATSRATE

++
b

Zur Bestimmung der Mortaliltdtsrate der Versuchstiere wurden Méiuse des mGBP2
mGBP2”" sowie der IFNyR”" Linie mit Pathogenen infiziert. Zusétzlich wurde jeweils eine
Kontrollgruppe mit uninfizierten Tieren der jeweiligen Mauslinie gehalten. Nun wurde tdglich
der Zustand der Méiuse kontrolliert. Sofern eine Maus einen kritischen Zustand erreichte,
wurde sie euthanasiert und so aus dem Versuch genommen. Die getdteten Tiere wurden zum
Verbleib in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzauf-
gaben (ZETT) in Autoklavierbeutel verbracht. Der Todestag der jeweiligen Tiere wurde no-

tiert. Die Daten wurden mit Hilfe von GraphPad Prism zu einem Graphen zusammengefasst.

2.4.7 EUTHANASIE DER VERSUCHSTIERE

Die Euthanasie der Versuchstiere wurde je nach weiterer Verwendung auf zwei unterschiedli-
chen Weisen durchgefiihrt. Bei einer ausschlieBlichen Organentnahme wurden die Tiere durch
zervikale Dislokation getotet. Sofern eine Entnahme des Blutes, zur Gewinnung von Serum
(siehe Kapitel 2.4.8.), erforderlich war, wurde den Tieren eine standardisierte Uberdosis Nar-

kotikum intraperitoneal appliziert. Das Narkosemittel hatte folgende Zusammensetzung:

Ausgangslosung

Ketamin (Narketan) 100mg/ml
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Xylazin (Xylapan) 10 mg/ml

Benotigte Dosis

Ketamin (Narketan) 100mg/kg (=100ug/g)

Xylazin (Xylapan) 10 mg/kg (=10pg/g)

Verabreichungsvolumen

10ul/g

Benotigte Verdiinnung

Ketamin (Narketan) ~ 1:10

Xylazin (Xylapan) ~ 1:20

Ansatz

500ul Ketamin
250ul Xylazin
Ad 5ml mit NaCl

Die sterilen Inhaltsstoffe des Narkosemittels wurden aus den Behéltern mithilfe von ebenfalls
sterilen Einmalspritzen mit Einmal- Kaniilen entnommen und in einem 50ml Reaktionsgefaf3
vermischt. Das zusammengefiigte Narkosemittel wurde an jedem Versuchstag frisch angesetzt
und bis zum Gebrauch auf Eis gelagert. Unmittelbar vor der Injektion in die Versuchstiere
wurde das Narkosemittel in der Hand erwarmt. Die jeweiligen Inhaltsstoffe des Narkosemit-

tels wurden bei 4°C gelagert.

Es wurden pro Versuchstier 600ul der Narkoselosung verwendet. Nach einer ausreichenden
Wartezeit von mindestens 4 Minuten wurde die Wirkung der Narkose durch Stimulation des
FuBlreflexes getestet. Sofern dieser nicht mehr ausgelost werden konnte, wurde mit der Blut-
entnahme begonnen. Nach erfolgter Praparation der Versuchstiere wurden diese in einem Au-

toklavierbeutel zur laborinternen Sammelstelle gebracht und bei -20°C aufbewahrt.
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2.4.8 HERSTELLUNG VON BLUTSERUM

Fiir die Gewinnung von Blutserum aus den Versuchstieren wurden die Tiere zunéchst, wie in
Kapitel 2.4.7. beschrieben, euthanasiert. Nachdem die Tiere keinerlei Reflexe mehr zeigten,
wurde mit Hilfe einer Kaniile das Herzblut enthommen. Dieses wurde anschlieBend in ver-
schlossenen 2ml Reaktionsgefdfen fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dies fiihrte
zur Hamagglutination. Im Anschluss an die Inkubation wurde eine Zentrifugation durchge-
fiihrt (13.000 U/min./ 30 Minuten/ RT). Nun konnte das Serum als Uberstand abgenommen
werden und in ein frisches 2-ml Reaktionsgefal3 pipettiert werden. Das Pellet wurde verwor-
fen und das Serum konnte bis zur Verwendung im Enzyme Linked Immunosorbent Assay

(ELISA; siehe Kapitel 2.3.11.) bei -80°C autbewahrt werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 LETALITATSRATE DER MGBP2- DEFIZIENTEN
MAUSLINIE BEI INFEKTION MIT 70XOPLASMA GONDII
ME49

Nachdem in dieser Arbeit vorangegangenen Experimenten die Bedeutung von mGBP2 in der
Immunantwort gegeniiber Toxoplasma gondii in vitro (Degrandi et al., 2013) sowie in vivo
(Dissertation Konermann, 2008) nachgewiesen werden konnte, sollte im Folgenden die Im-

munantwort der mGBP2- defizienten Mauslinie im Tiermodell detaillierter analysiert werden.

3.1.1 DIE MGBP2” MAUSLINIE ZEIGTE EINE ERHOHTE STERBLICHKEIT
BEI EINER INFEKTION MIT 20 ZYSTEN 7.GonND// ME49

In diesem Experiment wurden Versuchstiere der Mauslinien mGBP2"*, mGBP2"" und IFNyR
7 mit 20 Zysten i.p. infiziert. Die IFNyYR” Mauslinie ist hochgradig immundefizient und
dient zum Abschitzen des Schweregrades der Immundefizite der mGBP2™" Linie (Scharton-
Kersten et al., 1996; Suzuki et al., 1988). Hier ist die Signaliibertragung tiber IFNy und damit
das Auslosen einer Immunreaktion auf die Infektion mit 7".gondii ME49 weitgehend blockiert
(Scharton-Kersten et al., 1996). Dies hat zur Folge, dass die Versuchstiere bereits 7 bis 8 Tage
nach der Infektion sterben. Die Versuchstiere der mGBP2"" und der mGBP2”" Mauslinie
wiesen eine andere Letalititsrate auf. In der akuten Phase der Infektion zwischen den Ver-
suchstagen 7 und 14 p.i., zeigte sich keinerlei Sterblichkeit. In der chronischen Phase, also
zwischen Tag 21 und 28 nach Infektion, war eine leicht erhohte Mortalitdt der mGBP2 defizi-
enten Mauslinie zu verzeichnen. 40 Tage p.i. haben etwa 50% der mGBP2” und etwa 90%
der mGBP2"" Versuchstiere iiberlebt (Abb. 3.1). Es konnte bereits bei einer 7. gondii Infekti-
on mit 20 Zysten ein Unterschied in der Sterblichkeit zwischen solchen Versuchstieren, die

mGBP2 noch exprimieren und solchen denen das Protein fehlt, beobachtet werden. Es konn-
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ten somit die durch C. Konermann (Dissertation, 2008) gemachten Beobachtungen beziiglich

der Mortalitétsrate bestitigt und erfolgreich repliziert werden.
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Abbildung 3.1: Uberlebenskurve einer 7.gondii ME49 Infektion mit 20 Zysten i.p. Die Versuchstiere wurden 1 Woche vor
Versuchsbeginn in den Infektionsraum der ZETT bestellt. Die Tiere wurden mit am selben Tag aus infizierten CD1- Méusen isolierten
T.gondii MEA49 Zysten intraperitoneal infiziert oder unbehandelt gelassen (naiv). Es wurden téglich Sichtkontrollen durchgefiihrt. An Tag 60
wurden die tiberlebenden Tiere aus dem Versuch genommen. Pro Mauslinie wurden 6 Miuse verwendet. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse
von 3 Wiederholungen.

3.1.2 DIE MGBP2’" MAUSLINIE ZEIGTE EINE SIGNIFIKANT ERHOHTE
STERBLICHKEIT BEI EINER INFEKTION MIT 40 ZYSTEN 7.GONDI//
ME49

Nachdem die erhdhte Letalititsrate der mGBP2”" Mauslinie im 20 Zysten Infektionsmodell
bestdtigt werden konnte, wurde die Mortalitdtsrate derselben Mauslinien im 40 Zysten Infek-
tionsmodell analysiert. Die zuvor durch Degrandi et al., 2013 publizierte Letalitétsrate zeigte
eine signifikante Erhéhung in der mGBP2” Mauslinie ab dem Versuchstag 30 p.i.. Es zeigte
sich, dass die IFNyR™ Tiere, wie bereits bei der 20 Zysten Infektion, nach 7 bis 8 Tagen ver-
starben. Die mGBP2"" Tiere hingegen iiberlebten bis Tag 10 p.i. An Tag 12 p.i. waren bereits
alle Versuchstiere dieser Mauslinie verstorben. Die mGBP2"" Miuse hingegen zeigten eine
sehr geringe Mortalitdt und waren in der Lage auch diese erhohte Infektionslast erfolgreich zu
kontrollieren. Die Dosis des Erregers hat hier - im Fall der Abwesenheit von mGBP2 — einen
noch deutlicheren Einfluss auf die Fahigkeit, die Infektion zu bekdmpfen, zu haben, als zuvor

beobachtet.
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Abbildung 3.2: Uberlebenskurve einer 7T.gondii ME49 Infektion mit 40 Zysten i.p. Die Versuchstiere wurden 1 Woche vor
Versuchsbeginn in den Infektionsraum der ZETT bestellt. Die Tiere wurden mit am selben Tag aus infizierten CD1- Méusen isolierten
Zysten intraperitoneal infiziert oder nicht behandelt (naiv). Es wurden téglich Sichtkontrollen durchgefiihrt. An Tag 60 wurden die iiberle-
benden Tiere aus dem Versuch genommen. Pro Mauslinie wurden 6 Méause verwendet. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt.

3.2 VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN DES 7.GONDII
ME49 INFEKTIONSVERLAUFS IN VIVO

Nachdem zuvor bestitigt werden konnte, dass die Abwesenheit von mGBP2 im Versuchstier
zu einer erhohten Letalitét fiihrte, sollte mit einer im Zuge dieser Dissertation etablierten Taq-
Man qRT-PCR untersucht werden, ob in der mGBP2 defizienten Mauslinie eine Stadienkon-
version vom Tachyzoiten zum Bradyzoiten messbar ist und ob Unterschiede in der Induktion
der selbigen nach zu weisen sind. Im Verlaufe einer Infektion im immunkompetenten Wirt
findet bei 7. gondii jene Konversion vom sich schnell teilenden, metabolisch sehr aktiven
Stadium der akuten Infektionsphase, dem Tachyzoiten, in das sich langsam teilende Stadium
der chronischen Phase, dem Bradyzoiten, statt. Hierbei dndert der Parasit sein Genexpressi-
onsprofil deutlich (Radke et al., 2001). Fiir die Analyse des Infektionsverlaufs wurde nun ver-

sucht, sich diese Tatsache zu Nutze zu machen.
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Um den Verlauf der Infektion darstellen zu konnen, wurden in der Literatur solche Gene ge-
sucht, die in dem jeweiligen Stadium mdglichst exklusiv exprimiert werden. Als Tachyzoiten-
spezifische Gene wurden das Surface Antigen 1 (SAG-1) und die Enolase 2 (ENO-2) ausge-
wihlt. Wie Radke et al. (2001) und Skariah et al. (2010) publizierten, sind diese Gene in Ta-
chyzoiten deutlich nachweisbar. SAG-1 ist ein Oberflachenprotein, welches nur auf Tachyzoi-
ten und nicht auf Bradyzoiten zu finden ist. Somit eignet es sich sehr gut fiir die Identifikation
des Stadiums. Die Bandbreite der Funktionen von ENO-2 im Metabolismus von 7.gondii ist
noch nicht abschlieend ergriindet, es konnten jedoch einige regulatorische Mechanismen in

Tachyzoiten erkannt werden.
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Abbildung 3.3: Expression der Stadienspezifischen Gene in vitro bei Zugabe von 0uM SNP oder téiglicher Zugabe von
70uM SNP. In den in vitro Kulturen ohne SNP- Zugabe konnten hauptsichlich die Tachyzoiten spezifischen Gene SAG-1 und ENO-2
gemessen werden. Die Stadienkonversion wurde durch Zugabe des NO-Donors SNP eingeleitet. Es wurde eine deutliche Induktion der
Bradyzoiten- spezifischen Gene sichtbar. Die Tachyzoiten- spezifischen Gene SAG-1 und ENO-2 wurden hier nur minimal exprimiert. Da
keine 100%ige Stadienkonversion angenommen werden kann, sind die Messwerte erkldrbar. Fiir diese Versuche wurden Tachyzoiten 8 Tage
bei 37°C inkubiert. Es erfolgte tdglich eine Applikation von 70uM SNP in das fiir die Stadienkonversion vorgesehene Kulturgefa3. Nach 8
Tagen wurden die Parasiten jeweils aus den Kulturgefdien entfernt und ihre RNA mittels Trizol wie in Kapitel 2.3.3., beschrieben, isoliert.
Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von Oligo-dT Primern und Reverser Transkriptase durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pg RNA /
Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5pl in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils 3 Wells fiir eine SNP Konzentration ange-
setzt und ausgewertet. Die Werte wurden anhand des Standardgens Tg- Akt normalisiert. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und Graph-
Pad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind
dargestellt.

Die ausgewihlten Bradyzoiten- spezifischen Gene waren das Bradyzoite Antigen 1 (BAG-1)
und die Enolase 1 (ENO-1). BAG-1 konnte in mehreren Arbeiten, beispielsweise von Zhang
et al. (1999) und Radke et al. (2001) als Bradyzoiten- spezifisches Oberflachenprotein be-
schrieben werden und eignet sich sehr gut fiir die Identifikation dieses Stadiums. Der Enolase
1 konnten Funktionen in der Regulation der Genexpression im Bradyzoiten- Stadium zuge-

ordnet werden (Jiapeng et. al. 2015).

Um die gemessenen Werte der stadienspezifischen Gene auf die Gesamtzahl der Toxoplas-

menlast in den Organen beziehen zu kénnen, wurde ein Standardgen verwendet. Hierbei wur-
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de das Gen Tg-Akt-1 ausgewdhlt. Es ist als Toxoplasma spezifisches Standardgen bekannt
und wurde durch Dobrowolski et al. (1997) aus der Arbeitsgruppe Sibley beschrieben. Da es,
dhnlich dem murinen B- Aktin, gleichbleibend exprimiert wird, ist es als Standard in der

qPCR gut geeignet.

Zur Etablierung der qRT-PCR sollte zunéchst in vitro nachgewiesen werden, dass es moglich
ist, die Stadienkonversion anhand der Expression der genannten Gene mittels der qPCR zu
beobachten. Hierzu wurden Tachyzoiten und Bradyzoiten in der Zellkultur angereichert, die
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Wie in Abbildung 3.3 dargestellt ist, konnte ge-
zeigt werden, dass die Stadienkonversion in vitro mit dem in dieser Arbeit etablierten qRT-
PCR Primern gemessen werden kann. In Abwesenheit von SNP waren die fiir Bradyzoiten
spezifischen Gene BAG-1 und ENO-1 kaum messbar. Die Tachyzoiten-spezifischen Gene
SAG-1 und ENO-2 hingegen wurden in hohem Malle exprimiert. Durch eine Addition von
70uM SNP in das Zellkultur-Medium waren die Bradyzoiten- spezifischen Gene induziert. Da
durch die Zugabe von SNP keine vollstindige Stadienkonversion aller Parasiten zu erwarten

war, wurde auch hier noch eine geringe Expression der Tachyzoiten-spezifischen Gene ge-

messen.
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Abbildung 3.4: Messung der Infektionslast in der Lunge von mGBP2** und mGBP2"" Tieren. Versuchstieren nach einer
Infektion mit 20 Zysten i.p. an Tag 7, 12, 21 und 28 p.i.. Die Anzahl der Kopien von Tg-B1 in 1pg DNA der Lungen der Versuchstiere ldsst
einen Riickschluss auf die Anzahl der vorhandenen Parasiten zu. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus Tieren der CD1 Mauslinie
isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getdtet und die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préiparation aller Organe des Versuchstages
wurden die Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der DNA erfolgte mittels Phenol/Chloroform. Es wurden 1000pug DNA in 5ul ddH>O in
der qRT- PCR pro Well eingesetzt. Es wurden jeweils 3 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte
mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei
Wiederholungen sind dargestellt.
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Da somit bestétigt wurde, dass die Stadienkonversion mit den ausgewihlten stadienspezifi-
schen Genen nachgewiesen werden kann, wurde dieses Verfahren in den in vivo Versuchen
angewendet. Hierzu wurden, wie bei jeder neuen Infektion, Versuchstiere der Mauslinie CD-
1, welche bereits mindestens 6 Wochen mit dem Parasiten infiziert waren, euthanasiert und
die Gehirne frei priapariert. Nun wurden die Zysten, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, aus den
Gehirnen isoliert und fiir die Infektion der Mauslinien C57BL/6, mGBP2+/+, mGBP2”" und
IFNYR ™" mit jeweils 20 Zysten T.gondii ME49 i.p. vorbereitet. An den Tagen 7, 14, 21 und 28
p.i. wurden jeweils 3 Tiere aus der jeweiligen Mauslinie aus dem Versuch genommen und
deren Organe prapariert. Es wurde hier lediglich das 20 Zysten Infektionsmodell betrachtet,
da im 40 Zysten Infektionsmodell aufgrund der friih auftretenden Letalitdt keine Stadienkon-
version zu erwarten ist. Zundchst wurde die Parasitenlast in der Lunge der Versuchstiere ge-
messen (Abb.3.4). Hierzu wurde die DNA isoliert und ein qPCR System verwendet, welches
auch in der Diagnostik des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
am Uniklinikum Diisseldorf genutzt wird. Bei dieser PCR wird das Standardgen Tg-B1 von
T.gondii ME49 gegen einen Plasmidstandard gemessen. Die Infektion der Lunge ist zu Be-
ginn der systemischen Infektion am hochsten (7dpi.). Am Tag 14 p.i. fillt die Toxoplasmen-
last bereits deutlich und ist am Tag 21 und 28 p.i. bereits auf ein Minimum gesunken. Um
schlieBlich die Stadienkonversion zu ermitteln, wurde die RNA aus der Lunge und dem Ge-
hirn isoliert und in cDNA umgeschrieben. Da die beiden Organe als die kritischsten in der
akuten und chronischen Phase betrachtet wurden, wurden die Experimente hiermit durchge-

fithrt.

78



Ergebnisse

1.09 0.006
B3 mcBP2'/* E8 meBP2*/*
B3 mcBP2™” B3 mceBP2™
5
<
o~
Q A > ’1:‘ ,13; Q A R '1:‘ ,13,
Tage p.i. (20 Zysten) Tage p.i. (20 Zysten)
ENO-2 ENO-1
0.10-
E8 meerP2'* E3 mcBpP2t*
BB mcBP2”” 0.081 B3 mGBP2™
- .~ 0.06
< o
1 <
N ~

0.04+

0.02+

Tage p.i. (20 Zysten) Tage p.i. (20 Zysten)

Abbildung 3.5: Messung der Stadienkonversion in vivo in der Lunge der Mauslinien mGBP2*"* und mGBP2™" Tieren
an den Versuchstagen 7, 14, 21 und 28 p.i. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus zuvor infizierten Tieren der CD1-
Mauslinie isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislo-
kation getétet und die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Ver-
suchstages wurden die Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die
Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von Oligo-dT Primern und Reverser Transkriptase durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pg RNA/
Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5pl in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusam-
mengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Stadienkonversion der Parasiten in den Lungen der Versuchstiere ist in Abb. 3.5 darge-
stellt. An den Tagen 7 und 14, welche der akuten Phase der Infektion zugerechnet werden,
zeigte sich ein deutlicher Nachweis der Tachyzoiten- spezifischen Gene. Im weiteren Verlauf
der Infektion war die langsam beginnende Stadienkonversion zu beobachten. Am Tag 21 und
vor allem am Tag 28 ist die Infektionslast, gemessen durch Bestimmung der Anzahl von To-
xoplasma auf DNA- Ebene, in der Lunge auf ein Minimum gesunken. Von denjenigen Parasi-
ten, die in der Lunge zu messen waren, konnten bereits hauptsdchlich Bradyzoiten- spezifi-
sche Transkripte identifiziert werden. Vergleicht man nun den Status der Stadienkonversion
so ldsst sich erkennen, dass es in der mGBP2- defizienten Mauslinie eine deutliche Induktion
der Stadienkonversion gibt. Das Immunsystem der Mauslinie scheint demnach potent genug
zu sein, um diese beim Parasiten einzuleiten. Es ist ebenso erkennbar, dass die Stadienkonver-
sion in der mGBP2"" Mauslinie in gleichem MaBe induziert wird. Die Absenz von mGBP2

scheint demzufolge die Stadienkonversion nicht signifikant zu veréndern.

79



Ergebnisse

Die Toxoplasmenlast im Gehirn zeigte sich am Tag 7 deutlich niedriger als die der Lunge
(vgl. Abb. 3.4 und Abb.3.6). An Tag 14 p.i. wurde im Gehirn jedoch bereits eine hohere In-
fektionslast gemessen als in der Lunge. An den Tagen 21 und 28 p.i. stieg die Anzahl der im
Gehirn befindlichen Parasiten weiterhin deutlich an, wéihrend in der Lunge die Toxoplasmen-

last weiter sank.
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Abbildung 3.6: Messung der Infektionslast im Gehirn von mGBP2** und mGBP2"~ Miusen nach Infektion mit 20
Zysten i.p. an Tag 7, 12, 21 und 28 p.i. Die Anzahl der Kopien von Tg-B1 in 1pg DNA der Gehirne der Versuchstiere ldsst einen
Riickschluss auf die Anzahl der vorhandenen Parasiten zu. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus zuvor infizierten Tieren der
CD1- Mauslinie isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale
Dislokation getotet und die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des
Versuchstages wurden die Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der DNA erfolgte mittels Phenol/Chloroform. Es wurden 1000pg DNA in
Sul ddH,0 in der qRT- PCR pro Well eingesetzt. Es wurden jeweils 3 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung
erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser
drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die RNA aus den Gehirnen wurde ebenfalls isoliert und mittels des qRT-PCR Systems ge-
messen. Auch im Gehirn wurden zu Beginn der Infektion hauptsidchlich das Tachyzoiten-
spezifische Gen ENO2 exprimiert, wahrend das andere Tachyzoit-spezifische Gen SAG-1 und
die Bradyzoiten-spezifischen Gene BAG-1 und ENO-1 deutlich geringer exprimiert wurden
(Abb.3.7). Allerdings war der Level der Bradyzoiten- spezifischen Genexpression bereits ho-
her als in der Lunge. An den Tagen 21 und 28 nach der Infektion zeigte sich dann ein deutli-
cher Anstieg der Bradyzoiten- Gene und eine deutliche Reduktion der Tachyzoiten-Gene.
BAG-1 zeigte einen konstanten Anstieg, bis am Tag 28 p.i. das Maximum erreicht wurde.
ENO-1 hingegen stieg am Tag 14 p.i. deutlich an und steigerte sich weiter, um dann zu stag-
nieren. SAG-1 zeigte zu Beginn der Infektion (7 Tage p.i.) nur marginale Werte und erreichte
sein Maximum am Tag 21 der Infektion. Am Tag 28 p.i. ist der Wert wieder deutlich gesun-

ken. Das andere Tachyzoiten- spezifische Gen, ENO-2, zeigte am Tag 7 p.i. eine sehr deutli-
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che Induktion. Dieser Wert fiel dann allerdings am Tag 14 p.i. auf einen sehr geringen Wert

ab und zeigte anschlieend nur noch eine leicht steigende Tendenz.

Die Messergebnisse der Infektionslast und der Stadienkonversion deuten darauf hin, dass bei
einer intraperitonealen Infektion zundchst die Lunge mit Toxoplasmen, die hauptséchlich eine
fiir Tachyzoiten spezifische Genexpression aufwiesen, befallen wird. Im Verlauf der Infektion
und der einsetzenden chronischen Phase wandern die Parasiten aus der Lunge ins Gehirn der
Versuchstiere. Bei den das Gehirn befallenden Parasiten ist die Stadienkonversion bereits
eingeleitet worden und die Bradyzoiten-spezifische Genexpression deutlich messbar (Abb.

3.7)

Insgesamt zeigte sich hier, dhnlich wie in der Lunge, eine deutliche Induktion der Stadien-
konversion. Das Immunsystem der mGBP2- defizienten Mauslinie scheint demnach auch im
Gehirn in der Lage zu sein, den Parasiten effektiv zu bekdmpfen. Eine vermehrte Invasion des
Gehirns von mGBP2”" Tieren mit Toxoplasmen, die Tachyzoiten- spezifische Genexpression

zeigen, war nicht zu beobachten.
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Abbildung 3.7: Messung der Stadienkonversion in vivo im Gehirn der Mauslinien mGBP2"* und mGBP2”" an den
Versuchstagen 7, 14, 21 und 28 p.i. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus zuvor infizierten Tieren der CD1- Mauslinie
isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getdtet und die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages
wurden die Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in
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c¢DNA wurde mit Hilfe von Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in
der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel
und GraphPad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen
sind dargestellt.

3.3 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE STUDIEN DER T-
LYMPHOZYTAREN IMMUNANTWORT BEI INFEKTION
MIT T0XOPLASMA GONDII ME49

Um neben den Untersuchungen des Infektionsverlaufs und der Infektionslast den Einfluss von
mGBP2 auf die zelluldre Immunantwort zu analysieren, wurde die Frequenz der zytotoxi-
schen T- Zellen der Mauslinien mGBP2"" und mGBP2™" mittels Durchflusszytometrie mitei-

nander verglichen.

3.3.1 BESTIMMUNG DER GESAMTZELLZAHL DER T- ZELL
IMMUNANTWORT

Um zuniichst einen Uberblick iiber die Gesamtzellzahl der T- Lymphozyten bei den Mausli-
nien mGBP2"" und mGBP2"" zu erhalten, wurde diese bei einer 7. gondii ME49 Infektion mit
20 und 40 Zysten analysiert. Hierzu wurde das Verfahren der Durchflusszytometrie gewdhlt.
Die Tiere wurden mit 20 bzw. 40 Zysten i.p. infiziert und an den Versuchstagen 7, 14, 21 und
28 euthanasiert. Nach Entnahme der Milz wurden die Zellen vereinzelt und mit anti CD3-,
CD4- und CD8 - Antikorpern gefarbt, um die Zellpopulationen im Anschluss im Durchfluss-
zytometer separieren zu konnen. Zusitzlich wurde - um tote Zellen differenzieren zu kdnnen -

mit DAPI geférbt. AnschlieBend wurden die Zellen im Durchflusszytometer gemessen.
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Abbildung 3.8: Zellzahlen der lebenden T- Zellen in der naiven Maus und in der mit 20 Zysten 7.gondii ME49 infi-
zierten Maus [%)]. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intrape-
ritoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die Milzen entnommen. Anschlie-
Bend wurden die Zellen vereinzelt und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Das Ergebnis der Messung von 3 individuell
durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt. Pro Versuchstag und Mauslinie wurden 3 Mause jeweils verwendet.

Es zeigte sich, dass in den Milzen der naiven Miuse nur sehr geringe Mengen CD3" T- Zellen
messbar waren (Abb.3.8). Am Tag 7 und 14 nach der Infektion mit 20 Zysten waren die Zah-
len der CD4" und CD8" T- Zellen deutlich angestiegen. Die prozentuale Verteilung der CD4"
und CD8" T- Zellen unterschied sich jedoch innerhalb des Versuchszeitraums kaum zwischen
den beiden Mauslinien. Geht die Infektion in die chronische Phase iiber, welches im Zeitraum
um den Tag 14 geschieht, so reduzierten sich gleichzeitig der prozentuale Anteil der T-Zellen
an der Anzahl Lymphozyten. Die Abwesenheit von mGBP2 zeigte hier somit keinen Einfluss
auf die T-Zell Antwort, da keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien

beobachtet werden konnten.

Im 40 Zysten Infektionsmodell konnte nur der 7. Tag p.i. ausgewertet werden, da die Ver-
suchstiere der mGBP2”"Mauslinie ab Tag 8 eine sehr hohe Mortalitdtsrate aufwiesen. Am Tag
7 p.1. zeigten die Mauslinien vergleichbare Werte der T- Lymphozyten zu der 20 Zysten In-
fektion (Abb. 3.9). Dies deutet darauf hin, dass die Induktion der CD8" T- Zell Antwort in der
mGBP2”" Mauslinie nicht wesentlich beeintrichtigt ist und somit nicht der Grund fiir die hohe

Mortalitit der Tiere sein kann.
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Abbildung 3.9: Zellzahl der lebenden T- Zellen in den naiven und mit 40 Zysten T.gondii ME49 infizierten mGBP2**
und mGBP2” M:use [%]. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus zuvor infizierten Tieren der CD1- Mauslinie isolierten 20
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Zysten 1.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die
Milzen entnommen. Anschliefend wurden die Zellen vereinzelt und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Das Ergebnis der
Messung von 3 individuell durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt. Pro Versuchstag und Mauslinie wurden jeweils 3 Mause verwendet.

3.3.2 UNTERSUCHUNGEN  ZUR TOXOPLASMA  GONDII  MEA49
SPEZIFISCHEN T- ZELL ANTWORT

Nach der Analyse der reinen Anzahl der T- Lymphozyten wurde die T.gondii- spezifische T-
Zell- Frequenz und Funktionalitit, wie Zytokininduktion, in mGBP2""* und mGBP2”~ Méusen

bei einer Infektion mit 20 bzw. 40 Zysten von T.gondii ME49 untersucht.

3.3.2.1 Nachweis der T.gondii ME49 spezifischen CD8" T-Zell Antwort in den
Mauslinien C57BL/6, mGBP2” und mGBP2”" im 20 Zysten Infektionsmo-
dell

Um die T.gondii- spezifische CD8" T- Zell- Frequenz zu analysieren, wurden Tiere mit 20
Zysten 1.p. infiziert und an den Tagen 7, 14, 21 und 28 euthanasiert. Auch hier wurde die Milz
entnommen, die Zellen vereinzelt und schlieflich mit den Antikérpern fiir anti CD3, CD4,

CDS8 und DAPI geférbt, zur spéteren Differenzierung im Durchflusszytometer.

Zusatzlich wurden die Zellen mit einem MHC-I-Pentamer gefirbt. Dieses Pentamer erlaubt es
mit Hilfe des Zytometers die T.gondii- spezifischen CD8" T-Zellen von anderen CD8" T- Zel-
len zu unterscheiden. Dies wird durch das T.gondii spezifische Epitop/Antigen SVLAFRRL
ermoglicht. Der CD8" T- Zell Rezeptor von T. gondii spezifischen CD8" T- Zellen erkennt
den passenden MHC I Komplex (hier:H-2Kb) und das prédsentierte Antigen und bindet nach
dem Schliissel- Schloss- Prinzip an diesen. Da ein Pentamer durch eine ,,Coiled coil*“ Doméne
rdumlich angeordnet ist, konnen bis zu 5 dieser MHC I- Epitop Strukturen an eine Zelle bzw.
5 T- Zell Rezeptoren binden. So entsteht eine Bindung zwischen Zelle und Pentamer, die
dann im Durchflusszytometer zur Differenzierung der CD8"- T- Zellpopulation genutzt wur-
de. Um die spitere Gating Strategie zu testen und herauszufinden, welche Fluoreszenzen am
besten zu der geplanten Messung passen, wurde in einem Vorversuch und als Positivkontrolle
eine mGBP2"" und eine OT-1 Maus euthanasiert. Die OT-1 Maus aus Sicht des Immunolo-

gen den Vorteil, dass sie ausschlieBlich CD8" T Zellen besitzt, welche ein Peptid des
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Ovalbumins (Epitop: SIINFEKL), einem grofen Bestandteil des Hiihnereis, erkennen. Daher
lieB sich an diesem Modell gut die spéter verwendete Gating Strategie etablieren (Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Gatingstrategie der Durchflusszytometrischen Analysen [A.;B.]. Zunichst wurden der Vorwirts (FSC-A)-
und Seitwirts (SSC-A)- Scatter gegeneinander aufgestellt und die Lymphozyten markiert. Nun wurden die mit FITC markierten CD3" T-
Zellen gegen die DAPI positiven (Pacific- Blue), toten Zellen aufgetragen und die CD3" T-Zellen gegated. Die CD3" T- Zellen wurden dann
in CD4" positive (PerCp-Cy5) und CD8" T- Zellen (PE-Cy7) aufgesplittet. Nun wurden die CD8" T- Zellen markiert und im letzten Schritt
aufgeteilt in Pentamer- positive (PE-Cy7'- APC") und Pentamer- negative (PE-Cy7" APC"). Hierzu wurden in Abbildung A ein MHC I
Pentamer verwendet, welches mit SIINFEKL als Peptid beladen ist und APC als Fluorophor verwendet. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
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Farbung mit diesem Pentamer sehr effektiv ist und nur sehr wenige falsch positive Zellen gemessen werden. In Abbildung B ist bespielhaft
die Gatingstrategie der Analyse der T.gondii-spezifischen CD8" T- Zell-Frequenz dargestellt. Hier wurde ein MHC I Pentamer verwendet,
welches SVLAFRRL als Peptid trigt und mit APC als Fluorophor konjugiert ist.

Es zeigte sich, dass in der OT-1 Maus durch Anfarben mit einem Pentamer mit SIINFEKL als
Peptid und APC als Fluorophor 79% der T-Zellen markiert waren (Abb.3.10). Wie hier bei-
spielhaft dargestellt, wurde dann das Gating des eigentlichen Versuchs mit den Versuchstie-
ren wie folgt durchgefiihrt: Zunichst wurde DAPI gegen CD3 aufgetragen. Die CD3" Popula-
tion wurde dann in CD4" und CD8" Zellen gesplittet. Nach Auswahl der CD8" T-Zellen wur-
den die SVLAFRRL-bindenden und damit 7.gondii spezifischen CD8" T-Zellen von den rest-
lichen CD8" T-Zellen aussortiert und vom Durchflusszytometer gezihlt (siche Kapitel
2.3.10). An Tag 7 und 14 p.i. konnten die hochsten Zahlen T.gondii- positiver CD8" T- Zellen
gemessen werden (Abb. 3.11). An den weiteren Versuchstagen fiel diese Zahl sukzessive ab.
Es konnte eine Toxoplasma- spezifische CD8" -T Zell Antwort in der mGBP2 defizienten
Mauslinie nachgewiesen werden, die keine signifikanten Unterschiede zu der Mauslinie, die
mGBP2 exprimiert, aufweist. Die Prisentation der Antigene liber den MHC-I- Signalweg ist
demnach im Infektionsversuch mit 20 Zysten von 7.gondii ME49 nicht durch mGBP2 beein-
flusst.
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Abbildung 3.11: Durchflusszytometrische Analyse der T.gondii spezifischen CD8* T- Zellen in % der Gesamt- CD8*
T- Zellen in mGBP2"* und mGBP2 defizienter Mauslinie im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am
selben Tag, aus zuvor infizierten Tieren der CD1-Mauslinie, isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen
Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die Milzen entnommen. AnschlieBend wurden die Zellen vereinzelt
und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Es wurden Antikorper fir CD3, CD4, CD8 T- Zellen und das T.gondii spezifische
Pentamer mit dem Epitop SVLAFRRL verwendet. Das Ergebnis der Messung von 3 individuell durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt.
Pro Versuchstag und Mauslinie wurden jeweils 3 Méause verwendet.

3.3.2.2 Nachweis der T.gondii ME49 spezifischen CD8" T-Zell Antwort in den
Mauslinien C57BL/6 und mGBP2”" im 40 Zysten Infektionsmodell

Da die Untersuchungen des 20 Zysten Infektionsmodells keine signifikanten Unterschiede in
der T-Zell Antwort zwischen den mGBP2"* und den mGBP2”" Miusen erkennen lieBBen, es
jedoch einen Unterschied in der Letalititskurve zwischen dem 20 und dem 40 Zysten Infekti-
onsmodell gab, wurde untersucht, ob sich die Zahlen der T.gondii spezifischen CD8" T- Zell-
Frequenz hier unterscheiden. Aufgrund der erhohten Letalitdt ab Tag 8 der mGBP2”" Mausli-
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nie konnte hier lediglich die Situation am Tag 7 p.i. analysiert werden. Die mGBP2- defizien-
ten Versuchstiere zeigten eine leicht hohere Anzahl der spezifischen CD8" T- Zellen. Ein sig-
nifikanter Unterschied konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Somit scheint
auch bei der Infektion mit 40 Zysten die Antigenprasentation iiber den MHC-I- Signalweg
und die T- Zelldifferenzierung, sowie deren Aktivierung nicht durch mGBP2 beeinflusst zu
werden. Die erhdhte Mortalititsrate muss demnach eine andere Ursache haben. Dariiber hin-
aus lasst dies den Schluss zu, dass die Immunantwort mittels der CD8" T- Zellen nicht abhin-

gig von der Infektionsdosis ist.
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Abbildung 3.12: Durchflusszytometrische Analyse der 7.gondii spezifischen CD8" T- Zellen in % der gesamten CD8+
T- Zellen in der mGBP2"" und der mGBP2- defizienten Mauslinie im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere
wurden mit am selben Tag, aus zuvor infizierten Tieren der CD1-Mauslinie, isolierten 40 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert.
Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und die Milzen entnommen. AnschlieBend wurden die
Zellen vereinzelt und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Es wurden Antikorper fiir CD3, CD4, CD8 T- Zellen und das
Toxoplasma spezifische Pentamer mit dem Epitop SVLAFRRL verwendet. Das Ergebnis der Messung von 3 individuell durchgefiihrten
Experimenten ist dargestellt. Pro Versuchstag und Mauslinie wurden jeweils 3 Méuse verwendet.

3.3.2.3 Nachweis der Funktionalitiit der CD4" und CD8" T-Zellen in den mGBP2""*
und mGBP2”" Mauslinien durch intrazellulire Zytokinfiarbung (ICS)

In den bisher gezeigten Versuchen wurde die Anzahl der der T.gondii- spezifischen CD8" T-
Zellen und der CD4" T- Zellen gemessen und eine deutliche Induktion der Immunantwort
ohne signifikante Unterschiede zwischen der mGBP2"* und der mGBP2”" Mauslinie festge-
stellt. Im folgenden Schritt sollte schlieBlich die Funktionalitit der CD4" und CD8" T- Zellen
durch die Messung der IFNy Produktion bestimmt werden. Hierzu wurden T- Zellen infizier-

ter Tiere (40 Zysten, 7 d.p.1.) mit Toxoplasma -Lysat restimuliert und anschlieend mit einem
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Sekretionshemmer (Brefeldin A; Kapitel 2.3.12.) fiir Sh inkubiert. Hierdurch sollte das von
den Zellen produzierte IFNy angereichert werden, sodass es im Durchflusszytometer messbar
wird. Beide Mauslinien zeigten eine deutliche und vergleichbare Anzahl an IFNy produzie-
renden CD4 und CD8" T- Zellen am Tag 7 nach der Infektion (Abb. 3.13). Dies deutet darauf
hin, dass die Abwesenheit von mGBP2 im Organismus zu keiner signifikanten Verdnderung
der Funktionalitit der CD4" und CDS8" T- Zellen bei einer Infektion mit 40 Zysten von
T.gondii MEA49 fiihrt.
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Abbildung 3.13: Intrazelluliire Zytokinfirbung (ICS) auf IFNy in CD4"-und CD8" T- Lymphozyten [%)]. Die Versuchs-
tiere wurden mit am selben Tag, aus zuvor infizierten Tieren der CD1-Mauslinie, isolierten 40 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infi-
ziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die Milzen entnommen. AnschlieBend wurden
die Zellen vereinzelt, mit Toxoplasma- Lysat restimuliert und anschliefend fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Es wurden
Antikorper gegen CD3, CD4, CD8 T- Zellen sowie filir IFNy verwendet. Das Ergebnis der Messung von 3 individuell durchgefiihrten Expe-
rimenten ist dargestellt. Pro Versuchstag und Mauslinie wurden jeweils 3 Méiuse verwendet.

3.4 EXTENSIVE ANALYSE DER PRO- SOWIE ANTI-
INFLAMMATORISCHEN ZYTOKINE UND EFFEKTOR-
MOLEKULE

Die Analyse der Immunantwort gegen den intrazelluldren Parasiten 7. gondii in der mGBP2”

Mauslinie wurde, neben den Untersuchungen zur zelluldren Immunantwort, durch Untersu-
chungen der Aktivierung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und Effektormolekii-

len im Verlaufe der Infektion, ergénzt.
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3.4.1 UNTERSUCHUNGEN DER GENEXPRESSION UND
PROTEINBIOCHEMISCHE ANALYSE DER INFEKTION MIT 20
ZYSTEN T.Gonpi1 ME49

Die Genexpression der verschiedenen Zytokine, die bei der Infektion mit intrazelluldren Para-
siten am stdrksten exprimiert werden, wurde mit RNA aus dem Gehirn und der Lunge ermit-
telt. Dazu wurde die RNA aus den jeweiligen Organen isoliert, in cDNA umgeschrieben und
mittels spezifischer Primer und Sonden in einer Tag-Man RT-PCR die Genexpression gemes-
sen. Naive Méuse beider Mauslinien zeigten eine sehr geringe Expression von IFNy in Gehirn
und Lunge (Abb.3.14; Tag 0). Am Tag 7 nach einer Infektion mit 20 Zysten kam es in den
Lungen der Versuchstiere beider Mausstimme zu einem deutlichen Anstieg von IFNy, wobei
bei den mGBP2”" Miusen ein stirkerer Anstieg zu verzeichnen war. An den Versuchstagen
14 und 21 war wiederum ein deutlicher Abfall der IFNy Genexpression mit nur marginalen
Unterschieden zwischen den beiden Mauslinien zu beobachten. Am Tag 28 sank dieser Wert
auf ein Minimum, welches jedoch noch hoher als das bei nicht infizierten Méusen ausfiel. Im
Gehirn der Versuchstiere ist der Verlauf anders als in der Lunge. Hier war die Genexpression
von I[FNy am Tag 0 unterhalb des Detektionslimits, wéhrend am Tag 7 nach der Infektion nur
ein sehr geringer Anstieg in beiden Mauslinien zu beobachten war (Abb.3.14). An den Ver-
suchstagen 14 und 21 stieg dieser Wert weiter an, am Tag 28 wurde schlieBlich das Maximum
erreicht. Ein Unterschied zwischen der mGBP2"* und der mGBP2"~ Mauslinie konnte nicht
gemessen werden. Die IFNy Genexpression nach einer Infektion mit 20 Zysten T7.gondii
ME49 war also in Abwesenheit von mGBP2 in der Lunge nur leicht und im Gehirn nicht ver-
andert. Die Ergebnisse der Messung der IFNy Expression folgen dariiber hinaus dem organ-
spezifischen Infektionsverlauf. Es bestétigte sich, dass die Lunge zuerst akut infiziert war. Im
weiteren Verlauf féllt dann die IFNy Expression in der Lunge ab. Im Gehirn hingegen stieg
die Expression des Zytokins erst deutlich am Tag 14. Zudem war zu beobachten, dass die
IFNy Expression im Gehirn beider Mauslinien im Vergleich zur Lunge insgesamt geringer

ausfiel.
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Abbildung 3.14: Genexpression von IFNy in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Bei dem im Anschluss gemessenen Zytokin IL-12 (Abb. 3.15) handelt es sich, wie auch bei
IFNy, um eines der zentralen Zytokine in der Immunreaktion (Scharton-Kersten et al., 1996).
Es verstirkt die Bildung von IFNy und TNFa, und fordert die Aktivitit von NK und CD8" T-
Zellen (Combe et al., 2005; Wilson et al., 2008). Ein Defekt in der Bildung bzw. in der Ver-
fiigbarkeit von IL-12 hitte fiir den Organismus zur Folge, dass die Immunantwort insgesamt

wesentlich reduziert ist (Lieberman et al., 2004; Scharton-Kersten et al., 1996).
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Abbildung 3.15: Genexpression von IL-12p40 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mausli-
nien im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p.
in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
von Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pg RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR einge-
setzt. Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism.
Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Untereinheit IL-12p40 des aktiven IL-12 ldsst Riickschliisse auf die Gesamtmenge von

IL-12 zu, da das Zytokin lediglich als Heterodimer, bestehend aus IL-12p40 und IL-12p35,

oder als Homodimer, bestehend aus zwei Untereinheiten I1L-12p40, wirksam ist (Jalah et al.,

2013; Jana und Pahan, 2009). Die Genexpression von IL-12p40 zeigte in den mGBP2"" Miu-
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sen einen konstanten Anstieg im Verlauf der Infektion, wéhrend sie in den mGBP2” Miusen
an Tag 7 nach der Infektion ein deutliches Maximum erreichte um dann wieder abzufallen
(Abb. 3.15). Die Expression zwischen den beiden Mauslinien war also gegenldufig: wahrend
in den mGBP2- defizienten Miusen ein sehr frither Anstieg bereits nach 7 Tagen zu verzeich-
nen war, wurde ein solches Maximum bei den mGBP2""* Mausen erst nach 28 Tagen erzielt.
Die Genexpression im Gehirn zeigte dagegen mit einem stetigen Anstieg bis zu Tag 21 einen
vergleichbaren Verlauf (Abb.3.15). An Tag 28 kam es jedoch bei den mGBP2"" Miusen zu
einem Abfall der Zytokinexpression, wéhrend diese in den mGBP2- defizienten Mausen wei-
ter anstieg. Insgesamt war auch in diesem Organ eine deutliche Induktion von IL-12p40
nachweisbar, es zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Mauslinien. Es
konnte gezeigt werden, dass die Induktion der Genexpression von IL-12p40 durch die Abwe-

senheit von mGBP2 in der Lunge leicht und im Gehirn der Versuchstiere kaum veréndert war.

Ein weiteres wichtiges entziindungsforderndes Zytokin ist IL-18. Es wird unter anderem von
aktivierten Makrophagen sezerniert (Beuscher et al., 1990; Lopez-Castejon und Brough,
2011) und besitzt vielfdltige Aufgaben, wie die Induktion von IL-6, welches wiederum zu
einem Anstieg der neutrophilen Granulozyten und zur Zellproliferation, Zelldifferenzierung
oder Apoptose fithren kann (Janeway, 2009)(Hunter et al., 1995). Die Analyse der Genex-
pression dieses Gens in der Lunge und im Gehirn der Versuchstiere hilft, den Status der Ent-

ziindungsreaktion zu veranschaulichen (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Genexpression von IL-18 in Lunge und Gehirn von mGBP2™" und mGBP2 defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In der Lunge zeigt sich an den Versuchstagen 7 und 14 p.i. ein erhohter Wert als an Tag 0 fiir
IL-18 in der mGBP2"" Mauslinie. Aber auch die mGBP2- defiziente Mauslinie zeigt eine
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deutliche, wenn auch geringere Induktion von IL-18, sodass kein signifikanter Unterschied
nachweisbar war. An den Tagen 21 und 28 p.i. waren die Werte in beiden Mauslinien nahezu
identisch. Die mGBP2”" Mauslinie zeigte eine IL-18 Induktion in der Lunge auf, diese fiel

aber etwas geringer als im mGBP2"" aus.

Im Gehirn der Versuchstiere war die Expression am Tag 7 p.i. sehr gering. Am Tag 14 stieg
der Wert deutlich an und stagnierte bis Tag 28. Hier war der hochste Wert nachweisbar. Beide
Mauslinien wiesen hierbei einen nahezu gleichen Verlauf auf. Somit konnte nachgewiesen
werden, dass es im Gehirn der mGBP2 defizienten Mauslinie zu einer effektiven und mit

mGBP2"* Miusen vergleichbaren Induktion von IL-18 kommt.

Ein weiterer von Makrophagen sezernierter Botenstoff ist der Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a
(Gazzinelli et al., 1996)(Janeway, 2009). Die Analyse der Genexpression dieses Entziin-
dungsmarkers zeigte eine deutliche Induktion des Gens an den Tagen 7 und 14 in der Lunge

beider Mauslinien (Abb.3.17). An den Tagen 21 und 28 p.i. fiel der Wert ab und stagnierte.

Im Gehirn der Versuchstiere war hingegen die Induktion von TNF-a am Tag 7 nur minimal
zu beobachten. Am Tag 14 stieg die Expression jedoch deutlich an und blieb, bis einschlieB3-
lich Tag 28 p.i, konstant hoch. Insgesamt war die Genexpression von TNF-a in den Gehirnen
der mGBP2”" Miuse etwas geringer als in denen der mGBP2"" Miuse. In beiden Organen der
mGBP2 defizienten Mauslinie konnte also eine normale TNF-a Induktion nachgewiesen wer-
den. Die Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp. Die

mGBP2”" Mauslinie hat demnach kein Defizit in der Genexpression von TNF-q.
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Abbildung 3.17: Genexpression von TNF-o in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.
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Um zu untersuchen, ob es im Verlaufe der Signalkaskade von TNF-a zu Verdnderungen in
der Genexpression kommt und dariiber hinaus zu analysieren ob es im Signalweg der
NADPH- Oxidase, wodurch ROS entstehen konnen, wurde die Transkription der NADPH-
Oxidase- Untereinheit p47ph°X, betrachtet (Abb. 3.18). Es zeigte sich, dass das Transkript die-
ses Proteins in der Lunge der mGBP2- defizienten Mauslinie deutlich exprimiert wurde. Die
hochste Expression wurde an den Tagen 14 und 21 p.i. gemessen. Die Werte im Gehirn ver-
zeichneten einen kontinuierlichen Anstieg bis Tag 21 und stagnierten dann am Tag 28.
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Abbildung 3.18: Genexpression von p47°" in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die mGBP2"" Miuse zeigten eine dhnliche p47ph°x Genexpression (Abb.3.18). An allen Ver-
suchstagen war die Expression im Gehirn leicht hoher. In der Lunge war am Tag 14 ein merk-
lich hoherer Wert messbar. Diese Unterschiede stellten sich jedoch als statistisch insignifikant
heraus. Es kann also resiimiert werden, dass die Genexpression von p47ph°x, dessen Genpro-
dukt die Aktivitit der NADPH- Oxidase reguliert durch die Abwesenheit von mGBP2 nicht

verandert war.

Das im Folgenden analysierte Zytokin IL-6 wird hauptsdchlich von Makrophagen und DCs
produziert (Nagineni et al., 2000). Es fordert die Differenzierung von Monozyten zu Makro-
phagen und fiihrt unter anderem zur Rekrutierung von Granulozyten (Janeway, 2009). Es wird
zu den entziindungsfordernden Interleukinen gezédhlt. Die Genexpression von IL-6 ist am Tag
7 p.i. in der Lunge beider Mauslinien sehr hoch (Abb.3.19). An den Versuchstagen 14 bis 28

hingegen fallen die Werte auf ein sehr niedriges Niveau.

Im Gehirn beider Mauslinien ist die Induktion von IL-6 am Tag 7 p.i., im Vergleich zur Situa-

tion in den naiven Méiusen, nur geringfligig angestiegen. Von Tag 14 bis 28 p.i. war die Ex-
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pression von IL-6 in beiden Mauslinien erhoht. Folglich war in der Lunge und dem Gehirn

++

der mGBP2- defizienten Mauslinie eine mit mGBP2"" vergleichbare Induktion von IL-6
messbar. Des Weiteren kann man schlieBen, dass die Produktion von IL-6 weitestgehend auf
die unmittelbar akute Phase der Infektion féllt, da am Tag 14, wenn die chronische Phase be-

reits beginnt, die Induktion nur noch in sehr geringem Malle nachweisbar war.
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Abbildung 3.19: Genexpression von IL-6 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien im

20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Analyse der Genexpression von IL- 4 erlaubte einen weiteren Einblick in den Status der
Immunantwort der mGBP2 defizienten Mauslinie. Die Sezernierung des Zytokins fiihrt unter
anderem zur Differenzierung von naiven T-Zellen in Ty2-Zellen, eine Untergruppe der Ty-
Zellen und zur Differenzierung von B- Zellen in Plasmazellen (Kopf et al., 1993; Nelms et al.,
1999). AuBlerdem fiihrt IL- 4 in B- Zellen zu einem Isotypenwechsel von IgM zu IgG und IgE
(Kuhn et al., 1991; Morawetz et al., 1996; Muller et al., 1991).
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Abbildung 3.20: Genexpression von IL- 4 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préiparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
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Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pg RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Zu Beginn der Infektion (7 dpi.) wurde IL-4 in den Lungen der Versuchstiere hochreguliert
(Abb.3.20). An den Tagen 14 bis 28 stagnierte die Expression dann auf einem geringeren Ni-

veau.

Im Gehirn der Versuchstiere war am Tag 7 p.i. kaum eine IL-4 Genexpression messbar. Am
Tag 14 zeigte sich eine deutliche Steigerung der Expression, welche bis Tag 28 p.i. etwa auf
dem gleichen Niveau blieb. Auch bei diesem Zytokin lie8 sich in der mGBP2- defizienten

.. . . . . . +/+ . . .
Mauslinie eine Genexpression dhnlich zu der im mGBP2 ™ in beiden Organen nachweisen.

Im weiteren Verlauf wurde die Genexpression des programmed cell death protein- I (PD-1)
untersucht. Hierbei handelt es sich um einen Oberflachenrezeptor, der auf T- und B- Zellen
exprimiert werden kann. Er hemmt die Aktivierung von Zellen oder kann zu ihrer Apoptose
fithren. Daher wird dieser Rezeptor eher zu den immun-inhibitorischen bzw. regulatorischen

Proteinen gezdhlt (Bhadra et al., 2012; Bhadra et al., 2011b).
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Abbildung 3.21: Genexpression von PD-1 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien

im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In der Lunge beider untersuchten Mauslinien konnte am Tag 7 eine Induktion der Genexpres-
sion von PD-1 nachgewiesen werden, welche aber in den mGBP2”~ Miusen deutlich geringer
ausfiel (Abb.3.21) Am Tag 14 p.i. war in beiden Mauslinien ein weiterer Anstieg zu beobach-
ten, wobei die Genexpression in der mGBP2” Mauslinie deutlich hinter der
mGBP2"*Mauslinie zuriickblieb. Ab Tag 21 p.i. sank die Induktion der Genexpression in
beiden Mauslinien auf ein geringeres, vergleichbares Niveau. Von da an blieb die Expression

bis zum Versuchstag 28 auf einem etwas geringeren Level.
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Im Gehirn der Versuchstiere konnte eine kontinuierliche Zunahme der Genexpression von
PD-1 beobachtet werden. Zwischen den beiden Mauslinien konnten keine signifikanten Un-
terschiede verzeichnet werden. PD-1, mit seinem immunmodulatorischen Aufgabenspektrum,
scheint also erst im spdteren Verlauf der Infektion eine wichtige und lang anhaltende Aufgabe

zu libernehmen. Die Abwesenheit von mGBP2 scheint darauf keine Auswirkung zu haben.

Um einen Einblick in den Status der TLR- abhédngigen Signalwege zu erlangen, wurde
schlieBlich die Genexpression von Caspase 11 analysiert. Die Transkription des Effektormo-
lekiils wird in Folge der Erkennung von intrazelluldrem LPS induziert. Gleichzeitig fiihrt die
Produktion vermehrt zu Pyroptose und der Freisetzung von entziindungsfordernden Zytoki-
nen, wie IL-1p (Hagar et al., 2013; Shi et al., 2014). Caspase 11 ist daher ein wichtiger Indi-

kator fur eine starke Immunreaktion.
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Abbildung 3.22: Genexpression von Caspase in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mausli-
nien im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p.
in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
von Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pg RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR einge-
setzt. Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism.
Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In den Lungen der Versuchstiere zeigte sich am Tag 7 p.i. eine deutliche Induktion der Gen-
expression (Abb.3.22). Von Tag 14 an sank dieser Wert in den mGBP2”" Miusen und stag-
nierte dann bis einschlieBlich Tag 28 p.i., wihrend dieser Abfall in den mGBP2"" Mzusen
verzogert erst am Tag 21 zu beobachten war. Im Gehirn konnte an den Tagen 7 und 14 nach
Infektion ein starker Anstieg der Transkriptmenge in beiden Mauslinien festgestellt werden.
Am Tag 21 p.i. sanken diese Werte wieder leicht, um am Tag 28 wieder auf einem dem Tag
14- dhnlichen Level zu sein. Insgesamt konnte fiir die mGBP2- defiziente Mauslinie eine mit
mGBP2"" vergleichbare Caspase 11 Genexpression gemessen werden. Es scheint daher, dass

die Abwesenheit von mGBP2 keinen Einfluss auf die Genexpression von Caspase 11 ausiibt.
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Um das Zusammenspiel der GTPasen auf der Genexpressionsebene zu analysieren und her-
auszufinden, ob bei Abwesenheit eines GBPs, andere Mitglieder dieser Familie unterschied-

lich exprimiert werden, wurde die relative Transkriptmenge der GBPs 1,5 und 7 untersucht.

Bei der Analyse der Genexpression von mGBP1 zeigte sich eine signifikante Hochregulation
in der mGBP2- defizienten Mauslinie bereits zu Beginn der Infektion in beiden Organen
(Abb. 3.23). In der Lunge war das Maximum am Tag 7 erreicht und sank dann kontinuierlich.
Im Gehirn war am Tag 14 die hochste Expression messbar, wihrend sie an den anderen Tagen

etwas darunter schwankte. In den mGBP2"*

Maiusen kam es hingegen in beiden Organen zu
einer nur dulerst geringen Genexpression. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass obwohl
mGBP1 in Abwesenheit von mGBP2 deutlich hochreguliert wird, es keine kompensatorische
Wirkung fiir mGBP2 iibernehmen kann, da die defizienten Tiere trotz Hochregulation von

mGBP1 eine erhéhte Mortalitit gegeniiber mGBP2 " Tieren aufwiesen.
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Abbildung 3.23: Genexpression von in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien im 20
Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT
intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe ent-
nommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Priparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C gela-
gert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Fir mGBPS5 konnte in der Lunge am Tag 7 die hochste Genexpression ermittelt werden, wo-
bei die mGBP2 defizienten Méuse eine etwas geringere Expression zeigten (Abb.3.24). Am

Tag 14 sanken die Werte und hielten sich etwa konstant bis Tag 28 p.1.

Im Gehirn zeigte sich am Tag 7 p.i. eine geringe Induktion der Genexpression in beiden
Mauslinien. Fiir Tag 14 p.i. konnte dann ein deutlicher Anstieg der Transkriptlevel gemessen
werden. Am Tag 21 reduzierte sich der Level und blieb bis zum Tag 28 p.i. konstant. Es
konnte also eine deutliche Induktion von mGBPS5 in der An- und der Abwesenheit von

mGBP2 bei einer Toxoplasma Infektion nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.24: Genexpression von mGBPS5 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3pug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Genexpression von mGBP7 zeigte in der Lunge beider Mauslinien ab Tag 7 einen deutli-
chen Anstieg. Dieser blieb bis einschlieBlich Tag 28 p.i. nahezu auf dem gleichen Niveau

(Abb.3.25).

Im Gehirn zeigte sich ebenfalls in beiden Mauslinien ab Tag 7 eine Induktion. Die Menge des
Transkriptes stieg dann am Tag 14 noch ein wenig an, sank am Tag 21, um sich am Tag 28
etwa auf mittlerem Niveau einzupendeln. Somit konnte auch fiir mGBP7 ein deutlicher An-
stieg der Transkription nach der Infektion mit Toxoplasma beobachtet werden. Aber auch hier

schien mGBP2 keinen Einfluss auf die Genexpression auszuiiben.
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Abbildung 3.25: : Genexpression von in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien im 20
Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT
intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe ent-
nommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Priparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C gela-
gert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.
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Im weiteren Verlauf der Analysen von immunregulatorisch wirksamen Effektormolekiilen
wurde die Genexpression der Indolamin-2,3- Dioxygenase (IDO) und der induzierbaren
Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) analysiert. IDO ist ein Enzym, welches Tryptophan zu N-
Formylkynurenin umwandelt. Hierdurch ist es fiir den Tryptophan- auxotrophen Parasiten
nicht mehr verfiigbar, was die Sterblichkeit des Parasiten potenziell erhoht. Induziert wird die
Transkription des Gens durch proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise IFNy
(Daubener et al., 2001; MacKenzie et al., 1999; MacKenzie et al., 2003)(Dissertation Sabine
Pudelko, 2015, Dissertation Julia Nau, 2015).

iINOS wird durch Makrophagen synthetisiert und wirkt durch die hohe oxidative Kraft zytoto-
xisch auf andere Zellen. Da diese Zytotoxizitdt kaum spezifisch ist, kann eine liberschieende
Transkription des Gens auch zu Schiden von gesundem Gewebe im Wirt bis hin zur Sepsis,
im extremen Fall, fithren (Cobb et al., 1999; Scharton-Kersten et al., 1997). Daher lasst auch

hier die Analyse wichtige Riickschliisse auf den Immunstatus der infizierten Maus zu.
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Abbildung 3.26: Genexpression von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in Lunge und Gehirn von mGBP2™* und
mGBP2- defizienten Mauslinien im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reser-
voir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale
Dislokation getotet und die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des
Versuchstages wurden die Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die
Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro
Well wurden 5pl in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung
erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser
drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Genexpression von IDO verlief in der Lunge beider Mauslinien wellenférmig, mit héhe-
ren Werten an den Versuchstagen 7 und 21 und niedrigeren Werten an den Tagen 14 und 28

p.i. (Abb.3.26).

Im Gehirn zeigte das Gen ab Tag 7 eine nahezu identisch hohe Expression. Insgesamt zeigte
sich im Zuge der Toxoplasma Infektion ein deutlicher Anstieg der IDO- Genexpression - un-

abhéngig von mGBP2. Dies ldsst darauf schliefen, dass die Absenz von mGBP2 keinen Ein-
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fluss auf die IDO Expression hat bzw. die beiden Gene regulatorisch nicht erkennbar in Zu-

sammenhang stehen.

Auch die Genexpression von iNOS war nach der Toxoplasma Infektion in beiden Mauslinien
erhoht (Abb.3.27). In der Lunge war die Induktion des Gens an den Tagen 14 und 21 auf dem
hochsten Niveau. In der akuten Phase, am Tag 7, sowie am Ende der Versuchsreihe, am Tag
28 waren die Transkriptmengen geringer. Im Gehirn war die Expression von iNOS in der aku-
ten Phase, am Tag 7, sehr gering. Am Tag 14 stiegen die Werte deutlich an und stagnierten

dann von Tag 14 bis 28 auf einem vergleichbaren Niveau.
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Abbildung 3.27: Genexpression von iNOS in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 20 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe von
Oligo-dT Primern durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3ug RNA/ Ansatz cDNA verwendet. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Genexpression von iNOS scheint also ebenfalls nicht durch mGBP2 beeinflusst zu wer-

den: in beiden Mauslinien konnte eine vergleichbare Induktion nachgewiesen werden.

Anhand der gezeigten Experimente konnte ein Einblick in die Transkriptionskontrolle der fiir
die Immunantwort wichtigen regulatorischen Zytokine gewonnen werden. Um nun einen Ein-
blick in das systemische Auftreten der zentralen Botenstoffe zu erlangen, wurden Analysen
des Blutserums der Versuchstiere mittels ELISA durchgefiihrt. Hierzu wurden Versuchstiere
der mGBP2"" und der mGBP2"" Mauslinie mit 20 Zysten T.gondii ME49 infiziert und 7, 14,
21 und 28 Tage nach Versuchsbeginn euthanasiert. Dabei wurde das Blut entnommen und das
Serum isoliert. Bis Ablauf des gesamten Versuchs wurden die Proben gesammelt und bei -
80°C gelagert. Anschliefend wurde der ELISA nach Herstellerangaben der kommerziellen
Kits durchgefiihrt. So sollte untersucht werden, ob es in der mGBP2 defizienten Mauslinie

Unterschiede in der Konzentration der Proteine IFNy und IL-12p40 gibt. Zundchst wurde die
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IFNy Konzentration bestimmt. In beiden Mauslinien konnte am Tag 7 nach der Infektion ein
deutlicher Anstieg auf etwa 1200 pg/ml beobachtet werden (Abb.3.28), der dann im weiteren
Verlauf aber wieder deutlich sank. Ein Einfluss von mGBP2 auf die IFNy Konzentration auf

Proteinebene konnte somit nicht nachgewiesen werden.

IFN-y
3000-
B mcBpP2t*
EB mGeBP2”"
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E
[e)]
o
1000-
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Abbildung 3.28: Analyse der IFNy Konzentration im Serum von mGBP2"* und mGBP2™" Tieren, infiziert mit 20
Zysten T.gondii ME49 (i.p.) mittels ELISA. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20
Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch eine Uberdosis Narkosemittel euthana-
siert und das Blut entnommen. Das Blut wurde anschlieBend mindestens 2h bei RT inkubiert. Anschliefend wurden die Proben fiir 30 Minu-
ten bei 13.000 U/min. zentrifugiert und das Serum entnommen. Der Versuch wurde der Versuchsanleitung des ELISA Kits entsprechend
durchgefiihrt. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind
dargestellt.

Im nédchsten Schritt wurde die Konzentration des ebenso zentralen Zytokins IL-12 im Serum
analysiert. Da IL-12, wie bereits erklért ein Dimer ist, wurde sich auch hier fiir die Analyse
der IL12p40 Untereinheit entschieden (Abb. 3.29). Zu Beginn der Infektion (7 Tage p.i.) zeig-
te sich eine deutliche Induktion der IL-12p40 Produktion von etwa 100 auf etwa 1100 pg/ml
in beiden Mauslinien. Dieser Wert sank am Tag 14 leicht in den mGBP2”~ Miusen. An allen
weiteren Tagen gab es in beiden Mauslinien einen vergleichbaren Anstieg. Vergleicht man die
Ergebnisse des mGBP2"" und der mGBP2- defizienten Mauslinie zeigt sich, dass in beiden
Mauslinien die Induktion des Zytokins dhnlich von statten geht. mGBP2 scheint demnach

keinen gravierenden Einfluss auf die Konzentration von IL-12p40 im Serum zu haben.
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Abbildung 3.29: Analyse der IL12p40 Konzentration im Serum von mGBP2"* und mGBP2™ Tieren, infiziert mit 20
Zysten T.gondii ME49 (i.p.) mittels ELISA. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 20
Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch eine Uberdosis Narkosemittel euthana-
siert und das Blut entnommen. Das Blut wurde anschlieBend mindestens 2h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 30 Minu-
ten bei 13.000 U/min. zentrifugiert und das Serum entnommen. Der Versuch wurde der Versuchsanleitung des Kits entsprechend durchge-
fiihrt. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

3.4.2 UNTERSUCHUNGEN DER GENEXPRESSION UND
PROTEINBIOCHEMISCHE ANALYSE DER INFEKTION MIT 40
ZYSTEN T.GonpiME49

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Tiere der mGBP2 defizienten Mauslinie bei einer 40
Zysten T.gondii MEA49 Infektion im Vergleich zu der Infektion mit 20 Zysten bereits nach 7
Tagen eine signifikant erhohte Sterblichkeitsrate aufwiesen (Abb.3.1, 3.2), sollte auch hier die
Immunantwort ndher charakterisiert werden. So wurden auch hier wichtige pro- und antiinf-
lammatorische Zytokine und immunregulatorische Effektormolekiile ausgewahlt und auf ihre

Genexpression untersucht.

Zunéchst wurde auch in diesem Infektionsmodell die Expression von IFNy analysiert (Abb.
3.30).
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Abbildung 3.30: Genexpression von IFNy in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Spul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In der Lunge zeigt sich eine deutliche Induktion der IFNy Genexpression nach 7 Tagen nach
Infektion in beiden Mauslinien (Abb.3.30). Es zeigte sich also auch bei einer erhdhten Dosis

eine starke, direkte Immunantwort auf den Erreger.

Im Gehirn war in naiven Tieren beider Linien kein IFNy nachzuweisen, da der Wert offenbar
unterhalb des Detektionslimits des Systems lag. Am Tag 7 p.i. war eine deutliche Induktion
von IFNy in den mGBP2"" Miusen zu erkennen. Aufgrund der hohen Standardabweichung
einer einzelnen Infektionsrunde bei diesen Mausen, scheint es zundchst nach einem deutlichen
Unterschied zwischen den Mauslinien auszusehen. Statistisch konnte hier allerdings keine
Signifikanz ermittelt werden. Des Weiteren war zu erkennen, dass die relative Transkript-

menge im Gehirn insgesamt um das ca. 10-fache geringer als in der Lunge war.

Die Analyse der relativen Transkriptionsmenge von IL-12p40 zeigte ein dhnliches Ergebnis

(Abb. 3.31).
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Abbildung 3.31: Genexpression von IL-12p40 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mausli-
nien im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p.
in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Spl in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Es ist eine deutliche Induktion der Genexpression des Zytokins in Gehirn und Lunge beider
Mauslinien zu erkennen. Der Vergleich zwischen mGBP2”" und mGBP2"" Miusen zeigte
keinen signifikanten Unterschied. Es konnte demnach nachgewiesen werden, dass auch im 40
Zysten Infektionsmodell eine mit mGBP2"" vergleichbare IL-12 Expression vorhanden war

und es hier keine dosisabhingigen Unterschiede gibt.

Die Untersuchung der Transkription von IL-18 (Abb. 3.32) zeigte ebenfalls eine deutliche
Induktion in der Lunge beider Mauslinien am Tag 7. Im Gehirn der mGBP2”" Méuse konnte
eine geringfiigig geringere IL-1B Induktion als in mGBP2"* Mausen gezeigt werden. Eine

statistische Signifikanz konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.32: Genexpression von IL-18 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Spul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.
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Um einen Einblick in die Entziindungsreaktion im Kd&rper der Versuchstiere zu erhalten, wur-

de ebenfalls die Expression von TNF-a untersucht.
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Abbildung 3.33: Genexpression von TNF-a in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien

im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Priparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In den Mauslinien war in beiden analysierten Organen eine vergleichbare Induktion von TNF-

a zu beobachten (Abb.3.33).

Des Weiteren wurde auch in diesem Infektionsmodell die Genexpression von IL-6 analysiert,
um zu untersuchen, ob es durch die Abwesenheit von mGBP2 zu Unterschieden in der Regu-
lation kommt. Es zeigte sich, dass am Tag 7 p.i. in beiden Mauslinien in Lunge und Gehirn
eine starke Induktion des Gens vorhanden war (Abb.3.34). mGBP2 scheint also auch hier

keinen Einfluss auf die Genexpression auszuiiben.
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Abbildung 3.34: Genexpression von IL-6 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien im
40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pg/ul. Pro Well wurden 5pul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.
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Abbildung 3.35: Genexpression von IL-4 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien im
40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In der Analyse der Transkription von IL-4 konnte in beiden Mauslinien eine deutliche Induk-
tion der Genexpression nach einer Infektion mit T7T.gondii ME49 aufgezeigt werden
(Abb.3.35). In den mGBP2"" Méusen kam es zu einer geringfiigig hoheren Expression. Die
Standardabweichung war hier jedoch sehr hoch, sodass kein statistisch signifikanter Wert

festzustellen ist.

Um zu untersuchen, ob es am Tag 7 p.i. eventuell erhhten Vorkommen deaktivierter T- und
B- Zellen kommt, wurde auch in diesem Infektionsmodell die Genexpression von PD-1 unter-
sucht (Abb. 3.36). In Gehirn und Lunge beider Mauslinien konnte eine erhohte PD-1 Expres-
sion nach der Infektion beobachtet werden. Auch wenn die Werte in den mGBP2”~ Mausen

geringer waren, konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 3.36: : Genexpression von PD-1 in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in
der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.
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In der Lunge der mGBP2- defizienten Mauslinie konnte eine deutliche Induktion von Caspase

11 nachgewiesen werden (Abb. 3.37).

Im Gehirn konnte die Genexpression ebenfalls, wenngleich auf wesentlich niedrigerem Ni-

+/+

veau, festgestellt werden. In der Lunge sind die Werte des mGBP2 " sehr dhnlich, wihrend

der mGBP2"* im Gehirn eher mehr Caspase 11 aufweist. Es besteht jedoch kein statistisch

** und den mGBP2 defizienten Versuchstieren.
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Abbildung 3.37: Genexpression von Caspase 11 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Maus-
linien im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten
i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

In den néchsten Schritten sollte nun untersucht werden, ob weitere GBPs in der mGBP2 defi-
zienten Mauslinie bei der 40 Zysten- Infektion unterschiedlich exprimiert werden (Abb. 3.38).
Die erhohte Genexpression von mGBP1 konnte auch hier in der mGBP2”" Mauslinie, sowohl
in der Lunge als auch im Gehirn festgestellt werden. Fiir mGBP5 und mGBP7 konnten dem in
mGBP2"* Miusen #hnliche Translationsmengen nachgewiesen werden. Es ldsst sich daher
festhalten, dass die Regulation dieser GBPs in der defizienten Maus nicht Infektionsdosis-

abhéngig ist.
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Abbildung 3.38: Genexpression der GBPs mGBP1, 5 und 7 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizi-
enten Mauslinien im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolier-
ten 40 Zysten i.p. in der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und
die jeweiligen Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Priparation aller Organe des Versuchstages wurden die
Proben bei -80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA
wurde mit Hilfe Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pg/ul. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt.
Es wurden jeweils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der
Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Als Néchstes wurde ebenfalls die Expression von IDO untersucht. In beiden Mauslinien war 7
Tage nach der Infektion eine vergleichbar starke Genexpression zu beobachten (Abb.3.39),

daher scheint hier keine Regulation des Effektormolekiils in Abhingigkeit der Infektionsdosis
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vorzuliegen.
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Abbildung 3.39: Genexpression von IDO in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien im
40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Spul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Ein weiteres, ebenfalls bereits im 20 Zysten Infektionsmodell untersuchtes Effektormolekiil
ist iINOS. Aber auch hier konnte kein Unterschied in der Genexpression zwischen den beiden

Mauslinien verzeichnet werden (Abb.3.40).

Lunge iNOS Gehirn iNOS
0.0025- 0.00008
E meBpP2t* EB meBP2**
0.0020+ B8 mcep2” 0.00006- B8 mGBP2”
5 0.0015- .
g S 0.00004
N 0.0010 N
0.0005. 0.00002
0.0000 . 0.00000-
N A
Tage p.i. (40 Zysten) Tage p.i. (40 Zysten)

Abbildung 3.40: Genexpression von iNOS in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Um zu analysieren, ob Unterschiede in der TLR Expression zwischen den beiden Mauslinien
existieren, wurde in den folgenden Experimenten die Genexpression untersucht. TLR4 er-
kennt Lipopolysaccharide (LPS) an der Zelloberfldche und steuert die Zelle via des MyD88-
Signalwegs (Chow et al., 1999; Debierre-Grockiego et al., 2007; Pifer und Yarovinsky, 2011;
Zare-Bidaki et al., 2014). Es zeigte sich, dass die Genexpression von TLR4 hinsichtlich einer
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Infektion mit 7.gondii nur wenig hochreguliert wird (Abb. 3.41). Die Absenz von mGBP2

scheint auch nicht zu einer Deregulation der Genexpression zur fiihren.
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Abbildung 3.41: Genexpression von TLR 4 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préiparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3 pg/ul. Pro Well wurden 5pl in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden je-
weils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch
wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Genexpression von TLR9, welcher eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
extranukledrer DNA spielt, zeigte sich in der Lunge und im Gehirn der Versuchstiere an Tag
7 p-1. dhnlich (Abb. 3.42). Es konnte lediglich eine geringfiigige Reduktion der Expression in
der mGBP2”" Mauslinie beobachtet werden. Auch konnte festgestellt werden, dass TLRY in

der Lunge zu diesem Zeitpunkt der Infektion héher exprimiert wird als im Gehirn.
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Abbildung 3.42: Genexpression von TLR 9 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in
der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen
Organe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden 5pul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Es folgte die Analyse der Genexpression von TLR 11 (Abb. 3.43) und TLR 12 (Abb. 3.44).
TLR 11 erkennt Flagellin und Profilin von T.gondii ME49 und trigt vor allem zur IL-12,
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TNFa und IFNy Produktion und Sekretion bei (Koblansky et al., 2013; Pifer et al., 2011; Pifer
und Yarovinsky, 2011; Plattner et al., 2008; Raetz et al., 2013; Yarovinsky et al., 2008;
Yarovinsky et al., 2005). Da die vorherigen Experimente bereits zeigten, dass in der relativen
Transkriptmenge dieser Zytokine keine signifikanten Unterschiede erkennbar waren, sollte
hier nun gepriift werden, ob die Induktion der Zytokinsekretierung in der mGBP2 defizienten
Mauslinie auf demselben Wege erfolgt, oder ob es iiber eine alternative, kompensatorische
Signalkaskade verlduft. Interessanterweise zeigten sich tatsdchlich signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Mauslinien in der Genexpression von TLR 11 nach einer Infektion mit
40 Zysten. In der Lunge sind die Werte der relativen Transkriptmenge in den mGBP2"" Miu-
sen signifikant hoher. Demnach konnte es im 40 Zysten Infektionsmodell in der mGBP2 defi-
zienten Mauslinie zu einer verringerten Erkennung von Flagellin und Profilin zu kommen und
somit zu einer geringeren Induktion der Signalkaskade via TLR 11. Ein dhnliches Bild zeigte
sich bei der Analyse der TLR 11 Transkriptmengen im Gehirn. Der Wert hier erscheint jedoch
insgesamt niedriger und es zeigt sich lediglich eine 1* Signifikanz. Dies kann jedoch mit dem
Gesamtverlauf der Infektion erkldrt werden, da das Gehirn wesentlich spiter als die Lunge

von einer groBen Anzahl Parasiten befallen wird.
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Abbildung 3.43: Genexpression von TLR 11 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in
der ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und die jeweiligen
Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden 5pul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

TLR 12 gehort, wie auch TLR 11, zu denjenigen Rezeptoren, die fiir die Erkennung von
Profilin in der Maus verantwortlich sind (Raetz et al., 2013). Die Analyse der relativen
Genexpression zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied der TLR12 Expression in der

++

mGBP2 defizienten Mauslinie im Vergleich zu den mGBP2"" Méusen. Dies konnte sowohl
in der Lunge als auch im Gehirn gezeigt werden (Abb.3.44). Wihrend die Genexpression in
den mGBP2- defizienten Mdusen 7 Tage nach der Infektion unverdndert blieb, kam es bei den
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mGBP2"" Miusen zu einem deutlichen Anstieg. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Zytokin- Induktion iiber den TLR12- abhéngigen Signalweg verringert sein muss. Es scheinen
jedoch kompensatorische Signalwege zu existieren, da gezeigt werden konnte, dass die

Induktion von IL12p40, TNFa oder IFNy in der mGBP2- defizienten Mauslinie nicht

signifikant defizitar ist.
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Abbildung3. 44: Genexpression von TLR 12 in Lunge und Gehirn von mGBP2"* und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3 pg/ul. Pro Well wurden 5ul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden je-
weils 2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch
wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Da die p65 GTPasen (mGBPs) im speziellen auch iiber Typ I Interferone in ihrer Expression
gesteuert werden konnen, wurde vermutet, dass durch die Nichtverfligbarkeit von mGBP2 in
der defizienten Mauslinie zu einer Deregulation dieser Gene kommen konnte. Daher wurden
hier die Werte der Genexpression von IFN-o und IFN-fB in beiden Mauslinien miteinander
verglichen. Es zeigte sich, dass IFN-o an Tag 7 p.i. im 40 Zysten Infektionsmodell in den
Lungen der mGBP2 defizienten Mauslinie statistisch signifikant hoher exprimiert wird, als in
den Lungen der mGBP2"" Mauslinie (Abb. 3.45). Die Werte im Gehirn sind bei beiden

Mauslinien deutlich niedriger und auf einem vergleichbaren Niveau.
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Abbildung 3.45: Genexpression von IFN-o in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die jeweiligen Organe
entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3pug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt. Signifikanz dargestellt als
*p <0,05; **p <0,005; ***p <0,0005.

Die Genexpression von IFN-f zeigte sich am Tag 7 nach Infektion ebenfalls in den Lungen
der mGBP2”" Mauslinie signifikant erhdht, im Vergleich zur mGBP2"" Mauslinie. In den
Gehirnen beider Mauslinien liel sich insgesamt eine geringere Expression von IFN-B nach-

weisen (Abb. 3.46).
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Abbildung 3.46: Genexpression von IFN-B in Lunge und Gehirn von mGBP2"" und mGBP2- defizienten Mauslinien
im 40 Zysten Infektionsmodell. Die Versuchstiere wurden mit am selben Tag aus CD1- Reservoir Tieren isolierten 40 Zysten i.p. in der
ZETT intraperitoneal infiziert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die jeweiligen Organe
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Préiparation aller Organe des Versuchstages wurden die Proben bei -80°C
gelagert. Die Isolation der RNA erfolgte mittels Trizol, wie in Kapitel 2.3.2., beschrieben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe
Oligo-dT Primern durchgefiihrt mit einer Endkonzentration von 3ug/ul. Pro Well wurden Sul in der qRT- PCR eingesetzt. Es wurden jeweils
2 Wells fiir ein Individuum angesetzt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels Excel und GraphPad Prism. Der Versuch wurde
dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt. Signifikanz dargestellt als
*p <0,05; **p <0,005; ***p < 0,0005.

Wenngleich die Standardabweichung in den gemessenen Werten der Gehirne recht hoch ist,
ist die Genexpression auch hier auf einem vergleichbaren Level. Betrachtet man die Unter-
schiede in der Genexpression der Typ I Interferone, so wird deutlich, dass die Absenz von
mGBP2 die Regulation von Signalwegen so verdndert, dass es zu einer Deregulation von
IFNoa und IFNP in der Lunge fiihrt.
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3.5 IMMUNANTWORT BEI INFEKTION MIT WEITEREN
INTRAZELLULAREN PATHOGENEN

Um die Immunantwort der mGBP2”" Mauslinie bei einer Infektion mit anderen intrazelluliren
Erregern zu analysieren und so die Bedeutung von mGBP2 weiter zu ergriinden, wurden Ver-
suche mit dem Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV) und dem Vesikuldren Sto-
matitis Virus (VSV) durchgefiihrt.

3.5.1 UNTERSUCHUNGEN DER IMMUNANTWORT DER MGBP2 -
DEFIZIENTEN MAUSLINIE BEI EINER LYMPHOZYTAREN
CHORIOMENINGITIS VIRUS (LCMV) INFEKTION

Das Lymphozytiare Choriomeningitis Virus ist ein beliebter Modellorganismus innerhalb der
Immunbiologie. Da das Virus eine fiir den Wirt essentielle und starke T- Zell Antwort hervor-
ruft, konnten viele offene Fragen der Biologie und Wirkung der T- Zellen untersucht und ge-
16st werden. So wurde beispielsweise die T- Zell Exhaustion und MHC- Restriktion ergriindet
(Wherry, 2011; Wherry et al., 2007; Zhou et al., 2012; Zinkernagel und Doherty, 1997). In
den folgenden Versuchen sollte so iiberpriift werden, ob die Abwesenheit von mGBP2 einen
Einfluss auf die Immunantwort gegeniiber LCMV hat. Es wurden jeweils 3 verschiedene In-
fektionsdosen gewdhlt: 9000, 3000 und 1000 Plaque forming units (pfu). Dies sollte zeigen,
ob dosisabhiingige Unterschiede in der Immunantwort auftreten, wie beispielsweise ein Uber-

schieBBen oder ein Ausbleiben bestimmter Immunreaktionen.

3.5.1.1 Bestimmung des Virustiters in LCMV- Infektionsmodellen

Um die Virus-Belastung des Organismus zu untersuchen und zu ermitteln, ob es Unterschiede

in der Replikationsrate des Virus in beiden Mauslinien gab, wurde die Analyse des Virustiters
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in den immunologisch bedeutsamen Organen Lunge, Milz und Niere durchgefiihrt (Abb.

3.47).
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Abbildung 3.47: Bestimmung des Virustiters in mGBP2** und mGBP2™" Miusen bei verschiedenen Infektionsdosen

mit LCMYV. Die Versuchstiere wurden mit der entsprechenden Dosis LCMV intravends infiziert. Am Versuchstag wurden die Tiere durch
zervikale Dislokation getétet, die jeweiligen Organe entnommen und eine Titerbestimmung durchgefiihrt. Pro Versuchsgruppe wurden 3
Tiere verwendet Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind
dargestellt. nGBP2"*=C57BL/6; KO= mGBP2”" Maus.

Die Versuchstiere wurden mit 9000, 3000 oder 1000 pfu infiziert und am Tag 22 p.i. aus dem
Versuch genommen. Die bis dahin tdglich durchgefiihrte Sichtkontrolle der Tiere zeigte, dass
beide Mauslinien nur leichte Grippe-&dhnliche Symptome aufwiesen, ansonsten aber unauffal-

lig blieben.

Durch Applikation von verschiedenen Infektionsdosen sollte analysiert werden, ob es in der
Immunantwort der Versuchstiere zu dosisabhingigen Unterschieden in der Replikation der
Viren kommt. Es konnte gezeigt werden, dass diese hier nicht zu beobachten sind (Abb. 3.47).
Es kommt zwar erwartungsgemadl insgesamt zu deutlichen Unterschieden des Titers in Ab-
hingigkeit der Infektionsdosen, vergleicht man allerdings die mGBP2"" und mGBP2”" Miuse
einer Infektionsdosis miteinander, so konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Es kann
somit der Schluss gezogen werden, dass die Abwesenheit von mGBP2 keinen Einfluss auf die

Kontrolle der Replikation von LCMV hat.

3.5.1.2 Analyse der LCMV- spezifischen CD8" und CD4" T- Zell Antwort

Die effektive Bekdmpfung einer LCMV Infektion im Mausmodell basiert auf einer potenten
T- Zell Antwort, mit CD8- T Zellen, die spezifisch mit dem Virus infizierte Zellen erkennen
und eliminieren kénnen. Die Identifikation der infizierten Zellen wird mithilfe der MHC- Mo-
lekiile bewirkt. Auf diesen werden bestimmte Epitope prasentiert, an welche die T- Zellen mit
den T-Zell Rezeptoren binden konnen. Da die Sequenz verschiedener LCMV- spezifischer
Epitope bekannt und etabliert ist, lassen sich die hierfiir spezifischen CD4" und CD8" T- Zel-
len im Durchflusszytometer durch Bindung an kiinstliche Tetramere, welche dieses Epitop
tragen, numerisch quantifizieren. Fiir die Erfassung der spezifischen CD8" T- Zellen wurden
die Epitope gp33 (KAVYNFATCGI) und np396 (FQPQNGQFI) verwendet. Die Messungen
der CD4" T- Zell Antwort wurde mit Hilfe von Tetrameren, welche das Epitop gp61
(GLNGPDIYKGVYQFKSVEFD) trugen, durchgefiihrt. Die Tiere beider Mauslinien wurden
mit 9000, 3000 oder 1000 pfu i.v. in die Schwanzvene infiziert. Am Tag 20 p.i. wurden die

Versuchstiere euthanasiert und das Blut entnommen. Nach der anschlieBenden Fiarbung zeigte
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sich in der Messung im Durchflusszytometer, dass in der mGBP2” Mauslinie eine starke In-
duktion einer LCMV- spezifischen CD8" T- Zell Antwort vergleichbar zu der mGBP2""
Mauslinie zu beobachten war (Abb. 3.48). Die Messung mit dem Tetramer gp33 erreichte bei
allen Infektionsmodellen den héchsten Wert. Es konnte jedoch auch bei dem Epitop np396
eine deutliche Induktion gezeigt werden. Aus den Versuchen ist zu schlieBen, dass die CD8"
T- Lymphozytire Immunantwort in der mGBP2 defizienten Mauslinie weder gehemmt, noch

dereguliert war.
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Abbildung 3.48: LCMYV- spezifische T- Zell Antwort bei der Infektion mit LCMYV. Es wurden 9000, 3000 oder 1000

pfu appliziert. Die Versuchstiere wurden mit der entsprechenden Dosis LCMV intravends infiziert. Am Versuchstag wurden die Tiere
durch zervikale Dislokation getdtet, die Milz entnommen, deren Zellen vereinzelt und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet.
Es kamen die Tetramere mit den Epitopen gp33,np396 und gp61 zum Einsatz. Pro Versuchsgruppe wurden 3 Tiere verwendet. Der Versuch
wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Die zusammengefassten Ergebnisse dieser drei Wiederholungen sind dargestellt.

Die Analyse der LCMV spezifischen CD4" T- Zell Antwort zeigte nicht ausschlieBlich, aber
vor allem in den Infektionsmodellen mit 9000 und 3000 pfu, eine starke Induktion in beiden
Mauslinien. Es kann daher der Schluss gezogen werden, dass die Immunreaktion der T- Hel-
ferzellen durch die Absenz von mGBP2 nicht verdndert war. mGBP2 scheint demnach bei der
intrazelluldaren Bekdmpfung von LCMV, dem Transport und der Prozessierung zu den MHC-I
und II Molekiilen nicht maf3geblich beteiligt zu sein.

3.5.1.3 Analyse der Funktionalitit der CD8" T-Lymphozytiren Immunantwort
durch intrazellulire Zytokinfirbung (ICS)

Die voran gegangenen Experimente zeigten eine deutliche Induktion der CD8" T- Zell Ant-
wort in der mGBP2 defizienten Mauslinie. Um nun zu {iberpriifen, ob diese Zellen aktiviert

“* Tieren, wurde eine intrazellulire Zytokinfér-

und dhnlich funktional sind wie in mGBP2
bung durchgefiihrt (Abb.3.45). Hierzu wurden Versuchstiere beider Mauslinien mit 9000,
3000 oder 1000 pfu LCMV infiziert. Am Tag 20 wurden die Tiere euthanasiert, die Milz ent-
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nommen und die Zellen vereinzelt. Nach erfolgter Restimulation mit den Proteinen gp33,
gp276 (SGVENPGGYCL) oder np396 wurden diese und naive, nicht- restimulierte CD8" T-

Zellen im Durchflusszytometer gemessen.
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Abbildung 3.49: : Intrazellulire Zytokinfirbung (ICS). Veranschaulichung der IFNy Produktion durch CD8+ T-
Zellen von Milzen aus mGBP2"* und mGBP2"~ Miusen bei Infektionen mit 9000, 3000 oder 1000 pfu LCMV. Am
jeweiligen Versuchstag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und die Milzen entnommen. AnschlieBend wurden die Zellen
vereinzelt, mit jeweiligen Proteinen gp33, np276 und np396 restimuliert und fiir die Messung im Durchflusszytometer vorbereitet. Das
Ergebnis der Messung von 3 individuell durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt. Pro Versuchstag und Mauslinie wurden jeweils 3
Méuse verwendet.

Es konnte in der mGBP2”" wie auch in der mGBP2"* Mauslinie eine starke IFN-y Produktion
nachgewiesen werden (Abb.3.49). Die Restimulation durch das Peptid gp33 war hierbei am
effektivsten. Die geringen Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien erwiesen sich als
statistisch insignifikant. Es konnte somit gezeigt werden, dass die CD8" T- Zellen in der
mGBP2- defizienten Mauslinie aktiviert und funktional sind. Dariiber hinaus konnte gezeigt

werden, dass es keine dosisabhingigen Unterschiede gibt.

3.5.2 INFEKTION DER MGBP2-DEFIZIENTEN MAUSLINIE MIT DEM
VESIKULAREN STOMATITIS VIRUS (VSV)

Das Vesikuldre Stomatitis Virus wird in der immunbiologischen Forschung gerne und héufig
als Modellorganismus verwendet, um eine retrovirale oder lentivirale Infektion zu simulieren
(Simmons et al., 2006). Die Infektion mit VSV fiihrt zu einer starken Induktion der T- Zell
Antwort und einer intensiven Produktion von spezifischen Antikérpern durch B- Zellen

(Bachmann et al., 1995; Shahinian et al., 1993). Die Infektionsversuche mit VSV wurden
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durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob einerseits die mGBP2 defiziente Mauslinie eine erhohte
Mortalitdt der vom immunkompetenten Wirt zu kldrenden Infektion aufweist. Andererseits
sollte analysiert werden, ob es durch das Fehlen von mGBP2 zu Verinderungen in der Pro-
duktion von Antikérpern kommt, was auf einen Defekt der B- Zell- Aktivierung durch CD4"

Zellen hinweisen konnte (den Haan et al., 2014).

3.5.2.1 Bestimmung der Mortalitiitsrate

Zur Bestimmung der Mortalititsrate wurden Versuchstiere der C57BL/6, der mGBP2"*
Mauslinie und der mGBP2- defizienten Mauslinie mit 2x10°pfu des Vesikuldren Stomatitis
Virus infiziert (Abb.3.50). Es wurden téglich Sichtkontrollen durchgefiihrt. Am Tag 15 wur-
den die Tiere durch eine Uberdosis Narkosemittel euthanasiert. Im Verlauf der Infektion
konnten an den Versuchstieren leichte grippale Symptome, wie geringfiigig verringerte Agili-
tdit oder Bewegungsdrang, beobachtet werden. Keine der beiden Mauslinien zeigte jedoch

deutliche Krankheitssymptome.
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Abbildung 3.50: Mortalititsrate von mGBP2"" und mGBP2” Miiusen bei einer Infektion mit 2x10° pfu VSV. Dic
Tiere wurden 7 Tage vor Versuchsbeginn zur Akklimatisierung in den Infektionsraum der ZETT bestellt. Am Infektionstag wurden die Tiere
mit 2x10° pfu VSV i.v. infiziert. Es wurden tigliche Sichtkontrollen durchgefiihrt. Das Experiment wurde an Tag 20 p.i. beendet und die
iberlebenden Tiere euthanasiert.

Am Ende des Experiments zeigte sich, dass alle Versuchstiere die Infektion unbeschadet
iberstanden (Abb. 3.50). Die in den ersten Tagen der Infektion zu beobachtenden, leichten

Symptome waren nicht mehr vorhanden. Es konnte also gezeigt werden, dass die Infektion
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mit VSV auch in der mGBP2 defizienten Mauslinie zu keiner Mortalitét fiihrte, und demnach
die Immunreaktion in dieser Mauslinie gegen das VS Virus in einem mit mGBP2"" ver-

gleichbaren Mal3e erfolgreich gewesen ist.

3.5.2.2 Neutralisierende Antikorper

Um zu untersuchen ob es im Verlauf einer VSV Infektion in der mGBP2- defizienten Mausli-
nie zu einer verdanderten oder inhibierten Immunreaktion kommt, welche nicht, wie gezeigt
werden konnte, final in einer erhohten Mortalitdtsrate miindet, wurde ein Neutralisationstest
(neutralizing antibody assay) durchgefiihrt. Dieses Experiment erlaubt die Analyse der Pro-
duktion von VSV- spezifischen Antikdrpern durch B- Zellen. Da die korrekte Funktionalitit
der CD4" T Zellen eine Voraussetzung fiir eine potente Antikdrper- Sezernierung durch B-
Zellen ist (Janeway, 2009), ldsst das Ergebnis des Versuchs gleichzeitig einen Riickschluss
auf die Funktionalitit der CD4" T- Lymphozyten zu.

Den Versuchstieren wurde an den Experimentiertagen 1, 2, 4, 6, 8, 10 und 13 p.i. Blut ent-
nommen und das Serum isoliert. Es wurden diese Versuchszeitpunkte ausgewdhlt da die initi-
ale Antikorperproduktion besonders aussagekréftig ist, und daher hier am ehesten ein messba-

rer Unterschied zwischen beiden Mauslinien nachzuweisen wére.

An den ersten beiden Versuchstagen konnten noch keine neutralisierenden Antikérper gemes-

sen werden (Abb.3.51).
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Abbildung 3.51: Neutralisierende Antikorper von VSV infizierten mGBP2"* und mGBP2"" Miiusen nach Infektion
mit 2x10° pfu. Die Tiere wurden 7 Tage vor Versuchsbeginn zur Akklimatisierung in den Infektionsraum der ZETT bestellt. Am Infekti-
onstag wurden die Tiere mit 2x10° pfu VSV i.v. infiziert. Den Versichstieren wurde an den jeweiligen Versuchstagen Blut aus der Schwanz-
vene entnommen. Das Blut wurde anschlieBend sofort zur Analyse verwendet. Der Versuch wurde dreimal individuell durchgefiihrt. Pro
Mauslinie wurden 6 Tiere verwendet. Nach Versuchsende an Tag 20 wurden die Tiere euthanasiert.
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An den Versuchstagen 4 bis 8 p.i. war eine sehr stark ansteigende Menge der IgG sowie der
IgG+IgM Titer zu beobachten (Abb.3.51). Die Werte von Tag 10 bis zum Versuchsende er-

reichten ein Plateau.

Somit konnte durch diesen Versuch gezeigt werden, dass es in der mGBP2- defizienten Maus-
linie eine potente Sezernierung von VSV- neutralisierenden Antikorper gab, da keine Unter-
schiede zwischen den Mauslinien detektiert werden konnten. Somit kann der Schluss gezogen
werden, dass die Produktion der Antikorper durch die B- Zellen, sowie die Aktivierung der B-
Zellen durch die CD4" T- Zellen in Folge der Abwesenheit von mGBP2 in einer VSV- Infek-
tion nicht beeintridchtigt ist. mGBP2 scheint demnach keine essentielle Rolle in der Immun-

antwort gegeniiber VSV inne zu haben.
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4 DISKUSSION

Infektionen mit intrazelluldren Pathogenen gehoren weltweit zu den groften Gefahren denen
sich die Menschen ausgesetzt sehen (Yarovinsky, 2014). Sie sind eine besondere Herausfor-
derung fiir das Immunsystem, da sie - auf die eine oder andere Art - in der Lage sind, ihr Ein-
dringen zu verschleiern und somit nicht direkt von diesem erkannt werden konnen. Speziell
der Parasit Toxoplasma gondii ist durch seine fiir die Apicomplexa charakteristische parasito-
phore Vakuole sehr gut vor dem Zugriff durch das Immunsystem geschiitzt. Dariliber hinaus
bedingen die hohe Replikationsrate und die Féhigkeit der lebenslangen Persistenz im befalle-
nen Wirt die extrem hohe Durchseuchung des Menschen mit diesem Parasiten und stellen eine
staindige Bedrohung dar (Tenter et al., 2000). Da der Erreger vor allem in immunsupprimier-
ten Individuen zu lebensbedrohlichen Situationen fiihrt, ist es wichtig, mehr iiber die Immun-
reaktion gegeniiber 7.gondii in Erfahrung zu bringen (Wang et al., 2017). Im Besonderen ist
es essentiell zu verstehen, wie die einzelnen Akteure des Immunsystems zusammenhédngen
und kooperieren. Hier konnte in den letzten Jahren, von verschiedenen Arbeitsgruppen, den
murinen Guanylat bindenden Proteinen (p65- GTPasen) eine entscheidende Bedeutung in der
Immunantwort gegeniiber 7.gondii ME49 zugeordnet werden (Degrandi et al., 2007;
Degrandi et al., 2013; Kim et al., 2011; Meunier und Broz, 2016; Selleck et al., 2013;
Yamamoto und Takeda, 2012). Im Fokus dieser Arbeit stand besonders das IFNy- abhéngig
induzierte mGBP2. Nachdem in vitro Experimente gezeigt hatten, dass es bei mGBP2”" MEFs
im Vergleich zu mGBP2"" MEFs zu einer erhhten Replikationsrate des Parasiten kommt
und in Kolokalisationsversuchen nachgewiesen wurde, dass GFP-markiertes mGBP2 in ho-
hem MaBe zur PV rekrutiert und dort anlagert, wurde eine mGBP2 defiziente Mauslinie gene-
riert (Degrandi et al., 2013). In den ersten Infektionsversuchen zeigte die mGBP2"~ Mauslinie
eine erhohte Letalitdt und es konnte eine erhdhte Anzahl persistierender Zysten im Gehirn, im
Vergleich zur mGBP2 """ Mauslinie beobachtet werden (Degrandi et al., 2013). Aufgrund die-
ser ersten, vielversprechenden in vivo Versuche sollten in der vorliegenden Arbeit die Bedeu-
tung des Gens fiir die Immunantwort und die Konsequenzen der Absenz von mGBP2 in der

Immunantwort gegen 7.gondii MEA49 tiefergehend analysiert werden.
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4.1 DIE ABWESENHEIT VON MGBP2 FUHRT ZU
ERHEBLICHEM ANSTIEG DER LETALITAT NACH
INFEKTION

Der in dieser Arbeit verwendete 7. gondii Stamm des Typ II fiihrt - im Gegensatz zu Stim-
men des Typ I, wie beispielsweise der RH Stamm - in der routineméfig verwendeten Labor-
maus C57BL/6 in der groen Mehrzahl der Experimente zu keiner erhdhten Mortalitét
(Etheridge et al., 2014; Zheng et al., 2013). Die Tiere iiberleben zunichst die akute Phase der
Infektion mit den einhergehenden Grippe- dhnlichen Symptomen und treten dann in die chro-
nische Phase der Infektion ein, die sich weitestgehend symptomlos zeigt. In dieser Phase bil-
den die Parasiten des Typs II lebensldnglich persistierende Zysten im Gehirn des Wirts. Die
gezielte Deletion eines Gens oder dessen Produkts und die nach einer Infektion beobachtete
Mortalitdtsrate ermoglichen dabei indirekt den Hinweis auf die Bedeutung des Gens bzw.
seines Produkts fiir das Funktionieren der Immunantwort. In der vorgelegten Dissertation,
wurden Miuse der mGBP2”" Mauslinie mit 20 und 40 Zysten i.p. infiziert und Uberlebens-
kurven ermittelt. [IFNyR- KO Méuse dienten als Vergleichstiere, um das Ausmal} der Immun-
defizienz in mGBP2"" Tieren zu beurteilen. Das Fehlen von IFNy- abhingigen Signalen fiihr-
te, wie bereits gezeigt, bei beiden Infektionsdosen zur Mortalitét aller Versuchstiere innerhalb
der ersten 8 Tage nach Infektion (Suzuki et al., 1989; Suzuki et al., 1988). Somit sind die In-
fektiositdt des verwendeten 7.gondii- Stamms und die erfolgreiche Infektion nachgewiesen.
Auch die Abwesenheit von mGBP2 bewirkte eine erhohte Sterblichkeitsrate der betroffenen
Versuchstiere (Abb. 3.1, 3.2). Es zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen den
verwendeten Infektionsdosen. Die Kohorte, welche mit 20 Zysten infiziert wurde, iiberlebte
die akute Phase durchgéngig. Jene Kohorte, welche mit 40 Zysten infiziert wurde, iiberlebte
die akute Phase hingegen nicht und verstarb bis Tag 9 p.i. vollstindig. Die Unterschiede in
der Sterblichkeit des WT waren wesentlich geringer. Hier starben bei beiden Infektionsdosen
leidglich 10% der Tiere ab dem 30. Tag nach Infektion. Daher kann die erhdhte Sterblichkeit
der mGBP2”" Tiere in der 40 Zysten- Infektion nicht damit erklirt werden, dass es sich um
eine Uberdosis handelt, da es sonst auch zu einem vermehrten Sterben der Wildtyp- Kontroll-
tiere gekommen wére. Vielmehr scheint die mGBP2 defiziente Mauslinie bis zu einem gewis-
sen Grad der Toxoplasmen- Last standhalten und somit die akute Phase der Infektion {iberle-
ben zu konnen. Ab einem bestimmten Schwellenwert, welcher zwischen 20 und 40 Zysten
liegen muss, hat die mGBP2” Maus jedoch einen solch gravierenden immunbiologischen

Nachteil, dass er nicht mehr kompensiert werden kann. Des Weiteren lassen die Ergebnisse
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die Schlussfolgerung zu, dass mGBP2 in der Immunantwort in vivo keine so zentrale Rolle
zukommt, wie es beispielsweise bei IFNy der Fall ist. Die Funktion von mGBP2 bei der Im-
munantwort scheint eher eine indirekt unterstiitzende zu sein. Diese These untermauern Er-
kenntnisse, wonach eine Uberexpression von mGBP2 in NIH 3T3 Fibroblasten zu einer er-
hohten Zellproliferation fiihrt und in Méausen sogar in der Lage ist Tumore zu bilden
(Gorbacheva et al., 2002). Das konnte darauf hindeuten, dass das Genprodukt durch eine
wichtige Funktion in der Steuerung und der Kontrolle des Zellmetabolismus die intrazelluldre
Immunantwort gegen 7.gondii ME49 unterstiitzen kann. Hierbei scheint nicht die absolute
Menge des Proteins von malBigeblicher Bedeutung zu sein, sondern eher der strategische Wert
der jeweiligen GTPase. So konnte einerseits eine geringere Induktion von mGBP7 als mGBP2
nach Stimulation mit IFNy in ANA-1 Makrophagen gezeigt werden (Degrandi et al., 2007).
Dennoch stellte sich in in vivo Experimenten heraus, dass die mGBP7 defiziente Mauslinie
eine dhnlich hohe Sterblichkeit bei einer T.gondii ME49 Infektion aufweist wie die IFNyR-
Mauslinie (Daten AG Pfeffer/C. Beuter- Gunia, unpubliziert). Genau wie IFNyR”
"Versuchstiere versterben mGBP7 defiziente Mause bereits bei der sehr niedrigen Infektion
mit 10 Zysten T.gondii vollstindig innerhalb von 10 Tagen (Daten AG Pfeffer/C. Beuter- Gu-
nia, unpubliziert). Somit ist die Mortalitétsrate hier nicht dosisabhédngig, im Gegensatz zur
mGBP2- defizienten Mauslinie. Ein Vergleich der Mortalitdtsraten der weiteren mGBPs, ge-
staltet sich schwierig, da ihre Bedeutung bei einer in vivo Toxoplasma Infektion unzuldnglich
bekannt ist und es bislang nur wenige in vivo Modelle hierfiir gibt. Neben der mGBP2 defizi-
ente Mauslinie sind lediglich die mGBP1”~ Mauslinie und die mGBP*">”~ Mauslinie publi-
ziert (Kim et al., 2011; Yamamoto et al., 2012). Hierbei zeigte sich, dass die Defizienz von
mGBP1 zu einer erhohten Sterblichkeit ab Tag 10 p.i. fithrt, wobei eine deutliche
Dosisabhédngigkeit erkennbar ist (Selleck et al., 2013). So hat mGBP1 ebenso eine wichtige
Rolle in der Immunantwort gegen 7.gondii. Da der Verlust von mGBP2 jedoch insgesamt zu
einer hoheren Mortalitét fiihrt, scheint dieses Protein einen noch héheren Stellenwert inne zu
haben. Die Nichtverfiigbarkeit der auf Chromosom 3 kodierten mGBPs fiihrt dazu, dass diese
Mauslinie nicht in der Lage ist mGBP1, mGBP2, mGBP3, mGBP 5 und mGBP7 zu exprimie-
ren. Dieser Verlust von Genen fiihrt bei den Versuchstieren innerhalb der akuten Phase der
Infektion zum vollstdndigen Versterben (Yamamoto et al., 2012). Dieser Befund unterstreicht
die Bedeutung der mGBPs innerhalb der Immuantwort gegen 7.gondii. Jedoch ldsst sich hie-
raus keinerlei Riickschluss auf eventuell vorhandene Beziehungen und Wirkungen der

mGBPs untereinander ziehen. Daher wire es, um diese im Gesamten besser zu verstehen
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wichtig lediglich einzelne Gene beispielsweise mit CRISPR/Cas, aus dem Genom zu entfer-

nen und den daraus resultierenden Effekt zu studieren.

4.2 STADIENKONVERSION IM 20 ZYSTEN
INFEKTIONSMODELL BEI MGBPZ_/_ MAUSEN IST
DEUTLICH MESSBAR

Die Stadienkonversion bei 7.gondii vom sich schnell teilenden Stadium der akuten Phase zum
sich langsam teilenden Stadium der chronischen Phase stellt einen wichtigen Einschnitt inner-
halb des Lebenszyklus des Parasiten dar (Bohne et al., 1994; Bohne et al., 1999; Dubey et al.,
1970). Es wird angenommen, dass diese Konversion eine Stressantwort des Parasiten auf die
einsetzende Immunantwort ist (Yano et al., 2002). Durch die Reduktion des eigenen Metabo-
lismus, die Wanderung iiber die Blut- Hirn Schranke ins immunbiologisch schlecht erreichba-
re Gehirn oder in das Muskelgewebe und schliellich die Ausbildung einer Zystenwand ist der
Parasit gut geschiitzt und in der Lage erfolgreich zu persistieren (Kim und Boothroyd, 2005;
Weiss und Kim, 2000). Die Stadienkonversion selbst ist ein mehrere Tage andauernder Pro-
zess, in welchem der Parasit seine Genexpression deutlich umstellt. Dies flihrt dazu, dass Ta-
chyzoiten und Bradyzoiten anhand von spezifischen Oberfldchenproteinen und Proteinen des
Metabolismus voneinander differenziert werden konnen (Radke et al., 2005; Radke et al.,
2003a). Eine beliebte Methode dazu ist die Markierung mittels spezifischer Antikorper in ei-
nem bildgebenden Verfahren, wie zum Beispiel der Konfokalmikroskopie (Ferguson, 2004;
Paredes-Santos et al., 2016; Song et al., 2016). Um aber einen Uberblick iiber die Situation in
vivo im ganzen Organ zu erhalten, eignet sich die Beobachtung der spezifischen Genexpressi-
on eher. Vor allem das Tachyzoiten- spezifische Gen SAG-1 und das Bradyzoiten- spezifische
Gen BAG-1 sind in der Literatur bereits linger als solche etabliert (Bohne et al., 1997;
Mahittikorn et al., 2010; Selseleh et al., 2012; Velge-Roussel et al., 1994). VerhédltnismiBig
kurz als stadienspezifisch bekannt sind die Enolasen 1 (Bradyzoiten) und 2 (Tachyzoiten)
(Ferguson et al., 2002; Kibe et al., 2005). Die zum Uberpriifen der Funktionalitit der Methode
durchgefiihrte in vitro Stadienkonversion mit Hilfe der Applikation von SNP zum Kulturme-
dium erwies sich als sehr effizient (Bohne et al., 1994; Kirkman et al., 2001; Luder et al.,
2003a). Bei Abwesenheit von SNP waren die Tachyzoiten spezifischen Gene SAG-1 und
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ENO-2 deutlich messbar, wihrend die Bradyzoiten spezifischen Gene, BAG-1 und ENO-1,
kaum nachweisbar waren. Nach Zugabe von SNP verschob sich die Genexpression deutlich
hin zu den Bradyzoiten-spezifischen Genen (Abb. 3.3). Es lielen sich jedoch auch noch die
Tachyzoiten spezifischen Gene nachweisen. Dies war nicht unerwartet, da die Einleitung der
Stadienkonversion durch SNP zwar sehr effektiv ist, sie aber keine vollstindige Umwandlung
aller Parasiten gewéhrleistet. Daher war das Auftreten von Tachyzoiten- spezifischen
Transkripten in der Bradyzoiten - in vitro Kultur nachvollziehbar und erwartungsgemif. Da
mit diesen durchgefiihrten Versuchen nachgewiesen wurde, dass es moglich ist, mit Hilfe
einer JPCR den Prozess der Stadienkonversion zu erfassen, wurden diese Messungen in das

in vivo Modell iibertragen.

Da zuvor durch in vitro Experimente eine hohere Replikation der Parasiten in mGBP2”"
MEFs nachgewiesen werden konnte (Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2012), wurde ver-
mutet, dass im in vivo Modell eine stark verminderte Immunreaktion ablauft, wodurch even-
tuell weniger Parasiten zur Einleitung der Stadienkonversion gedridngt werden. Hierbei ist
hervorzuheben, dass die Stadienkonversion lediglich im 20 Zysten- Infektionsmodell unter-
sucht wurde. Da die Stadienkonversion zwischen Tag 10 und 14 nach Infektion einsetzt, ist
ein etwaiges Auftreten der Stadienkonversion bei der mGBP2- defizienten Mauslinie im 40
Zysten Infektionsmodell aufgrund des extrem friithen, vollstaindigen Versterbens der Tiere bis
Versuchstag 9 nach Infektion, nicht mdglich bzw. aufgrund des Detektionslimits der qPCR

nicht realistisch auszuwerten.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Stadienkonversion mittels qPCR
zeigten jedoch, dass die Stadienkonversion im Gehirn (Abb. 3.7) und in der Lunge (Abb. 3.5)
der mGBP2 defizienten Mauslinie nachweisbar ist und in einem mit der mGBP2"* Maus ver-
gleichbaren Wert induziert wird. Da die Stadienkonversion durch immunologischen Druck,
wie zum Beispiel Zytokinsekretion, Verdnderung des pH- Werts oder NO ausgelost wird
(Bohne et al., 1994; Bohne et al., 1999; Radke et al., 2003b; Suzuki et al., 1989; Suzuki et al.,
1988), wurde somit nachgewiesen, dass es trotz Nichtverfiigbarkeit von mGBP2 innerhalb der
Zellen zu einem ausreichenden intrazelluldren Stress kommt, welcher den Parasiten notigt die

Stadienkonversion einzuleiten.

Betrachtet man auflerdem den Verlauf der Infektion in Lunge und Gehirn auf DNA Basis,
beriicksichtigt man also die Gesamtzahl an Parasiten, so féllt auf, dass es auch hier keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen beiden Mauslinien gab (Abb.3.4, 3.6). In der Lunge war an

Tag 7 p.i. die Infektionslast im mGBP2" Modell leicht niedriger um dann an Tag 14 p.i. ho-
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her als im mGBP2"* Modell zu sein. Da die Standardabweichung bei den Messungen in die-
sem Organ jedoch verhéltnisméBig hoch war, ist dieser Unterschied statistisch nicht signifi-
kant. Solche geringen Unterschiede in der Infektionslast wirken sich somit offensichtlich
nicht auf die gesamte Vitalitdt des Wirtsorganismus aus. An Tag 21 und 28 p.i. war die Lunge
nur noch sehr geringfiigig befallen und der Infektionsherd hatte sich in das Gehirn verlagert.
Diese rdumliche Verdanderung der Mehrheit der Parasiten ist zu erwarten gewesen, da in der
chronischen Phase der Infektion vermehrt Zysten im Gehirn gebildet werden (Dubey, 1988).
Auch im Muskelgewebe kommt es zu einer Zystenbildung, jedoch in einem deutlich geringe-
ren Ausmal}. Daher wurde in diesen Experimenten von einer Analyse der Skelett- und Herz-
muskulatur der Méuse abgesehen. Im Gehirn kam es bei beiden Mauslinien zu sehr dhnlichen
Werten der Toxoplasmenlast und es traten nur geringe Standardabweichungen auf (Abb.3.6).
Aufgrund der bekanntermallen geringeren Replikationsgeschwindigkeit von Bradyzoiten, und
dem Wissen, dass bei Befall des Gehirns viele Toxoplasmen bereits intensiv Bradyzoiten-
spezifische Gene exprimieren, sind diese geringen Unterschiede der Standardabweichung zu
erwarten gewesen. Eine in der mGBP2 defizienten Mauslinie erhohte Gesamtanzahl von Pa-
rasiten im Gehirn wire ein Hinweis auf eine sich ausbreitende Meningoencephalitis oder eine
Reaktivierung des Parasiten. Dies kann durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse jedoch

nicht bestétigt werden.

Insgesamt zeigte sich, dass die im Vorfeld gewonnenen in vitro Daten, wonach die Replikati-
on von 7.gondii in mGBP2”"MEFs signifikant hoher ist, nicht die in vivo Situation widerspie-
gelt. Hierfiir kann es mehrere Griinde geben. Zum einen ist das in vitro Modell auf einen ein-
zelnen Zelltyp begrenzt. T.gondii ist jedoch potentiell in der Lage in nahezu jede kernhaltige
Zelle einzudringen und dort zu replizieren (Black und Boothroyd, 2000). So ist es gut mog-
lich, dass aufgrund der Vielzahl der Zelltypen im in vivo Modell, wo jeweils ein gesamtes
Organ mit vielen verschiedenen Zelltypen untersucht wird, eine verminderte Replikation, die
nur in bestimmten Zelltypen auftritt, nicht exakt erfasst werden kann und daher kein signifi-
kanter Unterschied in der Replikation nachweisbar ist. Hinzu kommt, dass die Versuchstiere
der mGBP2- defizienten Mauslinie maf3geblich erst in der chronischen Phase der Infektion ab
Tag 35 p.i. versterben (Abb. 3.1). Dies ist ein deutlicher Hinweis, dass die mGBP2”" Maus
weniger effizient in der Verhinderung der Reaktivierung von Zysten sein konnte. Der im Vor-
lauf der Arbeit durchgefiihrte Nachweis der signifikant erhohten Zystenzahl in der mGBP2
defizienten Mauslinie an Tag 30 p.i. deutet ebenso auf einen Defekt in der Bekdmpfung von
Zysten bzw. ihrer Vorldufer, den Bradyzoiten, hin (Degrandi et al., 2013). Die in derselben

Arbeit gewonnene Erkenntnis, dass sich der Parasit in mGBP2 defizienten Astrozyten zumin-
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dest in vitro signifikant besser replizieren kann, unterstreicht die Wahrscheinlichkeit dieser

Theorie.

Es wire daher sehr interessant die Infektionslast von Versuchstieren iiber den Tag 28 p.i. hin-
aus zu analysieren. Gleichzeitig konnte man durch diese Versuche eine etwaige intensive Re-
aktivierung mit Hilfe der Stadien- spezifischen qPCR darstellen und eventuell quantifizieren.
Fiir diese Versuche bendtigt man jedoch aufgrund der hohen Mortalitdtsrate in der chroni-
schen Phase der Infektion eine grole Anzahl Versuchstiere in vergleichbarem Alter und aus-
gewogenen Geschlechterverhiltnis, welches eine groB3e logistische Herausforderung darstellt

und eine sehr gro3e Anzahl Zuchtpaare erfordert.

4.3 ANALYSEN DER T- ZELL IMMUNANTWORT IN
MGBP2”" MAUSEN

Die T- Zell Immunantwort ist vor allem bei der Infektion mit intrazelluldren Pathogenen von
essentieller Bedeutung (Harty und Bevan, 1999). Die direkte Zerstorung der Wirtszellen
durch CD8" T- Zellen sowie die Aktivierung der CD8" T- Lymphozyten und weiterer Im-
munzellen durch CD4" T- Zellen tragen in den meisten Infektionen zu einer effektiven Im-
munabwehr bei (Janeway, 2009). Auch fiir eine Infektion mit 7.gondii ME49 ist eine potente
T- Zell Antwort entscheidend (Denkers und Gazzinelli, 1998; Dupont et al., 2012). Daher
wurde untersucht, ob es durch die Abwesenheit von mGBP2 hierbei zu Einschriankungen

kommt.

4.3.1 ANTIGENPRASENTATION VIA MHC | PRASENTATIONSWEG IST
FUNKTIONAL IN MGBP2"- MAUSEN

Die Antigenprisentation iiber den MHC I Signalweg ist fiir die Aktivierung der CD8" T- Zel-
len von zentraler Bedeutung (Dzierszinski et al., 2007). Auf diesem Weg werden Antigene

prozessiert und anschlieBend zytotoxischen T- Zellen prisentiert, die intrazelluldren Ur-
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sprungs bzw. im Zytosol anzutreffen sind und nicht durch Phagozytose aufgenommen wur-
den. Solch intrazelluldre Antigene stammen von zerstorten intrazelluldren Pathogenen, welche
zuvor in die Zellen eingedrungen sind. In den Uberlegungen, die zu diesen Experimenten
fiihrten, wurde vermutet, dass durch eine, wie es im in vitro Modell gezeigt werden konnte,
geringere Zerstorung der PV im mGBP2” Modell eine verringerte Menge intrazelluldres An-
tigen vorhanden ist und so die Présentation via MHC I reduziert ist. Dies wiirde wiederum zu
einer geringeren Menge T.gondii ME49 spezifischer CD8" T- Zellen fiihren und somit eine
deutliche Immunsupprimierung darstellen, welche die erhdhte Mortalitdtsrate in der chroni-
schen Phase der 20 Zysten Infektion und der akuten Phase der 40 Zysten Infektion erkldren

konnte.

Die Untersuchungen im Durchflusszytometer zeigten, dass es im 20 Zysten - in vivo- Modell
keinen signifikanten Unterschied zwischen mGBP2"*- und mGBP2”" -Miusen in der Anzahl
der CD3"-, CD4"- und CD8" T- Lymphozyten gibt (Abb. 3.8). Dariiber hinaus konnte bei der
Analyse der spezifischen CD8" T Zell- Antwort, mit Hilfe des 7.gondii spezifischen MHC-I
Pentamers, in der mGBP2”~ Mauslinie ebenso eine mit der mGBP2"* Mauslinie vergleichbare
Anzahl T. gondii spezifischer CD8" T- Zellen festgestellt werden (Abb.3.11). Somit wurde
gezeigt, dass es trotz Abwesenheit von mGBP2 zu einer Antigenpréisentation {iber den MHC 1
Signalweg kommt. Es konnte erwartungsgemil vor allem an den Tagen 7 und 14 p.i. eine
hohe Anzahl T. gondii spezifischer CD8" T- Zellen beobachtet werden, aber auch an den Ta-
gen 21 und 28 waren sie noch deutlich nachweisbar. Es konnte somit gezeigt werden, dass es
in der mGBP2”" Maus zu keiner Reduktion der 7. gondii- spezifischen CD8" T- Zellen durch
eine geringere Antigenprisentation in den ersten 28 Tagen nach Infektion kommt, was zu
einer drastischen Reduktion der T- Zell Immunreaktion fiihren wiirde. Dies wird auch durch
die zumindest bis zu diesem Zeitpunkt hohe Uberlebensrate der Tiere bei einer 20 Zysten In-
fektion bestatigt. Moglich ist, dass das vorhandene Antigen effektiv prasentiert wird oder dass
es im in vivo Modell nicht zu einer messbar geringeren Zerstérung der PV in der Zellmemb-
ran kommt. Welche dieser Optionen zutrifft, kann jedoch anhand dieser Experimente nicht
abschlielend entschieden werden. Es kann allerdings ebenfalls nicht ausgeschlossen werden,
dass es im spiteren Verlauf der Infektion (nach Tag 28 p.i.), wo die Mortalitdtsrate der Ver-
suchstiere rapide ansteigt, einen gravierenden Defekt in der T- Zell basierten Immunantwort
gibt. Dies konnte beispielsweise durch ,,Erschopfung (exhaustion) der CD8" T- Zellen ent-
stehen (Bhadra et al., 2013; Bhadra et al., 2011a; Bhadra et al., 2011b; Gigley et al., 2012).
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Eine weitere Moglichkeit weshalb kein Unterschied zwischen der Anzahl spezifischer CD8"

T- Zellen sichtbar wird, ist dass es sich eventuell um ein Epitop handelt, welches nicht von
der Mehrheit der spezifischen CD8" T- Zellen erkennt wird. Da die Entdeckung dieses Epi-
tops noch nicht allzu lange her ist und es daher erst wenige Analysen mit diesem durchgefiihrt
wurden, kann dies durchaus zutreffen (Wilson et al., 2010). Insgesamt ist die Anzahl der be-
kannten T.gondii spezifischen CD8" T- Zell Epitope derzeit begrenzt. So ist es durchaus
denkbar, dass durch die Entdeckung neuer immunogener und somit besserer Epitope es mog-
lich wire, hiermit neue Infektionsversuche durchzufiihren, um dann eine verénderte Aussage

zu treffen.

Die durchflusszytometrische Analyse der T- Zellen an Tag 7 p.i. im 40 Zysten Infektionsmo-
dell zeigten, dass auch bei dieser hoheren Infektionsdosis eine potente T- Zell Antwort ent-
steht (Abb. 3.9). Die Gesamtzellzahl von CD3", CD4" und CD8" T- Zellen stiegen deutlich.
Sie waren in der mGBP2”" Mauslinie leicht erhoht, zeigten jedoch keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied zu den Kontrolltieren. Die Amplifikation der T- Zellen ist daher auch in
diesem Infektionsmodell mit der mGBP2 ™ Mauslinie vergleichbar und wurde durch die Ab-
wesenheit von mGBP2 nicht beeintrichtigt. Betrachtet man die T.gondii spezifischen CD8" T-
Zell Frequenzen, zeigt sich, dass auch bei Applikation dieser erhohten Zystenzahl in der
mGBP2” Mauslinie eine potente und spezifische CD8" T- Zell Antwort ausgelost wurde
(Abb. 3.12). Die Standardabweichung zeigte zwar, dass es Schwankungen in der CD8" T-
Zell Menge zwischen den mGBP2”" Miusen gab, insgesamt waren diese jedoch statistisch
nicht signifikant. Es konnte also gezeigt werden, dass es im Infektionsmodell mit 7.gondii
ME49 keine dosisabhidngigen Unterschiede in der T- Zell Immunantwort in Abhéngigkeit von
mGBP2 gibt.

4.3.2 ANTIGENPRASENTATION VIA MHC Il IST FUNKTIONAL - CD4" T-
ZELLEN SIND IN ABWESENHEIT VON MGBP2 FUNKTIONSFAHIG

Nachdem die Analyse der T- Lymphozyten zeigte, dass deren Anzahl durch die Abwesenheit

von mGBP2 nicht beeintrachtigt war, lag es nahe zu untersuchen, ob moglicherweise die
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Funktionalitéit beeintriachtigt war. Die Sekretion von IFNy wurde in dieser Arbeit als MaB fiir
die Funktionsfahigkeit herangezogen. Ein Verlust oder eine deutliche Reduktion der Verfiig-
barkeit von IFNy aufgrund reduzierter Sekretion von CD4" und CD8" T- Lymphozyten hitte
einen drastischen Nachteil in der Bekdmpfung der Infektion mit 7"gondii ME49 zur Folge und
wiirde die hohe Mortalititsrate der mGBP2”" Miuse erkliren (Gigley et al., 2011; Pfefferkorn
et al., 1986). Die Sekretion von Zytokinen im Allgemeinen und IFNy im Besonderen lésst
sich sehr gut mittels des hier gewéhlten Verfahrens der intrazelluldren Zytokinfarbung (ICS)
durchfiihren (Grover et al., 2012; Washino et al., 2012). Hierbei reichert sich das Zytokin in
restimulierten T- Zellen durch Zugabe eines Sekretionshemmers intrazelluldr an und erreicht
dadurch eine im Durchflusszytometer darstellbare Menge. Um in der Infektion von vornhe-
rein eine sehr starke Induktion der Immunantwort zu erreichen, wurde das 40 Zysten Infekti-
onsmodell fiir diese Versuche ausgewihlt. Die Analysen zeigten eine ebenso potente Sekreti-
on von IFNy in CD4" und CD8" T- Lymphozyten in der mGBP2”" wie in der mGBP"" Maus-
linie (Abb. 3.13). Hieraus kann daher geschlossen werden, dass die Antigenprisentation mit-
tels der Signalwege MHC I und MHC II in der mGBP2”" Mauslinie funktional sein muss. Bei
einer deutlich verminderten Nutzung dieses Signalwegs wire eine deutliche Reduktion des
entstehenden intrazelluldren IFNy die Folge. Da IFNy zu den bedeutendsten Zytokinen bei der
Kontrolle einer 7T.gondii Infektion gehort, wiirde eine Reduktion der Sekretion zu einem Ver-
lust der Kontrolle iiber die Replikation des Parasiten fithren, und so die hohe Mortalitétsrate
im 40 Zysten- Infektionsmodell erkldren (Gazzinelli et al., 1991; Gazzinelli et al., 1994). So-
mit konnte hier nachgewiesen werden, dass die T- Zell Immunantwort, an Tag 7 nach Infekti-

+/+

on, bei Abwesenheit von mGBP2 im gleichen Malle wie in der mGBP2"" Mauslinie funkti-
onsfahig ist, da sich kein signifikanter Defekt in der Sekretion von IFNy zeigen lie}. Auch
eine Uberproduktion von IFNy ist bei einer 7.gondii Infektion bereits beobachtet worden
(Gavrilescu und Denkers, 2001; Mordue et al., 2001). Daher wére es interessant nun die [FNy
Produktion an den Tagen 8 und 9 nach Infektion zu analysieren und zu erfahren, ob sich hier
nun unmittelbar vor dem Versterben der Tiere ein Verlust der Kontrolle iiber die [FNy Pro-

duktion ereignet. Aufgrund der extrem hohen Sterblichkeit der mGBP2 defizienten Mauslinie

an diesen Versuchstagen wére dies jedoch nur mit sehr hohen Versuchstierzahlen moglich.

Aufgrund der Tatsache, dass IFNy auch von anderen Zelltypen, als CD4" - oder CD8" - T-
Zellen, wie beispielsweise NK Zellen, DCs oder Makrophagen produziert wird, wére eine
Analyse der Zytokin- Sekretion dieser Zellen ebenfalls zur vollstindigen Untersuchung der
Situation in der mGBP2- defizienten Mauslinie zu empfehlen (Goldszmid et al., 2012; Sturge

und Yarovinsky, 2014). Auch hier wire es wichtig, auf spétere Zeitpunkte nach der Infektion
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zu achten, wenngleich dies aufgrund der sehr hohen Anzahl an Versuchstieren nur schwer zu

realisieren ware.

4.4 DIE GENEXPRESSION VON PRO- UND ANTI-
INFLAMMATORISCHEN ZYTOKINEN WIRD IN DER
MGBP2 DEFIZIENTEN MAUSLINIE STARK INDUZIERT

Die Analyse des Genexpressionsprofils von weiteren Zytokinen und anderen in der Immun-
antwort wichtigen Effektormolekiilen 1dsst einen Einblick in den immunologischen Status des
infizierten Tieres zu (Aviles et al., 2008; Fischer et al., 1997). Kommt es hier zu gravierenden
Verinderungen, so kann dies weitreichende Folgen fiir die Uberlebensfihigkeit in Bezug auf
die jeweilige Erkrankung haben. Eine Deregulation der Genexpression von beispielsweise
IFNy oder TNFa fiihrt bei einer Infektion mit 7"gondii ME49 zu einer vollstindigen Mortali-
tat innerhalb der akuten Phase der Infektion. Selbst bei der Applikation einer sehr geringen
Dosis Zysten, wie 10 Zysten, ist das der Fall (Gazzinelli et al., 1996; Scharton-Kersten et al.,
1996). Um die Auswirkungen der Abwesenheit von mGBP2 in vivo ndher zu charakterisieren
und besser zu verstehen, war daher die Analyse der Genexpression mittels qPCR von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen, sowie anderen Effektormolekiilen ein wichtiger Teil dieser
Arbeit. Die Analyse der Genexpression wurde im 20 und im 40 Zysten Infektionsmodell

durchgefiihrt.

Die Genexpression des wichtigsten Zytokins IFNy im 20 Zysten Infektionsmodell zeigte sich
in der mGBP2 defizienten Mauslinie hnlich wie in der mGBP2"" Mauslinie. Betrachtet man
jedoch die Genexpression anderer Zytokine, so féllt auf, dass partiell durchaus Unterschiede
in der Genexpression zwischen beiden Mauslinien bestehen. So ist die IL12p40 Genexpressi-

+/+
" Maus.

on an Tag 7 p.i. in der Lunge erho6ht, aber an Tag 28 p.i. niedriger als in der mGBP2
Eine Deregulation von IL12p40 hat zum Beispiel Einfluss auf mehrere STAT-1 abhéngige
Apoptose- Signalwege (Gavrilescu und Denkers, 2003). Daher kann eine Stérung, vor allem
an Tag 28 p.i. im Gehirn ein Hinweis auf eine geringer ausfallende Immunantwort im weite-

ren Verlauf der Infektion sein.
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Betrachtet man beispielsweise die Genexpression von IL-1f in der Lunge, faillt auf, dass es an
den Tagen 7 und 14 p.i. in der mGBP2- defizienten Mauslinie nur zu einer sehr geringen
Genexpression kommt. Dies konnte ein Hinweis sein, dass es in der mGBP2- defizienten
Mauslinie dort zeitlich begrenzt eine geringere Erkennung oder Zerstérung von intrazelluldren
Parasiten gibt und so eine geringere IL1B Produktion durch Monozyten stattfindet (Gov et al.,
2013). Da sich die Unterschiede allerdings dann an den weiteren Versuchstagen ausgleichen
und statistisch nicht signifikant sind, scheint dies nicht fiir die Erkldrung des Phanotyps ent-
scheidend zu sein. Betrachtet man jedoch die Analyse der Genexpression insgesamt, so fallt
auf, dass die Versuchstiere der mGBP2- defizienten Mauslinie zwar keine deutlich signifikan-

ten Unterschiede zur Genexpression der mGBP2""

Mauslinie aufweisen, es kommt jedoch
gehduft zu einer niedrigeren Genexpression des jeweiligen Zytokins. So ist dies neben IL-18,
etwa bei der Genexpression von IL-4, Caspase 11, PD-1, TNFo und p47°"* zu beobachten.
Diese hier gemessene uneindeutige Verdnderung der Immunantwort kdnnte zusammenge-
nommen dennoch im weiteren Verlauf der Infektion zu irreparablen Organschiden, Nekrosen,
einer Sepsis oder einer massiv erhohten Replikation von Parasiten, z.B. durch Erschopfung
der CD8" T- Zellen, fiihren. Eine weitere mdgliche Erklirung fiir dieses Szenario ist die Be-
obachtung, dass T.gondii in der Lage ist die intrazelluldre Immunantwort, wie zum Beispiel
durch Inhibition der Antigen- Prisentation via des MHC II Signalwegs (Luder et al., 2003b)
und die aktive Modulation der intrazelluldren Immunantwort durch Sezernierung von Rhoptry
Proteinen zu beeinflussen. Diese Rhoptry Proteine werden vom Parasiten nach der Invasion in
die Zellmembran ins Zytosol sezerniert und sind in der Lage in den Zellkern der Wirtszelle zu
gelangen, um dort Transkriptionsprozesse zu beeinflussen. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass diese Proteine auch fiir die Unterschiede in der Virulenz der Toxoplasma- Stimme ver-
antwortlich sind (Niedelman et al., 2012). Zumeist handelt es sich um Kinasen, die in der La-
ge sind Proteine, wie zum Beispiel STAT6 zu Phosphorylieren oder zu Dephosphorylieren
und sie, bzw. den jeweiligen Signalweg, somit zu aktivieren oder zu deaktivieren (Butcher et
al., 2011; El Hajj et al., 2006). Die Beobachtungen, dass ROP18 und ROP5 in der Lage sind
mit IRGs zu interagieren und sie durch Phosphorylierung zu deaktivieren (Etheridge et al.,
2014; Fentress und Sibley, 2011) legt den Schluss nahe, dass auch andere Rhoptry- Proteine
mit mGBP2 interagieren konnten. Daher konnte die Abwesenheit von mGBP2 dem Parasiten
entscheidend erleichtern die intrazellulare Immunantwort zu reduzieren, somit sich effizienter

zu vermehren und Zysten zu bilden.

Neben der Analyse der Genexpression ist es wichtig, zu analysieren, ob mGBP2 eventuell

Einfluss auf Prozesse nimmt, die zur Sezernierung von Zytokinen und Effektormolekiilen,
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beitragen. Dies konnte am besten mit dem Verfahren des ELISA durchgefiihrt werden. Da
jedoch auch bei IFNy und IL12p40 im ELISA keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Mauslinien verzeichnet wurden, gibt es in der mGBP2- defizienten Mauslinie, zumin-
dest bei diesen beiden, in dieser Infektion essentiellen, Zytokine keine Unterschiede. Somit ist
es unwahrscheinlich, dass sich das Fehlen von mGBP2 auf die posttranskriptionellen Prozesse

direkt auswirkt.

Aufgrund der Experimente zur Genexpression und der immunrelevanten Proteine IFNy und
TNFa ist es denkbar, dass durch eine gewisse Verringerung der intrazelluldren Immunant-
wort, welche durch die Abwesenheit von mGBP2 hervorgerufen wird, der Parasit in der Lage
ist sich bis Tag 30 p.i. effizienter im Wirt zu replizieren. Hierbei ist das Immunsystem auf-
grund der nicht zu hohen Infektionslast noch in der Lage die akute Phase und den Beginn der
chronischen Phase der Infektion zu liberstehen. Da durch diese in vivo nur geringfiigig auftre-
tende und messbare Reduktion der Immunantwort eine signifikant héhere Anzahl an Zysten in
der mGBP2 defizienten Mauslinie entsteht, ist das Immunsystem ab einer nur schlecht zu be-
stimmenden Menge sich gleichzeitig oder in kurzer Reihenfolge reaktivierenden Zysten nicht
mehr in der Lage die Infektion erfolgreich zu bekdmpfen. Dies fiihrt dann zu der beobachteten

Mortalitit bei den mGBP2”" Miusen.

Nach der Infektion mit 40 Zysten war, im Gegensatz zum 20 Zysten- Infektionsmodell, bei
der mGBP2 defizienten Mauslinie eine erhohte Mortalitétsrate in der akuten Phase der Infek-
tion zu beobachten (Abb.3.2). Mit Hilfe dieser erhdhten Infektionsdosis sollte untersucht wer-
den, ob die Immunantwort durch diese in der mGBP2”" Mauslinie iiberhaupt eine deutlich

Immunantwort generiert wird oder sie im Vergleich der mGBP2"*

Mauslinie signifikant er-
hoht ist. Auch hier wurde die Genexpression vorzugsweise in der Lunge und im Gehirn aus-
gewertet, da diese Organe nach einer intraperitonealen Applikation der Zysten die Hauptin-
fektionslast tragen (Di Cristina et al., 2008; Zenner et al., 1998; Zenner et al., 1999). Eine
Infektion der Leber oder der Niere féllt deutlich geringer aus. Daher wurden die gréf3ten Un-
terschiede in den massiv befallenen Organen vermutet. Die Analyse der Genexpression zeigte
auch hier eine deutliche Induktion der gemessenen immunrelevanten Zytokine und Effektor-
molekiile in den mGBP2- defizienten Mdusen an Tag 7 p.i.. Es konnte also trotz einer fast
vollstindigen Mortalitit an den Tagen 8 und 9 p.i nahezu keine signifikanten Unterschiede in

der Immunantwort auf Genexpressionsebene nachgewiesen werden. Es war jedoch zu be-

obachten, dass es vor allem im Gehirn der mGBP2- defizienten Mauslinie sehr hdufig zu einer
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tendenziell geringeren Genexpression der Effektormolekiile kommt. So ist es beispielsweise
bei IFNy, IL-18, IL-12p40, TNFa, IL-4, IL-6 oder PD-1 der Fall (Abb.3.30- 3-35). Da jedoch
die Standardabweichung der Messwerte in der mGBP2"* Mauslinie zum Teil recht hoch war,
fallen die Ergebnisse, wenngleich knapp, als statistisch nicht signifikant aus. Die Tendenz zur
verringerten Genexpression und einer damit einhergehenden geringeren Immunabwehr gegen
den Parasiten scheint sich demnach auch im 40 Zysten Infektionsmodell zu bestitigen. Die
erhdhte Mortalititsrate in der akuten Infektionsphase der mGBP2”” Maus kann dennoch nicht
unmittelbar mit Hilfe dieser verringerten Immunantwort abschlieend erklért werden. Da die
Genexpression der Zytokine im Gehirn der mGBP2”" Versuchstiere jedoch kollektiv etwas

verringert war, konnte dies insgesamt einen negativen Einfluss auf ihren Immunstatus haben.

Neben diesen leichten Verringerungen der Expression von Zytokinen konnten jedoch in der
mGBP2 defizienten Mauslinie in der 40 Zysten Infektion auch signifikant defizitdre Expres-
sionen anderer Gene nachgewiesen werden. Die in der mGBP2 defizienten Mauslinie nach-
gewiesene drastische Reduktion der Genexpression von TLR11 gibt einen Hinweis auf eine
tatsdchlich reduzierte Erkennung von 7T .gondii (Abb. 3.43). Diesem Toll- d4hnlichen Rezeptor
konnte die Erkennung von Flagellin und Profilin protozoischen Ursprungs zugeordnet werden
(Raetz et al., 2013; Yarovinsky et al., 2008; Yarovinsky et al., 2005). Da TLR11 tiiber den
MyDS88 Signalweg reguliert, sollte dies eigentlich zu einer verringerten Signalweiterleitung
durch den MyD88 Signalweg fithren, was wiederum zu einer geringeren Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IFNy, IL12 oder TNFa fiihren sollte (Hatai et al., 2016;
Raetz et al., 2013). Dieser direkte Zusammenhang konnte jedoch hier nicht festgestellt wer-
den. Es muss daher kompensatorische Signalwege geben, die auch in der mGBP2 defizienten
Mauslinie, zumindest zu diesem Zeitpunkt der Infektion, zu einer ausreichenden Genexpres-
sion dieser wichtigen Zytokine flihrt. Da jedoch fiir TLR11 auch festgestellt werden konnte,
dass TLR11 bei der Infektion von Astrozyten, Gliazellen und Neuronen hochreguliert wird,
konnte die Verringerung der Genexpression von TLR11 eine deutliche Verringerung der Im-

munantwort fiir die mGBP2 defiziente Mauslinie nach sich ziehen (Atmaca et al., 2014).

Auch die Genexpression von TLR 12 war im Gehirn und der Lunge der mGBP2”~ Mauslinie
signifikant verringert (Abb.3.44). Da gezeigt werden konnte, dass TLR 12 bei einer 7. gondii
Infektion essentiell ist und die Abwesenheit zu einer noch héheren und frither einsetzenden
Mortalitét fiihrt als TLR11, konnte die drastisch reduzierte Genexpression dieses TLRs eine
noch groflere Bedeutung in der Entstehung der hohen Mortalititsrate im weiteren Infektions-

verlauf des 40 Zysten- Infektionsmodell haben, als TLR 11 (Andrade et al., 2013; Koblansky
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et al., 2013). Dennoch muss auch hier betont werden, dass die Signalweiterleitung iiber den
MyD88 Signalweg stattfindet (Kawasaki und Kawai, 2014) und die Genexpression der proin-
flammatorischen Zytokine sich zu diesem Zeitpunkt als nicht signifikant reduziert zeigte. Da
es jedoch zumindest in der 40 Zysten Infektion insgesamt eine Tendenz zur Reduktion der
Immunantwort gibt, ist es durchaus denkbar, dass diese durch die geringere Genexpression
von TLR11 bzw. 12 ausgelost wird (Lee et al., 2013). Somit kdnnte man als Hypothese for-
mulieren, dass es aufgrund dessen zu einer insgesamt reduzierten Immunantwort kommt, die
die hohe Infektionslast, welche eine 40 Zysten 7T.gondii ME49 Infektion mit sich bringt, nicht
ausreichend bekdmpfen kann. Hierdurch konnten dann eine starke Enzephalitis mit grof3en
Bereichen nekrotischen Gewebes oder eine Sepsis entstehen, welche als Todesursache postu-
liert werden konnten. Da bei der Préparation der Versuchstiere augenscheinlich jedoch keine
groBen Nekrosen festgestellt werden konnten, wiirde es sich anbieten durch lichtmikroskopi-
sche Farbungen, wie der TUNEL- Farbung, welche eine direkte Farbung apoptotischens Ge-
webes ermdglicht, um das Auftreten von Gewebetypen genauer zu quantifizieren. Des Weite-
ren wére es sinnvoll, Gewebefarbungen anzufertigen und im Elektronenmikroskop auszuwer-
ten, um herauszufinden, ob es eventuell durch die Abwesenheit von mGBP2 zu Verinderun-
gen an der PV kommt. Dies konnte sich zum Beispiel durch eine veridnderte Struktur der
Mikrotubuli, oder durch die vermehrte Anlagerung von anderen GBPs die zur PV rekrutieren,
darstellen. Dies wiirde einen weiteren Hinweis auf die Funktion von mGBP2 in vivo geben
und somit mutmaBlich zum weiteren Verstindnis der Immunantwort in der mGBP2 defizien-
ten Mauslinie beitragen. Die Durchfiihrung solcher ex vivo TEM- Farbungen ist jedoch mit
enormen technischem Aufwand und Gerétschaften und entsprechendem Personal in der Be-

dienung verbunden, welche fiir die vorliegende Arbeit leider nicht zur Verfiigung standen.

Da neueste Untersuchungen innerhalb der mGBPs ein hohes Mal3 an Interaktion, wie bei-
spielsweise das Ausbilden von Clustern und Homo- bzw. Heterodimeren, zeigen konnten
(Kravets et al., 2016), ist es interessant, anhand der Analyse der Genexpression der restlichen
mGBPs, welche in der mGBP2 defizienten Mauslinie korrekt exprimiert werden, zu kontrol-
lieren, ob durch die Abwesenheit dieses GBPs die Genexpression anderer GBPs beeinflusst
wird. Hierdurch es moglich einen Einblick in das Zusammenwirken der mGBPs in vivo zu

erlangen (Kravets et al., 2016; Kresse et al., 2008).

Die Analysen der Genexpression der GTPasen mGBP1, mGBP5 und mGBP7 zeigten jedoch
in beiden Infektionsmodellen allesamt eine starke Induktion in der mGBP2 defizienten Maus-

linie. Es scheint demnach keine dosisabhéngige Induktion der hier gemessenen GBPs vorzu-
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liegen. Die Menge der relativen Genexpression von mGBPS5 und 7 zeigt sich im 20 und 40

+/+ .-
" Mauslinie.

Zysten Infektionsmodell dazu vergleichbar mit der Genexpression der mGBP2
Somit wurde gezeigt, dass die Absenz von mGBP2 sich nicht unmittelbar auf die Genexpres-
sion von anderen GBPs auswirkt. Es scheint daher keine, durch das Fehlen des Gens greifen-
de, kompensatorische Signalkaskaden zu geben, die die Transkription der anderen GBPs be-
einflusst bzw. verdndert. Die Genexpression von mGBP1 hingegen ist in der mGBP2 defizi-
enten Mauslinie in der 20 und 40 Zysten Infektion um das 10 bis 15- fache erh6ht. Nun kénn-
te man annehmen, dass mGBP1 kompensatorisch wirkt, oder es eine Art Riickkopplung zwi-
schen der Genexpression von mGBP1 und mGBP2 existiert und daher die Genexpression bei
einer Abwesenheit von mGBP2 hochreguliert wird. Dies scheint auf den ersten Blick durch-
aus moglich. Betrachtet man jedoch das genetische Konstrukt genauer, welches kiinstlich in
die damit mGBP2 defiziente Mauslinie integriert wurde, fillt auf, dass es sich hierbei um
genomische DNA- Abschnitte handelt, die einer anderen Mauslinie entspringen. Die mGBP2-
defiziente Mauslinie hat den genetischen Hintergrund der C57BL/6 Maus. Die integrierten
Gene stammen jedoch von der Mauslinie 129/0Ola, da die embryonalen Stammzellen, die zur
Herstellung mGBP2- defizienter Mauslinien verwendet wurden, aus dieser Linie entstammen.
Von der Mauslinie ist bekannt, dass standardméfig mGBP1 eine hohe Expression aufweist.
Da die Gene mgbp2 und mgbpl sehr nahe zueinander im Genom liegen, ist bei einer Riick-
kreuzung der mGBP2 Mauslinie mit C57BL/6 ein crossing- over Ereignis zwischen diesen
Genloci sehr unwahrscheinlich. Es ist daher denkbar und wahrscheinlich, dass der mgbp!
Lokus der mGBP2”~ Mauslinie aus der 129/0Ola Mauslinie stammt. Somit ist es wahrscheinli-
cher, dass es sich hier um ein Artefakt handelt, als um einen tatsidchlichen Unterschied in der
Genexpression bei einer Infektion mit 7.gondii. Dennoch ist es interessant und wichtig die
Zusammenhinge und das Zusammenwirken der verschiedenen GBPs néher verstehen zu wol-

len und damit erkliren zu konnen.

Trotz der relativ langen Zeit in der die Existenz von GBPs bekannt ist, sind die Funktionen
und das Zusammenwirken der GBPs in einer Infektion mit 7"gondii noch nicht ausreichend
verstanden. In dieser Dissertation ist mittels der hier durchgefiihrten Arbeiten und Experimen-
te eine ausfiihrliche Analyse der Immunantwort der mGBP2 defizienten Mauslinie gegeniiber

Toxoplasma gondii entstanden.
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4.5 MGBP2 IST NICHT ESSENTIELL IN DER
IMMUNABWEHR GEGEN LCMYV UND VSV

Die Immunantwort gegen Viren unterscheidet sich meistenteils von der gegen Bakterien oder
intrazelluldre Pathogene. Wéhrend diese bei Letzteren meist auf das intensive Auslosen IFNy-
abhéngiger Signalkaskaden beruht, so werden bei viralen Eindringlingen meist INFB- abhén-
gige Signale induziert (Le Page et al., 2000). Dennoch gibt es auch groe Gemeinsamkeiten.
Um die Rolle von mGBP2 in der Immunantwort bei anderen Pathogenen zu untersuchen,

wurde das Infektionsmodell mit LCMV und VSV ausgewihlt.

Eine effektive Immunabwehr bei der Bekdmpfung von LCMV basiert auf eine ,,potente™
CD8" T- Zell Antwort. Es wurde vermutet - vorausgesetzt mGBP2 ist ein wichtiger Bestand-
teil der Immunabwehr gegeniiber LCMV - dass es aufgrund einer geringeren intrazelluldren
Erkennung von Viruspartikeln zu einer hoheren Replikationsrate des Virus in der mGBP2
defizienten Mauslinie kommen konnte. Diese verringerte intrazelluldre Erkennung von Virus-
partikeln und die damit einhergehende verringerte Prédsentation iiber den MHC I Signalweg,
wiirde zu einer Verringerung der LCMV- spezifischen CD8" T- Zellen fiithren. Da die spezifi-
sche CD8" T- Zell- Antwort bei einer LCMV- Infektion essentiell ist, konnte dies einen nega-
tiven Verlauf der Infektion, bis hin zur Mortalitit, fiir die mGBPs- defiziente Mauslinie zur
Folge haben (De Boer et al., 2001; Fung-Leung et al., 1991). Um dosisabhéngige Unterschie-
de analysieren zu konnen, wurden die Versuchstiere direkt mit drei unterschiedlichen Infekti-
onsdosen infiziert. Es zeigte sich, dass der Titer in den gemessenen Organen Lunge, Milz und
Niere in beiden Genotypen vergleichbare Werte erreichte (Abb.3.48). Somit konnte gezeigt
werden, dass die Abwesenheit von mGBP2 die Replikationsrate von LCMV nicht beeinflusst.
Daher scheint es wahrscheinlich, dass mGBP2 nicht direkt mit Viruspartikeln interagiert und
des Weiteren nicht an der Verarbeitung derselben entscheidend beteiligt ist. Hierauf deuten
auch die durchflusszytometrisch erlangten Ergebnisse mittels spezifischen Tetrameren, die die
CDS8" - und CD4" - T- Zell- Antwort messen, hin (De Boer et al., 2003; Masopust et al., 2007;
Murali-Krishna et al., 1998). Das gp33- Peptid ist bei einer LCMV Infektion das am haufigs-
ten priasentierte Epitop (Gallimore et al., 1998). Falls es einen Defekt in der Pridsentation von
Antigenen via des MHC 1 Signalwegs in der mGBP2- defizienten Mauslinie geben wiirde,
wire dieser Unterschied deutlich messbar. In der 9000 und 3000 pfu Infektionsdosis scheint
es zunichst sogar eine Erhohung dieser spezifischen CD8" T- Zellen in der mGBP2”" Mausli-

nie zu geben (Abb.3.49). Dies wiirde bedeuten, es kdme in der mGBP2 defizienten Mauslinie
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zu einer erhohten Erkennung von Viruspartikeln und der anschlieenden Prasentation deren
Antigene via des MHC I Signalwegs. Dies bestétigte sich leider in der 1000 pfu Infektionsdo-
sis nicht. Auch die CD4" T- Zell Antwort konnte mittels eines Tetramers (gp61) gemessen
werden (Fuller und Zajac, 2003; van Leeuwen et al., 2009). Die Induktion dieser T- Lympho-
zyten war ebenfalls durch die Abwesenheit von mGBP2 nicht verdndert (Abb.3.49). Dies
zeugt davon, dass sich in der mGBP2- defizienten Mauslinie scheinbar kein Unterschied in
der Prisentation der Antigene via des MHC II Signalwegs manifestiert hat. Somit scheint die
Abwesenheit von mGBP2 keinen negativen Einfluss auf die Erkennung von Viruspartikeln

intra- oder extrazellularem Ursprungs zu haben.

Um neben der Erfassung der Anzahl von CD8" T- Zellen auch eine Aussage iiber die Funkti-
onalitdt der T- Zellen machen zu konnen, wurde mittels ICS die IFNy Sekretion in der
mGBP2- defizienten Mauslinie nachgewiesen. Im 9000 pfu- Infektionsmodell zeigte sich die
Sekretion in den beiden Genotypen nahezu identisch (Abb.3.45). Im 3000 pfu Infektionsmo-
dell konnte in der mGBP2 defizienten Mauslinie, jeweils im Vergleich zur mGBP2"" Mausli-
nie, eine niedrigere und im 1000 pfu Infektionsmodell eine erhdhte Anzahl gp33 reaktiver,
IFNy produzierende CD8" T- Zellen nachgewiesen werden. Da die Werte im 9000 pfu Infek-
tionsmodell wieder ausgeglichen waren, handelt es sich hier um, wenngleich recht groB3e, sta-
tistische Varianzen. Insgesamt konnte somit in der mGBP2 defizienten Mauslinie eine funkti-
onsfahige IFNy Sezernierung festgestellt werden. Diese Untersuchungen der mGBP2 defizi-
enten Mauslinie im LCMV- Infektionsmodell zeigen insgesamt, dass mGBP2 keine essentiel-
le Rolle in der Immunantwort, hinsichtlich Replikation des Virus oder der unmittelbaren zel-

luldren Reaktion des Immunsystems, innehat.

Um das Infektionsportfolio der mGBP2- defizienten Mauslinie weiter zu vergroflern und in
der mGBP2 defizienten Mauslinie erstmalig zu untersuchen, ob die Immunantwort im Zuge
bei einer VSV Infektion beeintrichtigt oder verdndert ist, wurden die Versuchstiere
(mGBP2"" und mGBP2™"") mit 2x10° pfu VSV infiziert. Da VSV durch einen immunkompe-
tenten Wirt vollstdndig geklirt werden kann, kommt es nur bei erheblichen Beeintrachtigun-
gen der Immunantwort, wie zum Beispiel einer Depletion der CD4" oder CD8" T- Zellen, zu
einer erh6hten Mortalitdt (Huneycutt et al., 1993). Auch ist die Immunantwort auf die Infekti-
on mit VSV interessant, da hier die Signaliibertragung via TLR abhédngiges MyD88 (Lang et
al., 2007) wichtig ist und in der mGBP2 defizienten Mauslinie eine geringere TLR 11 und 12
Expression gezeigt werden konnte. Dies war bei der mGBP2 defizienten Mauslinie jedoch

nicht der Fall und eine Mortalitit blieb, wie auch in der mGBP2"* Mauslinie nach VSV- In-

140



Diskussion

fektion, aus (Abb.3.51). So konnten bei der tiglichen Sichtkontrolle keine auffalligen Unter-
schiede im Verhalten oder Aussehen, wie etwa Gewichtsabnahme oder struppiges Fell, der
Maiuse festgestellt werden. Da die Immunantwort bei der VSV Infektion zum groB3en Teil auf
eine potente Antikorper Produktion und einer funktionellen CD4" T- Zell Antwort basiert,
wurde ein ,,Neutralisierender Antikdrper Assay* durchgefiihrt (Christian et al., 1996; Gobet et
al., 1988). Fiir beide Messungen (IgM+IgG und IgG) konnte ab dem 4. Tag p.i. ein deutlicher
Anstieg der VSV- spezifischen AK nachgewiesen werden (Abb.3.51). Nach 6 Tagen blieb die
Konzentration der AKs auf einem konstant hohen Niveau. Somit wurde nachgewiesen, dass
es in der mGBP2- defizienten Mauslinie bei einer VSV Infektion zu einer potenten AK Bil-
dung kommt, welche es der Mauslinie erlaubt die Pathogene erfolgreich zu bekdmpfen. Es
kann dem zu Folge davon ausgegangen werde, dass mGBP2 in diesem Virus- Infektionsmo-
dell, keine essentielle Funktion in der Immunantwort iibernimmt. Da hier bisher jedoch nur
ein kleiner Bereich der Immunantwort gegeniiber diesem Virus untersucht wurde, ist auch
nicht auszuschliefen, dass andere Proteine die Funktion von mGBP2 iibernehmen und somit
die zelluldren Prozesse die letztendlich zur erfolgreichen Bekdmpfung fithren, durch das Feh-
len dennoch verédndert sind. Dies miisste jedoch in weiterfiihrenden Untersuchungen aufge-

klart werden.

Anhand der vorgestellten Analysen konnte also gezeigt werden, dass mGBP2 in der Immun-
antwort gegeniiber LCMV und VSV keine wichtigen oder gar essentiellen Funktionen besitzt.
Dennoch ist es durchaus denkbar, dass mGBP2 bei anderen Viren eine wichtigere Rolle ein-
nimmt. mGBP2 hat neben dem direkten Kontakt mit Pathogenen oder pathogen-assoziierten
Membranen, wie es bei der PV von T.gondii der Fall ist, auch Aufgaben die Einfluss auf den
Zellzyklus nehmen (Balasubramanian et al., 2011; Gorbacheva et al., 2002; Messmer-Blust et
al., 2010). Daher ist es durchaus denkbar und wahrscheinlich, dass das Fehlen von mGBP2
eine Verdanderung der Immunantwort gegeniiber anderen Viren als LCMV oder VSV fiir den
Organismus zur Folge haben kann. So konnte eine Beschleunigung des Zellzyklus beispiels-
weise die Zeit, welche der Virus zur Replikation benétigt, verringern. Dies konnte dann in
einer niedrigeren Replikationsrate des Virus resultieren. Daher ist es sehr interessant und
wichtig weitere Infektionsmodelle mit der mGBP2 defizienten Mauslinie mit den unterschied-

lichsten Viren zu betrachten und auszuwerten.

141



Ausblick

5 AUSBLICK

Die durchgefiihrte Analyse der Immunantwort in der mGBP2 defizienten Mauslinie zeigte,
dass dieses mGBP eine wichtige Funktion in der Bekdmpfung von intrazelluldren Pathogenen
hat. Um die Bedeutung von mGBP2 im Organismus ndher zu determinieren sind weiterfiih-
rende Arbeiten notig. Es hat sich gezeigt, dass in der mGBP2”" Mauslinie trotz einer hohen
Mortalitédtsrate in der Genexpression von vielen Zytokinen und der T-Lymphozytdren Im-
munantwort keine signifikanten Unterschiede bestehen. Um in weiteren Versuchen die Be-
deutung von mGBP2 aufzukliren wire es interessant, wie bereits beschrieben, durch elektro-
nenmikroskopische Analysen die Struktur der parasitophoren Vakuole in der mGBP2- defizi-
enten Mauslinie ex vivo zu betrachten. Hierbei konnten Antikorper eingesetzt werden, welche
die Parasiten direkt markieren oder nur die dueren Strukturen der PV sichtbar machen. An-
hand dessen konnte man nun untersuchen, ob es in der mGBP2- defizienten Maus zu einer
unterschiedlichen Anlagerung von Proteinen an die PV kommt. Hier wire es zum Beispiel
vorstellbar, dass andere mGBPs oder Effektormolekiile, bei denen sich zwar auf der Genex-
pressionsebene kein Unterschied nachweisen lieB, in der mGBP2”" Maus die Aufgabe von
mGBP2 iibernehmen. Zugleich wire es wichtig zu erfahren, ob und wie sich das Sekretions-
muster des Parasiten in der mGBP2 defizienten Mauslinie dndert. Auch dies wiirde sich durch
extensive elektronenmikroskopische Analysen wahrscheinlich aufkldren lassen. Dies wiirde
einen weiteren wichtigen Schritt zum besseren Verstidndnis der mGBPs bedeuten. Des Weite-
ren ist es zur erfolgreichen Messung der T- Zell Antwort wichtig herauszufinden, welche Epi-
tope bei einer T.gondii Infektion die immunogensten sind. Es ist durchaus moglich, dass le-
diglich dadurch keine signifikanten Unterschiede in der 7.gondii spezifischen T- Lymphozy-
tairen Immunantwort gezeigt werden konnten, weil das Epitop SVLAFRRL nicht das immun-
dominante Epitop bei einer solchen Infektion ist und die Unterschiede dadurch als nicht signi-

fikant erscheinen.

Des Weiteren wire es interessant und wiinschenswert die Analysen der Genexpression der
Zytokine und Effektormolekiile auszuweiten. Hier konnten unter anderem besonders die TLR
abhingigen Signalwege im Fokus stehen. Um einen moglichst genauen Einblick in die Im-
munantwort der mGBP2- defizienten Mauslinie zu erlangen, wére die Transkriptomanalyse
eine Moglichkeit. Hierbei konnte man beispielsweise Proben von sdmtlichen Organen an un-
terschiedlichen Versuchstagen analysieren. So wiirde man einen sehr genauen zeitlichen Ab-
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lauf der Immunantwort erhalten und die Konsequenzen der Absenz von mGBP2 besser ein-
schitzen konnen. Vor allem im 40 Zysten- Infektionsmodell wére es sinnvoll, sich dem To-
deszeitpunkt der Versuchstiere anzunéhern. So konnte man versuchen, die Immunantwort von
infizierten Tieren an Tag 8 oder 9 p.i. zu analysieren. Hierfiir ben6tigt man jedoch eine sehr
grofle Anzahl Versuchstiere, da sehr viele Tiere sterben werden, bevor man ihre Organe ent-
nehmen kann und hieraus Proben fiir eine Transkriptomanalyse herstellen kann. Zusétzlich ist
es problematisch diese sehr grole Anzahl Tiere, die alle im &hnlichen Alter sein miissen,

durch Zucht zu erhalten.

Eine weitere effektive Methode um die Immunantwort ndher und grof3flachig zu analysieren
wire es, Proteomanalysen durchzufiihren. Hierbei wiirde man groBe Mengen an Informatio-
nen erhalten wie der Status der Proteinsynthese innerhalb der infizierten Versuchstiere ist.
Gleichzeitig konnte man anschlieBend diese Ergebnisse mit Daten einer Transkriptomanalyse
in Zusammenhang stellen und so eventuell auftretende Unterschiede in der Translation der

RNA und der Lebensdauer der daraus entstehenden Proteine aufdecken.

Sehr interessant wiére auch die Bedeutung von mGBP2 hinsichtlich der Infektion mit anderen
Vertretern der Apicomplexa, wie den Erreger der Malaria, Plasmodium berghei, oder den
Erreger der Schlafkrankheit, Trypanosoma cruzii, zu untersuchen. Die Analyse der Kolokali-
sation der mGBPs an der PV der Erreger mittels Konfokalmikroskopie oder die Bestimmung
der Infektionslast in vivo bei Applikation unterschiedlicher Infektionsdosen wiren beispiels-

weise gute Moglichkeiten die Funktion der mGBPs in diesen Infektionen néher zu erértern.

Neben der Infektion mit den verschiedenen Protozoen wire es natiirlich auch sehr interessant
die Aufgabe der mGBPs bei viralen Infektionen, beispielsweise mit Erregern der Hepatitis, zu
analysieren. Auch wiren es erstrebenswert Infektionsmodelle mit anderen intrazelluldren Pa-
thogenen, wie beispielsweise Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia oder Rickettsia zu
etablieren und zu analysieren. Um das Zusammenwirken der mGBPs besser erforschen zu
konnen wire eine Moglichkeit eine Mauslinie zu erstellen, in welcher zwei oder mehr mGBPs
nicht funktional sind. Vergleicht man dann die Immunantwort dieser Doppelknockout Mause
mit Single KO Maiusen, erhélt man einen besseren Einblick in die Verbindungen der mGBPs
untereinander. Zusammengenommen sind auf dem Gebiet der Erforschung der mGBPs noch
sehr viele interessante offene Fragen, die es zu 16sen gilt und deren Verstdndnis im Rahmen
der Grundlagenforschung einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstindnis des Immunsys-

tems leisten kann
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Der zur Gruppe der Apicomplexa gehorende, obligat intrazelluldre Parasit Toxoplasma gondii
ist der Erreger der Toxoplasmose. Zu den Symptomen, meist in immunsupprimierten Patien-
ten auftretend, gehdren schwere Organschdden, sowie eine Enzephalitis. Ebenso kann bei
Erstinfektion von Schwangeren der Fotus durch plazentale Transmission geschédigt werden.
Der Erreger ist weltweit verbreitet, wobei ein Drittel der Weltbevolkerung latent infiziert ist

(WHO).

In der vorgelegten Arbeit wurde die Funktion des in Vertebraten konservierten Guanylat- bin-
denden Proteine (GBP) 2 der p65- Familie, mit besonderer Fokussierung auf die Toxoplasma
gondii Infektion, untersucht. Die murinen GBPs (mGBPs) werden durch Typ I und II Interfe-
rone induziert. Die Steuerung findet iiber den JAK-STAT- Signalweg statt. Dieser Arbeit vo-
rangehende in vitro Versuche in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) zeigten eine we-
niger effektive Bekdmpfung von intrazelluldren 7. gondii in mGBP2- defizienten Zellen. Des
Weiteren wurde die Rekrutierung zur parasitophoren Vakuole (PV), sowie die Kolokalisation
von mGBP2 mit der PV Membran (PVM) mittels Konfokalmikroskopie gezeigt. Die generier-
te GBP2”" Mauslinie zeigte schlieBlich erhdhte Mortalititsraten bei intraperitonealer Infektion

mit 20 bzw. 40 Zysten T.gondii ME49.

Ziel dieser Dissertation war es, die Immunantwort der mGBP2”" Mauslinie auf zelluldrer und
molekularer Ebene nach einer Infektion mit obligat intrazelluldaren Erregern ndher zu untersu-
chen. Die T- Zell Imnmunantwort ist eine der wichtigsten immunologischen Reaktionen auf ein
Pathogen und wird iiber die Haupthistokompatibilitidts — Komplexe (MHC) Typ I, und Typ II
gesteuert. In Vorarbeiten wurde eine geringere intrazelluldre Zerstérung der 7. gondii PV in
mGBP2” MEFs beobachte, was im in vivo Modell in einer geringeren Antigenprisentation
iiber den MHC I und II Prisentationsweg und damit einhergehender verringerter Anzahl 7o-
xoplasma- spezifischer CD8" bzw. CD4" T- Zellen resultieren konnte. Um die T. gondii spezi-
fische CD8" T- Zell Antwort zu analysieren, wurden Miuse vom WT und der mGBP2”"
Mauslinie mit 20 Zysten i.p. infiziert und den Tagen 7, 14, 21 und 28 p.i. die T- Zellen der
Milzen durch Durchflusszytometrie mit Hilfe eines MHC-I-Pentamers, der ein 7. gondii spe-
zifisches Epitop (SVLAFRRL) trug, analysiert. Es zeigte sich eine potente 7.gondii spezifi-
sche CD8" T Zell Frequenz in der mGBP2”~ Mauslinie und kein signifikanter Unterschied zu
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den Kontrolltieren. Durch intrazelluldre Zytokinfarbung (ICS) wurde gezeigt, dass eine poten-
te, mit der mGBP2"" Maus vergleichbare CD4" T- Zell Antwort in der mGBP2”" Mauslinie
stattfindet. So wurde gezeigt, dass die Priasentation der Antigene iiber den MHC I und II Sig-
nalweg, sowie die daraus folgende T- Zell Antwort durch ein Fehlen von mGBP2 nicht beein-

trachtigt wird.

Ein weiteres Projekt der Doktorarbeit war die Analyse und der Vergleich der Stadienkonver-

+/+

sion von 7. gondii in mGBP2"" und mGBP2” Miusen durch Etablierung einer Tag-Man
gRT-PCR. Der Erreger wird von der Maus meist in Form von Oozysten aufgenommen, aus
welchen sich innerhalb weniger Tage das sich schnell teilende Stadium, die Tachyzoiten, bil-
det. Die Infektion findet innerhalb der ersten 14 Tage hauptsichlich in Lunge, Leber und Milz
statt. Anschlieffend findet beim immunkompetenten Wirt eine Verlagerung der Infektion ins
Gehirn statt und eine mehr oder minder zeitgleiche Konversion der Tachyzoiten zu sich lang-
sam teilenden Bradyzoiten. Diese sind in der Lage im Gehirn Zysten zu bilden. Es wurde be-
schrieben, dass es in vitro moglich ist durch die Verwendung stadienspezifischer Gene in ei-
ner qRT-PCR Tachyzoiten von Bradyzoiten zu unterscheiden. Die Expression solcher sta-
dienspezifischen Gene sollte in mGBP2”" Miusen ermittelt werden, um zu untersuchen, ob sie
in der Lage sind die Infektion mit 7.gondii zu bekdmpfen und die Stadienkonversion eingelei-
tet wird. Im in vivo Infektionsmodell zeigte sich, dass in der mGBP2”" Maus die Stadienkon-
version in einem mit der mGBP2"" Mauslinie vergleichbaren Mafe stattfindet. Um einen
weiteren Einblick in die Immunantwort der mGBP2”~ Maus zu erlangen, wurde die Expressi-
on zahlreicher Zytokine auf RNA- Ebene mittels qRT-PCR, sowie auf Protein- Ebene mittels
ELISA, untersucht. Viele analysierten Zytokine, wie IFNy, IL- 1B, IL- 4, IL- 6 zeigten keine
signifikanten Unterschiede, bei Infektion der Tiere mit 20 oder 40 Zysten i.p. Bei der Analyse
von IFN-o und IFN-f bei der 40 Zysten Infektion konnte eine signifikante Hochregulation der
Genexpression in der Lunge der mGBP2”" Mauslinien gezeigt werden. Die Expression von
TLR11 und TLR12 war dagegen in der mGBP2”" Mauslinie signifikant verringert. Diese ver-
anderten Expressionsmuster von immunrelevanten Genen konnten zur beobachteten hohen

Mortalititsrate der mGBP2™"" gefiihrt haben.

Um die Funktion von mGBP2 bei anderen intrazelluldren Pathogenen zu analysieren, wurden
weitere Infektionsversuche mit dem lymphozytischen Choriomeningitis Virus (LCMV) und
dem vesikuldren Stomatitis Virus (VSV) durchgefiihrt. Hier wurden die Erreger- spezifischen
CD4" und CD8" T- Zell Antworten, der Virustiter und andere immunologische Parameter

bestimmt, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zeigten.
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7 SUMMARY

The apicomplexan parasite Toxoplasma gondii is the causative agent of Toxoplasmosis. The
symptoms, mostly occurring in immunocompromised patients, reach from heavy organ dam-
age to a severe encephalitis. The pathogen is distributed worldwide whereas one third of the

human world population is latently infected.

In this dissertation the function of the guanylate- binding protein (GBP) 2 of the p65- family,
which is conserved in vertebrates, has been studied, focussing on the infection with 7. gondii.
The murine GBPs (mGBPs) are induced via type I and type II Interferons and regulated via
the JAK-STAT- signalling pathway. Prior to this work it was found that in vitro murine em-
bryonic fibroblasts (MEFs) show less effective clearance of intracellular 7. gondii when lack-
ing mGBP2. Furthermore, the recruitment to and the colocalization of mGBP2 at the
parasitophorous membrane (PV) was shown applying confocal microscopy. The then generat-
ed mGBP2- deficient mouse strain finally showed a higher mortality rate when infected with

20 and 40 cysts intraperitoneally (i.p.).

The aim of this dissertation was to analyze the immune response of the mGBP2”" mouse
strain extensively on the cellular and molecular level after infection with obligatory intracellu-
lar pathogens. The T- cell response is one of the most important immunological reactions to-
wards a pathogen and is controlled via the presentation pathways of the major histocompati-
bility complex (MHC) I and II. Since there has been found a lower clearance of intracellular
T. gondii in mGBP2” MEFs it was thought that there might be a reduced presentation of anti-
gen via MHC I and II, hypothetically leading to a reduced number of T. gondii specific CD4"
and CD8" T- cells. To address the question whether the CD8" T- cell response is reduced
mGBP2"* and mGBP”" mice where infected with 20 cysts i.p. On day 7, 14, 21 and 28 post
infection (p.1.) the mice were sacrificed and the T- cells of their spleens were analyzed with
flow cytometry using a MHC-I Pentamer with a 7. gondii specific epitope (SVLAFRRL). It
was shown that there was a potent CD8" T- cell response in the mGBP2”~ mouse strain and it

+H+ .
mouse strain.

did not differ significantly from the CD8" T- cell response of the mGBP2
Further experiments using intracellular cytokine staining (ICS) showed a potent CD4" T- cell
response in mGBP2” mice. Therefore, it was shown, that the antigen presentation via MHC I

and MHC II is not impaired in the mGBP2- deficient mouse strain.
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Another project of the thesis was the analysis and comparison of the stage conversion of 7.
gondii ME49 in mGBP2"" and mGBP2”" mice by establishing a Tag-Man qRT-PCR. The
pathogen is naturally taken up by mice as oocysts, out of which in only a few days the fast
dividing stages of the Tachyzoites emerge. The acute infection, for which tachyzoites are spe-
cific, lasts approximately 14 days mainly in the lungs, liver and spleen of the animals. After
this time the infection relocates in immunosufficient animals towards the brain and a stage
conversion to the slowly dividing, cyst- building bradyzoites occurs. It has been published
that it is possible, by using stage- specific genes, to distinguish between tachyzoites and
bradyzoites by qRT-PCR in vitro. After establishing a qRT-PCR on stage- specific genes in
vitro the stage- conversion was measured in vivo. Therefore mGBP2"" and mGBP2”" mice
were infected with 20 cysts i.p. and sacrificed on day 7, 14, 21, 28 p.i. It showed that in the
mGBP2™ there is a potent induction of the stage- conversion, comparable to the mGBP2"*

mouse strain.

To further address the immune response of the mGBP2- deficient mouse strain on the molecu-
lar level, the expression of a multitude of cytokines and effector molecules were analyzed on
the RNA level. Many analyzed cytokines like IFNy, IL- 1B, IL- 4, IL- 6 did not show a signif-
icant difference when mice where infected with 20 or 40 cysts i.p. The analysis of [FN-a and
IFN-B in the 40 cysts infection model did show a significant upregulation of this cytokine in
the lungs of mGBP2”" animals on day 7 p.i. The expression of TLR 11 and TLR 12 on the
other hand was significantly reduced by this time in the mGBP2- deficient mice. The differ-
ences in these expression pattern might lead to or contribute to the high mortality rate of the

mGBP2”" mouse strain when infected with T, gondii ME49.

To address the function and role of mGBP2 towards other obligatory intracellular pathogens
further infection experiments were performed using the lymphocytic choriomeningitis virus
(LCMYV) and the vesicular stomatitis virus (VSV). Here the pathogen- specific T- cell re-
sponse was analyzed quantitatively and qualitatively and in both cases a strong pathogen-

specific immune response was observed.
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