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1. Einleitung

1.1. Morbus Crohn

Der Morbus Crohn bildet zusammen mit der Colitis ulcerosa die Entität der chronisch-entzünd-

lichen Darmerkrankungen (CED), die eine weltweite Inzidenz von etwa 4-10/100.000 Personen

pro Jahr bei einer Prävalenz von 40-100/100.000 Personen haben [1]. Die Pathologie des

M. Crohn ist durch massive Nekrosen zumeist im terminalen Ileum gekennzeichnet, jedoch

kann der gesamte Gastrointestinal (GI)-Trakt befallen sein. Schwerwiegende Komplikationen

stellen Fistel- und Abszessbildung, intestinale Obstruktion, Malnutrition sowie extraintestinale

Manifestationen dar [2].

Die medikamentöse Therapie des M. Crohn erfolgt derzeit mit der anti-inflammatorisch wirksa-

men 5-Aminosalicylsäure (=Mesalazin), weiterhin mit topischen oder systemischen Kortikoste-

roiden und in schwereren Fällen auch mit den Immunsuppressiva 6-Mercaptopurin, Azathioprin,

Methotrexat und Ciclosporin [3]. Da es sich beim M. Crohn um eine Immunpathologie vom

sog. T-Helfer (Th)1 (und/oder sog. Th17)-Typ (s. 1.3) handelt [4], die mit erhöhten proinflam-

matorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-α einhergeht, werden zur Therapie der

Erkrankung auch monoklonale Antikörper gegen TNF-α wie Infliximab, Adalimumab oder Certo-

lizumab eingesetzt [3]. Antikörper gegen ein weiteres wichtiges Th1-Zytokin, Interleukin (IL)-12,

zeigten in einer klinischen Studie in den ersten sieben Wochen eine klinische Verbesserung

der Symptomatik, die jedoch nach 18 Wochen nicht mehr statistisch signifikant war [3].

Trotz dieser medikamentösen Therapiemöglichkeiten müssen etwa 70-80% der Patienten

mit M. Crohn im Laufe der Erkrankung operiert werden [2]. Klassische Indikationen für die

chirurgische Therapie sind ein Nichtansprechen auf die medikamentöse Therapie sowie Fistel-

oder Abszessbildung, intestinale Obstruktion und Malnutrition [2]. Doch auch die chirurgische

Therapie ist mit hohen Rezidivraten behaftet; so liegt die Zeit zwischen dem ersten operativen

Eingriff und einem notwendigen zweiten Eingriff im Mittel bei nur etwa 10 Jahren [2]. Aufgrund

dieser Tatsachen und der teils schwerwiegenden Nebenwirkungen gängiger Therapeutika

dauert die Suche nach neuen Behandlungsstrategien an.

Neben den klassischen Zytokinen der Th1-Immunantwort, TNF-α und Interferon (IFN)-γ, konnte

gezeigt werden, dass auch die Zytokine IL-6 sowie IL-23p19, ein kürzlich entdecktes Zytokin

der sog. Th17-Immunantwort (s. 1.3.1), sowohl bei der Entstehung der experimentellen Kolitis

in Mausmodellen als auch beim M. Crohn eine wesentliche Rolle spielen.
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1. Einleitung

1.2. Die orale Infektion mit 100 Zysten Toxoplasma gondii als

Mausmodell für den M. Crohn

Das obligat intrazelluläre Protozoon Toxoplasma gondii wird zumeist durch den Verzehr von

ungenügend gekochtem oder ungekochtem Fleisch, das Gewebezysten enthält, aufgenommen.

Eine Infektion kann jedoch auch über Nahrungsmittel oder Wasser stattfinden, die durch Katzen

mit Oozysten kontaminiert wurden. Daher findet die erste Auseinandersetzung des Wirtes mit

dem Parasiten im Darm des Wirtes statt [5].

Nach einer 100-Zysten-Infektion mit dem ME49-Stamm von T. gondii erkranken CBA/ca-

Mäuse (H-2k-Haplotyp) erst in der chronischen Phase der Infektion an einer Enzephalitis [6],

wohingegen Balb/c-Mäuse (H-2d-Haplotyp) weder in der akuten, noch in der chronischen

Phase erkranken [7–10]. C57BL/6-Mäuse (H-2b-Haplotyp) entwickeln dagegen bereits in der

Akutphase (etwa 7 Tage nach Infektion) eine Dünndarmpathologie, die durch massive Nekrosen

im Ileum gekennzeichnet ist [7]. Diese Pathologie ist durch eine überschießende Th1 (und/oder

sog. Th17)-Immunantwort (s. 1.3) verursacht, bei der antigen-präsentierende Zellen (APC) in

der Lamina propria des Dünndarms durch Sekretion von IL-18 und IL-12 naive CD4+-T-Zellen

aktivieren und zur Differenzierung zu Th1-Zellen anregen. Diese sezernieren daraufhin IFN-γ

und TNF-α, welche eine starke Induktion der induzierbaren Stickstoffoxidsynthetase (iNOS)

in mononukleären Zellen der Lamina propria bewirken. Das vermehrt gebildete Stickstoffoxid

(NO) führt daraufhin zur Bildung von Nekrosen im Ileum [9]. Diese Immunkaskade hat große

Ähnlichkeit mit der Immunkaskade in Mausmodellen für entzündliche Darmerkrankungen und

bei Patienten mit M. Crohn [11](s. 1.3.3), weshalb sich die orale Infektion von C57BL/6-Mäusen

mit T. gondii als Modell zur Analyse von Immunmechanismen beim M. Crohn eignet.

1.3. Die lokale Immunantwort bei chronisch-entzündlichen

Darmerkrankungen

1.3.1. Die Polarisierung von CD4+-T-Zellen

Lange Zeit wurde angenommen, dass CD4+-T-Zellen als Th1- und Th2-Zellen vorkommen

[12–14]. Die Th1-Antwort ist durch Sekretion von IFN-γ und TNF-α charakterisiert [12], wird mit

zellulärer Immunität in Verbindung gebracht und ist die adäquate Immunantwort auf Erreger,

die sich in Makrophagen oder anderen Wirtszellen vermehren (sog. intrazelluläre Erreger). In

experimentellen Infektionen mit intrazellulären Pathogenen wie Mykobakterien, Leishmania

major, T. gondii und Listeria monocytogenes, die alle eine Th1-Antwort hervorrufen, verhindert
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1. Einleitung

eine Interferenz mit der Produktion oder der Wirkung von IFN-γ und anderen Th1-Molekülen

eine Eliminierung des Pathogens [15–20].

Im Gegensatz dazu ist die Th2-Immunität durch die Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 charakte-

risiert [12,21,22]. Eine Th2-Antwort ist mit der Produktion von Antikörpern (IgG1 und IgE) und

der Induktion einer Eosinophilie assoziiert [22,23]. Die Th2-Immunantwort führt zur Abwehr

von Nematodeninfektionen und spielt bei der Entstehung von Allergien eine wichtige Rolle.

Kürzlich wurden jedoch zwei weitere CD4+-T-Zell-Populationen entdeckt. Neben regulatorischen

T-Zellen, die die Entwicklung von inflammatorischen Immunantworten unterbinden können

[24–26], wurden kürzlich sog. Th17-Zellen beschrieben [27,28]. Diese sind durch die Produktion

von IL-17A, IL-17F, TNF-α, IL-22 und IL-6 charakterisiert [29,30]. Die sog. Th17-Lymphozyten

werden als Entzündungsmediatoren im Rahmen verschiedener Autoimmunerkrankungen wie

experimenteller Autoimmunenzephalitis (EAE), Kollagen-induzierter Arthritis [29,31–33] und

mukosaler Entzündungen wie M. Crohn diskutiert [34] (s. 1.3.3).

Die Differenzierung der jeweiligen T-Zellen wird durch die Zytokine bestimmt, die während

der T-Zell-Aktivierung als Erstantwort auf ein Pathogen vorhanden sind [14]. IL-12 und IL-18

führen zu stabilen epigenetischen Veränderungen, durch die zuvor undeterminierte primäre

T-Helfer-Zellen den Th1-Phänotyp annehmen [35, 36], wohingegen die Präsenz von IL-4 in

einem Th2-Phänotyp resultiert [37]. IL-21, „Transforming Growth Factor“ (TGF)-β und IL-6

spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des sog. Th17-Phänotyps [38–41], der daraufhin

vermutlich durch IL-23p19 aufrecht erhalten wird [27–29].

1.3.2. Zytokinproduktion bei Th1- und sogenannten Th17-Immunantworten

1.3.2.1. Interferon (IFN)-γ

Das biologisch aktive IFN-γ wird v.a. von aktivierten Natürlichen Killer (NK)- und CD4+-Th1-

Zellen sowie von aktivierten zytotoxischen CD8+-T-Zellen produziert [12,42–44]. Jedoch sind

auch APC’s und NK-T-Zellen wichtige IFN-γ-Produzenten [45–47]. Während vor allem NK-Zellen

in der Frühphase nach Infektionen IFN-γ produzieren, sind T-Lymphozyten in der adaptiven

Immunantwort die wichtigste Quelle für IFN-γ [12,48].

Die IFN-γ-Produktion wird durch von APC’s sezernierte Zytokine, allen voran die Th1-Zytokine

IL-12 und IL-18, sowie durch IFN-γ selbst gesteigert [49–52]. Das Th2-Zytokin IL-4 blockiert

die Produktion, das „Suppressor of Cytokine Signaling“ (SOCS)-Protein SOCS-1 (s. 1.4)

hingegen blockiert die Wirkung von IFN-γ [50,53–57]. Die Produktion von IFN-γ scheint zudem

genetisch reguliert zu sein, da T-Lymphozyten aus C57BL/6-Mäusen signifikant mehr IFN-γ als
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1. Einleitung

T-Lymphozyten aus Balb/c-Mäusen sezernieren [58,59]. Die erhöhte IFN-γ-Produktion ist mit

einer größeren Resistenz gegenüber intrazellulären Erregern verbunden.

IFN-γ induziert die Chemotaxis von Leukozyten und steuert Reifung und Differenzierung von

Makrophagen und Monozyten [60–63]. Außerdem verstärkt es die Aktivität von NK-, B- und

CD8+-T-Zellen [45,63–65]. IFN-γ bewirkt zudem die Induktion des „Cytokine-inducible-SH2-

Domain-containing-Protein“ (CIS) sowie von SOCS-1, SOCS-2 und SOCS-3 [66,67].

Neben diesen (protektiven) Abwehrmechanismen trägt IFN-γ jedoch auch zu Immunpathologien

bei. Beim Menschen ist IFN-γ unter anderem an Erkrankungen wie systemischem Lupus

erythematodes [68,69], Multipler Sklerose [70], insulinabhängigem Diabetes mellitus und M.

Crohn (s. 1.3.3) beteiligt [71–73].

1.3.2.2. Interleukin (IL)-6

Das 26 kDa schwere IL-6-Protein wird durch lymphoide und nicht-lymphoide Zellen wie T-

und B-Zellen, Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten und ver-

schiedene Tumorzellen gebildet [74]. IL-6 beeinflusst zusammen mit TGF-β die Reifung und

Differenzierung naiver CD4+-Zellen zu sog. Th17-Zellen [39–41] (s. 1.3.1). Weiterhin beein-

flusst IL-6 Reifung und Differenzierung von CD8+-T-Zellen und ist an der Regulierung der

Erythropoese sowie der Makrophagen-, Osteoklasten- und Megakaryozytendifferenzierung

beteiligt [75]. IL-6 ist im Rahmen der Entzündungsreaktion der Hauptinduktor des C-reaktiven

Proteins, des Fibrinogens und des Serumamyloid-A-Proteins [76]. Weiterhin induziert IL-6 die

Expression von CIS, SOCS-1, SOCS-2 und SOCS-3 [66,67].

IL-6 ist jedoch auch an der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide

Arthritis, Multiples Myelom, Mesangioproliferative Glomerulonephritis und Psoriasis [75] sowie

an mukosalen Entzündungen wie M. Crohn beteiligt [77–80] (s. 1.3.3).

1.3.2.3. IL-23p19

Das im Jahr 2000 entdeckte 19,8 kDa schwere IL-23p19 (=IL-23) ist ein dem IL-12 eng verwand-

tes Zytokin, welches als Heterodimer aus einer p19-Kette und der p40-Untereinheit des IL-12

vorliegt [81]. Die Expression von IL-23p19-mRNA konnte in murinen aktivierten dendritischen

Zellen (DC) nachgewiesen werden [81], weiterhin wird IL-23p19 von aktivierten Makrophagen

produziert [82,83]. Es wird v.a. im Intestinum, weniger dagegen in der Milz exprimiert [83,84]. Im

Gegensatz zu IL-12 hat IL-23p19 eine nur schwache antiparasitäre Wirkung gegen T. gondii [85].
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1. Einleitung

IL-23p19 ist jedoch wichtig für die Aufrechterhaltung der sog. Th17-Antwort, wobei es diese

weniger selbst zu induzieren scheint [31,84,86] (s. 1.3.1).

IL-23p19 wurde als essentieller Mediator der EAE, der Kollagen-induzierten Arthritis sowie

der experimentellen Kolitis charakterisiert [31–33, 83, 84, 86, 87], der eine Kaskade durch

Makrophagen sezernierter proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-6, IFN-γ und IL-17

unterhält. Kürzlich konnte zudem eine Beteiligung von IL-23p19 beim M. Crohn des Menschen

nachgewiesen werden [88–90] (s. 1.3.3).

1.3.3. Die Immunpathogenese des M. Crohn

Bei der Immunpathogenese des M. Crohn scheint es sich um eine T-Zell-vermittelte fehlge-

steuerte Immunantwort als Reaktion auf die darmeigene Bakterienflora zu handeln, die vom

genetischen Hintergrund der betroffenen Individuen abhängig ist [91]. Die Erkennung von

spezifischen Oberflächenmolekülen darmeigener Bakterien erfolgt durch die sog. „Nucleotide

Oligomerization Domain“ (NOD)-Rezeptoren NOD1 und NOD2. Mutationen dieser Proteine

konnten mit erhöhter Suszeptibilität für M. Crohn in Verbindung gebracht werden [92–95].

Die Induktion der fehlgesteuerten Immunantwort erfolgt daraufhin durch APC’s, die durch

Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 und IL-23p19 eine Aktivierung und Diffe-

renzierung naiver CD4+-T-Zellen herbeiführen und Neutrophile sowie NK-Zellen zur weiteren

Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IFN-γ, TNF-α und IL-6 anregen (s. Abb. 1). IFN-γ

und TNF-α bewirken über die Induktion von iNOS in Zellen der Lamina propria eine erhöhte

Produktion von NO, welches zu Nekrosen führt [11]. Weiterhin bewirkt TNF-α die Induktion

sog. Matrix-Metalloproteinasen (MMP), einer Gruppe Zink- und Calcium-aktivierter neutraler

Endoproteinasen, die bei erhöhter Expression starke proteolytische Aktivität aufweisen und so

zu weiterer Nekrosenbildung führen [96, 97]. Die genaue Rolle von IL-23p19 bei der Entste-

hung chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen ist noch unklar, jedoch induziert IL-23p19

die Produktion von IL-1β, TNF-α, IL-12 und IFN-γ durch Zellen des unspezifischen Immunsys-

tems [32, 98] und stabilisiert sog. Th17-Zellen, die durch Sekretion von IL-17 myeloide und

epitheliale Zellen zur Produktion von IL-6, TNF-α und anderen Faktoren anregen [32,99,100](s.

Abb. 1).

Vor der Entdeckung der sog. Th17-Zellen wurde davon ausgegangen, dass es sich beim M.

Crohn um eine Th1-Zell-vermittelte Erkrankung handelt, die durch IL-12 ausgelöst bzw. aufrecht

erhalten wird. Studien am Menschen [101] und in Mausmodellen der Kolitis [102,103] zeigten,

dass exzessive Th1-Aktivität ein wesentlicher Faktor dieser Erkrankung ist. Erhöhte Werte von

sowohl IL-18 als auch IL-12, die die Differenzierung von Th1-T-Zellen bewirken [35,36], konnten
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Abb. 1.: Modell zur Entstehung der Kolitis durch Th1- und sog. Th17-Zellen. DC = dendri-
tische Zellen, M = Makrophagen, N = Neutrophile, NK = Natürliche Killerzellen,
Tn = naive T-Zellen. Modifiziert nach McGovern, D. & Powrie, F.: The IL23 axis
plays a key role in the pathogenesis of IBD. Gut, 2007, 56, 1333-1336

in der Mukosa von Patienten mit M. Crohn nachgewiesen werden [104, 105]. Auch konnte

gezeigt werden, dass intestinale Epithelzellen von Patienten mit M. Crohn CD4+-T-Zellen zur

gesteigerten Sekretion von IFN-γ anregen [101]. Die wichtige Rolle der IL-12/IFN-γ-Achse bei

der experimentellen Kolitis konnte auch in Mausmodellen nachgewiesen werden. In einem T-Zell-

vermittelten Kolitis-Mausmodell reduzierte die Behandlung der Tiere mit anti-IL-12-Antikörpern

die Ausprägung der Erkrankung [103].

Durch die Entdeckung von IL-23p19, das die p40-Kette mit IL-12 teilt [81] (s. 1.3.2.3), mussten

jedoch diverse Experimente, in denen ein anti-p40-Antikörper zur Neutralisierung von IL-12

eingesetzt worden war, neu evaluiert werden. Viele der ursprünglich IL-12 zugeschriebenen

Funktionen scheinen nach neuesten Erkenntnissen auf IL-23p19 zurückzugehen.

Die wichtige Rolle der sog. IL-23/Th17-Achse bei der Immunpathogenese der murinen expe-

rimentellen Kolitis sowie des M. Crohn beim Menschen konnte durch diverse Studien belegt

werden. So wurden bei Patienten mit M. Crohn kürzlich Veränderungen im Gen für den IL-23-

Rezeptor gefunden [89] sowie Makrophagen isoliert, die nach Stimulation durch Escherichia

coli und Enterococcus faecalis vermehrt IL-23p19 produzierten [90]. Auch konnte eine erhöhte

Produktion von IL-23p19-mRNA bei Patienten mit aktivem M. Crohn festgestellt werden [88].

In einem Mausmodell mit durch Helicobacter hepaticus induzierter T-Zell-abhängiger Kolitis

induzierte IL-23p19 v.a. die Ausschüttung von IL-17 und IFN-γ [86]. Weiterhin konnte in einem
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IL-10-Knockout-Mausmodell der experimentellen Kolitis gezeigt werden, dass Il12p35−/− x

Il10−/− Mäuse trotz niedriger IFN-γ-Konzentrationen eine Erkrankung entwickeln, wohingegen

Il23p19−/− x Il10−/− Mäuse trotz erhöhter Th1-Zytokine nicht erkranken. Dies zeigt, dass außer

der IL-12/IFN-γ-Achse auch IL-23p19 essentiell für die Pathogenese der experimentellen Kolitis

ist [87].

Auch die Beteiligung von IL-6 an der Pathogenese chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen

konnte in Studien gezeigt werden. Yamamoto et al. zeigten, dass der Transfer von CD45RBhigh

CD4+-T-Zellen aus naiven Balb/c-Mäusen in „scid“-Mäuse (Mäuse, die weder T- noch B-

Zellen produzieren) eine Kolitis auslöst, die durch Gabe eines Antikörpers gegen den IL-6-

Rezeptor unterdrückt werden kann [80]. Die Serumkonzentrationen von IL-6 und dem löslichen

IL-6-Rezeptor sind zudem bei Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa stark erhöht und

korrelieren mit der klinischen Ausprägung der Erkrankung [77–79].

1.4. Die „Suppressor of Cytokine Signaling“ (SOCS)-Proteine

1.4.1. Allgemeine Funktionen

Die 1995 entdeckten SOCS-Proteine sind die einzigen induzierbaren Inhibitoren der Zytokin-

aktivität [66].

Als erstes SOCS-Protein wurde 1995 CIS beschrieben. Es handelt sich bei CIS um ein durch

IL-2, IL-3 und Erythropoietin (Epo) induzierbares Protein [106]. SOCS-1 wurde 1997 als zweites

Protein der Familie entdeckt [66, 67, 107], später wurden zwei verwandte Proteine, SOCS-

2 und SOCS-3, entdeckt [67]. Hilton et al. isolierten 20 weitere Proteine in Mäusen und

Menschen, die ein 40 Aminosäurereste langes sequenzhomologes C-terminales Motiv enthalten,

das als „SOCS box“ bezeichnet wird, u.a. SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6 und SOCS-7 [67,

108]. Während die Funktionen von SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6 und SOCS-7 bisher wenig

verstanden werden, wurden für SOCS-1 und SOCS-3 vielfältige Funktionen wie Kanzerogenese,

immunologische Funktionen sowie Regulation der fetalen Erythropoese und des endokrinen

Systems beschrieben [109].

1.4.1.1. SOCS-1

Das 212 Aminosäuren große SOCS-1-Protein ist in unstimulierten Zellen in niedriger Expression

ubiquitär vorhanden, mit starker Expression in Thymus, Lunge, Milz und Testis [66,67]. SOCS-
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1 wird u.a. durch IFN-γ, durch Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-13 [110, 111] sowie durch IL-6

induziert [66,67].

SOCS-1 verstärkt die Reifung von DC’s [112]. Weiterhin inhibiert SOCS-1 sowohl die IFN-γ- als

auch die IL-4-Signaltransduktion und scheint so einen Einfluss auf die Balance der Th1- oder

Th2-Antwort zu haben. Sind die extrazellulären IFN-γ- oder IL-12-Konzentrationen hoch, wird

das IL-4-Signal durch SOCS-1 blockiert. Sind dagegen die extrazellulären IL-4-Konzentrationen

hoch, so wird das IFN-γ- bzw. IL-12-Signal durch SOCS-1 blockiert [113] (Abb. 2).

Abb. 2.: Modell zu den Wirkungen von SOCS auf die Differenzierung von naiven T-Zellen
zu Th1- oder Th2-Zellen. Modifiziert nach Yoshimura, A.; Naka, T. & Kubo, M.:
SOCS proteins, cytokine signalling and immune regulation. Nat Rev Immunol,
2007, 7, 454-465

Weiterhin hemmt SOCS-1 den „Januskinase/Signal Transducer and Activator of Transcription“

(JAK/STAT)-Signalübertragungsweg durch direkte Bindung an JAK2 [107,114,115]. So werden

intrazelluläre Signalwege vieler Zytokine, unter anderem auch von IL-6 und IFN-γ, blockiert

[116–119].

Diese Wirkungen von SOCS-1 konnten in Mausmodellen nachgewiesen werden. Socs1-

Knockout-Mäuse zeigten reduziertes Wachstum und starben innerhalb von drei Wochen an

einem Syndrom, das durch schwere Lymphozytopenie, Aktivierung peripherer T-Zellen, Le-

berverfettung und Leberzellnekrosen sowie Makrophageninfiltrationen aller großen Organe

gekennzeichnet war [120,121]. Diese Defekte scheinen v.a. auf unkontrollierte IFN-γ-Sekretion

durch T-Zellen zurückzugehen [57]. Socs1−/− Mäuse, denen auch das rag2-Gen fehlte und die

daher keine funktionsfähigen Lymphozyten hatten, produzierten kein IFN-γ und überlebten [122].

Diese Befunde weisen darauf hin, dass SOCS-1 die IFN-γ-Produktion in vivo hemmt. Socs1−/−

x Ifng−/− Mäuse oder Socs1−/− Mäuse, die mit anti-IFN-γ-Antikörpern behandelt wurden,
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überlebten zunächst und schienen gesund [57,121], starben jedoch nach sechs Monaten mit

Infektionen und polyzystischen Nieren [123], was darauf hinweist, dass SOCS-1 neben IFN-γ

auch andere proinflammatorische Zytokine zu regulieren scheint.

Socs1−/− Mäuse wiesen zudem eine Hypersensitivität auf IFN-γ auf, da ihre Knochenmarksm-

akrophagen 100-fach geringere IFN-γ-Konzentrationen im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen

benötigten, um eine Leishmania major-Infektion zu eliminieren [57]. Morita et al. konnten

zeigen, dass die Apoptose von Zellen der Socs1−/− Mäuse mit exzessiver IFN-γ-induzierter

TNF-α-Wirkung in Verbindung steht [124]. Tatsächlich waren die TNF-α-Serumkonzentrationen

in naiven Socs1−/− Mäusen erhöht, und murine Fibroblasten von Socs1−/− Mäusen waren

sensitiver gegenüber TNF-α-vermitteltem Zelltod als Wildtyp-Kontrollen [124]. Socs1−/− Mäuse

zeigten weiterhin eine moderate Neutrophilie mit reduzierten Thrombozyten- und Hämatokrit-

werten [125] sowie eine schwere Pankreatitis, die durch Entzündung, Ödem mit T-Zell- und

Makrophageninfiltrationen und Atrophie der azinären Zellen gekennzeichnet war [126].

Diese Beobachtungen sprechen dafür, dass SOCS-1 insbesondere die IFN-γ-Signalwirkung

reguliert und vor den pathologischen Folgen unkontrollierter IFN-γ-Wirkungen schützt.

1.4.1.2. SOCS-3

SOCS-3 besteht aus 225 Aminosäuren und wird niedrig in Lunge, Milz und Thymus und hoch in

der fetalen Leber exprimiert [67,127]. Für SOCS-3 konnte eine Induktion durch Th2-Zytokine wie

IL-4 und IL-13 nachgewiesen werden, deren Signalübertragungsweg über STAT6 verläuft [111].

Weiterhin wird SOCS-3 durch IL-10 [128] sowie durch IL-1, IL-3, IL-6, Granulozyten-Kolonie-

stimulierenden Faktor (G-CSF), Epo, TNF-α, IFN-γ und weitere Faktoren induziert [67,129].

SOCS-3 ist ein potenter Inhibitor der IL-12-Signalwirkung [130,131]. Die Blockierung des IL-

12-Signals durch SOCS-3 hemmt die Th1- und fördert die Th2-Differenzierung [132] (s. Abb.

2). SOCS-3 wirkt zudem auf die Differenzierung sog. Th17-Zellen, indem es als negativer

Regulator der sog. Th17-Differenzierung die IL-23- und IL-6-vermittelte Aktivierung von STAT3

in sog. Th17-Zellen supprimiert [133] (s. Abb. 3). Durch Injektion von SOCS-3-transduzierten

DC’s in Wildtyp-Mäuse konnte die Entstehung der durch sog. Th17-Zellen vermittelten EAE

unterdrückt werden, was auf einer verminderten IL-23p19-Produktion und der vorherrschenden

Induktion von Th2-Zellen beruhte [134].

Die wohl wichtigste Funktion von SOCS-3 ist die Rolle als Regulator des proinflammatorischen

IL-6 [129,135,136] über den JAK/STAT-Signalübertragungsweg, wobei SOCS-3 nicht direkt an

die JAK, sondern an den zytoplasmatischen Teil des IL-6-Rezeptors bindet [137]. Verstärkte

SOCS-3-Expression kann zudem die IFN-γ-Antwort hemmen [138,139].
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Abb. 3.: Modell zu den Wirkungen von SOCS auf die Differenzierung von naiven T-Zellen
zu sog. Th17-Zellen. Modifiziert nach Yoshimura, A.; Naka, T. & Kubo, M.: SOCS
proteins, cytokine signalling and immune regulation. Nat Rev Immunol, 2007, 7,
454-465

Die wichtige Rolle von SOCS-3 in der negativen Rückkopplung von Signalkaskaden konnte in

Mausmodellen gezeigt werden. Zwar starben Socs3−/− Mäuse aufgrund plazentarer Defekte

bereits während der Schwangerschaft [127,140], die genetische Reduzierung des „Leukemia

Inhibitory Factor“ (LIF) in diesen Mäusen konnte die plazentaren Defekte und die embryonale

Letalität jedoch mindern. Dennoch zeigten auch Socs3−/− x Lif−/− Mäuse eine erhöhte neona-

tale Mortalität im Vergleich zu Kontrolltieren, und adulte Tiere entwickelten entzündliche Infiltrate

in Geweben, die zum Tod der Mäuse führten [141]. An Mäusen mit spezifisch in der Leber

ausgeschaltetem SOCS-3-Gen konnte die wichtige Rolle von SOCS-3 für die Regulierung von

IL-6 gezeigt werden. In diesen Mäusen konnte eine verlängerte Aktivierung von STAT3 nach

Injektion von IL-6 beobachtet werden, was darauf hinweist, dass SOCS-3 die Wirkung von IL-6

über STAT3 reguliert [135].

Sowohl SOCS-1 als auch SOCS-3 werden durch IFN-γ und IL-6 induziert und hemmen die

Antwort auf beide Zytokine [66, 67, 129, 138, 139]. Dennoch haben beide Proteine in vivo

spezifische, nicht austauschbare Funktionen. Die Funktion von SOCS-1 scheint eher in der

Hemmung des IFN-γ-, die von SOCS-3 hingegen in der Hemmung des IL-6-Signalweges

zu liegen, was durch Studien belegt werden konnte. So wurde eine erhöhte Sensitivität von

Socs3−/− Makrophagen gegenüber dem antiproliferativen Effekt von IL-6 gezeigt [129,136].

Die IFN-γ-Wirkung blieb dagegen in Socs3−/− Lebern unbeeinflusst, und die Kinetik und

Größe der IFN-γ-induzierten STAT1-Aktivierung konnte nicht von Wildtyp-Lebern unterschieden

werden [142]. In Socs1−/− Geweben konnten zudem verstärkte Reaktionen auf IFN-γ, nicht

aber auf IL-6 beobachtet wurden [135].

Bei Mäusen mit entzündlichen Darmerkrankungen sowie bei Patienten mit Colitis ulcerosa und
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M. Crohn wurde eine erhöhte Expression von SOCS-3 im Colon gefunden [143, 144]. Auch

konnte eine intrazelluläre Applikation von SOCS-3 die Produktion proinflammatorischer Zytokine,

die Leberzellapoptose sowie hämorrhagische Nekrosen in Mäusen, die mit Staphylococcus-

Enterotoxin B, Lipopolysaccharid (LPS) oder Concanavalin A behandelt wurden, deutlich

reduzieren [145]. In einem Mausmodell der Colitis ulcerosa wurde die Aktivierung von STAT3

nach 3-5 Tagen sichtbar und fiel danach ab, die Expression von SOCS-3 begann erst an

Tag 5 und blieb danach erhöht [146]. Shouda et al. konnten zeigen, dass die periartikuläre

Injektion rekombinanter Adenoviren, die SOCS-3-cDNA trugen, in die Gelenke von Mäusen mit

Kollagen-induzierter Arthritis die Induktion und Progredienz der Erkrankung verhindert [147].

Diese Beobachtungen unterstützen die Vermutung, dass der IL-6/STAT3-Signalübertragungs-

weg zur Progredienz chronisch-entzündlicher Erkrankungen beiträgt und dass SOCS-3 ein ne-

gativer Regulator entzündlicher Erkrankungen ist, speziell solcher, die mit hoher IL-6-Produktion

verbunden sind [143,147].

1.5. Fragestellung

Da die orale Infektion mit 100 Zysten des ME49-Stammes von T. gondii zu einer Immun-

pathologie des Dünndarms führt, deren Pathomechanismus dem chronisch-entzündlicher

Darmerkrankungen gleicht [7, 11], sollte in der vorliegenden Arbeit geklärt werden, welche

Rolle die SOCS-Proteine bei der Entstehung der Immunpathologie spielen. Es wurden dazu

der Gewichtsverlauf unter der Infektion, histologische Veränderungen im Ileum, die Anzahl

der Parasiten, die Konzentrationen der Zytokine IFN-γ, IL-6 und IL-23p19, die Expression

von SOCS-1 und SOCS-3 auf mRNA-Ebene sowie die beteiligten Leukozytenpopulationen

suszeptibler C57BL/6- sowie resistenter Balb/c- und CBA/ca-Mäuse untersucht. Dabei sollten

folgende Fragen im Detail beantwortet werden:

1. Gibt es Unterschiede in der SOCS-Expression und der Konzentration der proinflammato-

rischen Zytokine zwischen naiven und infizierten C57BL/6-, Balb/c- und CBA/ca-Mäusen?

2. Gibt es in naiven und infizierten Mäusen Unterschiede zwischen lokalen und systemischen

Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine und der SOCS-Expressionen?

3. Korrelieren die Expression der SOCS-Proteine und die Konzentration der proinflammatori-

schen Zytokine mit der Morbidität, der Schwere der histologischen Veränderungen und der

Parasitenzahl im Ileum sowie mit den Frequenzen bestimmter Leukozytenpopulationen?
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2.1. Materialien

2.1.1. Mäuse

Es wurden 2-4 Monate alte, weibliche Mäuse verwendet (n=125). Die Mäuse wurden in den

Tierställen der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin (FEM), Charité in Käfigen zu

bis zu 10 Tieren gehalten. Die Tiere hatten sterilisiertes Trockenfutter sowie eine Wasserflasche

ad libitum zur Verfügung. Die Genehmigung der Tierversuchsvorhaben erfolgte durch das

Landesamt für Gesundheit und technische Sicherheit (Genehmigungsnummer: 258/04).

C57BL/6-Mäuse Zucht der Abt. Med. Mikrobiologie der Charité CBF

CBA/ca-Mäuse Zucht der Abt. Med. Mikrobiologie der Charité CBF

Balb/c-Mäuse Zucht der Abt. Med. Mikrobiologie der Charité CBF

2.1.2. Toxoplasma gondii

Es wurde der Stamm ME49 (Prof. J. Remington, Stanford University, USA) (Typ-II-Stamm)

verwendet.

2.1.3. Geräte

Tab. 1.: Geräte

Gerät/Name Bezeichnung, Hersteller, Stadt, Land

Brutschrank B 5060EK-CO2, Heraeus-Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Deckgläser Gerhard Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland

Digitalkamera für Mikroskop Inteq GmbH, Berlin, Deutschland

Durchflusszytometer BD FACSCaliburTMFlow Cytometer, Becton Dickinson SA,

Franklin Lakes, USA

ELISA-Reader Spectra II, Tecan Trading AG, Mannedorf/Zürich, Schweiz

Gefrierschrank -20◦C Premium, Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -86◦C VIP Series, Sanyo Electric Co. Ltd., Moriguchi, Japan

Knopfkanüle Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Kühlplatte CP60, Microm-International-GmbH, Walldorf, Deutschland

LightCycler R© F.Hoffmann-LaRoche AG, Basel, Schweiz

Mikroskop Axiostar 1031-031, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mörser VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Neubauer Zählkammer Assistent, Karl Hecht AG, Sondheim, Deutschland

Objektträger R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland

Photometer BioPhotometer 6131, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf AG

Pipettierhilfe Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eber-

stadt, Deutschland

Präparierbesteck Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland

Rotationsmikrotom HM355 Microm-International-GmbH

Rotor Stator Miccra D-1, ART-moderne Labortechnik e.K., Müllheim-

Hügelheim, Deutschland

Sterile Arbeitsbank LaminAir R© HCB 2448 G5, Heraeus-Holding GmbH

Thermocycler Gene Amp R© PCR System 2700, Applied Biosystems, Foster

City, USA

ABI PRISM R© 7700 Sequence Detection System, Applied Bio-

systems

Tischzentrifuge Centrifuge 5417C, Eppendorf AG

Centrifuge 5415C, Eppendorf AG

Trockenschrank Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland

Waage Elektronische Analysewaage 1702 MP8, Sartorius GmbH, Göt-

tingen, Deutschland

Zentrifuge Varifuge RF, Heraeus-Holding GmbH

2.1.4. Plastikware

Tab. 2.: Plastikware

Name Bezeichnung, Hersteller, Stadt, Land

24-well-Platte NunclonTMSurface, Nunc A/S, Roskilde, Dänemark

Cryotubes Kartell, Noviglio, Italien

FACS-Tubes BD FalconTM, Becton Dickinson SA

Filtereinheit FP 30/0, 45 CA-S, Schleicher & Schuell GmbH, Dassel,

Deutschland

Gewebe-Einbettkassetten Uni-Safe R©, Medis-Weber Co., Buseck, Deutschland

Mikrotiterplatte, beschichtet BD FalconTM, MicrotestTM, Becton Dickinson SA

Mikrotiterplatte, unbeschichtet Nunc-Immuno Module, Nunc A/S

Kanülen 30G BD MicrolanceTM3, Becton Dickinson SA

Küvette für Photometer UVette R© 220-1600 nm, Eppendorf AG

Light Cycler Kapillaren F.Hoffmann-LaRoche AG

Parafilm R© M Pechiney Plastic Packaging Inc., Chicago, USA

Petrischalen NunclonTMSurface, Nunc A/S

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Costar R© Stripette R©, Corning Incorporated, Corning, USA

Pipettensitzen versch. Größen Eppendorf AG

Pipettensitzen versch. Größen MultiGuard Barrier Tips, SorensonTMBioScience, Inc., Salt

Lake City, USA
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Reaktionsgefäße 0,5/1,5/2 ml Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG

PCR Softtubes 0,5 ml, Biozym Scientific GmbH, Hess. Olden-

dorf, Deutschland

Röhrchen 15/50 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland

Spritzen 1/5/10 ml Omnifix R©, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

BD PlastipakTM1 ml, Becton Dickinson SA

Zellsiebe 70 µm BD FalconTMCell Strainer, Becton Dickinson SA

2.1.5. Chemikalien

Tab. 3.: Chemikalien

Chemikalie Bezeichnung, Hersteller, Stadt, Land

Albumin, bovine A-7030, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA

Aqua dest. Abt. Med. Mikrobiologie, Berlin, Deutschland

β-Mercaptoethanol 1.15433.0100, MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland

CuSO4 2791, MerckKGaA

DAB (3,3’-Diaminobenzidin) Tablet Sets D-4293, Sigma-Aldrich Co.

DMEM 1x Gibco R©, 31885-023, Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

+ 1g/L D-Glucose

+ L-Glutamine

+ Pyruvate

Eisessig 1.00063.1000, MerckKGaA

Entellan R© Neu 1.07961.0100, MerckKGaA

Eosin 1345, MerckKGaA

Ethanol 1.00986.1000, MerckKGaA

FACS-Flow BD FACSFlowTMSheath Fluid, Becton Dickinson SA

FBS S 0115, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Formaldehydlösung min. 37% 1.04003.1000, MerckKGaA

H2O2 (30% Lsg. in Wasser) 1.08597.1000, MerckKGaA

Isofluran (Forene R©) Abbott Laboratories, Abbott Park, USA

Iso-Propanol I0398, Sigma-Aldrich Co.

K2HPO4 · 3H2O 1.05099.1000, MerckKGaA

Mayers Hämalaun-Lösung 1.09249.0500, MerckKGaA

NaH2PO4 · H2O 1.06346.1000, MerckKGaA

NaHCO3 K10720529, MerckKGaA

NH3 422975, Sigma-Aldrich Co.

PAP, rabbit, polyclonal ZO113, Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark

PBS Dulbecco w/o Ca
2+, Mg

2+ L 182-10, Biochrom AG

Penicillin/Streptomycin A2213, Biochrom AG

Phloxin B Fluka, 28550, Sigma-Aldrich Co.

RNAlater R© Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Roti R©-Nanoquant K 880.1, Carl Roth GmbH + Co. KG

RPMI 1640 Medium 1x Gibco R©, 72400-021, Invitrogen Corporation
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+ GlutaMAXTMI

+ 25 mM HEPES

Salzsäure rauchend 37% 1.00317.1000, MerckKGaA

Schwefelsäure 30%, rein X876.1, Carl Roth GmbH + Co. KG

Stickstoff, flüssig Abt. Med. Mikrobologie

TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin- T 3405, Sigma-Aldrich Co.

dihydrochlorid)

Toluidinblau 1273, MerckKGaA

Tween 20 P1379, Sigma-Aldrich Co.

Xylol reinst 8118, Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, USA

Zitronensäure C8532, Sigma-Aldrich Co.

2.1.6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)- und andere Kits

Tab. 4.: ELISA- und andere Kits

Kit Bezeichnung, Hersteller, Stadt, Land

BD OptEIATMMouse IFN-γ ELISA Set BD Biosciences 555138, Becton Dickinson SA

BD OptEIATMMouse IL-6 ELISA Set BD Biosciences 555240, Becton Dickinson SA

RNeasy R© Plus Mini Kit 74134, Qiagen N.V.

QuantiTect R© Reverse Transcription Kit 205311, Qiagen N.V.

SuperScriptTMIII One-Step RT-PCR System 12574026 Invitrogen Corporation

with Platinum R© Taq DNA Polymerase

ABsoluteTMQPCR Mix AB-1132, ABgene Ltd., Epsom, Großbritannien

2.1.7. Primer und Proben

2.1.7.1. IL-23p19 und Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)

Alle Primer wurden für die Benutzung im LightCycler R© durch die Tib Molbiol GmbH, Berlin,

Deutschland hergestellt. Alle cDNA-Sequenzen wurden von der GenBank-Datenbank bezo-

gen.

2.1.7.2. SOCS-1, SOCS-3 und β-Actin

Die Primer wurden durch die MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland, hergestellt, die

TaqMan-Sonden durch Eurogentec S.A., Seraing, Belgien. Alle cDNA-Sequenzen wurden von

der NCBI-Datenbank bezogen.
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Tab. 5.: Primer und Proben für IL-23p19 und HPRT

Primer Sequenz(5’→ 3’) Amplicon-

Länge (bp)

IL-23p19 Sense CCAgCgggACATATgAATCTAC 127

Antisense TgCAAgCAgAACTggCTgTT

FL-Probe CCCgTATCCAgTgTgAAgATggTT-FL

LC Red640-Probe LC-TgACCCACAAggACTCAAggACAA-PH

HPRT Sense gTTggATACAggCCAgACTTTgT 223

Antisense CACAggACTAgAACACCTgC

FL-Probe AAAgCCTAAgATgAgCgCAAgTTgA-FL

LC Red705-Probe LC-TCTgCAAATACgAggAgTCCTgTTg-PH

Tab. 6.: Primer und Proben für SOCS-1, SOCS-3 und Actin

Primer Sequenz(5’→ 3’) Amplicon-

Länge (bp)

SOCS-1 Forward CACCTTCTTggTgCgCg 189

Reverse CgCCACgTAgTgCTCCAg

TaqMan Primer TCgCCAACggAACTgCTTCTTCg

(5’FAM-3’TAMRA

markiert)

SOCS-3 Forward AgTAgAATCCgCTCTCCTgCAg 136

Reverse ACCCACAgCAAgTTTCCCg

TaqMan Primer TTgCgCACggCgTTCACCAC

(5’FAM-3’TAMRA

markiert)

β-Actin Forward CCCTgTgCTgCTCACCgA 186

Reverse ACAgTgTgggTgACCCCgTC

TaqMan Primer CCCCTgAACCCTAAggCCAACCg

(5’FAM-3’TAMRA

markiert)
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2.1.8. Durchflusszytometrie-Antikörper

Tab. 7.: Durchflusszytometrie-Antikörper

Bezeichnung Hersteller, Stadt, Land

Hamster-anti-mouse CD3e PerCP BD Biosciences PharmingenTM, Becton Dickinson SA

Rat-anti-mouse CD4 FITC BD Biosciences PharmingenTM, Becton Dickinson SA

Rat-anti-mouse CD8a APC BD Biosciences PharmingenTM, Becton Dickinson SA

Rat-anti-mouse CD11b FITC BD Biosciences PharmingenTM, Becton Dickinson SA

Hamster-anti-mouse CD11c PE BD Biosciences PharmingenTM, Becton Dickinson SA

2.1.9. Immunhistologie

Tab. 8.: Immunhistologie

Bezeichnung Hersteller, Stadt, Land

Schweineserum (normal) X0901, Dako Denmark A/S

Schwein anti-Kaninchenimmunglobuline Z0196, Dako Denmark A/S

(Sekundärantikörper)

Kaninchenserum (Primärantikörper) AG Liesenfeld, Charité

Ein Chinchilla Bastard Kaninchen wurde mit 20 Zysten T. gondii in 0,4 ml i.p. infiziert und

zweieinhalb Monate später mit 3 x 105 Parasiten (T. gondii, Stamm BK, Prof. Janitschke, RKI,

Berlin) reinfiziert. Das Blut wurde aus einer Ohrvene entnommen und das Serum abzentrifugiert.

Das Hyperimmunserum wurde je nach Proteingehalt (bestimmt durch Bradford-Assay) in

Verdünnungen von 1:70 bis 1:250 verwendet.

2.1.10. Puffer und Lösungen

ELISA:

Coating Puffer:

0,1 M NaHCO3 in PBS

M = 84,01 g/mol⇒ 0,8401 g in 100 ml PBS gelöst

Gebrauchspuffer:

PBS-Pulver in 10 l Aqua Tridest gelöst

Blockingpuffer:

10% FBS in PBS, evtl. mit 0,02% NaN3 konserviert
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Waschpuffer:

0,05 Tween/PBS (1 ml Tween 20 in 2 l PBS gelöst)

Substratpuffer:

Na2HPO4 0,2M

Zitronensäure 0,1M

in Aqua dest.

⇒ für 500 ml: 128,5 ml Na2HPO4

121,5 ml Zitronensäure

250 ml Aqua dest.

Streptavidin-Peroxidase:

1:250 verdünnt in 10% FBS

TMB-Substrat-Lösung:

Eine TMB-Tablette wurde in 10 ml Substratpuffer gelöst,

kurz vor dem Auftragen wurden 2 µl 30%iges H2O2 zugegeben

Stopplösung:

2M H2SO4 in Aqua dest. gelöst

Histologie:

Formaldehyd-Lösung 5%ig:

Formaldehyd-Stammlösung (37%ig) 1:20 mit Aqua dest. verdünnt

Eosin:
1 g Eosin

3 Tropfen Eisessig

ad 100 ml Aqua dest.

HCl-Akohol:
720 ml Ethanol

20 ml HCl 37%

PBS-Stammlösung (25-fach):

150,4 g K2HPO4·3H2O

26 g NaH2PO4·H2O

800 ml Aqua dest.

PBS-Gebrauchslösung:

40 ml PBS-25-fache-Stammlösung

960 ml Aqua dest.

Schweineserum:
1800 µl PBS-Gebrauchslösung

200 µl Schweineserum
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Primärantikörper:

1999 µl PBS-Gebrauchslösung

1 µl Primärantikörper

Sekundärantikörper:

1980 µl PBS-Gebrauchslösung

20 µl Sekundärantikörper

PAP-Komplex:

1980 µl PBS-Gebrauchslösung

20 µl PAP, rabbit, polyclonal

DAB-Lösung:

1 DAB-Tablette in 5 ml PBS gelöst, abgedunkelt gelagert

DAB-Arbeitslösung:

5 ml DAB-Lösung

5 µl 30%iges H2O2

H2O2-Lösung:

20 ml 30%iges H2O2

180 ml Aqua dest.

0,5% CuSO4-Lösung:

100 ml Aqua dest.

0,5 g CuSO4

1% Ammoniak-Lösung:

100 ml Aqua dest.

1 ml Ammoniak

PCR:

RLT-Puffer Plus:
2 ml RLT-Puffer Plus

20 µl β-Mercaptoethanol

DNA-Eliminierung/Master Mix/PCR-Reaktionen:

Tab. 9.: DNA-Eliminierung

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration

gDNA-Wipeout-Puffer, 7x 2 µl 1x

RNA 500 pg

RNase-freies Wasser 11,5 µl

Gesamtvolumen 14 µl
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Tab. 10.: RT-Master Mix

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration

RT-Master Mix:

Quantiscript Reverse Transcriptase 1 µl

Quantiscript RT-Puffer, 5x 4 µl 1x

RT-Primer Mix 1 µl

RNA-Vorlage:

DNA-Eliminierungsreaktion 14 µl (im nächsten

Schritt hinzugefügt)

Gesamtvolumen 20 µl

Tab. 11.: PCR-Reaktion für IL-23p19

Komponente Menge/Reaktion

RNA-Probe 1 µl

MgSO4 3,5 mM

BSA 5%

Primer 0,5 µM

Proben 0,15 µM

SuperScriptTMIII RT/Platinum R© Taq-Mix 4%

Reaction Mix 2x

Gesamtvolumen 10 µl

Tab. 12.: PCR-Reaktion für SOCS-1 und SOCS-3

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration

ABsoluteTMQPCR-Mix (2x) 12,5 µl 1x

Forward Primer (10 µM) 1 µl 400 nM

Reverse Primer (10 µM) 1 µl 400 nM

Probe variabel 100-250 nM

Wasser variabel

Vorlage (cDNA) 1-5 µl < 250 ng/Reaktion

Gesamtvolumen 25 µl
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FACS:

FACS-Fix:

3,7% Formaldehydlösung:

Formaldehyd-Stammlösung (37%ig) 1:10 mit Aqua dest. verdünnt

FACS-Wash:

5% FBS in PBS

Lysepuffer für Erythrozyten:

RPMI 1:2 mit Aqua dest. verdünnt

Trypanblau 0,5%:

Trypanblau 0,5% in 0,9% NaCl

2.2. Methoden

2.2.1. Orale Infektion der Mäuse mit T. gondii

Die orale Infektion der Mäuse erfolgte mit 100 Zysten T. gondii (ME49-Stamm), die aus Gehirnen

infizierter NMRI-Mäuse gewonnen wurden. Die NMRI-Mäuse waren 2-3 Monate vorher mit 10

Zysten i.p. infiziert worden. Ein Gehirn wurde in 1 ml PBS in einem Mörser zerrieben, in ein

15-ml-Röhrchen überführt und nach Homogenisierung durch eine 30-G-Kanüle auf Eis gelagert.

Die Anzahl der Zysten wurde in 20 µl Gehirnsuspension unter dem Mikroskop bestimmt. Die

Suspension wurde auf die erforderliche Zystenkonzentration eingestellt und den Mäusen in

einem Volumen von jeweils 0,3 ml mit Hilfe einer gebogenen Knopfkanüle oral verabreicht.

Die Tiere wurden an Tag 3 post infectionem und danach an den Tagen 5, 6 und 7 gewogen.

2.2.2. Organentnahme

Die Mäuse wurden am 7. Tag post infectionem durch Isofluran-Inhalation in tiefe Narkose

versetzt. Anschließend wurde die Blutentnahme mittels Herzpunktion zur Gewinnung von

Serum durchgeführt. Das entnommene Blut wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und auf Eis

gelagert.

Die Hälfte der Milz, die mesenterialen Lymphknoten (MLN) sowie ein Leberlappen wurden

sodann in jeweils eine mit 400 µl/well DMEM-Medium + 1% P/S gefüllte 24-well-Platte gelegt

und auf Eis gelagert. Danach wurde der gesamte Dünndarm entnommen, vom distalen Dar-

mabschnitt 3 x 1 cm abgetrennt und wie folgt weiterverarbeitet: ein 1-cm-Abschnitt wurde in ein

präperforiertes Cryotube gefüllt und sofort zur späteren RNA-Extraktion in flüssigem Stickstoff
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schockgefroren. Der nächste cm-Abschnitt wurde zur späteren RNA-Extraktion (Reserve) in

ein mit RNAlater R© gefülltes Reaktionsgefäß überführt. Der proximale Abschnitt wurde wie die

übrigen entnommenen Organe zur späteren Organkultur in 400 µl DMEM-Medium + 1% P/S

gelegt und auf Eis gelagert. Der gesamte restliche Dünndarm wurde daraufhin zur histologi-

schen und immunhistologischen Weiterverarbeitung in 5%iger Formaldehyd-Lösung fixiert. Der

Darmabschnitt wurde dazu mit dem proximalen Ende nach außen in der Histologiekassette zu

einer sog. „Schweizer Rolle“ aufgerollt.

2.2.3. Histologische Methoden

Die Organe wurden nach Entfernung des Formaldehyds im Institut für Pathologie der Charité

am CBF in Paraffin eingebettet, in 5 µm dünne Schichten geschnitten und über Nacht bei

37◦C auf Objektträgern fixiert. Die Schnitte wurden mit Hämatoxylin/Eosin (HE) bzw. mit der

Immunoperoxidasefärbung gefärbt.

2.2.3.1. Färbung mit Hämatoxylin und Eosin

Die Objektträger wurden für die angegebene Zeit in Glasküvetten in folgende Lösungen ge-
taucht:

Tab. 13.: HE-Färbung

Substanz Dauer

2 x Xylol je 5 min

Iso-Propanol

96%-Ethanol

80%-Ethanol

70%-Ethanol

Aqua dest.


bis keine Schlieren zu sehen waren

Hämalaun 5 min

Spülen in Aqua dest.

kurz 1% HCl-Alkohol

Spülen und Bläuen in Leitungswasser 5 min

Eosin (Inkubationszeit je nach Frische des Eosins) 30 s-1 min

Spülen in Aqua dest.

70%-Ethanol

80%-Ethanol

96%-Ethanol

Iso-Propanol

 bis keine Schlieren zu sehen waren

2 x Xylol je 5 min
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Danach wurden die Schnitte mit Entellan und Deckgläsern eingedeckt.

2.2.3.2. Immunoperoxidasefärbung am Paraffinschnitt

Diese Färbung diente dem histologischen Nachweis von T. gondii in Gewebeschnitten. Es wurde

immer ein positiver Kontrollschnitt (Darmrolle einer mit 100 Zysten T. gondii infizierten C57BL/6-

Maus) mitgeführt. Antikörper, Serum und Reagenzien wurden in PBS-Gebrauchslösung ver-

dünnt.

Entparaffinieren der Schnitte:

Tab. 14.: Entparaffinieren für die Immunperoxidasefärbung

Substanz Dauer

2 x Xylol je 5 min

Isopropanol

abs. Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

Aqua dest.


bis keine Schlieren zu sehen waren

Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivität im Gewebe wurden die Schnitte in einer

Küvette in einer 3%igen H2O2-Lösung für 20 min inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte

mehrfach mit Aqua dest. und 2 x mit PBS gespült. Die Schnitte wurden aus der Spüllösung

genommen, vorsichtig um den Schnitt herum abgewischt und auf die Objektträgerbank ge-

legt. Dann wurden 100 µl Schweineserum mit einer Pipette auf jeden der liegenden Schnitte

aufgetragen und vorsichtig auf ihnen verteilt, sodass die Schnitte vollständig bedeckt waren.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde das Serum abgekippt und 100 µl pro Schnitt des

polyklonalen Primärantikörpers gegen T. gondii mit der Pipette auf die Schnitte aufgetragen.

Die Schnitte inkubierten daraufhin über Nacht bei 4◦C in einer feuchten Kammer.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte 2 x für 5 min mit PBS abgespült und sodann 100 µl pro

Schnitt des Sekundärantikörpers mit der Pipette auf die Schnitte aufgetragen. Danach wurden

die Schnitte für 30 min abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Spülschritt (2 x

für 5 min mit PBS) wurden je 100 µl des PAP-Komplexes auf die Schnitte aufgetragen und für

30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden erneut 2 x für 5 min in PBS gespült,

sodann wurden je 4-5 Tropfen der DAB-Arbeitslösung mit einer 5-ml-Spritze und Rundfliter

auf die Schnitte aufgebracht und für 5 min inkubiert. Die Objektträger wurden sodann 2 x in

Aqua dest. gespült, bevor sie in einer Küvette für 5-7 min in CuSO4-Lösung inkubiert wurden.

Anschließend erfolgte 2 x Spülung in Aqua dest.
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Gegenfärben:

Tab. 15.: Gegenfärben der Immunperoxidasefärbung

Substanz Dauer

Hämatoxylin 5 s

2 x Spülen in Aqua dest.

1%ige Ammoniaklösung 15 s

2 x Spülen in Aqua dest.

70%-Ethanol

80%-Ethanol

96%-Ethanol

Iso-Propanol

 bis keine Schlieren zu sehen waren

2 x Xylol je 5 min

Danach wurden die histologischen Schnitte mit Entellan eingedeckt.

2.2.3.3. Auswertung der histologischen Schnitte und Dokumentation

In den HE-gefärbten Schnitten des Darms wurde bei 200-facher Vergrößerung die Schwere der
pathologischen Veränderungen mittels eines histologischen Scores [148] beurteilt:

Tab. 16.: Histo-Score

Histologische Kriterien Score

1. Normalbefund: Lamina propria liegt direkt an Epithel an, kein Ödem, Zotten intakt 0

2. Darminhalt aus fibrillären Komponenten, keine Zellen, kein Transsudat

1. Ödematöse Schwellung zwischen Lamina propria und Epithel, Zotten intakt 1

2. keine Zellen im Darmlumen, kein Transsudat

1. Transsudat im Darmlumen, aber Zotten intakt, Ödem vorhanden (kein Muss) 2

2. Darminhalt vorwiegend flüssig, kaum oder keine Zellen

wie 2, aber Darminhalt aus Transsudat und vorwiegend zellulärem Material 3

(v.a. abgeschilferte Epithelzellen)

wie 3, massenhaft zelluläres Material im Lumen, dazu beginnende Nekrosen, 4

d.h. das Epithel wird vor allem an der Spitze der Zotten abgeschilfert

Nekrosen deutlich ausgeprägt, v.a. distal, makroskopisch rot-violett 5

gefärbtes Darmlumen, aber nicht über das gesamte Ileum verbreitet

Komplette Nekrose des Ileums, auch distal 6

In Darmschnitten, die mit der Immunoperoxidase-Färbung gefärbt wurden, wurden die T. gondii-

Vakuolen jeweils in einem zufällig ausgewählten 1 cm langen Stück distal und proximal bei
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200-facher Vergrößerung gezählt. Repräsentative Ausschnitte der histologischen Schnitte

wurden bei der jeweiligen Vergrößerung digital fotografiert.

2.2.4. ELISA & Proteinbestimmung

2.2.4.1. Zytokin-ELISA

Die Zytokinkonzentrationen in Serum und Organkulturüberständen wurden nach 24-stündiger

Inkubation der Organe in DMEM-Medium + 1% P/S mit den BD OptEIATMELISA Sets entspre-

chend den Hinweisen des Herstellers bestimmt. Sämtliche Organkulturüberstände wurden in

10%igem FBS wie folgt verdünnt: zur Bestimmung von IFN-γ wurden die Organkulturüberstän-

de aller naiven Tiere 1:2 und bei den infizierten Tieren die Milz 1:50, das Ileum 1:20 verdünnt.

Zur Bestimmung von IL-6 wurden die Organkulturüberstände der naiven Tiere 1:5, Milz und

Ileum der infizierten Tiere jeweils 1:10 verdünnt. Zuerst wurden Mikrotiterplatten mit je 50 µl

des entsprechenden Antikörpers beschichtet (Coating) und über Nacht bei 4◦C in einer feuch-

ten Kammer inkubiert. Danach wurden die Platten mit Waschpuffer zweimal gespült, mit 200

µl/well Blockingpuffer beschickt und 60-90 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer

inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Platten wurden je 50 µl/well der Proben und der

Standards (1:2-Verdünnungsreihe mit 8 Verdünnungsstufen) sowie ein Leerwert aufgetragen,

wonach 4h bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert wurde. Nachdem die Platten

viermal gewaschen wurden, wurde der biotinylierte Antikörper gemeinsam mit der Streptavidin-

Peroxidase-Lösung zu je 50 µl/well aufgetragen und für 45 min bei Raumtemperatur in der

feuchten Kammer inkubiert. Daraufhin wurde fünfmal gewaschen, 75 µl/well der TMB-Lösung

aufgetragen und für 15-30 min abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion

wurde mit 50 µl/well 2M H2SO2 gestoppt und die Extinktion bei 450 nm im Tecan-ELISA-Reader

gemessen und mit der Software (Serion evaluate, Median Software + Konzepte GmbH, Bonn,

Deutschland) ausgewertet.

Mit dem Programm Microsoft Excel R© (Microsoft Corporation, Redmond, USA) wurde anhand

der Extinktionen der Standards bekannter Konzentration eine Standardkurve erstellt, mit der die

Zytokinkonzentrationen der Proben errechnet wurden. Die errechneten Zytokinonzentrationen

der verdünnten Proben wurden sodann mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert und durch die

jeweilige gemessene Proteinkonzentration (s. 2.2.4.2) der Probe dividiert, sodass die Angabe

in ng Zytokin/mg Gesamtprotein der Probe erfolgt.
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2.2.4.2. Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurden jeweils 20 µl/well der Proben, des Standards (Standard aus

bovinem Albumin, verdünnt in PBS auf 1 mg/ml, sodann 1:2-Verdünnungsreihe mit 8 Verdün-

nungsstufen) sowie ein Leerwert auf eine 96-well-Platte aufgetragen. Danach wurden jedem

well 80 µl Roti-Nanoquant in 1:5-Verdünnung in PBS zugegeben. Nach Mischen des Ansatzes

erfolgte die photometrische Messung innerhalb von 5-30 min im Tecan-ELISA-Reader bei 595

nm und 450 nm.

Aus den gemessenen Extinktionen wurde der Quotient gebildet. Sodann wurde mit dem

Programm Microsoft Excel R© anhand der Quotienten der Extinktionen der Standards bekannter

Konzentration eine Standardkurve erstellt, mit der die Proteinkonzentrationen der Proben

errechnet wurden.

2.2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von SOCS-1, SOCS-3 und

IL-23p19

Zur Quantifizierung der Expression von IL-23p19 aus Gewebeproben wurde nach der RNA-

Extraktion eine One-Step Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchge-

führt.

Da Exon-umspannende Primer sowohl für das IL-23p19-Gen als auch für das Housekeeping-

Gen HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase) genutzt werden konnten, war eine beson-

dere Aufreinigung der RNA nicht notwendig.

SOCS-1 und SOCS-3 wurden per RNA-Extraktion und nachfolgender Two-Step RT-PCR

im Universitätsklinikum Heidelberg durch die AG Dalpke nachgewiesen. Da weder der für

SOCS-1 noch der für SOCS-3 kodierende Genomabschnitt Introns besitzt, konnten keine Exon-

umspannende Primer verwendet werden. Daher musste eine vollständige DNA-Eliminierung mit

anschließender Umschreibung der verbliebenen RNA in cDNA erfolgen (RT). Als Housekeeping-

Gen wurde murines β-Actin eingesetzt.

2.2.5.1. RNA-Extraktion

Die RNA wurde mit dem RNeasy R© Plus Mini Kit extrahiert und aufgereinigt. Hierzu wurden die

Gewebeproben auf maximal 30 mg gefrorenem bzw. 20 mg RNAlater R©-stabilisiertem Material

abgewogen. Danach wurde zur Zelllyse der im Kit enthaltene RLT-Puffer Plus kurz vor Gebrauch
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mit 1% β-Mercaptoethanol versetzt. Das Organmaterial wurde in einem 2-ml-Reaktionsgefäß

mit 450 µl RLT-Puffer Plus versetzt und 20-45 s im Rotor-Stator homogenisiert.

Für die RNA-Extraktion zur anschließenden Bestimmung von SOCS-1 und SOCS-3 wurde das

Lysat dann für 3 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifgiert und vorsichtig der Überstand

abpipettiert. Die im Kit enthaltene gDNA Spin-Säule (zur Bindung von genomischer DNA)

wurde in einem 2 ml Collection-Tube platziert und der abpipettierte Überstand auf die Säule

übertragen. Dann wurde für 30 s bei 12.000 rpm zentrifugiert und sodann die Säule verworfen,

der Durchfluss aufgehoben.

Um die Bindungseigenschaften der RNA zu verbessern, wurden dem Überstand danach 350

µl 70%iger Ethanol zugegeben und gemischt. Die RNeasy R© Mini-Säule wurde in ein 2-ml-

Collection-Tube platziert, und die 800 µl mit Ethanol versetztes Homogenisat wurden auf die

Säule gegeben, um die RNA an die mit Silicagel beschichtete Säule zu binden. Danach wurde

für 15 s bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

Die nun an die Säule gebundene RNA wurde durch Auftragen von 700 µl RW1-Puffer und

Zentrifugieren für 15 s bei 12.000 rpm gewaschen. Der Durchfluss wurde verworfen und danach

im zweiten Waschschritt 500 µl RPE-Puffer auf die Säule pipettiert und für weitere 15 s bei

12.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und der Waschschritt für 2

min bei 12.000 rpm wiederholt.

Nun wurden die Säulen auf ein neues 2-ml-Collection-Tube gegeben und für 1 min bei maximaler

Drehzahl trocken zentrifugiert. Die Säulen wurden dann auf ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß

zur Elution gegeben und mit 60 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Es wurde 1 min gewartet und

sodann für 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert.

Hierauf erfolgte die photometrische Konzentrationsmessung der isolierten RNA bei 260 nm

gegen 280 nm.

2.2.5.2. Reverse Transkription (RT)

Zur Reversen Transkription mit Eliminierung von genomischer DNA wurde das QuantiTect R©

Reverse Transcription Kit verwendet. Es wurden von jeder Probe 500 pg RNA eingesetzt.

Grundsätzlich wurden alle Reaktionen auf Eis durchgeführt.

Im ersten Schritt wurde die RNA auf Eis sowie der gDNA Wipeout-Puffer, die Quantiscript RT,

der Quantiscript RT-Puffer, der RT Primer Mix und das RNase-freie Wasser bei Raumtem-

peratur aufgetaut. Jede Lösung wurde gemischt und kurz zentrifugiert. Danach wurden die
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Reaktionsgefäße kurz gevortext, zentrifugiert, für 2 min bei 42◦C inkubiert und anschließend

sofort auf Eis gelagert.

Sodann wurde auf Eis der RT-Master Mix wie in Tab. 10 beschrieben vorbereitet. In jedes Reak-

tionsgefäß mit 14 µl RNA-Vorlage wurden 6 µl RT-Master Mix gegeben. Dann wurde gevortext,

zentrifugiert und auf Eis gelagert. Daraufhin wurden die Reaktionsgefäße im Thermocycler erst

für 15 min bei 42◦C inkubiert, um die reverse Transkription zu starten, und dann für 3 min bei

95◦C inkubiert, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. Die cDNA wurde daraufhin bei

-20◦C gelagert.

2.2.5.3. Real-Time-quantitative (RTQ)-PCR

Zur Quantifizierung der Expression von IL-23p19 wurde das SuperScriptTMIII One-Step RT-

PCR System with Platinum R© Taq DNA Polymerase verwendet. Jede PCR-Reaktion wurde in

Glaskapillaren durchgeführt, die jeweils die in Tab. 11 genannten Substanzen enthielten. Die

Reaktion für IL-23p19 und HPRT wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

1. 1 Zyklus bei 60◦C für 30 min (RT),

2. 1 Zyklus bei 95◦C für 2 min (Inaktivierung der RT),

3. 45 Zyklen bei jeweils

95◦C für 5 s (Denaturierung),

58◦C für 7 s (Primerhybridisierung),

72◦C für 5 s bzw. 10 s bei HPRT (Elongation)

mit einem einzigen Fluoreszenz-Detektionspunkt am Ende jedes Zyklus’.

Aqua dest. wurde als Negativkontrolle in jeder PCR mitgeführt, als Kalibrator wurde RNA

benutzt, die aus dem Ileum von mit 100 Zysten T. gondii infizierten Mäusen gewonnen wurde.

Zur Quantifizierung der Expression von SOCS-mRNA wurde der ABsoluteTMQPCR Mix verwen-

det. Jede PCR-Reaktion wurde ebenfalls in Glaskapillaren durchgeführt, die jeweils die in Tab.

12 genannten Substanzen enthielten. Die Reaktion für SOCS-1, SOCS-3 und β-Actin wurde

unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

1. 1 Zyklus bei 95◦C für 15 min (Enzymaktivierung),

2. 40 Zyklen bei jeweils

95◦C für 15 s (Denaturierung),

60◦C für 60 s (Primerhybridisierung/Elongation)
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mit einem einzigen Fluoreszenz-Detektionspunkt am Ende jedes Zyklus’.

Die Spezifität der RT-PCR wurde durch no-template-Kontrollen (Kontrollen ohne cDNA-Vorlage)

und no-RT-Kontrollen (Kontrollen, bei denen keine RT durchgeführt worden war) überprüft.

Real-time quantitative PCR Datenanalyse

Die Fluoreszenz wurde mit der LightCycler R© Data Analysis software 3.5 (F.Hoffmann-LaRoche

AG) analysiert. Die „Crossing points“ (Cp) wurden mit der 2. Ableitung erstellt, auf gleiche

Weise wurde die Expression der Zielgene auf die Expression der internen Standards bezogen.

Die relative Quantifizierung analysiert die Menge eines Zieltranskripts relativ zu einem internen

Standard (ein Housekeeping-Gen) im gleichen Probensample. Zudem wurden die Proben

durch einen in jedem Lauf mitgeführten Kalibrator normalisiert, der das Resultat der PCR bei

unterschiedlichen Detektionssensitivitäten korrigierte.

Die Ergebnisse wurden als Zielgen/interner Standard-Konzentrationsverhältnis der Probe,

geteilt durch Zielgen/interner Standard-Konzentrationsverhältnis des Kalibrators angegeben.

Da Zielgen und interner Standard verschiedene Sequenzen und verschiedene Amplicon-Längen

hatten, war es wahrscheinlich, dass sie unterschiedliche PCR-Effizienzen haben würden. Die

PCR-Effizienz wurde zuerst für jedes Primer-Paar bestimmt. Um dies zu erreichen, wurden fünf

verschiedene Verdünnungen der Kalibrator-RNA als Quadruplikat quantifiziert. Die Expression

von Cp versus dem log der Konzentration erlaubte es, eine Kalibrationskurve durch lineare

Regression zu erstellen. Die PCR-Effizienz entsprach 10−1/Steigung. Diese Effizienzen wurden

bei der relativen Quantifizierung berücksichtigt, die mit der RelQuant software (F.Hoffmann-

LaRoche AG) durchgeführt wurde.

2.2.6. Durchflusszytometrie

2.2.6.1. Isolierung von Zellen aus Milz und MLN

Zur Analyse der Zellpopulationen wurden Zellen aus Milz und MLN isoliert und mittels Durch-

flusszytometrie charakterisiert. Um der Autolyse entgegenzuwirken wurden die Organe bis

zur Verarbeitung in PBS auf Eis gelagert. Die Organe wurden in ein Zellsieb überführt, mit

einer Schere und einem Spritzenstempel zerkleinert und mit 10 ml RPMI/5% FBS/0,5% P/S

(Medium) gespült. Die gewonnene Zellsuspension wurde mit Medium auf 45 ml aufgefüllt und

bei 300 g für 10 min bei 4◦C zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in 5 ml Lysepuffer

aufgenommen und die Erythrozyten durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren nach ca. 1

min lysiert. Nach erneutem Auffüllen auf 45 ml wurde die Suspension bei 300 g für 10 min

bei 4◦C zentrifugiert und die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen. Die Zahl lebender Zellen
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wurde durch Ausschlussfärbung mit Trypanblau (Verdünnung in Medium: 1:20) in der Neubauer

Zählkammer bestimmt.

2.2.6.2. Durchflusszytometrie

Zur Detektion von Zelloberflächenmarkern mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen

nach der beschriebenen Isolierung (siehe 2.2.6.1) gezählt und in einer Konzentration von 1

x 105 Zellen pro Färbung eingesetzt. Die einzelnen Proben wurden mit 100 µl FACS-Wash

versetzt, bei 300 g für 10 min bei 4◦C zentrifugiert und mit einem anti-Fcγ-Antikörper 10 min

auf Eis inkubiert, um unspezifische Fc-Rezeptoren zu blockieren. Anschließend wurden die mit

Fluorochrom markierten Antikörper für die entsprechenden Oberflächenantigene hinzugefügt.

Nach einer Inkubation von 20 min wurden die Proben mit 100 µl FACS-Wash versetzt, wie

beschrieben zentrifugiert, dekantiert und entweder wieder in 150 µl FACS-Wash aufgenommen

und umgehend im Durchflusszytometer analysiert oder mit 150 ml FACS-Fix unter Lichtschutz

20 min fixiert und bei 4◦C im Dunkeln bis zur Messung maximal eine Woche gelagert. Entspre-

chende Isotypkontrollen wurden für alle Färbungen in gleicher Weise mitgeführt.

Verdünnungen:

anti-Fcγ-Antikörper: 0,1 µg/100.000 Zellen

Fluorochrom-markierte Antikörper/Isotypen: 0,1 µg/100.000 Zellen

Sämtliche Verdünnungen wurden in FACS-Wash vorgenommen.

2.2.7. Statistische Analyse

Für alle statistischen Auswertungen wurde ein Signifikanzniveau von α = 0,05 festgelegt. Bei

Durchführung eines statistischen Tests mit signifikantem Ergebnis ist das Wahrscheinlich-

keitsmaß der Nullhypothese p angegeben. Da bei den ELISA-Messergebnissen der IL-6- und

IFN-γ-Konzentrationen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte, wurde

die statistische Auswertung mit dem zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test mit dem Programm sta-

tistiXL (Add-in für Microsoft Excel R©) durchgeführt. Bei allen anderen Ergebnissen konnte von

einer Normalverteilung der gemessenen Daten ausgegangen werden, weshalb der zweiseitige

Student’s t-Test für ungepaarte Stichproben mit der Software Microsoft Excel R© durchgeführt

wurde.
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Um die Rolle von SOCS-1 und SOCS-3 bei der T.gondii-vermittelten Immunpathologie des

Darms in Abhängigkeit von Suszeptibilität bzw. Resistenz gegenüber der Infektion zu klären,

wurden C57BL/6-, Balb/c- und CBA/ca-Mäuse mit 100 Zysten T. gondii oral infiziert und der

Verlauf der Infektion mit naiven Mäusen des gleichen genetischen Hintergrundes verglichen.

Während C57BL/6-Mäuse suszeptibel gegenüber der Infektion sind, sind CBA/ca- und Balb/c-

Mäuse resistent gegenüber einer Infektion mit 100 Zysten T. gondii [6–10].

3.1. Morbidität, Histologie und Parasitenlast nach oraler Infektion mit T.

gondii

3.1.1. Morbidität

Es wurde initial untersucht, welche klinischen Auswirkungen die Infektion mit 100 Zysten T.

gondii auf die Mäuse der verschiedenen Mausstämme hat. Als Parameter für die Schwere

der Erkrankung wurde hierbei das Gewicht an den Tagen 3, 5, 6 und 7 nach der Infektion

herangezogen. Die C57BL/6-Mäuse zeigten einen signifikant höheren Gewichtsverlust als

die resistenten CBA/ca- bzw. Balb/c-Mäuse im Laufe der Erkrankung (p < 0,05). Der mittlere

Gewichtsverlust von Tag 3 bis Tag 7 post infectionem betrug bei den C57BL/6-Mäusen 16,75%,

bei den CBA/ca-Mäusen 3,22% und bei den Balb/c-Mäusen 2,85% (Abb. 4).

Abb. 4.: Gewichtsverlauf der C57BL/6-, Balb/c- sowie der CBA/ca-Mäuse von d3 bis d7
post infectionem. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus einem von vier
durchgeführten Versuchen (n=9). * p < 0,05

36



3. Ergebnisse

3.1.2. Histologische Veränderungen im Ileum

Abb. 5 zeigt repräsentative Ausschnitte des Ileums der oben genannten infizierten Mausstämme.

Die C57BL/6-Mäuse zeigten ausgeprägte nekrotische Bereiche im Ileum mit zerstörten Zotten

und Zelldetritus im Darmlumen (Abb. 5A), während Balb/c-Mäuse lediglich Transsudate ohne

Zellen (Abb. 5B) und CBA/ca-Mäuse lediglich Ödeme zwischen Epithel und Lamina propria

aufwiesen (Abb. 5C). Die Balb/c-Mäuse zeigten im Vergleich zu den CBA/ca-Mäusen keinen

signifikanten Unterschied bezüglich der Schwere der pathologischen Veränderungen im Ileum.

Abb. 5.: HE-gefärbte Ileumpräparate an Tag 7 nach
Infektion mit 100 Zysten T. gondii.
A: C57BL/6-Maus
B: Balb/c-Maus
C: CBA-Maus

Abb. 6 zeigt die Ausprägung der pathologischen Veränderungen der drei Mausstämme im

Vergleich, beurteilt anhand eines standardisierten Histo-Scores [148]. Die C57BL/6-Mäuse

hatten einen signifikant höheren Histo-Score als die Balb/c- bzw. die CBA/ca-Mäuse (p < 0,05).

Zwischen den Histo-Scores der Balb/c- und der CBA/ca-Mäuse bestand kein signifikanter

Unterschied.
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Abb. 6.: Histologischer Score der Darmpathologie. Histologische Beurteilung von jeweils
1 cm distalem Ileum anhand eines standardisierten Histo-Scores. Dargestellt ist
ein repräsentatives Ergebnis aus vier durchgeführten Versuchen (n=8). * p < 0,05

3.1.3. Parasitenlast

Neben der HE-Färbung der Darmschnitte wurde auch eine Immunoperoxidase-Färbung durch-

geführt, um Parasiten im Darmgewebe sichtbar zu machen. T. gondii fand sich innerhalb des

Ileums infizierter Mäuse bevorzugt im distalen Bereich des Ileums, v.a. in fokalen Arealen. Die

C57BL/6-Mäuse wiesen im distalen Bereich des Ileums im Vergleich zu den Balb/c- sowie den

CBA/ca-Mäusen signifikant mehr Parasiten auf (p < 0,05, Abb. 7).

Abb. 7.: Anzahl parasitophorer Vakuolen/cm Ileum 7 Tage nach Infektion. Dargestellt ist
ein repräsentatives Ergebnis aus vier durchgeführten Versuchen (n=8). * p < 0,05

38



3. Ergebnisse

3.2. Zytokinkonzentrationen in Ileum und Milz

Zur weiteren Charakterisierung der Immunantwort von mit 100 Zysten T. gondii infizierten

C57BL/6-, Balb/c- und CBA/ca-Mäusen im Vergleich zu naiven Kontrollmäusen wurden an Tag

7 nach der Infektion Organkulturen von Milz und Ileum angelegt.

3.2.1. IFN-γ-, IL-6- und IL-23p19-Konzentrationen im Ileum

Stellvertretend für die lokale Immunantwort wurden die Zytokinkonzentrationen im Ileum be-

stimmt. In Abb. 8 sind die IFN-γ-Konzentrationen im Ileum der infizierten und naiven Mäuse

dargestellt. Sowohl die resistenten Balb/c- und CBA/ca- als auch die suszeptiblen C57BL/6-

Mäuse produzierten unter der Infektion lokal mehr IFN-γ als im naiven Zustand, wobei der

Anstieg bei den resistenten Balb/c- und bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen signifikant war.

Zwischen den einzelnen drei Mausstämmen gab es unter der Infektion keine signifikanten

Unterschiede.

Abb. 8.: Die IFN-γ-Produktion im Ileum naiver vs. infizierter Mäuse. Ergebnisse sind für
zwei gepoolte repräsentative aus drei durchgeführten Versuchen gezeigt (n=40).
* p < 0,05

Abb. 9 zeigt die Konzentrationen von IL-6 im Ileum der infizierten im Vergleich zu den naiven

Tieren. C57BL/6-Mäuse, nicht aber Balb/c- und CBA/ca-Mäuse produzierten unter der Infektion

mit 100 Zysten T. gondii signifikant mehr IL-6 als im naiven Zustand. C57BL/6-Mäuse wiesen
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zudem unter der Infektion im Ileum signifikant mehr IL-6 auf als die resistenten CBA/ca- und

Balb/c-Mäuse.

Abb. 9.: IL-6-Produktion in Ileum-Organkulturüberständen 7 Tage nach Infektion mit T.
gondii. Gezeigt sind die gepoolten Ergebnisse aus drei durchgeführten Versuchen
(n=64). * p < 0,05

Da IL-23p19 eine wichtige Rolle in der Entstehung von Darmpathologien zugeschrieben wird

[83,84,86,87,89], wurden die IL-23p19-mRNA-Konzentrationen im Ileum bestimmt (Abb. 10).

Unter der Infektion stieg die Expression von IL-23p19 im Ileum der C57BL/6-Mäuse an und

war signifikant höher als die der resistenten Balb/c-Mäuse sowie höher als die der CBA/ca-

Mäuse. Dagegen war die Expression von IL-23p19 bei den resistenten Balb/c-Mäusen unter

der Infektion sogar signifikant niedriger als im naiven Zustand.

3.2.2. IFN-γ- und IL-6-Konzentrationen in der Milz

Die Milz wurde als Beispielorgan für die Untersuchung der systemischen Immunantwort ausge-

wählt. Abb. 11 zeigt, dass die resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäuse, nicht aber die suszeptiblen

C57BL/c-Mäuse 7 Tage nach der Infektion signifikant höhere IFN-γ-Konzentrationen aufwiesen

als naive Kontrolltiere. Die IFN-γ-Produktion der Balb/c- sowie der CBA/ca-Mäuse war unter

der Infektion signifikant höher als die der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse, wobei Balb/c-Mäuse

systemisch ebenfalls signifikant mehr IFN-γ produzierten als CBA/ca-Mäuse.
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Abb. 10.: IL-23p19-mRNA-Konzentrationen im Ileum. Gezeigt sind die gepoolten Ergeb-
nisse aus zwei durchgeführten Experimenten (n=40). * p < 0,05

Abb. 11.: Die IFN-γ-Produktion in der Milz naiver vs. infizierter Tiere. Gezeigt sind die
gepoolten Ergebnisse aus drei durchgeführten Versuchen (n=64). * p < 0,05
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Ein ähnliches Bild bot sich bei Messung der IL-6-Konzentrationen in der Milz (Abb. 12). Infizierte

Tiere aller Stämme produzierten mehr IL-6 als die jeweiligen naiven Tiere des gleichen geneti-

schen Hintergrundes, wobei der Anstieg bei den resistenten Balb/c- und bei den suszeptiblen

C57BL/6-Mäusen signifikant war. Resistente Balb/c-Mäuse wiesen gegenüber suszeptiblen

C57BL/6-Mäusen unter der Infektion eine signifikant erhöhte IL-6-Produktion auf. Infizierte

Balb/c-Mäuse produzierten ebenfalls signifikant mehr IL-6 als infizierte CBA/ca-Mäuse.

Abb. 12.: Die IL-6-Produktion in der Milz 7 Tage nach Infektion mit 100 Zysten T. gon-
dii. Gezeigt sind die gepoolten Ergebnisse von zwei repräsentativen aus drei
durchgeführten Versuchen (n=40). * p < 0,05

3.2.3. Vergleich zwischen IFN-γ- und IL-6-Konzentrationen in Ileum und Milz

Um die IFN-γ-Produktion in lokalen und systemischen Kompartimenten zu vergleichen, wurden

in Tab. 17 die Quotienten der IFN-γ-Werte in Milz und Ileum der drei verschiedenen Maus-

stämme dargestellt. Der Quotient der IFN-γ-Produktion aus Milz und Ileum stieg bei allen drei

Mausstämmen unter der Infektion an, am stärksten bei den resistenten Balb/c-Mäusen. Unter

der Infektion waren die Quotienten bei den resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäusen 24- bzw. 42-

fach höher als bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen, was auf eine stark erhöhte systemische

IFN-γ-Produktion der resistenten Mausstämme unter der Infektion bei einer vergleichsweise

geringen lokalen IFN-γ-Produktion hinweist.

In Tab. 18 sind die Quotienten der IL-6-Konzentration in Milz und Ileum der drei verschiedenen

Mausstämme dargestellt. Bei den resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäusen erfolgte unter
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Tab. 17.: Quotienten der IFN-γ-Konzentration in Milz und Ileum. Dargestellt sind die ge-
poolten Quotienten von zwei repräsentativen aus drei durchgeführten Versuchen.

Mausstamm IFN-γ (Milz/Ileum)

C57BL/6 naiv 0,59

C57BL/6 inf 2,40

Balb/c naiv 0,29

Balb/c inf 58,78

CBA/ca naiv 26,45

CBA/ca inf 102,51

der Infektion eine Erhöhung dieses Verhältnisses, am deutlichsten bei den Balb/c- (etwa

4,5-fach), gefolgt von den CBA/ca-Mäusen (etwa 2,7-fach). Lediglich bei den suszeptiblen

C57BL/6-Mäusen fiel der Quotient unter der Infektion ab (etwa auf das 0,3-fache), was auf

eine im Vergleich zu den resistenten Mausstämmen systemisch geringere und lokal höhere

IL-6-Produktion unter der Infektion hinweist.

Tab. 18.: Quotienten der IL-6-Konzentration in Milz und Ileum. Dargestellt sind die Quoti-
enten von einem repräsentativen aus drei durchgeführten Versuchen.

Mausstamm IL-6 (Milz/Ileum)

C57BL/6 naiv 3,18

C57BL/6 inf 0,98

Balb/c naiv 4,08

Balb/c inf 18,19

CBA/ca naiv 1,65

CBA/ca inf 4,47

3.3. SOCS-Expressionen in Ileum und Milz

Zur Bestimmung der Rolle von SOCS-1 und SOCS-3 in der T. gondii-induzierten Immunpatholo-

gie wurden am 7. Tag post infectionem Milz und Ileum der Tiere entnommen und eine RT-PCR

durchgeführt.

3.3.1. SOCS-1- und SOCS-3-Expressionen im Ileum

Abb. 13 zeigt die Expression von SOCS-1 im Ileum der C57BL/6-, der Balb/c- sowie der CBA/ca-

Mäuse an Tag 7 nach der Infektion. Alle drei Mausstämme exprimierten unter der Infektion
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signifikant mehr SOCS-1 als nicht infizierte Vergleichstiere. Zwischen den verschiedenen

Mausstämmen zeigten sich unter der Infektion keine signifikanten Unterschiede.

Abb. 13.: SOCS-1-mRNA-Konzentrationen im Ileum. Dargestellt sind die Ergebnisse von
zwei gepoolten repräsentativen aus vier durchgeführten Versuchen (n=38). * p
< 0,05

Nur C57BL/6-, nicht aber Balb/c- und CBA/ca-Mäuse zeigten im Ileum nach der Infektion

signifikant höhere SOCS-3-Konzentrationen als naive Tiere (Abb. 14). Infizierte C57BL/6-

Mäuse wiesen zudem signifikant mehr SOCS-3 auf als die beiden resistenten Mausstämme.

3.3.2. SOCS-1- und SOCS-3-Expressionen in der Milz

Die Expression von SOCS-1 auf systemischer Ebene (Abb. 15) blieb bei den suszeptiblen

C57BL/6- und den resistenten CBA/ca-Mäusen nach Infektion im Vergleich zu den naiven

Tieren unverändert. Infizierte Balb/c-Mäuse exprimierten dagegen signifikant mehr SOCS-1

als naive Tiere. Die resistenten Balb/c-Mäuse exprimierten unter der Infektion auch signifikant

mehr SOCS-1 als die suszeptiblen C57BL/6- und als die ebenfalls resistenten CBA/ca-Mäuse.
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Abb. 14.: SOCS-3-mRNA-Konzentrationen im Ileum. Dargestellt sind die Ergebnisse von
zwei gepoolten repräsentativen aus vier durchgeführten Versuchen (n=39). * p
< 0,05

Abb. 15.: SOCS-1-mRNA-Konzentrationen in der Milz 7 Tage nach Infektion mit T. gondii.
Dargestellt sind die gepoolten Ergebnisse von zwei repräsentativen aus vier
durchgeführten Versuchen (n=35). * p < 0,05
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Die Expression von SOCS-3 in der Milz war bei den naiven vs. infizierten C57BL/6- und

CBA/ca-Mäusen unverändert, lediglich die Balb/c-Mäuse zeigten eine deutliche Steigerung

der SOCS-3-Expression gegenüber den naiven Kontrolltieren (Abb. 16). Die Expression von

SOCS-3 unter der Infektion war bei den resistenten Balb/c-Mäusen signifikant höher als bei den

suszeptiblen C57BL/6-Mäusen und ebenfalls signifikant höher als bei den CBA/ca-Mäusen.

Abb. 16.: SOCS-3-mRNA-Konzentrationen in der Milz 7 Tage nach Infektion mit T. gondii.
Dargestellt sind die gepoolten Ergebnisse von zwei repräsentativen aus vier
durchgeführten Versuchen (n=35). * p < 0,05

3.3.3. Vergleich zwischen SOCS-1- und SOCS-3-Expressionen in Ileum und Milz

Der Vergleich der SOCS-1-Expressionen im Ileum bei jeweils infizierten und naiven Tieren aller

drei Mausstämme zeigte, dass sich unter der Infektion im Ileum bei allen Mausstämmen eine

signifikante Hochregulation der SOCS-1-Expression fand (vgl. Abb. 13). Diese war am stärksten

bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen ausgeprägt. Der Vergleich der SOCS-3-Expressionen

im Ileum zeigte, dass eine signifikante Erhöhung der Expression von SOCS-3 infizierter vs.

naiver Mäuse im Ileum nur bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen nachgewiesen werden

konnte. Die C57BL/6-Mäuse exprimierten unter der Infektion im Ileum auch signifikant mehr

SOCS-3 als die resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäuse (vgl. Abb. 14).

In der Milz war die SOCS-1-Expression unter der Infektion nur bei den resistenten Balb/c-

Mäusen gegenüber den naiven Kontrollmäusen signifikant erhöht (vgl. Abb. 15). Die resistenten
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Balb/c-Mäuse exprimierten in der Milz unter der Infektion signifikant mehr SOCS-1 und SOCS-3

als die C57BL/6- und die CBA/ca-Mäuse (vgl. Abb. 16).

3.4. Korrelation der SOCS-Expressionen mit Zytokinkonzentrationen

Um die lokale und systemische Expression der SOCS-Proteine mit den Konzentrationen der

Zytokine zu korrelieren, wurden jeweils Quotienten aus SOCS-Expression und Zytokinkonzen-

tration gebildet und anschließend zur besseren Darstellung mit dem Faktor 104 multipliziert.

3.4.1. Korrelation der Zytokine IFN-γ, IL-6 und IL-23p19 mit SOCS-Proteinen im Ileum

3.4.1.1. IFN-γ und SOCS-1 im Ileum

Der Quotient aus SOCS-1- und IFN-γ-Konzentrationen im Ileum war bei allen Mausstämmen

unter der Infektion deutlich herabgesetzt, was auf eine stärkere IFN-γ- als SOCS-1-Induktion

unter der Infektion hinweist (Tab. 19). Die Reduktion des Quotienten unter der Infektion erfolgte

bei den C57BL/6- und bei den Balb/c-Mäusen auf jeweils etwa 2,2% des Ausgangswertes, bei

den CBA/ca-Mäusen auf etwa 7,2% des Ausgangswertes.

Tab. 19.: Korrelation der Expression von SOCS-1 und der Konzentration von IFN-γ im
Ileum. Dargestellt sind die Quotienten von einem repräsentativen aus drei durch-
geführten Versuchen.

Mausstamm SOCS-1/IFN-γ-Ratio

im Ileum [x 104]

C57BL/6 naiv 146,71

C57BL/6 inf 3,27

Balb/c naiv 242,33

Balb/c inf 5,20

CBA/ca naiv 99,94

CBA/ca inf 7,25

3.4.1.2. IL-6 und SOCS-3 im Ileum

Im Gegensatz dazu stieg der Quotient aus SOCS-3 und IL-6 unter der Infektion bei allen

Mausstämmen an (Tab. 20), am deutlichsten bei den resistenten CBA/ca-Mäusen (etwa 10-

fach, verglichen mit etwa 2,4-fach bei den Balb/c- und etwa 1,7-fach bei den C57BL/6-Mäusen).
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Diese Daten weisen auf eine höhere SOCS-3- als IL-6-Induktion unter der Infektion hin, v.a. bei

den resistenten CBA/ca-Mäusen.

Tab. 20.: Korrelation der Expression von SOCS-3 und der Konzentration von IL-6 im Ileum.
Dargestellt sind die Quotienten von einem repräsentativen aus drei durchgeführ-
ten Versuchen.

Mausstamm SOCS-3/IL-6-Ratio

im Ileum [x 104]

C57BL/6 naiv 28,12

C57BL/6 inf 48,97

Balb/c naiv 23,25

Balb/c inf 55,31

CBA/ca naiv 4,35

CBA/ca inf 43,71

3.4.1.3. IL-23p19 und SOCS-3 im Ileum

Die Korrelation der Expression von SOCS-3 mit der Produktion von IL-23p19 im Ileum (Tab. 21)

zeigte, dass der Quotient aus SOCS-3 und IL-23p19 unter der Infektion bei allen Mausstämmen

unter der Infektion anstieg. Bei den resistenten Balb/c-Mäusen stieg der Quotient etwa 23-fach

an, bei den CBA/ca- etwa 7,2-fach und bei den C57BL/6-Mäusen etwa 2-fach. Dies weist auf

eine v.a. bei den resistenten Mäusen höhere SOCS-3- als IL-23p19-Induktion unter der Infektion

hin. Zudem war der Quotient bei den resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäusen auch unter der

Infektion gegenüber den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen erhöht.

Tab. 21.: Korrelation der Expression von SOCS-3 und der Konzentration von IL-23p19
im Ileum. Dargestellt sind die Quotienten von einem repräsentativen aus zwei
durchgeführten Versuchen.

Mausstamm SOCS-3/IL-23p19-Ratio

im Ileum [x 104]

C57BL/6 naiv 86,77

C57BL/6 inf 170,25

Balb/c naiv 17,40

Balb/c inf 400,50

CBA/ca naiv 30,52

CBA/ca inf 219,38

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Quotienten aus SOCS-1 und IFN-γ unter

der Infektion im Ileum bei allen Mausstämmen deutlich abfielen, die Quotienten aus SOCS-3
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und IL-6 bzw. IL-23p19 hingegen anstiegen. Dies deutet darauf hin, dass die IFN-γ-Induktion

unter der Infektion verglichen mit dem naiven Zustand um ein Vielfaches höher war als die

Induktion von IL-6 bzw. IL-23p19.

Der Anstieg der Quotienten aus SOCS-3 und IL-6 bzw. IL-23p19 war jeweils bei den resistenten

Balb/c- und CBA/ca-Mäusen stärker ausgeprägt als bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen.

Daraus folgt, dass die resistenten Mäuse unter der Infektion lokal eine stärkere Induktion

von SOCS-3 verglichen mit der Induktion von IL-6 und IL-23p19 hatten als die suszeptiblen

C57BL/6-Mäuse.

In absoluten Zahlen produzierten die suszeptiblen C57BL/6-Mäuse jedoch unter der Infektion

lokal mehr IFN-γ, IL-6 und IL-23p19 und exprimierten gleichzeitig mehr SOCS-1 und SOCS-3

als die resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäuse.

3.4.2. Korrelation der Zytokine IFN-γ und IL-6 mit SOCS-Proteinen in der Milz

3.4.2.1. IFN-γ und SOCS-1 in der Milz

Auch beim Vergleich der Konzentrationen von IFN-γ und der Expression von SOCS-1 in der

Milz zeigte sich wie schon im Ileum (vgl. Tab. 19) eine deutliche Reduktion des Quotienten unter

der Infektion bei allen Mausstämmen, was auf eine stärkere IFN-γ- als SOCS-1-Induktion unter

der Infektion hinweist (Tab. 22). Der Quotient war bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen sowohl

im naiven Zustand als auch unter der Infektion mehr als 2-fach gegenüber den resistenten

Balb/c- und CBA/ca-Mäusen erhöht, was auf eine erhöhte SOCS-1-Expression verglichen mit

der Produktion von IFN-γ hinweist.

Tab. 22.: Korrelation der Expression von SOCS-1 und der Konzentration von IFN-γ in
der Milz. Dargestellt sind die gepoolten Quotienten aus drei durchgeführten
Versuchen.

Mausstamm SOCS-1/IFN-γ-Ratio

in der Milz [x 104]

C57BL/6 naiv 61,02

C57BL/6 inf 1,92

Balb/c naiv 30,39

Balb/c inf 0,64

CBA/ca naiv 27,19

CBA/ca inf 0,77
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3.4.2.2. IL-6 und SOCS-3 in der Milz

Unter der Infektion stieg der Quotient aus SOCS-3-Expression und IL-6-Konzentration in der

Milz bei den resistenten Balb/c-Mäusen erheblich an, was darauf hindeutet, dass eine stärkere

Induktion von SOCS-3 als von IL-6 erfolgte (Tab. 23). Bei den C57BL/6- und den CBA/ca-

Mäusen nahm der Quotient hingegen ab, d.h., dass die Induktion von IL-6 stärker war als die

von SOCS-3.

Tab. 23.: Korrelation der Expression von SOCS-3 und der Konzentration von IL-6 in
der Milz. Dargestellt sind die Quotienten von einem repräsentativen aus drei
durchgeführten Versuchen.

Mausstamm SOCS-3/IL-6-Ratio

in der Milz [x 104]

C57BL/6 naiv 13,78

C57BL/6 inf 2,68

Balb/c naiv 1,07

Balb/c inf 39,76

CBA/ca naiv 41,20

CBA/ca inf 1,41

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Quotient aus SOCS-1 und IFN-γ in den

Mäusen aller Mausstämme in der Milz unter der Infektion deutlich abfiel, d.h. die Produktion von

IFN-γ nahm unter der Infektion stärker zu als die Expression von SOCS-1. Der Quotient war bei

den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen sowohl im naiven Zustand als auch unter der Infektion mehr

als 2-fach gegenüber den resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäusen erhöht, was auf eine erhöhte

SOCS-1-Expression verglichen mit der Produktion von IFN-γ hinweist. Dennoch war sowohl die

absolute IFN-γ-Produktion als auch die absolute Expression von SOCS-1 der C57BL/6-Mäuse

in der Milz geringer als die der resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäuse.

Der Quotient aus SOCS-3 und IL-6 stieg nur bei den resistenten Balb/c-Mäusen an, bei den

C57BL/6- und den CBA/ca-Mäusen fiel er unter der Infektion deutlich ab. Dies weist darauf hin,

dass bei den resistenten Balb/c-Mäusen die Expression von SOCS-3 unter der Infektion stärker

anstieg als die Induktion von IL-6.
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3.5. Bestimmung der Leukozytenpopulationen in mesenterialen

Lymphknoten und Milz

Zur Bestimmung der an der T. gondii-vermittelten Immunpathologie beteiligten Leukozyten-

populationen wurden an Tag 7 nach der Infektion die mesenterialen Lymphknoten (MLN)

und die Milz entnommen und Oberflächenmarker der Leukozyten per Durchflusszytometrie

bestimmt. Es wurden Th-Zellen (=CD3+CD4+), zytotoxische T-Zellen (=CD3+CD8+), Makro-

phagen (=CD11b+CD11c−) und dendritische Zellen (=CD11b+CD11c+) bestimmt.

3.5.1. CD4+- und CD8+-T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten

Abb. 17 zeigt die durchflusszytometrisch bestimmten Anteile von CD4+- und CD8+-T-Zellen in

den MLN der C57BL/6-, Balb/c- und CBA/ca-Mäuse als Beispiel für die lokale Immunantwort an

Tag 7 nach der Infektion. Zeigten sich bei den CD4+-T-Zellen keine signifikanten Unterschiede

zwischen den verschiedenen Mausstämmen, so konnte bei den CBA/ca-Mäusen ein signifikant

höherer Prozentsatz zytotoxischer T-Zellen nachgewiesen werden als bei den Balb/c-Mäusen.

Der prozentuale Anteil zytotoxischer T-Zellen war bei den CBA/ca-Mäusen ebenfalls deutlich

höher als bei den C57BL/6-Mäusen.

Abb. 17.: Durchflusszytometrische Messung der CD4+- und CD8+-T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten.
Dargestellt ist das Ergebnis aus einem durchgeführten Versuch (n=12). * p < 0,05

3.5.2. Makrophagen und dendritische Zellen in den mesenterialen Lymphknoten

Die Messung von CD11b+CD11c− (Makrophagen) und CD11b+CD11c+ (dendritische Zellen)

in den MLN zeigte, dass der Anteil an Makrophagen bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen
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signifikant höher war als bei den beiden resistenten Mausstämmen. Für die DC’s zeigte sich

bei den Balb/c-Mäusen ein gegenüber den CBA/ca-Mäusen signifikant erhöhter prozentualer

Anteil, zu den C57BL/6-Mäusen bestanden jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abb. 18).

Abb. 18.: Durchflusszytometrische Messung von Makrophagen und DC’s in den mesenterialen Lymphknoten.
Dargestellt ist das Ergebnis aus einem durchgeführten Versuch (n=12). * p < 0,05

3.5.3. CD4+- und CD8+-T-Zellen in der Milz

Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung von CD3+CD4+- und CD3+CD8+-T-Zellen auf

systemischer Ebene (Milz) ergaben sich für die CD4+-T-Zellen keine signifikanten Unterschiede

innerhalb der verschiedenen Mausstämme. Der prozentuale Anteil der CD8+-T-Zellen war

jedoch bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen in der Milz gegenüber den resistenten Balb/c-

und CBA/ca-Mäusen signifikant erhöht (Abb. 19).

Abb. 19.: Durchflusszytometrische Messung von CD4+- und CD8+-T-Zellen in der Milz. Dargestellt ist das
Ergebnis aus einem durchgeführten Versuch (n=12). * p < 0,05
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3.5.4. Makrophagen und dendritische Zellen in der Milz

Abb. 20 zeigt die prozentualen Anteile der Makrophagen und DC’s in der Milz. Der Anteil

der Makrophagen (CD11b+CD11c−) war bei allen Mausstämmen vergleichbar hoch, wäh-

rend der Prozentsatz dendritischer Zellen (CD11b+CD11c+) bei den CBA/ca- gegenüber den

Balb/c-Mäusen signifikant erhöht war. Zu den C57BL/6-Mäusen bestanden keine signifikanten

Unterschiede.

Abb. 20.: Durchflusszytometrische Messung der Zellpopulationen CD11b+CD11c− sowie CD11b+CD11c+ in
der Milz. Dargestellt ist das Ergebnis aus einem durchgeführten Versuch (n=12). * p < 0,05

3.5.5. Vergleich der Leukozytenpopulationen in mesenterialen Lymphknoten und

Milz

In den lokalen Kompartimenten (MLN) zeigten sich hinsichtlich der CD3+CD4+-T-Zellen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Mausstämmen. Bei den resistenten CBA/ca-

Mäusen fand sich ein signifikant höherer Anteil zytotoxischer T-Zellen (CD3+CD8+) als bei

den beiden anderen Mausstämmen sowie ein signifikant niedrigerer Anteil dendritischer Zellen

(CD11b+CD11c+) als bei den Balb/c-Mäusen. Die suszeptiblen C57BL/6-Mäuse zeigten lokal

einen signifikant höheren prozentualen Anteil an Makrophagen (CD11b+CD11c−) als die beiden

resistenten Mausstämme.

Systemisch zeigten sich bei den CD4+-T-Zellen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. In

der Milz war jedoch der Anteil zytotoxischer T-Zellen bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen

gegenüber den beiden resistenten Mausstämmen signifikant erhöht. Während sich bei den

Makrophagen kein Unterschied zwischen den verschiedenen Mausstämmen zeigte, fand sich

bei den CBA/ca-Mäusen ein signifikant höherer Anteil dendritischer Zellen als bei den Balb/c-

Mäusen.
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Der Vergleich der systemischen Zirkulation mit lokalen Kompartimenten zeigte, dass sich bei

den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen ein erhöhter Anteil zytotoxischer T-Zellen in der systemi-

schen Zirkulation im Gegensatz zu einem erhöhten prozentualen Anteil an Makrophagen in der

Mukosaregion fand.
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4.1. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Mit 100-Zysten T. gondii oral infizierte C57BL/6-Mäuse versterben 7-14 Tage nach der Infektion

an einer Darmpathologie, die durch massive Nekrosen im Ileum gekennzeichnet ist [7]. Diese

Pathologie wird durch eine überschießende Th1 (und/oder sog. Th17)-Immunantwort verursacht,

die große Ähnlichkeit mit der Immunkaskade hat, die bei Patienten mit M. Crohn und in

Mausmodellen für entzündliche Darmerkrankungen beobachtet wurde [11]. CBA/ca-Mäuse

dagegen erkranken erst in der chronischen Phase der Infektion an einer Enzephalitis [6],

wohingegen Balb/c-Mäuse weder in der akuten, noch in der chronischen Phase erkranken

[7–10]. Die kürzlich entdeckten SOCS-Proteine gelten als immunmodulatorische Moleküle, die

die Wirkungen von Zytokinen hemmen können.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklärt werden, inwieweit a) sich die Expression

von SOCS-Proteinen und die Produktion proinflammatorischer Zytokine zwischen naiven und

infizierten Tieren der oben genannten Mausstämme unterscheidet, b) wie sich die lokale von

der systemischen Expression dieser Immunmarker unterscheidet, und c) ob es eine Korrelation

der SOCS-Expression und der Produktion proinflammatorischer Zytokine mit der Morbidität,

der Schwere der histologischen Veränderungen und der Parasitenzahl im Ileum der Mäuse

sowie mit den Frequenzen bestimmter Leukozytenpopulationen gibt.

Dazu wurden Tiere oben genannter Mausstämme mit 100-Zysten T. gondii oral infiziert und im

Verlauf der Infektion gewogen. An Tag 7 nach der Infektion wurden Milz, MLN und Ileum der

Tiere entnommen und die histologischen Veränderungen im Ileum, die Anzahl der Parasiten

sowie die Konzentrationen der wesentlich an der Pathologie beteiligten Zytokine IFN-γ [101–

105, 149], IL-6 [77–80, 87, 150] und IL-23p19 [83, 84, 86, 87, 89] untersucht. Weiterhin wurde

die Expression der SOCS-Proteine SOCS-1 und SOCS-3, die regulierend auf IFN-γ, IL-6

[107,116–119] und IL-23 [133,134] wirken, auf mRNA-Ebene bestimmt. Durchflusszytometrisch

wurden relative Frequenzen bestimmter Leukozytenpopulationen bestimmt.

4.2. Assoziation von Morbidität, Histologie, Parasitenlast und

Leukozytenpopulationen infizierter Mäuse untereinander

Der Vergleich des Gewichtsverlaufs der drei infizierten Mausstämme zeigt, dass die suszep-

tiblen C57BL/6-Mäuse einen signifikant höheren Gewichtsverlust unter der Infektion als die
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beiden resistenten Mausstämme aufwiesen. Weiterhin zeigte die histologische Untersuchung

von Ileumschnitten, dass es unter der Infektion im Ileum der C57BL/6-Mäuse erwartungsge-

mäß zu massiven pathologischen Veränderungen gekommen war, nicht jedoch im Ileum der

Balb/c- und CBA/ca-Mäuse. Die Anzahl parasitophorer Vakuolen, die Tachyzoiten von T. gondii

enthielten, war ebenfalls bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen gegenüber den resistenten

Mäusen signifikant erhöht. Die C57BL/6-Mäuse unterschieden sich somit erwartungsgemäß in

allen Entzündungsparametern signifikant von den beiden resistenten Mausstämmen [6–10].

Bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen fand sich in den MLN zudem ein gegenüber den beiden

resistenten Mausstämmen signifikant erhöhter Anteil an CD11b+-Makrophagen. Diese verstärk-

te lokale Präsenz von Makrophagen könnte durch die massiv erhöhte Parasitenlast im Ileum der

suszeptiblen C57BL/6-Mäuse bedingt sein und ist insofern von Bedeutung, als Makrophagen

wichtige Produzenten von IL-6 [74] und IL-23p19 [82, 83] sind, nicht jedoch von IFN-γ. Ein

erhöhter prozentualer Anteil an Makrophagen könnte somit die Herkunft dieser beiden im Ileum

der C57BL/6-Mäuse vermehrt gebildeten proinflammatorischen Zytokine erklären. In der Milz

fand sich bei den C57BL/6-Mäusen ein gegenüber den resistenten Mausstämmen signifikant

erhöhter Anteil an zytotoxischen CD8+-T-Zellen. Obwohl zytotoxische T-Zellen neben NK- und

CD4+-Zellen die wichtigste Quelle für IFN-γ darstellen, ist die Produktion von IFN-γ jedoch in

der Milz der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse signifikant geringer als bei den beiden resistenten

Mausstämmen.

4.3. Assoziation der SOCS-Expressionen mit Entzündungsparametern

Die lokale SOCS-1-Expression war bei allen infizierten Tieren gegenüber den naiven Ver-

gleichstieren signifikant erhöht, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Mausstämmen fanden. Die lokale SOCS-3-Expression war hingegen lediglich

bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen signifikant gegenüber den naiven Tieren und zudem

auch signifikant gegenüber den resistenten Mausstämmen erhöht. Im Gegensatz zur Expres-

sion von SOCS-1 korrelierte die lokale Expression von SOCS-3 mit den oben genannten

Entzündungsparametern, da die resistenten C57BL/6-Mäuse sowohl die höchsten SOCS-3-

Expressionen als auch die größte Morbidität, die schwersten pathologischen Veränderungen

und die höchste Parasitenlast im Ileum aufwiesen.

In der Milz war die Expression von SOCS-1 nur bei den resistenten Balb/c-Mäusen signifikant

höher als im naiven Zustand und auch signifikant höher als bei den suszeptiblen C57BL/6-

und den resistenten CBA/ca-Mäusen. Die CBA/ca-Mäuse exprimierten ebenfalls deutlich mehr

SOCS-1 als die suszeptiblen C57BL/6-Mäuse. Für SOCS-3 in der Milz ergab sich unter der
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Infektion keine signifikante Hochregulation gegenüber den naiven Kontrollmäusen, jedoch war

die SOCS-3-Expression bei den Balb/c-Mäusen unter der Infektion signifikant höher als bei den

C57BL/6- und den CBA/ca-Mäusen.

In der Literatur gibt es bisher nur Hinweise auf eine Induktion von SOCS-1 und SOCS-3

nach Infektion von Makrophagen mit T. gondii [151]. In der vorliegenden Arbeit konnte nun

erstmals gezeigt werden, dass die orale Infektion von Mäusen mit T. gondii unabhängig von

Suszeptibilität oder Resistenz in vivo zu einer signifikanten lokalen Induktion von SOCS-1

führte; SOCS-3 dagegen wurde interessanterweise lokal nur bei den suszeptiblen C57BL/6-

Mäusen signifikant induziert. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der systemischen Zirkulation

nur bei den resistenten Balb/c-Mäusen eine signifikante Induktion von SOCS-1; die SOCS-3-

Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant zwischen infizierten und naiven Mäusen.

Die suszeptiblen C57BL/6-Mäuse zeigten eine mit den resistenten Mausstämmen vergleichbare

lokale SOCS-1-, jedoch eine signifikant stärkere SOCS-3-Induktion. Im Gegensatz dazu fand

sich systemisch bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen eine signifikant geringere SOCS-1- und

SOCS-3-Induktion als bei den resistenten Balb/c-Mäusen. Insbesondere die lediglich bei den

suszeptiblen C57BL/6-Mäusen lokal erhöhten SOCS-3-Werte könnten als eine Reaktion auf die

überschießende lokale Immunantwort interpretiert werden, wohingegen der Schwerpunkt der

Immunantwort und damit auch der Schwerpunkt der Kontrolle derselben bei den resistenten

Mäusen eher in der systemischen Zirkulation zu liegen scheint.

4.4. Assoziation der IFN-γ-Produktion mit Entzündungsparametern und

Korrelation mit der Expression der SOCS-Proteine

Der Vergleich der IFN-γ-Konzentrationen naiver und infizierter Mäuse im Ileum zeigt, dass alle

Mausstämme unter der Infektion lokal mehr IFN-γ als die jeweiligen naiven Mäuse produzierten,

wobei dieser Anstieg bei den suszeptiblen C57BL/6- und bei den resistenten Balb/c-Mäusen

signifikant war. Ein Vergleich der drei Mausstämme untereinander zeigte dagegen keine signifi-

kanten Unterschiede in der Produktion von IFN-γ.

In der Milz fanden sich bei den resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäusen unter der Infektion

gegenüber den naiven Kontrollmäusen signifikant erhöhte IFN-γ-Produktionen, nicht jedoch

bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen. Auch im Vergleich zu den resistenten Mäusen war die

IFN-γ-Produktion der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse unter der Infektion signifikant geringer. Die

Quotienten aus IFN-γ-Produktion in Milz und Ileum waren zudem bei den Balb/c- und CBA/ca-

Mäusen unter der Infektion 24- bzw. 42-fach gegenüber den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen
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erhöht. Dies weist darauf hin, dass die IFN-γ-Produktion bei den resistenten Mäusen unter der

Infektion systemisch deutlich höher war als lokal, wohingegen die IFN-γ-Produktion bei den

C57BL/6-Mäusen systemisch nur geringfügig höher war als lokal. Diese Ergebnisse könnten

als Folge einer Migration der IFN-γ-produzierenden Zellen von der systemischen Zirkulation in

die lokale Mukosaregion bei den suszeptiblen Mäusen interpretiert werden.

Während bei Patienten mit M. Crohn sowohl eine erhöhte Produktion von IFN-γ [101] als

auch von IL-12 und IL-18, die an der IFN-γ-Produktion beteiligt sind, nachgewiesen werden

konnten [104, 105], ist die Rolle von IFN-γ bei der Entstehung der experimentellen Kolitis

unklar. In einem T-Zell-induzierten Kolitis-Mausmodell konnten Simpson et al. zeigen, dass

die Behandlung der Tiere mit anti-IL-12-Antikörpern zu einer geringeren Anzahl an IFN-γ-

produzierenden T-Zellen führte und die Ausprägung der Erkrankung reduzierte [103]. Jedoch

konnte auch gezeigt werden, dass ein Fehlen des IFN-γ-Rezeptors nicht vor Entstehung einer

TNBS-induzierten Kolitis schützt, wohl aber ein Fehlen des IL-12-Gens [152]. In dem in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodell konnte ebenfalls bereits die zweischneidige Rolle

von IFN-γ gezeigt werden; so konnte die Gabe eines Antikörpers gegen IFN-γ an Tag 5 der

Infektion die Erkrankung mildern, die Gabe des Antikörpers ab Tag 1 der Infektion jedoch führte

zum frühzeitigen Tod der Mäuse [7]. Im derzeit einzig bekannten anderen Ileitis-Mausmodell,

dem sog. SAMP1/Yit-Modell, wurde in Mäusen mit Ileitis eine gegenüber gesunden Mäusen

signifikant erhöhte IFN-γ-Produktion durch T-Zellen nachgewiesen [153].

Die signifikant erhöhte lokale IFN-γ-Produktion unter der Infektion gegenüber den naiven

Kontrollmäusen entsprach publizierten Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe [7]. In der vorlie-

genden Arbeit konnte jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen lokal erhöhten IFN-γ-

Konzentrationen und der Entstehung der Pathologie gezeigt werden, da die bei den C57BL/6-

gegenüber den resistenten Mäusen signifikant erhöhten Entzündungsparameter nicht mit gegen-

über den resistenten Mäusen signifikant erhöhten lokalen IFN-γ-Konzentrationen korrelierten.

In anderen Arbeiten konnte jedoch ebenfalls gezeigt werden, dass IFN-γ zwar initial durch

T. gondii induziert wird, die IFN-γ-Konzentration jedoch nicht immer mit der Entstehung der

Pathologie korreliert [154,155].

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Infektion mit 100 Zysten T.

gondii unabhängig von Resistenz oder Suszeptibilität der Mäuse in Ileum zu einer signifikanten

Induktion von IFN-γ führte; in der Milz fand sich diese Induktion jedoch nur bei den resistenten

Tieren. Die Produktion von IFN-γ ist zudem genetisch reguliert, da sich die lokalen Zytokinkon-

zentrationen in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund der Mäuse unterschieden.

Da SOCS-1 durch IFN-γ induziert wird und daraufhin die Effekte von IFN-γ hemmt [66, 67,

107, 135], war in der vorliegenden Arbeit die Korrelation der IFN-γ-Konzentrationen mit der

58



4. Diskussion

Expression von SOCS-1 von Interesse. Im Ileum korrelierte die Produktion von IFN-γ mit der

Expression von SOCS-1. In allen drei Mausstämmen fanden sich unter der Infektion erhöhte

IFN-γ- und SOCS-1-Konzentrationen im Vergleich zu den jeweiligen naiven Kontrollmäusen,

es gab jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausstämmen.

Daraus lässt sich folgern, dass es im Rahmen der Infektion zu einer gleichzeitigen Hochregula-

tion von proinflammatorischen Zytokinen und gegenregulatorischen Molekülen kommt. Diese

Assoziation zwischen SOCS-1 und IFN-γ ist in der Literatur gut belegt. Zwar konnte gezeigt

werden, dass SOCS-1 und SOCS-3 in vitro sowohl durch IFN-γ als auch durch IL-6 induziert

werden [66,67,129], doch scheint in vivo die negative Rückkopplung des IFN-γ-Signals eher

eine Funktion von SOCS-1 zu sein [135]. Tatsächlich korrelierte die IFN-γ-Produktion im Ileum

nicht mit der lokalen Expression von SOCS-3, da SOCS-3 im Gegensatz zu IFN-γ nur bei

den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen im Vergleich zu den naiven Kontrollmäusen und zu den

resistenten Tieren signifikant induziert wurde.

Wenngleich eine deutliche Korrelation der lokalen Expression von SOCS-1 mit der Konzentrati-

on von IFN-γ im Ileum gezeigt werden konnte, so konnte doch die in der Literatur beschriebene

Hemmung der Effekte von IFN-γ durch SOCS-1 [66,67,107] in der vorliegenden Arbeit nicht

bestätigt werden. Auch eine signifikant erhöhte SOCS-1-Konzentrationen im Ileum der sus-

zeptiblen Mäuse schützte diese nicht vor pathologischer IFN-γ-Wirkung. Das Verhältnis der

SOCS-1- zur IFN-γ-Produktion war zudem im Ileum unter der Infektion bei den suszeptiblen

C57BL/6-Mäusen nur geringfügig niedriger als bei den resistenten Mäusen. Die Untersuchun-

gen der SOCS-Expressionen wurden jedoch auf der Basis des gesamten Ileums durchgeführt,

sodass keine Aussagen zur Expression von SOCS-1 in bestimmten Zellpopulationen getroffen

werden können.

Die unterschiedliche Expression von SOCS-1 bei den verschiedenen Mausstämmen könnte

einerseits auf einer in Abhängigkeit vom jeweiligen Mausstamm unterschiedlichen direkten

genetischen Regulation beruhen, andererseits aber auch auf die genetisch regulierte IFN-γ-

Produktion zurückgehen. Doch ist auch eine direkte Induktion von SOCS-1 durch den Parasiten

T. gondii denkbar, wie von Zimmermann et al. diskutiert [151]. Dagegen spricht jedoch, dass

die resistenten Balb/c- und CBA/ca-Mäuse trotz signifikant niedrigerer Parasitenzahlen im

Ileum verglichen mit den C57BL/6-Mäusen unter der Infektion eine signifikant erhöhte lokale

Expression von SOCS-1 gegenüber den naiven Kontrollmäusen zeigten, die sich nicht von der

der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse unterschied.

Wormald et al. konnten zeigen, dass eine kontinuierliche Stimulation von Makrophagen aus

C57BL/6-Mäusen mit IFN-γ zu einer kontinuierlich hohen Expression von SOCS-1-mRNA

führte, während die Phosphorylierung von STAT1, das für die Signalübertragung von IFN-γ
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essentiell ist, nachließ [110]; d.h., dass auch bei einem bereits gehemmten intrazellulären IFN-

γ-Signal die Expression von SOCS-1 erhöht blieb. Dieser Mechanismus könnte die Tatsache

erklären, dass sich nicht nur bei den suszeptiblen, sondern auch bei den resistenten Mäusen

noch 7 Tage nach der Infektion im Ileum signifikant erhöhte SOCS-1-Expressionen finden.

4.5. Assoziation der IL-6- und IL-23p19-Produktion mit

Entzündungsparametern und Korrelation mit der Expression der

SOCS-Proteine

Die IL-6-Produktion im Ileum war lediglich bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen unter der

Infektion verglichen mit den naiven Tieren signifikant erhöht und auch signifikant höher als

bei den beiden resistenten Mausstämmen. In der Milz fanden sich bei den C57BL/6- und den

Balb/c-Mäusen unter der Infektion gegenüber den naiven Kontrollmäusen signifikant erhöhte

IL-6-Konzentrationen. Bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen, jedoch auch bei den resistenten

CBA/ca-Mäusen waren diese signifikant niedriger als bei den Balb/c-Mäusen.

Bei Patienten mit M. Crohn konnte gezeigt werden, dass erhöhte IL-6-Konzentrationen im Serum

mit der klinischen Ausprägung der Erkrankung korrelieren [77–79]. In Kolitis-Mausmodellen

konnte zudem gezeigt werden, dass die Behandlung der Mäuse mit Antikörpern gegen IL-6 [80]

bzw. die Blockade des IL-6-Rezeptors [150] die Erkrankung unterdrückt bzw. mildert, was für

eine wichtige Rolle von IL-6 bei der Entstehung der Kolitis spricht.

Der Quotient der IL-6-Produktion aus Milz/Ileum stieg bei den beiden resistenten Mausstämmen

unter der Infektion an, fiel jedoch bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen ab, was eine unter

der Infektion lokal höhere IL-6-Produktion der C57BL/6-, nicht aber der Balb/c- und CBA/ca-

Mäuse impliziert. Interessanterweise nahm die IL-6-Produktion jedoch im Ileum der suszeptiblen

C57BL/6-Mäuse nicht nur stärker zu als in der Milz derselben Mäuse, sie war auch signifikant

höher als bei den resistenten Mausstämmen. Dies weist darauf hin, dass lokal erhöhtes IL-6 an

der Entstehung der Immunpathologie im T. gondii-induzierten Mausmodell der Ileitis beteiligt

sein könnte. Die bei den resistenten Balb/c- gegenüber den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen

systemisch höheren IL-6-Konzentrationen hingegen weisen wiederum auf die Bedeutung des

lokalen, nicht aber des systemischen Zytokinmilieus für die Immunpathologie hin.

Yen et al. konnten ursprünglich zeigen, dass IL-23p19 Gedächtnis-T-Zellen stimuliert, die

daraufhin IL-17 und IL-6 produzieren und eine experimentelle Kolitis herbeiführen [87]. Die

wichtige Rolle von IL-23 bei der Entstehung einer experimentellen Kolitis konnte auch in einem

Modell der Helicobacter hepaticus-induzierten T-Zell-abhängigen Kolitis [86] gezeigt werden.
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Neuerdings wird jedoch eher davon ausgegangen, dass IL-23p19 weniger für die Induktion

als vielmehr für die Aufrechterhaltung der sog. Th17-Antwort erforderlich ist [27–29], während

die Induktion des sog. Th17-Phänotyps durch IL-6 zusammen mit TGF-β geschieht [39–41].

Weiterhin weisen die kürzlich entdeckten Veränderungen im Gen für den IL-23-Rezeptor bei

Patienten mit M. Crohn darauf hin, dass die sog. IL-23/Th17-Achse auch beim Menschen eine

wichtige Rolle bei der Entstehung der Erkrankung hat [89].

Dies ist mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vereinbar, da bei den suszeptiblen

C57BL/6-Mäusen die lokalen IL-6-Konzentrationen sowohl gegenüber den naiven Kontrollmäu-

sen als auch gegenüber den infizierten resistenten Mäusen signifikant erhöht waren und auch

die lokalen IL-23p19-Konzentrationen gegenüber den resistenten Balb/c-Mäusen signifikant

erhöht waren. Bei infizierten C57BL/6-Mäusen zeigte sich zudem eine tendenzielle Erhöhung

der IL-23p19-Konzentration gegenüber den naiven Kontrollmäusen, während die IL-23p19-

Konzentration bei resistenten CBA/ca-Mäusen unverändert blieb und bei infizierten gegenüber

naiven Balb/c-Mäusen sogar signifikant erniedrigt war. Durch unsere Arbeitsgruppe konnte

jedoch kürzlich gezeigt werden, dass es sich bei dem verwendeten Mausmodell nicht um eine

„klassische“ sog. Th17-vermittelte Immunpathologie handelt, da IL-17 in infizierten Mäusen

gegenüber naiven Kontrollmäusen sogar signifikant erniedrigt war [AG Liesenfeld, unveröffent-

lichte Ergebnisse]. In der vorliegenden Arbeit korrelierte die lokal gegenüber den resistenten

Mäusen signifikant erhöhte Produktion dieser proinflammatorischen sog. „Th17“-Zytokine IL-23

und IL-6 jedoch bei den suszeptiblen C57BL/6-Mäusen mit der gegenüber den resistenten Mäu-

sen signifikant erhöhten Morbidität, den signifikant schwereren histologischen Veränderungen

und der signifikant erhöhten Parasitenlast im Ileum. Dies weist auf eine mögliche Beteiligung

dieser Zytokine an den oben genannten entzündlichen Veränderungen hin und lässt die IL-23-

und IL-6-vermittelte „Th17“-Immunantwort einen interessanten Angriffspunkt für zukünftige

Therapeutika erscheinen.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Produktion von IL-6 in Milz

und Ileum bzw. die Produktion von IL-23p19 im Ileum genetisch reguliert sind, da sich die

Zytokinkonzentrationen nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii abhängig vom genetischen

Hintergrund der Mäuse unterschieden.

Wie die Konzentration des Th1-Markers IFN-γ mit SOCS-1, so korrelierte auch die Expression

von SOCS-3 im Ileum mit den Konzentrationen der „Th17“-Zytokine IL-6 und IL-23. Unter der

Infektion waren SOCS-3-Expression und IL-6-Produktion bei suszeptiblen C57BL/6-Mäusen

gegenüber den naiven Kontrollmäusen und auch gegenüber den infizierten resistenten Mäu-

sen signifikant erhöht, und auch die IL-23-Produktion der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse war

signifikant höher als die der resistenten Balb/c-Mäuse. Die Assoziation zwischen SOCS-3
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und IL-6 ist vielfach beschrieben worden. Zwar werden SOCS-3 und SOCS-1 sowohl durch

IFN-γ als auch durch IL-6 induziert [66, 67, 129], doch scheint die negative Rückkopplung

des IL-6-Signals eher eine Funktion von SOCS-3 zu sein [135]. Eine Induktion von SOCS-3

durch hohe IL-6-Konzentrationen lässt sich anhand der vorliegenden Arbeit nachvollziehen,

nicht jedoch eine Induktion von SOCS-1, da SOCS-1 im Ileum im Gegensatz zu IL-6 bei allen

Mausstämmen unabhängig von Suszeptibilität oder Resistenz signifikant induziert wurde.

Eine Induktion von SOCS-3 durch den Parasiten T. gondii erscheint unwahrscheinlich, obwohl

die Parasitenzahl mit der SOCS-3-Expression korreliert. Zimmermann et al. beobachteten in

ihrer Arbeit jedoch eine deutlich stärkere Induktion von SOCS-1 als von SOCS-3 durch T. gondii

in vitro [151], wohingegen in der vorliegenden Arbeit die lokalen Konzentrationen von SOCS-3

höher waren als die von SOCS-1.

Wormald et al. konnten zeigen, dass eine kontinuierliche Stimulation von Makrophagen aus

C57BL/6-Mäusen mit IL-6 zu einer biphasischen Expression von SOCS-3-mRNA führte, mit

einem frühen Maximum der IL-6 Wirkung nach etwa 15-30 min, gefolgt von einem Abfall und

einem erneuten Anstieg der SOCS-3-mRNA-Expression nach etwa 180 min. Bis zum Ende

des Beobachtungszeitraumes von 240 min hielt sich danach die SOCS-3-mRNA-Expression

konstant auf einem mittleren Niveau [110]. Diese bei Stimulation über einen längeren Zeitraum

beobachtete konstante SOCS-3-Expression könnte die anhaltend erhöhten SOCS-3-mRNA-

Konzentrationen im Ileum der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse erklären.

Sollte IL-6 an der Immunpathologie der 100-Zysten-Infektion mit T. gondii beteiligt sein, so

konnte die in der Literatur beschriebene Hemmung der IL-6-Signalwirkung [129,135,136] in der

vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, da selbst eine signifikant erhöhte Konzentration von

SOCS-3 im Ileum die suszeptiblen C57BL/6-Mäuse nicht schützte. Der Quotient aus SOCS-

3-Expression und IL-6-Produktion im Ileum zeigte, dass SOCS-3 unter der Infektion bei allen

Mausstämmen stärker induziert wurde als IL-6. Der Anstieg dieses Verhältnisses unter der

Infektion war bei den resistenten CBA/ca- jedoch etwa 10-fach, verglichen mit einem etwa 2,4-

fachen bzw. nur etwa 1,7-fachen Anstieg bei den bei den Balb/c- bzw. C57BL/6-Mäusen. Eine

mögliche Interpretation dieser Ergebnisse wäre ein Schutz vor den pathologischen Wirkungen

von IL-6 durch eine im Verhältnis starke Induktion von SOCS-3 bei den resistenten CBA/ca-

Mäusen.

Die Funktion von SOCS-3 als negativer Regulator der IL-23- und IL-6-vermittelten „Th17“-

Differenzierung [133] als Resultat verminderter IL-23-Produktion [134] konnte in der vorliegen-

den Arbeit nicht gezeigt werden. Vielmehr wurden im Ileum der suszeptiblen C57BL/6-Mäuse

sowohl erhöhte SOCS-3-Expressionen als auch erhöhte IL-23-Konzentrationen gemessen.
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Es wäre nun interessant, in weiteren Arbeiten durch Unterdrückung von SOCS-1 und SOCS-

3 in den resistenten Mäusen bzw. durch Überexpression von SOCS-1 und SOCS-3 in den

suszeptiblen Mäusen die Funktion der SOCS-Proteine im T. gondii-vermittelten Mausmodell der

Kolitis zu klären. Interessant wäre zudem eine Untersuchung der Expressionen von Molekülen

der IFN-γ- bzw. IL-6-vermittelten intrazellulären Signalkaskade in demselben Mausmodell,

um herauszufinden, ob die IFN-γ- und IL-6-Signalwirkung tatsächlich wirksam durch SOCS-1

bzw. SOCS-3 unterdrückt werden. Auch wäre eine Klärung der Frage wichtig, inwieweit die

„Th17“-vermittelte Immunantwort zur Entstehung der Darmpathologie in diesem Mausmodell

beiträgt, z.B. durch Unterdrückung einzelner Effektormoleküle der „Th17“-Immunität wie IL-6,

IL-22, IL-23 oder TGF-β.
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Die orale Infektion mit 100 Zysten T. gondii führt bei C57BL/6-Mäusen zu einer Immunpatho-

logie, die durch Pan-Ileitis und Tod der Mäuse innerhalb von 7-14 Tagen gekennzeichnet

ist. Die Immunpathogenese der Infektion wird durch Th1- (und/oder sog. Th17)-Zellen ver-

mittelt und zeigt weitreichende Parallelen zur Pathogenese des M. Crohn beim Menschen.

Balb/c- und CBA/ca-Mäuse hingegen sind resistent und erkranken nicht an einer Darmpatholo-

gie. Die kürzlich entdeckten „Suppressor of Cytokine Signaling“ (SOCS)-Proteine gelten als

immunmodulatorische Moleküle, die Zytokinwirkungen hemmen können.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklärt werden, inwieweit a) sich die Expression

von SOCS-Proteinen und die Produktion proinflammatorischer Zytokine zwischen naiven und

infizierten Tieren der oben genannten Mausstämme unterscheidet, b) wie sich die lokale von

der systemischen Expression dieser Immunmarker unterscheidet, und c) ob es eine Korrelation

der SOCS-Expression und der Produktion proinflammatorischer Zytokine mit der Morbidität,

der Schwere der histologischen Veränderungen und der Parasitenzahl im Ileum sowie mit den

Frequenzen bestimmter Leukozytenpopulationen gibt. Dazu wurden Tiere der oben genannten

Mausstämme oral mit 100 Zysten T. gondii infiziert und im Verlauf der Infektion gewogen.

An Tag 7 nach der Infektion wurden Milz, MLN und Ileum der Tiere entnommen und die

histologischen Veränderungen im Ileum, die Anzahl der Parasiten sowie die Konzentrationen

der wesentlich an der Pathologie beteiligten Zytokine IFN-γ, IL-6 und IL-23p19 bestimmt.

Weiterhin wurden die Expressionen von SOCS-1 und SOCS-3 sowie die relativen Frequenzen

bestimmter Leukozytenpopulationen bestimmt

Es konnte gezeigt werden, dass die orale Infektion mit 100 Zysten T. gondii zu einer Induktion

des Th1-Zytokins IFN-γ und der „Th17“-Zytokine IL-6 und IL-23p19 führt, die genetisch reguliert

ist. Die lokalen Konzentrationen der „Th17“-Zytokine, nicht aber die des Th1-Zytokins IFN-γ,

korrelierten hierbei mit Morbidität, histopathologischen Veränderungen und Parasitenlast im

Ileum der Mäuse sowie mit einer erhöhten Frequenz von Makrophagen. Dies sollte auf eine

wichtigere Rolle für die „Th17“- als für die Th1-Immunantwort bei der Entstehung der Pathologie

hindeuten. Systemisch waren die Konzentrationen sowohl der Th1- als auch der „Th17“-Zytokine

hingegen bei den resistenten Mausstämmen höher als bei den suszeptiblen Mäusen. Ob dies

zur Resistenz der Mäuse gegenüber der Infektion beiträgt, könnte ein Gegenstand weiterer

Arbeiten sein.

Ebenso konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass es in vivo unter

der Infektion mit T. gondii zu einer Induktion von SOCS-1 und SOCS-3 kommt, die mit der

Produktion der proinflammatorischen Th1- und „Th17“-Zytokine in lokalen und systemischen
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Kompartimenten korreliert und daher vermutlich als Reaktion auf erhöhte Zytokinkonzentratio-

nen zu betrachten ist. Auffällig war insbesondere eine bei den suszeptiblen Mäusen signifikant

erhöhte lokale Induktion von SOCS-3, für das eine spezielle regulatorische Rolle von IL-6

angenommen wird. Die unterschiedliche Induktion der SOCS-Proteine sollte in weiterführen-

den Arbeiten durch Depletionsexperimente oder aber in Modellen von Knockout-Mäusen oder

transgenen Tieren untersucht werden, um eine Rolle der SOCS-Proteine für die Resistenz oder

Suszeptibilität gegenüber der Entwicklung der intestinalen Immunpathologie zu klären.
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