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Abbildung 3: Immunhistochemische Darstellung eines reaktionslosen Schizonten von 
S. calchasi im Cerebrum der Taube Nummer 7 (Gruppe 1) während der ersten 
Krankheitsphase. Braun = immunhistochemisches Reaktionsprodukt aus Diaminobenzidin; 
Blau = Hämatoxylin-Gegenfärbung zur besseren Strukturdarstellung. Balken: 30 µm. 

 

 
Abbildung 4: Immunhistochemische Darstellung einer reaktionslosen Gewebszyste von 
S. calchasi im Cerebrum der Taube Nummer L60 (Gruppe 2) während der zweiten 
Krankheitsphase. Braun = immunhistochemisches Reaktionsprodukt aus Diaminobenzidin; 
Blau = Hämatoxylin-Gegenfärbung zur besseren Strukturdarstellung. Balken: 30 µm. 
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4.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Methoden 

4.2.1 RNA-Konzentration und RNA-Integrität 
Die spektralphotometrische Messung der RNA-Proben ergab bei allen Proben eine 

ausreichende Konzentration. Diese betrug im Durchschnitt 629,4 ng/µl. Die maximale 

Extinktion aller Proben lag bei 260 nm. Der A 260/280-Quotient lag im Schnitt bei 2,2 jedoch 

nie unter 2,0. Anhand dieser Ergebnisse wurden die Proben als reine RNA-Lösungen 

beurteilt.  

 

Die RNA integrity number (RIN) betrug für die RNA-Proben im Durchschnitt 8,95. Keine 

Probe zeigte eine RIN < 5, womit keine Probe aus den weiteren Untersuchungen ausge-

schlossen werden musste. Insgesamt lässt sich anhand der Ergebnisse feststellen, dass die 

RNA-Proben einer nur sehr gering ausgeprägten Degradation unterlagen und insgesamt eine 

sehr gute Qualität aufwiesen. 

 

Die Messergebnisse für die einzelnen Proben sind in Tabelle 10 aufgeführt. 
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Tabelle 10: Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung und Qualitätskontrolle der RNA-
Proben 

 

Probenbezeichnung 
RNA-Konzentration 

(ng / µl) 

Reinheit 

(A260 / A280) 
RIN 

Gruppe R    

r1 1688,0 2,2 9,2 
r2 770,0 2,2 9,3 

r3 754,4 2,1 9,0 

r4 941,9 2,2 9,0 
r5 687,7 2,1 8,8 

    

Gruppe 1    

2 717,8 2,2 9,0 
3 645,3 2,2 8,7 

4 406,7 2,2 8,8 

5 856,5 2,2 8,2 
6 263,8 2,2 9,3 

7 577,8 2,2 8,4 

8 592,5 2,2 9,1 
9 802,0 2,2 8,4 

    

Gruppe 2    
L59 465,1 2,2 9,2 

L60 466,6 2,2 9,1 

10 581,8 2,1 9,5 
11 643,0 2,1 9,3 

12 400,3 2,2 9,3 

14 579,8 2,1 9,0 
15 578,7 2,2 9,0 

L70 579,8 2,1 8,7 

L71 560,6 2,1 8,9 
L72 443,3 2,2 8,7 

L73 482,3 2,2 8,7 

L74 465,4 2,2 9,0 
    

Kontrolltiere    

L61 329,2 2,1 9,2 

L62 514,0 2,1 8,9 
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4.2.2 Nachweis von Sarkozysten-DNA mit Hilfe der semi-nested-PCR 
Zum Nachweis des Erregers S. calchasi in den Cerebrumproben der Versuchstiere und 

Kontrolltiere wurde eine qualitative PCR in Form einer semi-nested-PCR verwandt. In allen 

Gewebeproben der experimentell infizierten Tiere mit Ausnahme von Taube Nummer 14 

(Gruppe B) konnte ein spezifisches DNA-Produkt amplifiziert werden (Abbildung 5). Bei 

allen Kontrolltieren konnte kein spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen werden. Dies deutet 

darauf hin, dass sowohl in der ersten als auch in der zweiten Phase der Erkrankung Parasiten-

DNA in den Gewebeproben vorhanden ist. Das Ergebnis erlaubt jedoch keine Aussage 

darüber, ob der Parasit tatsächlich im Nervengewebe vorliegt, oder etwa in Endothelien von 

Blutgefäßen oder als Bruchstücke von vorhergegangenen Phagozytosevorgängen. 

 

 
Abbildung 5: Nachweis von S. calchasi DNA der ITS1 Region in Gehirnen der Tauben 
mittels spezifischer semi-nested-PCR Primer.  Alle Tauben der Gruppe A (Nummer 2 bis 9) 
und der Gruppe B (Nummer 10-12, 15, L60 und L74) mit Ausnahme von Nummer 14 zeigten 
ein positives Signal. Alle fünf Referenztauben, die Negativkontrolle und beide Prozess-
Kontrollen (L61, L62) waren negativ in der PCR. 

 

4.2.3 Primer-Planung 
Im Folgenden sollen die etablierten Primer zum Nachweis der Referenzgene wie auch der zu 

untersuchenden Zytokine und Chemokine dargestellt werden (Tabelle 11 und Tabelle 12). 

Zudem geht aus der folgenden Tabelle die Lokalisation des jeweils angestrebten Amplifikates 

innerhalb der mRNA-Sequenz des Huhns hervor. 

 
Tabelle 11: Etablierte Primer für den Nachweis der Referenzgene 
 
Referenz-
gen 

Orientier-
ung 

Sequenz 
Lokalisation 
(Basenpaare) 

Accession-No.** 

ß-actin sense AAGGACCTGTACGCCAACAC 939 - 958* gi|45382926|NM_205518.1 

 antisense CCTGCTTGCTGATCCACATC 1130 - 1149*   

GAPDH sense GTGGTGCTAAGCGTGTTATCATC 395 - 417 gi|2687660|AF036934.1 

 antisense GGCAGCACCTCTGCCATC 646 - 663   

Gusb sense GGGGCAAACTCCTTCCG 1182 - 1198* gi|86129535|NM_001039316.1 

 antisense CATTGGCTACTGACCACATCAC 1383 - 1404*   

HMBS sense CTGGCCCGGATTCAGAC 98 - 114* gi|118101809|XM_417846.2 

 antisense GCTCTTTGGTGAAGAGGCTC 232 - 251*   
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Tabelle 11 (Fortsetzung): Etablierte Primer für den Nachweis der Referenzgene 
 
Referenz-
gen 

Orientier-
ung 

Sequenz 
Lokalisation 
(Basenpaare) 

Accession-No.** 

HPRT sense GATGAACAAGGTTACGACCTGGA 84 - 106* gi|45382332|NM_204848.1 

 antisense TATAGCCACCCTTGAGTACACAGAG 240 - 264*   

RPL-13 sense CCACAAGGACTGGCAGCG 70 - 87* gi|45384527|NM_204999.1 

 antisense ACGATGGGCCGGATGG 189 - 204*   

RPL19 sense CCTGGATGAGGAGGATGCG 313 - 331* gi|71896334|NM_001030929.1 

 antisense CGCTTGTTCTTGAACACGTTAC 418 - 439*   

RPS7 sense TAGGTGGTGGCAGGAAAGC 186 - 204* gi|118088899|XM_001234734.1 

 antisense TTGGCTTGGGCAGAATCC 324 - 341*   

TFRC sense GCCCTGAATGACAGGATGATG 2143 - 2163* gi|45383949|NM_205256.1 

 antisense GTCCACGTCGCTAGGGCC 2331 - 2348*   

Ywhaz sense GTGGAGCAATCACAACAGGC 507 - 526* gi|71897034|NM_001031343.1 

 antisense GCGTGCGTCTTTGTATGACTC 708 - 728*   

*  = Lokalisation basierend auf der Gensequenz des Huhns (Gallus gallus) 
**= Gensequenz, auf dessen Grundlage die Primer-Lokalisation bestimmt wurde 

 
Tabelle 12: Etablierte Primer für den Nachweis der Zielgene (GOI) 
 

Zielgen 
Orientier-
ung 

Sequenz 
Lokalisation 
(Basenpaare) 

Accession-No.** 

IL-1β sense CGAGAGCAGCTACGCCG 303 - 319 gi|88702691|DQ393270.1 

 antisense GCCGCTCAGCACACACG 557 - 573   

IL-6 sense CTGCCCAAGGTGACGGAG 350 - 367* gi|302315692|HM179640.1 

 antisense CCAGGTGCTTTGTGCTGTAGC 506 - 526*   

IL-7 sense CAGAGTATCGTGACAGATGCTGC 167 - 189* gi|83721987|NM_001037833.1 

 antisense ATGAGACTAATGCTGCTTTCCTTC 317 - 340*   

IL-8 sense CAAGACGTGAAGCTGACACAGAG 145 - 167 gi|88702701|DQ393275.1 

 antisense GGTGCATCAGAATTGAGTTGAG 284 - 305   

IL-12  sense AGTGAAGGAGTTCCCAGATGC 228 - 248* gi|76593832|DQ202328.1 

 antisense TTCCAGAGTAGTTCTTTGCCTCAC 392 - 415*   

IL-15 sense GAATGCCAGGAACCTGTAATG 300 - 320* gi|303303464|HQ005358.1 

 antisense GCATTCCCTCTGTATAACCTTTAC 522 - 545*   

IL-18 sense GCCAGTTGCTTGTGGTTCG 138 - 156 GU140077.1 (columba livia) 

 antisense TCTACCTGGACGCTGAATGC 278 - 297  

IFN- sense CAGATGTAGCTGACGGTGGAC 137 - 157 gi|94421206|DQ479967.1 

gamma antisense GCTCATGCACAGCTTTGCG 394 - 412   
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Tabelle 12 (Fortsetzung): Etablierte Primer für den Nachweis der Zielgene (GOI) 
 

Zielgen 
Orientier-
ung 

Sequenz 
Lokalisation 
(Basenpaare) 

Accession-No.** 

LITAF sense CCCATCTGCACCACCTTCAT 198 - 217* gi|45383601|NM_204267.1 

 antisense TGCTGCACATACACAGTCTGAAC 355 - 377*   

TGF-β2 sense GAAGAAGCGTGCTCTAGATGC 891 - 911* ENSGALT00000015664 (Huhn) 

 antisense CATTTCCAGCCAAGATCCC 977 - 995* 
 

TL1A sense CCTGAGTTATTCCAGCAACGCA 408 - 429* gi|66793446|NM_001024578.1 

 antisense ATCCACCAGCTTGATGTCACTAAC 679 - 702*   

*  = Lokalisation basierend auf der Gensequenz des Huhns 
**= Gensequenz, auf dessen Grundlage die Primer-Lokalisation bestimmt wurde 

 

4.2.4 Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethoden 
Im Rahmen der Etablierungsarbeiten wurden für jedes nachzuweisende Gen die Effizienz, die 

Sensitivität und Spezifität sowie der spezifische Schmelzpunkt des jeweiligen spezifischen 

PCR-Produktes bestimmt (siehe Kapitel 3.3.8, S. 63). Das Temperaturoptimum für die 

Hybridisierung und Neustrangsynthese betrug bei allen etablierten Assays 58 °C. Die 

aufgereinigten PCR-Produkte wurden im Anschluss an das RT-qPCR-Experiment mittels 

Sequenzanalyse untersucht und damit die Spezifität des Assays überprüft. Zur Bestimmung 

der Effizienz und zur Kontrolle der Sensitivität des jeweiligen RT-qPCR-Ansatzes wurde eine 

7-stufige log10-Verdünnungsreihe des entsprechenden PCR-Produkts als Proben-DNA 

(template-DNA) mit den entsprechenden Primern in RT-qPCR-Experimenten eingesetzt, 

wobei die Effizienz anhand von mindestens vier zusammenhängenden Verdünnungsstufen 

bestimmt wurde. 

 

4.2.4.1 Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethoden für die Referenzgene 
Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der Etablierungsarbeiten für die RT-qPCR-Assays 

der zehn Referenzgene der Taube in der Übersicht (Tabelle 13). Nachfolgend werden die 

Ergebnisse zu den einzelnen Referenzgenen detailliert dargestellt. 

 
Tabelle 13: Etablierte Referenzgene 
 

Referenzgen 
Produkt-

länge (bp) Effizienz (%) Slope Sensitivität (fg) Schmelzpunkt (°C) 

β-actin 211 91,8 -3,536 0,01 85,2 

GAPDH 269 78,3 -3,981 0,01 84,1 

GUSB 223 92,2 -3,523 0,01 84,1 
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Tabelle 13 (Fortsetzung): Etablierte Referenzgene 
 

Referenzgen 

Produkt-

länge (bp) Effizienz (%) Slope Sensitivität (fg) Schmelzpunkt (°C) 

HMBS 154 96,3 -3,414 0,01 83,1 

HPRT 181 102,1 -3,273 0,01 80,5 

RPL13 135 92,0 -3,529 0,1 89,3 

RPL19 127 94,4 -3,465 0,01 82,6 

RPS7 156 97,7 -3,378 0,01 79,5 

TFRC 206 87,3 -3,668 0,01 85,1 

Ywhaz 222 93,9 -3,476 0,01 79,5 

bp = Basenpaare; fg = Femtogramm 

 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für β-actin 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von β-actin wurde eine Effizienz von 91,8 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 85,2 °C. Die ermittelte Sequenz 

des RT-qPCR-Produktes wurde wie im Folgenden auch mit Hilfe des Software-Programmes 

GeneDoc (Version 2.7) einem Sequenzvergleich mit der bekannten cDNA-Sequenz des 

β-actin des Huhns (Gallus gallus; GenBank Accession No. NM_205518.1) unterworfen 

(siehe Abbildung 6). Die cDNA-Sequenzen sind zu 96 % identisch. Die p-Distanz zwischen 

dem PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,024. 

 

 
 
Abbildung 6:Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des β-actin des Huhns (Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für GAPDH 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von GAPDH wurde eine Effizienz von 78,3 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 84,1 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

100 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des GAPDH der Haustaube (Columba 
livia; GenBank Accession No. AF036934) und zu 94 % mit der des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_204305.1; Abbildung 7). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,069. 

 

 
 

 
 
Abbildung 7: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des GAPDH der Haustaube und des Huhns (oben) beziehungsweise nur der Taube 
(unten; Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für GUSB 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von GUSB wurde eine Effizienz von 92,2 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 84,1 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

91 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des GUSB des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_001039316.1; Abbildung 8). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,127. 

 

 
 
Abbildung 8: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des Gusb des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für HMBS 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von HMBS wurde eine Effizienz von 96,3 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 83,1 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

89 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des HMBS des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. XM_417846.2; Abbildung 9). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,166. 

 

 
 
Abbildung 9: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des HMBS des Huhns (Primer eingerahmt).  
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RT-qPCR Assay Etablierung für HPRT 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von HPRT wurde eine Effizienz von 102,1 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 80,5 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

95 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des HPRT des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_204848.1; Abbildung 10). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,072. 

 

 
 
Abbildung 10: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des HPRT des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für RPL13 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von RPL13 wurde eine Effizienz von 92,0 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,1 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 89,3 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

93 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des RPL13 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_204999.1; Abbildung 11). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,095. 

 

 
 
Abbildung 11: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des RPL13 des Huhns (Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für RPL19 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von RPL19 wurde eine Effizienz von 94,4 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 82,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

96 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des RPL19 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_001030929.1; Abbildung 12). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,061. 

 

 
 
Abbildung 12: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des RPL19 des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für RPS7 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von RPS7 wurde eine Effizienz von 97,7 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 79,5 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

97 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des RPS7 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. XM_001234734.1; Abbildung 13). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,044. 

 

 
 
Abbildung 13: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des RPS7 des Huhns (Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für TFRC 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von TFRC wurde eine Effizienz von 87,3 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 85,1 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

88 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des TFRC des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_205256.1; Abbildung 14). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,170. 

 

 
 
Abbildung 14: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des TFRC des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für Ywhaz 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von Ywhaz wurde eine Effizienz von 93,9 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 79,5 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

97 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des Ywhaz des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_001031343.1; Abbildung 15). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,028. 
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Abbildung 15: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des Ywhaz des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

 

4.2.4.2 Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethoden für die Zielgene 
Die folgende Tabelle (Tabelle 14) zeigt die Ergebnisse der Etablierungsarbeiten für die RT-

qPCR-Assays der 11 Zielgene der Taube in der Übersicht, die im Folgenden dann einzeln im 

Detail erläutert werden. 

 
Tabelle 14: Etablierte Zielgene 
 

Zielgen 

Produkt-

länge (bp) Effizienz (%) Slope (dR) Sensitivität (fg) Schmelzpunkt (°C) 

IL-1 271 99,6 -3,331 0,01 88,7 

IL-6 178 97,9 -3,374 0,01 80,6 

IL-7 174 101,3 -3,292 0,01 76,8 

IL-8 161 99,5 -3,333 0,01 82,6 

IL-12 188 90,9 -3,562 0,1 79,0 

IL-15 246 102,5 -3,263 0,1 76,9 

IL-18 160 100,8 -3,303 0,1 81,6 

IFN-γ 276 93,2 -3,497 0,01 80,0 

LITAF 157 100,8 -3,303 0,01 83,6 

TGF-β2 105 100,1 -3,320 0,01 78,5 

TL1A 285 95,3 -3,439 0,01 82,6 

bp = Basenpaare; fg = Femtogramm 
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RT-qPCR Assay Etablierung für IL-1β 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-1β wurde eine Effizienz von 99,6 % erreicht bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 
spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 88,7 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

100 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-1β der Taube (Columba livia; 

GenBank Accession No. DQ393270.1) und zu 86 % mit der des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. HM179638.1; Abbildung 16). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,176. 

 

 
 

 
 
Abbildung 16: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-1β der Taube und des Huhns (oben) beziehungsweise nur der Taube (unten; 
Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für IL-6 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-6 wurde eine Effizienz von 97,9 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 80,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

81 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-6 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. HM179640.1; Abbildung 17). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,300. 

 

 
 
Abbildung 17: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-6 des Huhns (Primer eingerahmt). 
 

RT-qPCR Assay Etablierung für IL-7 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-7 wurde eine Effizienz von 101,3 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 76,8 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

93 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-7 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_001037833.1; Abbildung 18). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,111. 

 

 
 
Abbildung 18: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-7 des Huhns (Primer eingerahmt). 
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RT-qPCR Assay Etablierung für IL-8 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-8 wurde eine Effizienz von 99,5 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 82,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

100 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-8 der Taube (Columba livia; 

GenBank Accession No. DQ393275.1) und zu 89 % mit der des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. HM179639.1; Abbildung 19). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,117. 

 

 
 

 
 
Abbildung 19: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-8 der Taube und des Huhns (oben) beziehungsweise nur der Taube (unten; 
Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für IL-12 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-12 wurde eine Effizienz von 90,9 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,1 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 79,0 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

87 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-12 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. DQ202328.1; Abbildung 20). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,194. 
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Abbildung 20: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-12 des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für IL-15 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-15 wurde eine Effizienz von 102,5 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,1 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 76,9 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

89 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-15 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. HQ005358.1; Abbildung 21). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,142. 

 

 
 
Abbildung 21: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-15 des Huhns (Primer eingerahmt). 
 
  

 



96 Ergebnisse 
 

RT-qPCR Assay Etablierung für IL-18 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IL-18 wurde eine Effizienz von 100,8 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,1 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 81,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

91 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IL-18 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. FJ882408.1; Abbildung 22). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,141. 

 

 
 
Abbildung 22: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IL-18 des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für IFN-γ 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von IFN-γ wurde eine Effizienz von 93,2 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 
spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 76,9 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

100 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des IFN-γ der Taube (Columba livia; 

GenBank Accession No. DQ479967.1) und zu 85 % mit der des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. GQ421600.1; Abbildung 23). Die p-Distanz zwischen dem PCR-

Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,178. 
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Abbildung 23: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des IFN-γ der Taube und des Huhns (oben) beziehungsweise nur der Taube (unten; 
Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für LITAF 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von LITAF wurde eine Effizienz von 100,8 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 83,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

97 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des LITAF der Haustaube (Columba livia; 

GenBank Accession No. XM_005508471.1), wobei die Unterschiede im Bereich der Primer 

liegen, welche auf Grundlage der cDNA-Sequenz des Huhns kreiert wurden, da zu diesem 

Zeitpunkt die Sequenz der Taube noch unbekannt war. Zu 69 % ist die cDNA-Sequenz des 
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RT-qPCR-Produktes mit der bekannten cDNA-Sequenz des LITAF des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_204267.1) identisch (Abbildung 24). Die p-Distanz zwischen 

dem PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,310. 

 

 
 

 
 
Abbildung 24: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 
Sequenz des LITAF der Taube und des Huhns (oben) beziehungsweise nur der Taube (unten; 
Primer eingerahmt). 

 

Bei diesem Alignment erscheint der Unterschied zwischen der cDNA Sequenz der Taube und 

der des Huhns sehr groß, was die Frage aufwirft, ob es sich hierbei um ein Paralog statt einem 

Ortholog handelt. Dies bedeutet jedoch nicht, dass sie sich in ihrer Funktionsweise 

voneinander unterscheiden müssen (Jensen 2001). Betrachtet man außerdem das gesamte 

Gen, so sind die für das LITAF kodierenden cDNA-Sequenzen beider Vogelarten zu 75 % 

identisch. Um zu gewährleisten, dass die richtigen Nukleotide miteinander verglichen 

wurden, wurde hier zusätzlich ein Alignment des LITAF von Huhn (GenBank Accession No. 

NP_989598.1) und Taube (GenBank Accession No. XP_005508528.1) sowie des RT-qPCR-

Produktes auf Proteinebene durchgeführt (siehe Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Alignment der Aminosäuresequenzen des LITAF der Taube, des Huhns und 
des sequenzierten RT-qPCR-Produktes. 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für TGF-β2 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von TGF-β2 wurde eine Effizienz von 100,1 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 
spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 78,5 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

98 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des TGF-β2 des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. XM_003640970.1; Abbildung 26). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,032. 

 

 
 

Abbildung 26: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 

Sequenz des TGF-β2 des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

RT-qPCR Assay Etablierung für TL1A 
In den Versuchen zur Etablierung der RT-qPCR-Untersuchungsmethode zur Quantifizierung 

von TL1A wurde eine Effizienz von 95,3 % erreicht, bei einer Sensitivität von 0,01 fg. Der 

spezifische Schmelzpunkt des RT-qPCR-Produktes lag bei 82,6 °C. Die cDNA-Sequenz ist zu 

88 % identisch mit der bekannten cDNA-Sequenz des TL1A des Huhns (Gallus gallus; 

GenBank Accession No. NM_001024578.1; Abbildung 27). Die p-Distanz zwischen dem 

PCR-Produkt und der entsprechenden cDNA-Sequenz des Huhns beträgt 0,134. 
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Abbildung 27: Alignment der sequenzierten cDNA-Sequenz des RT-qPCR-Produktes mit der 

Sequenz des TL1A des Huhns (Primer eingerahmt). 

 

4.2.5 Auswahl der geeigneten Referenzgene 
Insgesamt wurden RT-qPCR-Untersuchungsmethoden für 10 Referenzgene etabliert. Da diese 

im Falle von GAPDH und TFRC jedoch nur geringe Effizienzen aufwiesen (78,3 % und 

87,3 %) wurden diese beiden Referenzgene aus den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 

Um von den verbliebenen acht etablierten Referenzgenen die stabilsten, also die für die 

weiteren Untersuchungen am besten geeigneten drei Referenzgene auszuwählen, wurden 

zunächst für diese acht ihre Expressionsraten in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 

cDNA-Proben mittels RT-qPCR gemessen. Um einen ersten Eindruck über die 

Expressionsraten und die Verteilung der einzelnen CT-Werte eines Gens innerhalb der 

Probengruppe zu erhalten wurde ein Boxplot-Diagramm mit Hilfe des Software-Programms 

SPSS erstellt (siehe Abbildung 29, S. 102). Hierbei werden die CT-Werte als sogenannte 

Fünf-Punkte-Zusammenfassung dargestellt. Die Box präsentiert dabei den Bereich, in dem die 

mittleren 50 % der Werte liegen. Dies sind die Werte zwischen dem 25 %-Perzentil und dem 

75 %-Perzentil. Der schwarze Strich innerhalb der Box kennzeichnet den Median, auch 50 %-

Perzentil genannt. Werte, die außerhalb der Box liegen werden durch die sogenannten 

Antennen oder „Whiskers“ dargestellt, wobei die waagerechten Striche an deren Enden den 

größten, bzw. kleinsten Wert kennzeichnen, der nicht als Ausreißer oder Extremwert 

klassifiziert wird. Ausreißer sind Werte, deren Abstände vom 25 %-Perzentil nach unten, 

bzw. vom 75 %.Perzentil nach oben zwischen der 1,5-fachen und der 3-fachen Boxhöhe 

liegen. Sie werden durch einen Punkt gekennzeichnet. Werte, deren Abstände vom 25 %- 
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bzw. 75 %-Perzentil mehr als das 3-fache der Boxhöhe betragen, werden als Extremwerte 

bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit traten bei den CT-Werten jedoch keine Extremwerte 

auf. 

 

 
 
Abbildung 28: Bedeutung der Symbole in einem Boxplot 
 

 

Unterteilt man die Expressionsraten willkürlich in drei Bereiche, wobei CT-Werte unter 20 als 

hoch exprimiert und Werte über 30 als niedrig exprimiert anzusehen sind, erkennt man einen 

deutlichen Expressionsunterschied zwischen den einzelnen Referenzgenen. Zu den hoch 

exprimierten Genen gehören β-actin und Ywhaz. Mittlere Expressionsraten zeigen HMBS, 

HPRT, RPS7, RPL13 und GUSB. Eine sehr niedrige Expression weist nur RPL19 auf. 

Anhand der einzelnen Boxplots lässt sich außerdem erkennen, wie weit die einzelnen CT-

Werte innerhalb der Probengruppe für die einzelnen Gene streuen. Gene mit einer geringen 

Spannweite von 2 bis 3 CT-Stufen sind β-actin, HMBS, GUSB, RPL13 und RPS7. Ywhaz 

zeigt eine Spannweite von 3,83 CT-Stufen Unterschied. Hohe Spannweiten von über 4 CT-

Stufen zeigen HPRT und RPL19. 
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Abbildung 29: Verteilung der CT-Werte von je 27 Proben für die jeweiligen Referenzgene. 

 

Die Expressionsraten der ausgewählten acht Referenzgene wurden relativiert und dann in das 

Programm geNorm importiert. Dieses vergleicht die Expressionsstabilitäten der einzelnen 

Gene anhand selbstständig berechneter „M-Werte“, welche ein Maß für die Expressions-

stabilität des betreffenden Referenzgens im Vergleich mit den übrigen Referenzgenen 

darstellen (siehe Kapitel 3.3.10, S. 65). Der schrittweise Ausschluss der Referenzgene mit der 

geringsten Expressionsstabilität wird von geNorm anhand eines Kurvenverlaufs der M-Werte 

dargestellt (siehe Abbildung 30). Dabei gilt, je größer der M-Wert ist, desto geringer ist die 

Expressionsstabilität des jeweiligen Gens. Damit sind RPL-19 und HPRT die am wenigsten 

konstant exprimierten Gene im Gehirn der Taube. Als die drei stabilsten Referenzgene 

wurden RPL13, HMBS und β-actin errechnet. 
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Abbildung 30: Durchschnittliche Expressionsstabilitäten der verbleibenden Referenzgene.  
Die Expressionsstabilitätswerte der Referenzgene wurden mittels des Programms geNorm 
ermittelt. Durch den schrittweisen Ausschluss des jeweiligen Gens mit der höchsten 
durchschnittlichen Expressionsstabilität „M“ wurde eine Stabilitätsrangfolge gebildet. Dabei 
nimmt die Expressionsstabilität der Referenzgene von links nach rechts zu (entsprechend der 
abnehmenden Größe der M-Werte). Probenzahl pro Gen: n=27. 

 

Die optimale Anzahl der für eine Normalisierung einzusetzender Referenzgene bestimmt das 

geNorm-Programm mit Hilfe der Berechnung eines Normalisierungsfaktors (VNF-Wert). Die 

Abbildung 31 auf Seite 104 zeigt die ermittelten Normalisierungsfaktoren in Abhängigkeit 

von der Anzahl der eingesetzten Referenzgene. So zeigt z.B. V2/3 die Variation von 2 Genen 

in Relation zu insgesamt 3 Genen an. Demnach wird bereits beim Einsatz der beiden 

stabilsten Referenzgene HMBS und RPL-13 ein VNF-Wert von 0,148 (V2/3 = 0,148) erreicht. 

Durch die Hinzunahme eines weiteren Referenzgens ergibt sich keine drastische Änderung 

dieses Wertes (V3/4 = 0,130). Beide Werte liegen unter dem von Vandesompele und 

Mitarbeitern (Vandesompele et al. 2002) empfohlenen Grenzwert von 0,15. Aufgrund dieser 

Ergebnisse wäre der Einsatz von nur 2 Referenzgenen für eine zuverlässige relative 

Quantifizierung von Genexpressionen im Taubengehirn ausreichend. Da jedoch von 

Vandesompele und Mitarbeitern der Einsatz von mindestens drei Referenzgenen empfohlen 

wird (Vandesompele et al. 2002), wurden in der vorliegenden Arbeit die drei stabilsten 

Referenzgene RPL13, HMBS und β-actin zur Normalisierung der RT-qPCR-Daten eingesetzt. 
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Abbildung 31: Bestimmung der optimalen Anzahl an Referenzgenen für die Normalisierung.  
Mit Hilfe des Programms geNorm wurde die Mindestanzahl der benötigten Referenzgene für 
eine optimale Normalisierung der RT-qPCR-Daten ermittelt. Dies erfolgt durch die 
Bestimmung eines Normalisierungsfaktors (VNF-Wert) für die jeweilige Anzahl der 
eingesetzten Referenzgene. Ausgehend von den letzten beiden stabilen Genen wird in der 
Reihenfolge von links nach rechts jeweils das nächststabilste Referenzgen hinzugenommen 
und dessen Einfluss auf die Normalisierung berechnet. Für eine ausreichende Qualität der 
Normalisierung wird ein Schwellenwert für VNF < 0,15 empfohlen (Vandesompele et al 
2002). Probenzahl pro Gen: n = 27. 

 

4.2.6 Relative Expressionsraten der Referenzgene 
Für eine korrekte Normalisierung von RT-qPCR-Daten ist es wichtig, dass die zur 

Normalisierung herangezogenen Referenzgene in allen Proben stabil exprimiert sind. Um dies 

zu überprüfen, wurden die Expressionsraten der durch das Progamm geNorm ausgewählten 

Referenzgene (RPL13, HMBS und β-actin) in den 20 zu untersuchenden Proben aus den 

Kontroll- und Testgruppen relativ zu ihrem Median quantifiziert (siehe Kapitel 3.3.12, S. 70). 

Dazu wurde die Delta-Delta-CT-Methode nach Livak und Schmittgen angewendet. Auf eine 

Effizienzkorrektur wurde in diesem Fall verzichtet, da die für die drei Referenzgene 

ermittelten Effizienzen mit > 90 % als ausreichend angesehen wurden, um die Expressions-

stabilität bewerten zu können. Die dabei ermittelten Ergebnisse sind in der Abbildung 32 in 

Form von Boxplots (siehe Kapitel 4.2.5) graphisch dargestellt. Die ermittelten Einzelwerte 

können der Tabelle 22 im Anhang entnommen werden. Die ermittelten FC-Werte liegen für 
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alle drei Referenzgene innerhalb des als „nicht reguliert“ definierten Wertebereich von 

0,5 < FC < 2 und sind damit ausreichend stabil exprimiert. 

 

 
 
Abbildung 32: Graphische Darstellung der Expressionsstabilität der zur relativen 
Quantifizierung ausgewählten Referenzgene. Alle Ergebnisse liegen innerhalb des durch 
Balken gekennzeichneten Wertebereichs 0,5 < FC < 2 und gelten damit als nicht reguliert. 
Probenzahl pro Gen: n = 20. 

 

4.2.7 Relative Quantifizierung der Zielgene 
Für die Auswertung der RT-qPCR-Ergebnisse wurde das Effizienz-korrigierte relative 

Quantifizierungsmodell nach Pfaffl zur relativen Quantifizierung herangezogen (Pfaffl 2001; 

siehe Kapitel 3.3.13, S. 71). Varianzen der Expressionsergebnisse, beruhend auf unter-

schiedlichen RNA-Extraktionseffizienzen, Gewebe- und Matrixeffekte oder fehlerhafte 

reverse Transkription innerhalb einer experimentellen Probe, werden durch diese 

Normalisierung reduziert, da sie gleichermaßen das Zielgen als auch das Referenzgen 

betreffen. Es wurden sowohl die Genexpressionen der einzelnen Proben als auch die 

Genexpressionen der gesamten Gruppen mit den entsprechenden Expressionswerten der 

Kontrollgruppe verglichen. Das Ergebnis wird als „Fold Change“ (FC) angegeben. Dieser 
FC-Wert stellt die normalisierte Expressionsrate des Zielgens in der Testgruppe bzw. -probe 

als Vielfaches der normalisierten Expressionsrate des Zielgens in der Kontrollgruppe dar. Ein 
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FC-Wert unter 0,5 gilt als herunterreguliert, ein FC-Wert über 2 als hochreguliert. Der 

Wertebereich zwischen 0,5 und 2 gilt als nicht reguliert.  

Die Ergebnisse des Gruppenvergleichs sind in Abbildung 33 graphisch dargestellt. Mit 

berücksichtigt wurden statistisch signifikante Expressionsergebnisse. 

 

  

 
Abbildung 33: Expressionsstärken der Zytokin-mRNA-Sequenzen. 
Balkenhöhe: FC-Wert (geometrisches Mittel); Whisker: Standardabweichung 
Grafik A: Gruppe mit den Proben aus der ersten Erkrankungsphase (Gruppe A), n = 8. 
Grafik B: Gruppe mit den Proben aus der zweiten Erkrankungsphase (Gruppe B), n = 7. 

 = herunterreguliert (FC < 0,5),  = nicht reguliert (0,5 < FC <2),  = hochreguliert 
(FC > 2). 
* = statistisch signifikanter Expressionsunterschied im Vergleich zu den gesunden Tieren (bei 
einem Signifikanzniveau von p = 0,05) 
** = statistisch signifikanter Expressionsunterschied zwischen den Tieren der 
unterschiedlichen Krankheitsphasen (p = 0,05).  
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Bei den Tieren der ersten Erkrankungsphase konnte eine erhöhte Expression von IL-1β, IL-6 

und IL-8 im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden. Herunterreguliert sind 

hingegen IFN-γ, IL-12, IL-18 und IL-15. Die FC-Werte von TL1A, LITAF, IL-7 und TGF-β2 

liegen alle zwischen 0,5 und 2 gelten damit als nicht reguliert. 

In der zweiten Erkrankungsphase zeigen die Tiere eine erhöhte Expression von IFN-γ, TL1A, 

LITAF, IL-7 und IL-8, während IL-18 wie in der ersten Phase herunterreguliert erscheint. Im 

nicht regulierten Bereich liegen hier IL-12, IL-1β, IL-6, IL-15 und TGFβ2. 

Die FC-Werte für die einzelnen Proben können der Tabelle 23 und Tabelle 24 im Anhang 

entnommen werden. 

 

4.2.8 Ergebnisse der Statistik 
Mit Hilfe des Levene-Test wurden die ΔCT-Werte der Zielgene (GOI) der jeweils mit 

einander zu vergleichenden Versuchsgruppen auf ihre Varianzhomogenität untersucht. Dabei 

lag das Signifikanzniveau bei 5 %. Das bedeutet, wenn p > 0,05, dann sind die Varianzen der 

beiden verglichenen Gruppen gleich. Der Levene-Test ergab für alle miteinander verglichenen 

Gruppen und Zytokine eine Varianzhomogenität, womit die Voraussetzung für nachfolgende 

Varianzanalysen erfüllt war (siehe Tabelle 15). 

 
Tabelle 15: Ergebnisse des Levene-Test über die differentielle Replikation der untersuchten 
Zytokine 
 

  Signifikanz  

GOI Vergleich Gruppe R/A Vergleich Gruppe R/B Vergleich Gruppe A/B 

    

IFN-γ 0,819 0,588 0,486 

IL-1β 0,570 0,833 0,745 

IL-6 0,566 0,665 0,781 
IL-7 0,324 0,224 0,106 

IL-8 0,412 0,189 0,361 

IL-12 0,505 0,252 0,185 
IL-15 0,981 0,825 0,884 

IL-18 0,428 0,465 0,994 

LITAF 0,427 0,698 0,166 

TGF-β2 0,257 0,785 0,275 

TL1A 0,116 0,214 0,687 

    

Gruppe R = Kontrollgruppe = gesunde Tiere 
Gruppe A = Versuchstiere aus der ersten Krankheitsphase 

Gruppe B = Versuchstiere aus der zweiten Krankheitsphase 
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Anschließend wurden die Zytokin-Expressionsraten der einzelnen Gruppen verglichen. Dazu 

wurde zunächst ein Kruskal-Wallis Test mit einem Signifikanzniveau von 5 % durchgeführt 

mit dem Ergebnis, dass für jedes Gen ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

existiert. Für eine genauere Aussage wurde anschließend ein Paarvergleich mit Hilfe des 

Bonferroni post hoc Test mit anschließender Korrektur auf multiples Testen mittels einer 

False Discovery Rate (FDR) von 5 % durch das Benjamini-Hochberg-Verfahren durch-

geführt. Diese Tests ergaben beim Vergleich von Gruppe A mit der Kontrollgruppe 

(Gruppe R) einen signifikanten Expressionsunterschied für IL-18, IFN-γ und IL-15. 

Vergleicht man die Gruppe B mit Gruppe R ergaben sich signifikante Expressions-

unterschiede für IL-18, IFN-γ, TL1A und LITAF. Zusätzlich wurden die beiden 

Versuchsgruppen Gruppe A und Gruppe B miteinander verglichen. Dabei ergab sich für die 

Zytokine IFN-γ, IL-15 und TL1A ein signifikanter Unterschied der Expressionsraten. Eine 

Übersicht über die ermittelten exakten Signifikanzen mit dem jeweiligen angepassten 

Signifikanzniveau α ist in Tabelle 16 erstellt. 

 
Tabelle 16: Ergebnisse des Bonferroni post hoc Test über die differentielle Replikation der 
untersuchten Zytokine 
 

  Gruppe R / A Gruppe R / B Gruppe A / B 
GOI p α p α  p α 

              
IFN-γ 0,004 0,033 0,009 0,05 0 0,017 
IL-1β 0,08 0,033 1 0,05 0,031 0,017 
IL-6 0,035 0,017 0,784 0,05 0,273 0,033 
IL-7 0,278 0,05 0,044 0,033 0 0,017 
IL-8 0,098 0,033 0,038 0,017 1 0,05 
IL-12 0,044 0,033 1 0,05 0,044 0,033 
IL-15 0,011 0,017 0,293 0,033 0 0,017 
IL-18 0 0,017 0,007 0,033 0,202 0,05 

LITAF 0,972 0,05 0,007 0,017 0,037 0,033 
TGF-β2 0,018 0,017 0,359 0,033 0,384 0,05 
TL1A 1 0,05 0,002 0,017 0,004 0,033 

 
Gruppe R = Kontrollgruppe = gesunde Tiere 
Gruppe A = Versuchstiere aus der ersten Krankheitsphase 
Gruppe B = Versuchstiere aus der zweiten Krankheitsphase 
GOI = Genes of Interest 
p = exakte Signifikanz, nach Bonferroni post hoc Test 
α = Signifikanzniveau, korrigiert nach Benjamini-Hochberg-Prozedur 
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5 Diskussion 

5.1 Einleitung 
Erstmals wurde 2009 in Berlin von einer neuartigen letalen Sarkosporidieninfektion der 

Haustaube mit zentralnervöser Symptomatik berichtet (Olias et al 2009b). Als Erreger wurde 

eine bisher unbekannte Sarcocystis sp. identifiziert und in Folge Sarcocystis calchasi benannt 

(Olias et al. 2009a). S. calchasi durchläuft wie alle anderen Sarkosporidien-Spezies auch 

einen zweiwirtigen Entwicklungszyklus, wobei hier der Habicht den Endwirt und die 

Haustaube den Zwischenwirt darstellt. In der ersten Krankheitsphase der Taube etwa ein bis 

zwei Wochen p.i. zeigen die Tiere Apathie und Polyurie. In der Leber und den Endothelien 

finden sich Schizonten. Histologisch zeigt sich eine hochgradige lymphohistozytäre und 

nekrotisierende Hepatitis. Dagegen finden sich im Gehirn zu diesem Zeitpunkt noch keine 

pathologischen Veränderungen. In der zweiten Phase der Erkrankung etwa sieben bis acht 

Wochen p.i. zeigen sich massive zentralnervöse Symptome. In der quergestreiften 

Skelettmuskulatur finden sich ein starker Befall mit Sarkozysten und eine unterschiedlich 

stark ausgeprägte lymphohistiozytäre Myositis. Im Gehirn tritt eine hochgradige 

nekrotisierende und granulomatöse Meningoenzephalitis auf. Trotz dieser massiven Läsionen 

konnten in der HE-Färbung bisher keine intraläsionalen Parasitenstadien im Gehirn 

nachgewiesen werden. 

 

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse zur Pathogenese der Erkrankung werfen eine Reihe 

wichtiger Fragen auf. Vordergründig stellte sich zunächst die Frage, ob der Parasit selbst oder 

ein immunpathologisches Phänomen die schwerwiegenden Läsionen im zentralen 

Nervensystem der Taube verursacht. Tatsache ist, dass S. calchasi in Läsionen des Gehirns 

bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Es wurden jedoch auch keine Hinweise auf eine 

andere Ursache der Pathologie gefunden. Offensichtlich war jedoch, dass S. calchasi über 

einen noch unbestimmten Mechanismus an der Pathologie der ZNS-Läsionen zumindest 

indirekt beteiligt sein muss. Daher wurde folgende Hypothese als Arbeitsgrundlage der hier 

vorliegenden Dissertationsschrift aufgestellt: 

 

 

 

 

 

 

Zur Überprüfung der Hypothese wurde zunächst die Anwesenheit und Lokalisation von 

Parasitenstadien im Gehirn während der ersten und zweiten Phase der Krankheit mittels PCR 

und immunhistologischer Analyse genauer untersucht. In einem zweiten Schritt wurde auf 

Seite des Zwischenwirts die Immunantwort während beider Phasen auf Ebene der RNA- und 

 

Sarcocystis calchasi moduliert die Immunantwort seines Zwischenwirts. 
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Proteinexpression analysiert. Voraussetzung für diese Untersuchungen war es zunächst 

jedoch, die dafür notwendigen Nachweis- und Untersuchungsverfahren zu entwickeln und zu 

etablieren, da solche für die Haustaube und S. calchasi bisher nicht existierten. Dazu gehörte 

die Herstellung eines erregerspezifischen Antikörpers, als auch die Etablierung eines RT-

qPCR-Assays einschließlich der Planung der dafür benötigten Primer zur Identifizierung 

geeigneter Referenzgene und anschließender quantitativer Bestimmung ausgewählter 

Zytokine der Taube. 

 

5.2 Erregernachweis im Gehirn der Tauben 
Für den Nachweis von S. calchasi im Gehirn der experimentell infizierten Tauben kamen mit 

der PCR und einem immunhistochemischen Analyseverfahren zwei verschiedene Methoden 

zum Einsatz. 

5.2.1 Molekularbiologischer Nachweis der DNA von S. calchasi 
Um einer Antwort auf die Frage nach der direkten Beteiligung des Parasiten an der 

ZNS-Pathologie näher zu kommen, wurde zunächst die Anwesenheit von Strukturen des 

Parasiten auf DNA-Ebene untersucht. Zum Erregernachweis wurde eine bereits etablierte 

speziesspezifische nested PCR verwandt (Olias et al. 2011). Erstaunlicherweise konnte auf 

diese Weise in den Gehirnen fast aller experimentell infizierten Tauben sowohl in der ersten 

als auch in der zweiten Phase DNA von S. calchasi nachgewiesen werden. Da das einzige 

negativ getestete Tier die gleichen neurologischen Symptome wie die anderen Tiere aus 

seiner Versuchsgruppe zeigte und im histologischen Schnittpräparat des Gehirns in der HE-

Färbung ebenfalls eine Meningoenzephalitis aufwies, ist davon auszugehen, dass auch in 

diesem Tier Sarkozysten im Gehirn vorhanden waren. Möglicherweise wurde für den 

Erregernachweis ein Teil des Gehirns verwendet, in dem nur eine geringe Anzahl an Parasiten 

vorhanden war, so dass in den Schnittpräparaten keine Erreger angeschnitten wurden und in 

der Probe keine amplifizierbare Erreger-DNA vorlag. Möglich erscheint auch, dass 

Entwicklungsstadien des Parasiten im Gehirn der Taube zum Zeitpunkt der Untersuchung 

bereits durch die zelluläre Immunabwehr abgeräumt waren. Jedoch erscheint vor diesem 

Untersuchungsergebnis auch die These nicht abwegig, dass die Induktion der massiven 

Gehirnläsionen und Immunzellinfiltration nicht im direkten räumlichen Zusammenhang mit 

S. calchasi steht, sondern vielmehr eine unangemessene immunpathologische Reaktion etwa 

auf Stoffwechselprodukte des Parasiten oder sezernierte Virulenzfaktoren darstellen könnte. 

 

5.2.2 Lokalisierung von S. calchasi im Gehirn mittels immunhisto-
chemischer Untersuchung 

In einem nächsten Schritt sollte die mögliche Anwesenheit und Lokalisation von Strukturen 

des Parasiten im Gehirn der Tauben aufgeklärt werden. Bislang konnten mittels HE-
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Histologie weder Erregerstrukturen in den Läsionen des ZNS nachgewiesen, noch Strukturen 

des Parasiten in der ersten Phase der Erkrankung sicher identifiziert werden. Im Vergleich zu 

Übersichtsfärbungen wie der HE-Färbung bietet eine immunhistochemische Untersuchung 

den Vorteil einer höheren Sensitivität und Spezifität. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher 

zunächst ein anti-S. calchasi spezifischer Antikörper hergestellt. Bei der damit durchgeführten 

Untersuchung konnten so in der ersten Phase in 4 von 8 untersuchten Tieren wenige, 

vereinzelt vorliegende Schizonten im Neuropil des Gehirns nachgewiesen werden. Zu diesem 

Zeitpunkt der Infektion zeigte sich keinerlei feststellbare zelluläre Immunreaktion im 

gesamten Gehirn. Normalerweise finden sich Schizonten von Sarkozysten intrazellulär im 

Zytoplasma verschiedener Zellen (Mehlhorn und Heydorn 1978; Rommel 1978). Im Falle von 

S. neurona finden sich die intrazerebralen Schizonten im Zytoplasma von Neuronen als auch 

in Entzündungszellen ohne Ausbildung einer parasitophoren Vakuole (Dubey et al. 2001b; 

Sellon und Dubey 2007). Ob dies hier der Fall ist, ist mittels der angewandten Technik nicht 

mit letzter Sicherheit feststellbar und bedarf zu einem späteren Zeitpunkt einer näheren 

Untersuchung. 

Dagegen zeigten in der zweiten Phase der Erkrankung alle Tiere massive lymphohistiozytäre 

Infiltrate im Gehirn. Allerdings konnte nur in etwa der Hälfte der Tiere ein sehr schwacher 

Befall mit Zystenstadien des Parasiten dargestellt werden. Überraschenderweise lagen die 

Zysten jedoch nicht intraläsional, sondern ausschließlich in Arealen des Gehirns die frei von 

Immunzellinfiltraten oder Läsionen waren. Dieser Befund stellt einen entscheidenden 

Unterschied zu allen bisher berichteten zerebralen Sarcocystis-Infektionen anderer 

Zwischenwirte dar. Beispielsweise wurden bei S. neurona-Infektionen beim Pferd sowie bei 

anderen an einer S. neurona-assoziierten Enzephalitis erkrankten Tieren im ZNS Schizonten 

oder Merozoiten des Erregers nachgewiesen (Dubey et al. 2001b; Mullaney et al. 2005; 

Sellon und Dubey 2007). Schizonten und Merozoiten von S. neurona lagen dabei immer 

intraläsional entweder frei im Gewebe oder innerhalb verschiedener Zellen, darunter 

Neuronen, Makrophagen, Gliazellen, eosinophile und neutrophile Granulozyten, Riesenzellen 

oder Zellen des vaskulären Endothelium (Dubey et al. 1991a; Dubey et al. 2001b; Sellon und 

Dubey 2007). Interessanterweise konnte trotz positivem Antikörper-Nachweis in der 

Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) der Parasit nur in weniger als der Hälfte der mit S. neurona 

experimentell infizierten und an EPM erkrankten Pferde im ZNS mittels Lichtmikroskopie 

und Immunhistochemie nachgewiesen werden (Cutler et al. 2001; Fenger et al. 1997; Saville 

et al. 2004; Saville et al. 2001; Sellon und Dubey 2007; Sofaly et al. 2002). Da die 

Parasitenstadien im ZNS des Pferdes häufig (auch in schweren Läsionen) nur in geringer 

Anzahl und oft nur vereinzelt auftreten ist es im Rahmen der routinemäßig durchgeführten 

histologischen Untersuchung insbesondere von HE-gefärbten Schnittpräparaten häufig 

schwer, den Parasiten im Gewebe zu lokalisieren (Dubey et al. 2001b; Sellon und Dubey 

2007). Im Mausmodell für S. neurona mit knockout (KO) -Mäusen, deren IFN-γ-Gen 
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ausgeschaltet wurde, lagen die Parasiten im ZNS ebenfalls immer intraläsional (Fritz und 

Dubey 2002). Dubey und Lindsay beobachteten mittels Immunhistochemie und HE-Färbung, 

dass S. neurona bei IFN-γ-KO-Mäusen im ZNS zwar in neuralen Zellen, nicht aber im 

vaskulären Endothelium lokalisiert war (Dubey und Lindsay 1998). Aufgrund der geringen 

Erregerzahl im Gehirn, selbst bei schweren Gewebsläsionen, vermuteten Dubey und 

Mitarbeiter bereits im Jahr 2001 eine Beteiligung von Zytokinen bzw. Metaboliten an der 

Pathogenese der EPM (Dubey et al. 2001b). 

Obwohl bereits in der ersten Erkrankungsphase der Taube Parasitenstadien im ZNS 

nachgewiesen werden konnten sind hier noch keine Läsionen im Gehirn ausgebildet. Hier 

stellt sich die Frage, ob der Parasit über spezifische Evasionsmechanismen verfügt, die es ihm 

erlauben, die Immunantwort des Wirts aktiv zu umgehen oder sie zu unterdrücken. Solche 

Evasionsmechanismen sind von den nah verwandten Protozoen Toxoplasma gondii und 

Neospora caninum bekannt. Beide umgehen die wirtseigene Abwehr, indem sie mit Hilfe 

bestimmter Oberflächenproteine aktiv in Wirtszellen eindringen (Lei et al. 2005). T. gondii ist 

außerdem in der Lage, in die Signalkaskaden seiner Wirtszelle einzugreifen und beeinflusst so 

die Expression verschiedener Zytokine. So wird zum einen die Synthese der TH2-Zytokine 

IL-10 und TGF-β gefördert, während die Synthese des proinflammatorischen Zytokin IL-12 

gehemmt wird. Dies hat unter anderem eine verminderte IFN-γ-Synthese und eine 

Unterdrückung der TH1-Antwort zu Folge (Hunter et al. 1995; Lang et al. 2007; Langermans 

et al. 2001). Zu Evasionsmechanismen von Parasiten siehe auch Kapitel 2.3.4, S. 30. In der 

Tat könnten die in der vorliegenden Dissertation erlangten Ergebnisse auf eine Unterdrückung 

der zellulären Immunantwort im Gehirn während der akuten Infektion schließen lassen (siehe 

Kapitel 5.3). 

 

Sollte S. calchasi tatsächlich auf ähnliche Evasionsstrategien zurückgreifen, so scheint dieser 

Mechanismus jedoch während der zweiten Phase aufgehoben zu sein. Obwohl der Erreger 

auch hier nur areaktiv im Neuropil gefunden werden konnte, kommt es an anderen 

Lokalisationen im Gehirn zur Ausbildung massiver Gewebsläsionen. Es kann also vermutet 

werden, dass die Enzephalitis in der zweiten Erkrankungsphase keine direkte Reaktion auf die 

Irritation durch die Gewebszysten ist. Möglicherweise greift der Erreger jedoch auch gezielt 

mittels spezifischer Virulenzfaktoren in die Immunantwort des Wirts ein und induziert so eine 

überschießende Immunantwort während der zweiten, chronischen Phase der Erkrankung. 

Oder aber es handelt sich um eine überschießende Reaktion des Immunsystems des Wirts bei 

dem Versuch, den Erreger zu eliminieren. So ruft beispielsweise T. gondii bei 

immunsupprimierten Patienten häufig eine Toxoplasma-assoziierte Enzephalitis hervor 

(Sarciron und Gherardi 2000). Aviles und Mitarbeiter untersuchten die inflammatorische 

Immunantwort im Gehirn von Mäusen (C57BL/6-Mäuse) mit akuter Toxoplasmose und 

berichteten von erhöhten Plasmakonzentrationen von IFN-γ und TNF-α, während IL-10, IL-6 
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und IL-12 nicht nachgewiesen werden konnten, was für eine proinflammatorische TH1-

Immunantwort spricht (Aviles et al. 2008). 

 

5.3 Die Immunantwort des Zwischenwirts auf die Infektion mit 
S. calchasi 

Grundlage der weiteren Untersuchungen war die oben beschriebene Erkenntnis, dass der 

Parasit zwar im Gehirn vorliegt, jedoch nach ersten Erkenntnissen offenbar nur in räumlicher 

Distanz zu den Läsionen der zweiten neurologischen Phase der Erkrankung. Ziel war es 

daher, auf Wirtsseite die möglichen Wechselwirkungen des Parasiten auf immunologischer 

Ebene dazustellen. Dabei sollte insbesondere herausgefunden werden, wie eine Infektion die 

Immunantwort sowohl in der ersten Phase als auch in der zweiten Phase moduliert. Hierfür 

wurde ein Nachweissystem zur Bestimmung des Zytokinexpressionsprofils im Gehirn der 

Taube etabliert und sowohl die erste als auch die zweite Erkrankungsphase untersucht und 

verglichen. 

 

5.3.1 Etablierung neuer Methoden für die Haustaube zur Darstellung des 
Zytokin-Expressionsprofils 

Im Huhn wurden bereits viele Zytokine identifiziert und verschiedene Methoden für deren 

Untersuchung etabliert. Dazu gehört unter anderem die Untersuchung von Zellkulturen 

mittels Zytokin-spezifischer ELISA (eng. Enzyme Linked Immunosorbent Assay), bei dem 

Antigene mittels eines Enzym-markierten Antikörpers gebunden und nachgewiesen werden, 

wobei die Reaktion üblicherweise durch Farbumschlag oder Chemolumineszenz sichtbar 

gemacht wird (Engvall und Perlmann 1972). Eine davon abgeleitete Methode ist der ELISpot 

Assay (engl. Enzyme Linked Immuno Spot Assay), bei dem sezernierte Zytokine oder 

Antikörper mittels eines an einer besonderen Membran gebundenen Erstantikörpers 

festgehalten und anschließend nachgewiesen werden (Czerkinsky et al. 1983). Eine andere 

Möglichkeit ist die Etablierung eines Zytotoxizitätstests zur Messung der funktionellen 

Aktivität der zytotoxischen T-Lymphozyten (Seo und Collisson 1997). Im Allgemeinen sind 

jedoch all diese Zellkultur-basierten Nachweismethoden relativ schwer zu etablieren und 

insbesondere zu reproduzieren. Besser geeignet ist die quantitative Bestimmung der Zytokin-

Genexpressionsprofile auf zellulärer oder organspezifischer Ebene mittels quantitativer oder 

semiquantitativer Real-Time-PCR (Degen et al. 2005b) oder Mikroarray-Analyse (Degen et 

al. 2006). Da für die Taube keine spezifischen Antikörper kommerziell zur Verfügung stehen 

(nicht zuletzt weil bisher nur sehr wenige Zytokinsequenzen der Taube identifiziert und 

vollständig sequenziert wurden) und um eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu 

erzielen wurde für die vorliegende Arbeit als Nachweismethode die quantitative Real-Time-

PCR mit vorhergehender reverser Transkription (RT-qPCR) gewählt und darüber die 
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Expressionsraten der mRNAs der Zytokine IL-12, IL-18, IFN-γ, IL-1β, IL-6, TL1A, LITAF, 

IL-7, IL-15 und TGF-β2, sowie des Chemokins IL-8 bestimmt. 

Die benötigten Primer wurden eigenständig auf Basis des Hühner-Genoms im Vergleich mit 

dem Zebrafinken-Genom entworfen und für die entsprechenden RT-qPCR-Assays etabliert. 

Mit der Etablierung und Validierung von neu entwickelten Primerpaaren für RT-qPCR-

Assays sowohl für eine Auswahl von Referenzgenen als auch für bestimmte Zytokine der 

Haustaube konnte ein wichtiges Werkzeug geschaffen werden, dass darüber hinaus eine 

zuverlässige und spezifische Anwendbarkeit für eine Vielzahl möglicher immunologischer 

Untersuchungen in der Haustaube verspricht. 

 

5.3.2 Ergebnisse des Zytokinexpressionsprofils im Vergleich der beiden 
Krankheitsphasen 

Die Ergebnisse und Erkenntnisse aus der Expressionsanalyse der ausgewählten Zytokine 

sollen im Folgenden getrennt für beide Phasen des klinischen Krankheitsbildes der Taube 

nach experimenteller Infektion mit S. calchasi-Sporozysten dargestellt werden. 

 

5.3.2.1 Erste Erkrankungsphase 
Bereits in der ersten Krankheitsphase, die noch ohne zentralnervöse Symptome, jedoch mit 

Diarrhoe, Polyurie, Apathie aber auch perakutem Verenden der Tauben einhergeht, gibt es 

Hinweise auf ein Eingreifen von S. calchasi in die Regulation der Immunantwort des 

Zwischenwirts. Hier fällt insbesondere die Herunterregulation der IL-12 / IL-18 / IFN-γ-Achse 

auf, die einen zentralen Bestandteil der TH1-Immunantwort bei der Bekämpfung 

intrazellulärer Mikroorganismen ausmacht (Kaiser 2010). 

 

In der ersten Erkrankungsphase (1. Phase) sind die TH1-Zytokine IL-18 und IFN-γ signifikant 

in ihrer Expression herunterreguliert. Auch IL-12 ist vermindert exprimiert, insbesondere im 

Vergleich zur 2. Phase. Diese Ergebnisse sprechen für eine unterdrückte TH1-Immunantwort 

und lassen vermuten, dass der Parasit aktiv in die Immunregulation des Wirtes eingreift. Da 

die IFN-γ-Synthese zu einem Großteil auch durch IL-18 und IL-12 reguliert werden kann 

(French et al. 2006; Göbel et al. 2003; Okamura et al. 1998; Okamura et al. 1995a; Okamura 

et al. 1995b; Yoshimoto et al. 1998; Zhao et al. 2007), lässt sich ein Eingreifen in der 

Regulationskette bereits vor IL-12 und IL-18 vermuten. Andererseits könnte S. calchasi auch 

auf verschiedenen Ebenen bzw. gleichzeitig mit unterschiedlichen Wirkmechanismen in die 

Steuerung der TH1-Immunantwort eingreifen, wie es beispielsweise bei T. gondii der Fall ist 

und im Folgenden vergleichend diskutiert werden soll. 

Eine protektive Wirkung von IL-12 wurde sowohl bei Infektionen mit T. gondii (Gazzinelli et 

al. 1993) als auch bei verschiedenen anderen Protozoen, etwa Trypanosoma cruzi 
(Abrahamsohn und Coffman 1996) und Leishmania major (Sypek et al. 1993) beschrieben. 
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Einige Protozoen wie T. gondii aber auch Leishmania spp. sind jedoch in der Lage, die IL-12-

Produktion zu inhibieren (Bogdan und Röllinghoff 1999; Lang et al. 2007). Der genaue 

Evasionsmechanismus der IL-12-Hemmung ist für T. gondii bereits gut untersucht. Für die 

Expression von IL-12 und TNF-α als Antwort auf mikrobielle Produkte ist die Aktivierung 

des NF-κB-Signalweg notwendig (Ghosh und Karin 2002). T. gondii greift in diesen 

Signalweg ein und verhindert die Translokation des NF-κB in den Zellkern, wodurch die 

Expression von IL-12 vorübergehend und von IFN-γ und TNF-α vollständig verhindert wird 

(Butcher und Denkers 2002; Butcher et al. 2001; Miller et al. 2009; Shapira et al. 2002). 

Dieser Effekt lässt jedoch bereits nach 24 Stunden nach. NF-κB wandert danach wieder in 

den Zellkern und IL-12 wird als Reaktion auf LPS wieder exprimiert (Butcher und Denkers 

2002). Die durch T. gondii hervorgerufene zeitlich begrenzte Immunsuppression ermöglicht 

es dem Erreger Wirtszellen zu befallen und sich zu replizieren, bevor er aufgrund der danach 

einsetzenden Immunantwort durch Stadienwechsel in die chronische Phase übergeht und 

Gewebszysten ausbildet (Miller et al. 2009). Da bei den S. calchasi-infizierten Tauben die 

IL-12-Expression noch nach etwa einer Woche herunterreguliert ist, ist zu vermuten, dass es 

auch hier weitere regulatorische Mechanismen gibt. Von T. gondii weiß man, dass es 

zusätzlich die Signalweiterleitung durch STAT-3 beeinflusst. Dieses wird normalerweise 

durch die Bindung von IL-10 an seinen Rezeptor aktiviert. Seine Aktivierung kann unter dem 

Einfluss von T. gondii jedoch auch unabhängig von IL-10 erfolgen (Lang et al. 2007). 

Nachdem STAT-3 in den Zellkern gewandert ist, reguliert es die Expression von IL-10-

empfänglichen Genen. Dazu gehört auch die Suppression der IL-12- und TNF-α-Expression. 

Ein weiterer Mechanismus ist die Inhibition von IL-12 durch den Eicosanoid-Mediator 

Lipoxin A4 (LXA4). Die LXA4-Synthese wird wiederum stimuliert durch Tachyzoiten von 

T. gondii bzw. deren spezifisches Oberflächenantigen STAg (Aliberti et al. 2002). 

Auch IL-18 zeigte eine protektive Wirkung bei Infektionen mit Trypanosoma cruzi (Müller et 

al. 2001) und L. major (Monteforte et al. 2000). Es fördert die Synthese der 

proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α, sowie des Chemokins IL-8 beim 

Säuger (Netea et al. 2000). Die Unterdrückung dieses Zytokins könnte somit das Überleben 

und die Replikation von S. calchasi fördern. 

IFN-γ wird im Gehirn von infiltrierten T-Lymphozyten, aber auch von Mikroglia und 

Blutmakrophagen sezerniert (Carruthers und Suzuki 2007). Wie in der Literaturübersicht im 

Detail beschrieben, spielt es eine der zentralen Rollen bei der Bekämpfung intrazellulärer 

Erreger und ist der Hauptvermittler einer Resistenz gegenüber T. gondii (Suzuki et al 1998). 

So verhindert es unter anderem eine Reaktivierung der persistierenden Erreger im ZNS und 

schützt so unter anderem vor der Ausbildung einer Toxoplasma-assoziierten Enzephalitis 

(Carruthers und Suzuki 2007). Die Hemmung der transkriptionalen Aktivität von IFN-γ durch 
intrazelluläre Parasiten erscheint ausschlaggebend für deren Fähigkeit innerhalb der 

Wirtszelle zu überleben und eine persistente Infektion aufrecht zu erhalten. 
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Über die Beeinflussung der TH-1 Immunantwort durch Sarkosporidien ist dagegen kaum 

etwas bekannt. Auch fehlen Daten über die Beeinflussung der Immunantwort des Vogels 

durch protozoäre Infektionserreger. Allerdings gibt es erste Erkenntnisse zu S. neurona, die 

deutlich auf eine Einflussnahme in den Steuermechanismen der Immunabwehr des Wirts 

hinweisen. So ist das Oberflächenprotein SnSAG1 der Merozoiten von S. neurona in vitro in 

der Lage, eine IFN-γ-Synthese in peripheren Blutlymphozyten von EPM-negativen Pferden 

zu induzieren, jedoch nicht in Lymphozyten von EPM-positiven Pferden. Es scheint als 

könnte S. neurona eine Immunsuppression gegenüber seiner Antigene im Wirt induzieren, 

wodurch die Parasiten-spezifische Immunantwort reduziert ist (Spencer et al. 2004).  

 

Ein weiteres, während der 1. Phase signifikant herunterreguliertes Zytokin ist das IL-15 

(Hong et al. 2006b). Beim Säuger fördert es zusammen mit IL-18 die Proliferation von NK-

Zellen (French et al. 2006). Über die Funktionsweise des Hühner-IL-15 ist dagegen noch 

wenig bekannt. Es wird jedoch vermutet, dass sie ähnlich der des Säugers ist (Lillehoj et al. 

2001). Man weiß jedoch bereits, dass IL-15 (auch beim Huhn) einen T-Zell-Wachstumsfaktor 

darstellt (Kennedy und Park 1996). Während einer T. gondii-Infektion aktiviert es CD4+T-

Zellen und CD8+T-Zellen. Die CD8+T-Zellen werden dadurch wiederum angeregt, IFN-γ zu 
produzieren (Khan und Kasper 1996). Bei verringerter IL-15-Synthese verringert sich 

demnach auch die IFN-γ-Expression. Dies könnte in der 1. Phase mit ein möglicher Grund für 

die starke Herunterregulierung von IFN-γ sein. Ein Mangel an IL-15 führt außerdem dazu, 

dass die Dendritischen Zellen nur noch eingeschränkt in der Lage sind CD4+T-Zellen durch 

Antigenpräsentation zu aktivieren und zu prägen. Dies führt bei T. gondii-Infektionen zu einer 

eingeschränkten Immunantwort auf den Erreger, wodurch dessen Überleben gefördert wird 

(Combe et al. 2006). 

 

Im Gegensatz zu den TH1-Zytokinen sind in der 1. Phase der Erkrankung die 

proinflammtorischen Zytokine IL-1β und IL-6 in ihrer Expression hochreguliert. Beide 

spielen eine Rolle während der Akute-Phase-Reaktion des Körpers, wobei sie für den Anstieg 

bestimmter Akute-Phase-Proteine sorgen (Wegenka et al. 1993). Zudem besitzen beide 

Zytokine sowohl beim Säuger (LeMay et al. 1990) als auch beim Vogel (Marais et al. 2011) 

fieberauslösende Eigenschaften. Dieser Befund lässt darauf schließen, dass das Immunsystem 

der Taube beginnt, sich mit dem Erreger im ZNS auseinander zu setzen. IL-1β und IL-6 

werden auch zusammen mit TNF-α eine Bedeutung bei der Induktion einer angemessenen 
Immunreaktion gegen T. gondii (beim Säuger) beigemessen (Lang et al. 2007). So konnte bei 

in vitro-Versuchen in humanen Fibroblasten bereits nach zwei Stunden p.i. mit T. gondii eine 

erhöhte Regulation von IL-6 und IL-1β registriert werden (Carruthers und Suzuki 2007). 

Ebenfalls vermehrt exprimiert ist das Chemokin IL-8, welches insbesondere in der akuten 

Phase für die Rekrutierung von Monozyten / Makrophagen und Lymphozyten (Barker et al. 

1993; Poh et al. 2008; Wu et al. 2008) verantwortlich ist (Withanage et al. 2004). Obwohl 
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dieses Chemokin zusammen mit den Akute-Phase Zytokinen IL-1β und IL-6 überexprimiert 

wird, konnte im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungen kein vermehrtes 

Auftreten von Entzündungszellen in den Gehirnen der Tiere in der ersten Phase der Krankheit 

festgestellt werden. Als Grund für die fehlende Einwanderung von Entzündungszellen könnte 

eine Herunterregulation der TH1-Antwort vermutet werden. 

 

Die TGF-β2-Expression weist im Gruppenvergleich in der ersten Krankheitsphase einen 

FC-Wert von 0,52 auf und gilt damit gerade noch als nicht reguliert. Schaut man sich jedoch 

die ermittelten Einzelwerte an (siehe Tabelle 24 im Anhang), kann man feststellen, dass 

insgesamt 6 von 8 Tieren einen FC < 0,5 aufweisen und damit in ihrer Expression 

herunterreguliert sind. Die FC-Werte der restlichen 2 Tiere liegen im nicht regulierten 

Bereich. Man kann also davon ausgehen, dass TGF-β2 in der ersten Phase im Vergleich zur 
Kontrollgruppe schwächer exprimiert wird. TGF-β besitzt bei Säugern üblicherweise eine 
neuroprotektive Wirkung (Aigner und Bogdahn 2008). Es wurde berichtet, dass 

verschiedene Protozoen in der Lage sind TGF-β zu induzieren und darüber die TH1-Antwort 

zu unterdrücken, was sich in einer reduzierten TNF-α-Produktion durch Makrophagen und 

einer reduzierten IFN-γ-Produktion durch NK-Zellen widerspiegelt. Dieser 

Evasionsmechanismus gegenüber der TH1-Immunantwort wurde bereits für T. gondii, 
Trypanosoma cruzi und verschiedenen Leishmania spp. aufgeklärt (Bogdan und Röllinghoff 

1999; Lang et al. 2007). Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass bei 

S. calchasi die Hemmung der TH1-Antwort vermutlich nicht auf einer erhöhten TGF-β2-

Expression beruht. 

 

5.3.2.2 Zweite Erkrankungsphase 
Die zweite Phase der Erkrankung der Tauben ist geprägt durch eine sehr stark hochregulierte 

IFN-γ-Expression im Gehirn, die mit prominenten mononukleären 

Entzündungszellinfiltrationen korreliert. Dagegen erscheint IL-18 sogar noch weiter 

herunterreguliert als in der ersten Phase der Erkrankung, während IL-12 unreguliert erscheint.  

Normalerweise wird die IFN-γ-Synthese durch NK-Zellen, T-Zellen und Makrophagen von 

IL-12 und IL-18 synergistisch gefördert (Dinarello und Fantuzzi 2003; French et al. 2006; 

Göbel et al. 2003; Okamura et al. 1998; Okamura et al. 1995a; Okamura et al. 1995b; 

Yoshimoto et al. 1998; Zhao et al. 2007). Dieses IFN-γ aktiviert wiederum in Synergie mit 

TNF weitere Makrophagen und führt zu der Synthese inflammatorischer Zytokine und NO als 

Teil einer TH1-Antwort und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle intrazellulärer 

Pathogene. Gleichzeitig werden Makrophagen-vermittelte Mechanismen aktiviert, die etwa 

im Falle einer T. gondii-Infektion die intrazelluläre Replikation beschränken und die 

Beseitigung von Parasiten fördern (Zhao et al. 2007; siehe auch Kapitel 5.3.2.1, S. 114). Bei 

den S. calchasi-infizierten Tauben kommt es augenscheinlich während der zweiten Phase 
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ebenfalls zu einer überschießenden TH1-Antwort mit starken Entzündungserscheinungen im 

Gehirn. Da IL-18 in dieser Phase jedoch stark herunterreguliert ist, scheint es hier keine 

ursächliche Rolle bei dessen Entstehung zu spielen. Die Ergebnisse der Untersuchung lassen 

somit vermuten, dass möglicherweise auch in der 2. Phase Mechanismen wirksam sind, die 

weiterhin zumindest IL-18 unterdrücken während die Evasionsmechanismen des Parasiten für 

IFN-γ nicht mehr greifen. 
Anders herum lässt sich auch spekulieren, dass aus biologischer Sicht eine 

Entzündungsreaktion zu diesem Zeitpunkt dem Parasiten nützen könnte und daher eine 

IFN-γ-Hochregulation eventuell sogar aktiv induziert oder nicht mehr aktiv verhindert wird. 

Zum Zeitpunkt des Auftretens der zentralnervösen Symptome findet sich vor allem in der 

Muskulatur der Taube eine große Zahl reifer Sarkozysten mit darin enthaltenen reifen und 

infektiösen Bradyzoiten. Die Enzephalitis ruft eine Reihe neurologischer 

Verhaltensänderungen bei der Taube hervor, wodurch sie mit hoher Wahrscheinlichkeit zur 

leichten Beute für ihren zumindest in Zentraleuropa wichtigen natürlichen Feind, den 

Habicht, wird. Dieser stellt gleichzeitig den Hauptwirt für S. calchasi dar und ist damit 

essentiell notwendig für die weitere Entwicklung und Verbreitung des Parasiten. Nur im 

Endwirt findet die geschlechtliche Vermehrung mit Ausbildung von Oozysten mit enthaltenen 

infektiösen Sporozoiten statt. So gesehen könnten sich aus biologischer Sicht durch eine 

Enzephalitis mit resultierenden zentralnervösen Symptomen in der zweiten Erkrankungsphase 

durchaus Vorteile für die Entwicklung und die Verbreitung von S. calchasi ergeben. 

 

Mit einem Rückblick auf die 1. Phase, in der IFN-γ stark herunterreguliert ist, lässt sich davon 

ausgehen, dass das IFN-System einer der zentralen Angelpunkte der Immunabwehr ist, das 

offenbar von S. calchasi beeinflusst wird. Wie oben ausführlich beschrieben ist IFN-γ ein 
wichtiger Vermittler einer protektiven Immunantwort gegenüber intrazellulären Parasiten. 

S. calchasi scheint in erster Linie auf die Expression von IFN-γ selbst einzuwirken. Um 
herauszufinden, ob S. calchasi in die IFN-γ-nachgeschalteten Signalkaskaden eingreift 

müssen weitere Untersuchungen folgen. 

 

Interessanterweise sind in der chronischen Phase neben IFN-γ die proinflammatorischen 
Zytokine TL1A und LITAF überexprimiert. Die Synthese von chTL1A wird durch LITAF 

gefördert. Es besitzt wie TL1A zytotoxische Aktivität. Eine erhöhte Expression von LITAF 

trat bei Darminfektionen von Hühnern mit Eimerien auf (Hong et al. 2006a). Eine erhöhte 

Expression von chTL1A konnten ebenfalls bei chronischen Darminfektionen des Huhns mit 

Eimerien (Park et al 2007) beobachtet werden. TL1A fördert beim Huhn die Expression 

verschiedener proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-1β, IL-6 und IFN-γ als auch die 

Serumkonzentrationen der Akute-Phase-Proteine (Takimoto et al., 2008b). Beim Säuger wird 

TNF-α als Antwort auf Pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. pathogen-associated 
molecular patterns, PAMPs), die an die PRRs auf der Oberfläche von Makrophagen binden, 
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durch diese Makrophagen produziert. Dieses TNF-α aktiviert wiederum in Synergie mit IFN-γ 
weitere Makrophagen und führt zu der Synthese inflammatorischer Zytokine und von NO als 

Teil einer TH1-Antwort und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle intrazellulärer 

Pathogene (Miller et al. 2009). TL1A könnte demnach eine Rolle bei der starken 

Hochregulation von IFN-γ während dieser zweiten Erkrankungsphase spielen. 
 

Zusammengefasst lässt sich aus diesen Ergebnissen in der zweiten Erkrankungsphase eine 

stark exprimierte TH1-Immunanwort als Reaktion auf den Parasiten erkennen, wobei offenbar 

IL-12 und IL-18 nicht aktiv an dieser Aktivierung des Immunsystems beteiligt sind. 

 

5.4 Lokalisierung von MHC-II-, CD3- und Pax-5-exprimieren-
den Zellen im Gehirn 

Mit Hilfe von spezifischen Antikörpern wurde mittels Immunhistochemie untersucht, welche 

Zelltypen im Gehirn am Entzündungsgeschehen mit beteiligt sind. Über dieses Verfahren ist 

es möglich, die genaue Lokalisation von Zielantigen im natürlichen Gewebeverband 

darzustellen. Auf diese Weise konnten sowohl MHC-II-Oberflächen-Moleküle als auch 

CD3-positive und Pax-5-positive Zellen in Entzündungsgebieten des Gehirns nachgewiesen 

werden. 

MHC-II-positive Signale fanden sich während der 2. Krankheitsphase verstärkt in Gehirn-

arealen mit starker Immunzellinfiltration, um Blutgefäße, Glianarben und Nekrosen. 

Verschiedene Arten von antigenpräsentierenden Zellen können MHC-II exprimieren. Dazu 

zählen Monozyten, Makrophagen, Mikroglia, B-Zellen und Dendritische Zellen. In der 

zweiten Phase der Infektion zeigt sich ein lymphohistiozytäres Entzündungsbild geprägt von 

einer starken Infiltration mit Lymphozyten und weniger Makrophagen. Die starke Hoch-

regulation der IFN-γ- Synthese spiegelt sich dabei in einem hohen Grad an infiltrierenden 

Lymphozyten und Makrophagen sowie einer Überexpression von TL1A / LITAF wieder. 

INF-γ- aktivierte Makrophagen exprimieren mehr MHC-II auf ihrer Oberfläche (Lang et al. 

2007) und sezernieren proinflammatorische Zytokine wie IL-12 und TNF sowie Chemokine 

welche die Entzündungsreaktion weiter vorantreiben (Miller et al. 2009).  

Das prominente immunhistochemische Signal für CD3, lokalisiert auf mononuklären Zellen, 

lässt auf eine maßgebliche T-Zell-Komponente der mononukleären Entzündungszell-

infiltration der zweiten Erkrankungsphase schließen. Im Gegensatz dazu fanden sich nur 

wenige Pax-5-positive B-Zellen in den Entzündungszellinfiltraten. Die deutliche Prominenz 

der T-Zellen lässt sich mit der deutlichen Überexpression von IFN-γ vereinbaren.  

Die Erkenntnisse aus der immunhistochemischen Untersuchung der hier vorliegenden Arbeit 

lassen den Schluss zu, dass während der durch S. calchasi ausgelösten chronischen zerebralen 

Immunreaktion maßgeblich eine zellvermittelte Immunreaktion vorherrscht, wie es auch bei 
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den Erregern S. neurona, T. gondii und N. caninum der Fall ist. Der Charakter der 

prominenten Enzündungszellinfiltrate im Gehirn, bei gleichzeitiger Abwesenheit assoziier-

barer Parasitenbestandteile, lassen die Beteiligung einer Immunpathologie im Sinne einer 

Hypersensitivitätsreaktion vom Typ IV wahrscheinlich erscheinen und bedürfen weiterer 

Untersuchungen. 
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5.5 Ausblick 
Diese Dissertationsarbeit beleuchtet die Immunantwort der Taube auf den Erreger S. calchasi 
unter experimentellen Bedingungen. Die Tauben wurden einer hohen Infektionsdosis 

ausgesetzt. Die daraus resultierenden teils massiven Krankheitserscheinungen in der ersten 

Erkrankungsphase führten bei einem großen Teil der Tiere bereits nach wenigen Tagen zum 

Tod. Unter natürlichen Bedingungen ist jedoch anzunehmen, dass wildlebende Tauben nie 

einem solch hohen Infektionsdruck ausgesetzt sind. Man kann daher davon ausgehen, dass es 

nicht im Sinn des Parasiten ist, seinen Wirt bereits während der ersten Krankheitsphase 

massiv zu schädigen oder gar zu töten. In der ersten Krankheitsphase vollzieht sich die 

Replikation von S. calchasi in Form der Schizogonie, gekennzeichnet durch die Ausbildung 

von Schizonten in einer Reihe von verschiedenen Organen. Da aber erst die wesentlich später 

ausgereiften Gewebszysten und nicht die Schizonten für den Hauptwirt infektiös sind, würde 

der Tod des Zwischenwirts zu diesem Zeitpunkt den Entwicklungszyklus von S. calchasi 
unterbrechen. 

Auch bei Infektion mit S. neurona verläuft eine Infektion in der Regel ohne klinische 

Symptomatik des natürlichen Zwischenwirts. Nur in Ausnahmefällen, meist in Verbindung 

mit immunsupprimierenden Ereignissen, und bei Befall des vermeintlichen Fehlwirts, dem 

Pferd, führt S. neurona zu einer Enzephalitis mit dem entsprechenden Krankheitsbild. Auch 

T. gondii-Infektionen verlaufen bei immunkompetenten Wirten symptomlos und erhalten 

dadurch die Fitness des Parasiten, indem der Wirtsorganismus nicht fatal geschädigt wird. 

 

Mit Hilfe der Aufstellung eines Zytokinexpressionsprofils konnte in der ersten Phase der 

Erkrankung bei Tauben eine herunterregulierte TH1-Immunantwort festgestellt werden, unter 

anderem gekennzeichnet durch eine verminderte Expression von IL-12, IFN-γ und IL-18. Von 

T. gondii ist bekannt, dass er während der akuten Phase der Infektion aktiv die 

proinflammatorische TH1-Immunantwort unterdrückt, indem er in verschiedene 

Signalkaskaden seiner Wirtzelle eingreift, wodurch die Elimination des Parasiten durch den 

Wirt eingeschränkt wird und eine überschießende Entzündungsreaktion verhindert wird. Es ist 

denkbar, dass S. calchasi über ähnliche Evasionsmechanismen verfügt. Obgleich die in dieser 

Arbeit erlangten neuen Erkenntnisse über die Immunantwort der Taube auf den protozoalen 

Erreger S. calchasi darauf hindeuten, dass der Erreger aktiv in die Immunantwort seines Wirts 

eingreift und damit die initial aufgestellte Hypothese Stand hält, sind für ein besseres 

Verständnis der Evasionsmechanismen weiterführende Untersuchungen notwendig. 

Insbesondere weiterführende in vitro Untersuchungen könnten Aufschluss bringen, an 

welchen Punkten der Signalkaskaden der TH1-Immunantwort in der Wirtszelle der Parasit 

genau angreift. Von besonderem Interesse ist dabei der Einfluss von S. calchasi auf die 

IFN-γ-geförderten antiparasitischen Effektormechanismen. Um herauszufinden, ob die 

Herunterregulation von IFN-γ ein konservierter Mechanismus von Sarcocystis ist, wäre es 
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von Vorteil, vergleichende Untersuchungen von S. calchasi und S. neurona in Zellkultur 

durchzuführen. Eine Microarray-Analyse könnte dabei neue Erkenntnisse über die von IFN-γ 
regulierten Gene liefern und die Bedeutung einer möglichen Unterdrückung des IFN-γ-
pathway weiter beleuchten. 

 

Etwa sieben bis acht Wochen p.i. beginnt die zweite Erkrankungsphase der Tauben, 

gekennzeichnet durch ein zentralnervöses Krankheitsbild und das Auftreten von 

Gewebszysten (extraläsional) im ZNS sowie einer starken Entzündungsreaktion im Gehirn. 

Damit einher geht die Ausbildung reifer und damit infektiöser Sarkozysten in der Muskulatur. 

Die Zytokinantwort wird dominiert von einer massiven Überexpression von IFN-γ. Noch 
nicht abschließend geklärt bleibt, ob dieser Wechsel der Immunantwort von der ersten zur 

zweiten Erkrankungsphase von dem Parasiten bezweckt und evtl. sogar aktiv herbeigeführt 

wird, etwa um durch eine Verhaltensänderung der Taube seine Übertragungschancen auf den 

Endwirt zu erhöhen, oder ob es sich um eine durch den Wirt induzierte Abwehrreaktion 

handelt, welche jedoch in Anbetracht der nicht vorhandenen intraläsionalen Parasitenstadien 

als übersteigert erscheinen muss. Die initial aufgestellte Hypothese wird durch die hier 

erstellten Ergebnisse durchaus gestützt, eine abschließende Beurteilung, sowie die dabei 

möglicherweise beteiligten Mechanismen bedürfen jedoch der weiteren Aufklärung. 
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6 Zusammenfassung 
 

Hinweise auf eine Immunmodulation durch den Parasiten Sarcocystis calchasi bei der 
zerebralen Sarkosporidiose der Haustaube (Columba livia f. dom.) 
Anne Lisa Mulzer (geb. Meyer) 

 

Sarcocystis calchasi, ein zum Stamm der Apicomplexa zählender Parasit, wurde 2009 als 

Erreger der protozoären Enzephalitis der Taube (engl. Pigeon protozoal encephalitis, PPE) 

identifiziert. Diese zentralnervöse Erkrankung der Haustaube, die durch einen zweiphasigen 

Krankheitsverlauf gekennzeichnet ist, konnte bisher sowohl in Deutschland als auch in den 

USA nachgewiesen werden. Zur Pathophysiologie der PPE war bisher kaum etwas bekannt. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, ausgewählte Komponenten der Immunantwort der Haustaube 

auf eine Infektion mit S. calchasi näher zu charakterisieren und Hinweise dafür zu finden, ob 

S. calchasi in der Lage ist, die Immunantwort seines Zwischenwirts zu beeinflussen. Zu 

diesem Zweck wurden zunächst Gehirne von Tauben aus der ersten (n=8) und zweiten 

Erkrankungsphase (n=7) auf das Vorliegen des Parasiten hin untersucht. Dies geschah sowohl 

mit Hilfe einer nested-PCR auf DNA-Ebene als auch immunhistochemisch mit Hilfe eines im 

Rahmen dieser Arbeit entwickelten für S. calchasi-spezifischen Antikörpers. Mit Hilfe der 

PCR konnte in den Gehirnen aller untersuchten Tiere beider Erkrankungsphasen mit einer 

Ausnahme in der 2. Phase DNA von S. calchasi nachgewiesen werden. In den Gehirnen der in 

der ersten Krankheitsphase verstorbenen Tiere lagen keinerlei feststellbare zelluläre 

Immunreaktionen vor. Dennoch konnten mit Hilfe des spezifischen Antikörpers in vier von 

acht untersuchten Tieren wenige, vereinzelt vorliegende Schizonten im Gehirn sichtbar 

gemacht werden. Die Tiere, die aufgrund starker neurologischer Symptome während der 

zweiten Erkrankungsphase euthanasiert wurden, zeigten hingegen massive 

lymphohistiozytäre Entzündungszellinfiltrate im Gehirn. Dennoch konnten nur in drei von 

insgesamt sieben untersuchten Tieren vereinzelt Gewebszysten des Erregers außerhalb der 

Gewebsläsionen in den unveränderten Gehirnarealen nachgewiesen werden.  

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der quantitativen real-time PCR 

(RT-qPCR) ein Zytokinexpressionsprofil des Gehirns der infizierten Tauben für beide 

Krankheitsphasen erstellt. Untersucht wurden die Expressionsraten der Zytokine Interleukin 

(IL) 1, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, Interferon gamma (IFN-γ), Tumor-Nekrose-Faktor-

ähnlicher Ligand 1A (TL1A), Lipopolysaccharid-induzierter TNF-alpha Faktor (LITAF), 

Transformierender Wachstumsfaktor β2 (TGF-β2) und des Chemokins IL-8. Um diese relativ 

quantifizieren zu können, mussten passende Referenzgene ausgewählt und die entsprechenden 

RT-qPCR-Untersuchungsmethoden etabliert werden.  

Insgesamt wurden 10 Referenzgene, nämlich β-actin (beta-actin), GAPDH (Glycerinaldehyd-

3-phosphat-Dehydrogenase), Gusb (Glucuronidase, beta), HMBS (Hydroxymethylbilan-
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Synthase), HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase), RPL13 (ribosomales Protein 

L13), RPL19 (ribosomales Protein L19), RPS7 (ribosomales Protein S7), TFRC (Transferrin-

Rezeptor) und Ywhaz (Tyrosin 3-Monooxygenase / Tryptophan 5-Monooxygenase Akti-

vierungsprotein, zeta-Polypeptid) für die Taube etabliert. Zusätzlich zu den Zytokin-

expressionen wurde mit Hilfe spezifischer Antikörper untersucht, welche Arten von 

Entzündungszellen an der Ausbildung der Gehirnläsionen während der zweiten 

Erkrankungsphase beteiligt sind.  

Im Ergebnis zeigte sich während der ersten Krankheitsphase, der Phase der Schizogonie, im 

Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren eine Herunterregulation von IL-15, IL-18 und 

IFN-γ (alle drei statistisch signifikant) sowie IL-12 und eine erhöhte Expression der 

proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und des Chemokins IL-8. In der zweiten, 

zentralnervösen Phase hingegen erschien IFN-γ zusammen mit TL1A und LITAF signifikant 
hochreguliert. Diese vermehrte Expression an proinflammatorischen Zytokinen ging einher 

mit einer starken Expression des Oberflächenproteins MHC-II in Läsionen des Gehirns. Der 

Großteil der mononuklearen Zellen wurde mittels immunhistochemischer Untersuchung als 

T-Lymphozyten identifiziert. 

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vermuten, dass S. calchasi 
die TH1-Immunantwort seines Zwischenwirtes während der ersten Krankheitsphase 

manipulieren kann und auf diesem Wege eine protektive antiparasitäre, zelluläre 

Immunreaktion verhindert. Während der zweiten, zentralnervösen Krankheitsphase scheint es 

hingegen zu einer überschießenden T-Zell-vermittelten Immunreaktion im Sinne einer Typ IV 

Hypersensitivitätsreaktion zu kommen, welche verantwortlich sein könnte für die massiven 

entzündlichen Veränderungen und Läsionen im Gehirn der Tauben. Betrachtet man beide 

Phasen in Kombination, scheint es durchaus plausibel, dass diese komplexe Pathologie dem 

Parasiten die Übertragung vom Zwischenwirt zum Endwirt erleichtern könnte.  
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7 Summary 
 

Indications of immunomodulation in cerebral sarcosporidiosis in domestic pigeon 
(Columba livia f. dom.) caused by the parasite Sarcocystis calchasi 
Anne Lisa Mulzer (geb. Meyer) 

 

Sarcocystis calchasi is an apicomplexan parasite that has been described as the cause of 

Pigeon Protozoal Encephalitis (PPE) of pigeons in 2009. This central nervous disease of 

domestic pigeons which is characterized by a biphasic clinical course has so far been 

identified in Germany and the USA. Until now the pathophysiology of PPE has been unclear. 

The present work aimed at investigating the immunological response of the domestic pigeons 

towards an infection with S. calchasi and its ability to interfere with the immune response in 

PPE. For this reason the brains of pigeons from both clinical phases were examined for the 

presence of parasite DNA by nested-PCR, which found all but one pigeon positive in both 

disease phases. Furthermore, a specific antibody for S. calchasi was developed to 

immunohistochemically analyze the pigeons brains for the presence of parasite protein. 

During the first phase of disease no cellular immunological reaction was discernable. 

However, four of eight pigeons had a very low load of positive labeled schizonts in the 

neuropil. In contrast, all pigeons that had to be euthanized because of severe neurological 

signs during the second phase of disease had a massive lymphohistocytic immune cell 

infiltration in the brain. Importantly, in only three of seven pigeons few tissue cysts of the 

parasite could be immunohistochemically labeled in unaffected areas. 

In the second part of this thesis, the expression of important cytokines in the pigeons brains 

during both disease phases was examined by quantitative real-time PCR (RT-qPCR). In 

particular the expression rates of interleukin (IL) 1, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, interferon 

gamma (IFN-γ), TNF-like factor 1A (TL1A), lipopolysaccharid-inducing TNF-alpha factor 

(LITAF), transforming growth factor β2 (TGF-β2) and of the chemokine IL-8 were measured. 

For relative quantification of gene expression suitable reference genes had to be chosen and 

established for RT-qPCR analysis. Therefore, ten reference genes, namely β-actin (beta-

actin), GAPDH (glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase), Gusb (glucuronidase, beta), 

HMBS (hydroxymethylbilan-synthase), HPRT (hypoxanthin-phosphoribosyl-transferase), 

RPL13 (ribosomal protein L13), RPL19 (ribosomal protein L19), RPS7 (ribosomal Protein 

S7), TFRC (transferrin-receptor) and Ywhaz (tyrosin 3-monooxygenase / tryptophan 

5-monooxygenase activating protein, zeta-polypeptid) were established de novo for the 

pigeon. In addition, the composition of inflammatory cells in the brain lesions of the second 

disease phase was investigated by specific antibodies. 

The results show that during the first disease phase (schizogony of the parasite) the cytokines 

IL-15, IL- 18 and IFN-γ (all of them significantly) and IL-12 were down-modulated when 
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compared with the control group. Proinflammatory cytokines IL-1β, IL-6 and the chemokin 

IL-8 were up-modulated. In contrast, in the central nervous, second phase of disease, IFN-γ 
together with TL1A and LITAF were significantly up-modulated, which correlated with a 

prominent MHC-II protein expression in areas of mononuclear cell infiltration and necrosis. 

Immunohistochemically, the mononuclear cell fraction was identified as mainly T-

lymphocytes. 

In conclusion, the results of the present study suggest that S. calchasi may be capable of 

manipulating the TH1 immune response of the intermediate host during the first phase of 

disease and by this hinder a protective anti-parasitic cellular immune response. The results 

further suggest that during the late central nervous phase a T-cell mediated delayed-type 

hypersensitivity reaction may cause the severe inflammatory cerebral lesions in the pigeons. 

In combination, it seems plausible that this complex pathology may aid in the spreed of the 

parasite from the intermediate host to the definitive host. 
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11 Anhang 

11.1 Tabellen 
 

 
Tabelle 17: Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung zur Charakterisierung der 
Immunzellinfiltration in den entzündlich veränderten Bereichen des Cerebrum 
 

Versuchstier 
(Gruppe 2) 

MHC-II-positive 
Zellen 

T-Zellen 
(CD3-Positiv) 

B-Zellen 
(Pax-5-positiv) 

L60 n +++ + 

10 +++ +++ + 

11 +++ +++ + 

12 n +++ + 
14 n +++ ++ 

15 ++ +++ + 

L72 +++ n n 
L74 n +++ + 

+++ = hochgradige Infiltration 
++ = mittelgradige Infiltration 
+ = geringgradige Infiltration 
n = nicht untersucht 
  



Anhang 157 
 

   

 

Tabelle 18: CT-Werte für die Referenzgene in cDNA-Proben des ersten Ansatzes der cDNA-
Synthese (cDNA (1)) 

 

Proben 
cDNA (1) ß-actin HMBS RPL13 HPRT RPS7 Ywhaz SDHA Gusb 

Gruppe R         

r1 19,81 25,43 22,81 24,79 20,78 20,42 23,88 29,73 

r2 20,52 26,91 23,67 27,34 21,34 21,48 24,45 29,15 

r3 19,81 25,86 22,22 26,53 20,96 20,54 23,81 27,94 

r4 20,83 26,52 23,11 27,77 21,30 21,95 24,86 28,70 

r5 18,95 25,16 21,60 25,89 21,50 19,82 22,81 27,28 

         

Kontrolltiere         

L61 19,38 26,38 22,81 24,34 20,83 19,62 23,91 29,40 

L62 18,87 25,47 21,96 23,87 20,87 18,94 22,85 28,96 

         

Gruppe 1         

2 18,87 25,97 21,83 25,65 21,20 18,98 22,51 28,11 

3 19,53 26,51 21,89 25,97 22,02 19,44 23,10 28,79 

4 19,50 26,13 22,31 26,15 21,93 18,84 22,63 28,68 

5 20,79 27,22 22,69 27,35 20,63 20,07 23,95 29,50 

6 18,77 25,37 21,62 25,76 20,68 19,35 22,92 27,72 

7 19,00 26,16 21,93 25,94 21,97 18,80 22,93 27,98 

8 18,85 24,96 21,82 25,68 20,90 18,53 21,97 27,92 

9 19,87 25,68 22,68 25,96 22,43 19,20 22,28 28,24 
         

Gruppe 2         

L59 19,88 26,61 23,06 27,05 21,31 20,54 23,82 28,68 

L60 18,86 25,79 22,52 26,64 19,93 20,29 23,62 27,94 
10 18,17 25,65 22,11 24,58 19,51 19,83 24,15 28,50 

11 18,42 25,57 22,24 25,44 20,10 20,51 24,73 28,70 

12 18,82 25,68 22,47 24,78 20,71 19,98 23,97 28,89 
14 18,80 25,81 21,91 24,91 20,82 18,12 21,85 27,86 

15 20,55 26,91 23,95 25,91 20,91 20,34 24,62 30,70 

L70 19,32 25,99 22,91 26,43 20,55 19,95 23,32 28,36 
L71 19,19 25,92 22,62 26,23 21,00 19,96 23,55 28,41 

L72 19,40 25,77 22,66 26,55 21,08 20,15 23,40 28,58 

L73 18,88 25,80 22,23 26,63 20,48 20,45 23,60 28,45 
L74 18,74 26,06 22,58 28,02 20,66 21,58 24,96 28,91 
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Tabelle 19: CT-Werte für die Referenzgene in cDNA-Proben des zweiten Ansatzes der 
cDNA-Synthese (cDNA (2)) 
 

Proben 

cDNA (2) ß-actin HMBS RPL13 

Gruppe R    

r1 19,93 24,12 22,87 

r2 20,77 26,92 23,68 

r3 20,17 26,82 23,80 
r4 21,09 26,33 23,61 

r5 19,22 27,12 23,99 

    

Kontrolltiere    

L61 19,51 24,97 22,81 

L62 19,00 24,54 22,94 

    

Gruppe 1    

2 18,45 26,39 23,21 

3 19,16 27,30 24,24 

4 19,08 27,87 24,33 

5 20,38 25,67 23,00 

6 18,12 24,59 22,69 
7 18,61 27,87 23,94 

8 18,46 25,91 23,13 

9 19,09 27,19 24,95 
    

Gruppe 2    

L59 20,14 27,37 23,78 

L60 19,13 24,32 22,46 
10 18,30 23,94 21,96 

11 18,55 24,47 22,32 

12 18,93 24,91 22,93 
14 18,46 25,57 22,99 

15 20,68 25,47 23,04 

L70 19,58 25,02 23,19 
L71 19,46 25,57 22,89 

L72 19,66 25,17 23,46 

L73 19,14 24,80 22,71 
L74 18,97 26,06 22,58 
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Tabelle 20: CT-Werte für die Zielgene (GOI), Teil 1 
 

Proben- 

bezeichnung 

IFN-

gamma IL-1β IL-6 IL-7 IL-8 IL-12 

Gruppe R             

r1 32,94 26,87 30,53 31,98 31,66 30,75 
r2 31,54 30,00 30,60 34,48 32,63 31,48 

r3 32,41 29,97 30,29 32,25 31,16 31,76 

r4 33,48 30,74 30,68 33,32 31,73 31,31 
r5 32,88 27,33 29,18 32,54 30,15 31,06 

              

Gruppe A             

2 33,16 26,07 28,27 33,09 29,14 31,33 
3 nb 26,61 28,87 34,43 30,82 33,10 

4 nb 27,99 29,72 33,35 30,17 33,14 

5 nb 27,11 30,01 34,73 31,09 32,31 

6 32,43 28,01 29,17 32,98 29,81 33,61 

7 33,98 27,14 28,29 33,51 29,30 31,18 

8 35,34 26,03 27,91 32,73 29,35 32,07 
9 34,60 27,30 27,93 32,88 28,82 31,33 

              

Gruppe B             

L60 28,16 27,55 30,28 29,75 29,39 30,72 

10 28,19 26,61 28,56 29,44 27,74 29,77 

11 28,18 26,74 29,61 30,19 28,29 30,40 
12 28,49 27,86 28,86 30,16 29,84 nb 

14 32,50 26,72 29,26 33,14 31,84 30,02 

15 31,40 31,18 30,86 33,79 31,06 32,29 

L74 27,25 28,88 27,85 30,01 28,11 32,12 

nb = nicht bestimmbar, da Expressionsrate unterhalb der Nachweisgrenze 
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Tabelle 21: CT-Werte für die Zielgene (GOI), Teil 2 
 

Proben-

bezeichnung IL-15 IL-18 LITAF TGF-β2 TL1A 

Gruppe R           

r1 31,03 30,55 35,47 23,72 31,55 
r2 30,83 31,66 34,12 25,81 33,19 

r3 31,64 29,66 32,97 25,56 33,14 

r4 31,45 31,31 34,51 25,39 33,34 
r5 30,94 30,77 32,06 25,83 33,11 

      

Gruppe A           

2 31,77 31,97 33,15 25,88 32,27 
3 32,24 32,88 33,02 25,89 32,89 

4 33,18 31,91 33,26 26,72 33,21 

5 33,36 33,69 nb 24,87 31,12 

6 31,15 31,53 32,34 24,94 31,84 

7 33,69 31,52 32,67 26,85 32,27 

8 31,49 31,21 31,92 25,54 30,97 
9 31,48 31,93 32,74 26,75 32,28 

            

Gruppe B           

L60 29,71 31,32 32,15 24,10 29,60 

10 29,10 31,06 30,82 23,77 28,11 

11 28,52 30,99 29,21 23,69 29,18 
12 29,07 30,48 31,52 24,71 29,84 

14 30,76 31,96 32,86 24,93 30,13 

15 32,20 32,97 33,00 24,96 32,83 

L74 29,79 nb 30,82 26,42 29,13 

nb = nicht bestimmbar, da Expressionsrate unterhalb der Nachweisgrenze 
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Tabelle 22: FC-Werte der Referenzgene 
 

Proben-

bezeichnung 
β-actin HMBS RPL13 

Gruppe R       

r1 1,40 1,00 0,76 

r2 1,00 1,21 0,83 

r3 0,99 0,95 1,09 

r4 1,15 0,86 1,08 

r5 0,97 1,04 1,00 

        

Gruppe A       
2 0,67 1,33 1,04 

3 0,62 1,13 1,33 

4 0,82 1,17 1,01 

5 0,73 0,91 1,48 

6 0,83 1,17 0,98 

7 0,64 1,33 1,06 

8 1,09 1,09 0,85 

9 1,23 1,00 0,86 

        

Gruppe B       

L60 0,85 1,51 0,72 

10 0,69 1,78 0,70 

11 0,79 1,63 0,70 

12 0,88 1,48 0,72 

14 0,72 1,35 0,95 

15 1,07 1,28 0,73 

L74 0,73 1,70 0,72 
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Tabelle 23: FC-Werte der Zielgene (GOI), Teil 1 
 

Proben- 

bezeichnung IL-12 IL-18 IFN-γ IL-1 IL-6 TL1A 

Gruppe A       
2 0,62 0,28 0,08 4,77 2,51 0,95 

3 0,27 0,20 nb 5,90 2,21 1,13 

4 0,26 0,39 nb 2,59 1,24 1,04 
5 0,81 0,21 nb 2,91 1,87 2,56 

6 0,12 0,32 0,10 0,69 1,11 0,70 

7 0,75 0,43 0,04 3,85 2,72 1,61 
8 0,31 0,38 0,09 4,33 2,54 2,00 

9 0,88 0,41 0,25 4,10 4,46 1,90 

       

Gruppe B       

L60 1,03 0,498 13,88 1,06 0,71 3,52 

10 1,44 0,45 10,35 1,39 1,75 6,53 

11 1,03 0,51 11,12 1,64 0,91 4,11 
12 nb 0,86 10,68 1,04 1,79 3,63 

14 1,40 0,28 0,69 2,42 1,24 3,16 

15 0,96 0,40 4,20 0,18 1,22 0,84 
L74 0,44 nb 26,49 0,62 3,91 7,06 

nb = nicht bestimmbar, da Expressionsrate unterhalb der Nachweisgrenze 
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Tabelle 24: FC-Werte der Zielgene (GOI), Teil 2 
 

Probe-

bezeichnung LITAF IL-7 IL-15 TGF-β2 IL-8 

Gruppe A      
2 1,04 0,57 0,43 0,42 3,23 

3 1,51 0,30 0,41 0,74 1,34 

4 1,27 0,63 0,21 0,47 2,11 
5 nb 0,44 0,34 1,04 2,06 

6 1,49 0,504 0,54 0,44 1,66 

7 1,59 0,47 0,12 0,36 3,17 
8 1,94 0,58 0,41 0,46 2,21 

9 1,94 0,94 0,74 0,46 5,67 

      

Gruppe B      

L60 2,32 6,59 2,03 0,89 3,03 

10 4,46 6,22 2,37 0,76 7,19 

11 14,63 3,93 3,82 1,04 5,25 
12 3,44 4,73 3,05 0,70 2,12 

14 1,23 0,53 0,84 0,64 0,48 

15 3,28 1,00 0,89 1,01 2,44 
L74 6,15 5,76 2,01 0,26 7,68 

nb = nicht bestimmbar, da Expressionsrate unterhalb der Nachweisgrenze* 
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