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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Immunsystem hat sich in seiner Entwicklung auf die Bekämpfung unterschiedlichster

Krankheitserreger einstellen müssen. Derzeit wird angenommen, dass zur Bekämpfung

intrazellulärer Erreger eine sogenannte Th1-Immunantwort induziert wird. Diese ist durch die

v.a. von dendritischen Zellen vermittelte Aktivierung und nachfolgende Proliferation von

CD4+ T-Zellen charakterisiert. CD4+ T-Zellen aktivieren durch Zytokine wie IFN-γ

Makrophagen, die so in die Lage versetzt werden, intrazelluläre Erreger abzutöten, bzw. deren

Replikation zu hemmen. Typische Krankheitserreger des Menschen, bei denen eine Th1-

Immunantwort dominiert, sind intrazelluläre Parasiten wie Toxoplasma gondii und

Leishmania spp. oder intrazelluläre Bakterien wie Mycobacterium tuberculosis.  Bei einem

Zusammenbruch der CD4-T-Zellantwort (z.B. im Rahmen einer HIV-Infektion) vermehren

sich intrazelluläre Erreger ungehindert im Wirtsorganismus, was klinisch als opportunistische,

unbehandelt meist tödlich verlaufende Infektion imponiert. Neben der protektiven Th1-

Antwort sind beim Menschen auch überschießende Th1-Immunantworten im Rahmen von

Erkrankungen wie Rheumatoider Arthritis (RA), Psoriasis und Morbus Crohn beschrieben.

Die murine Infektion mit dem intrazellulären Protozoon Toxoplasma gondii stellt ein

geeignetes Modellsystem zur Untersuchung sowohl protektiver als auch schädigender Th1-

Immunantworten dar, da bei Immunsuppression eine unkontrollierte Vermehrung des

Parasiten auftritt und bei suszeptiblen Mäusen eine überschießende Immunantwort (Pan-Ileitis

nach oraler Infektion) beobachtet wird [1, 2]. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit

untersucht, welche Rolle pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin(IL)-12, IL-18 sowie

das kürzlich entdeckte IL-23 auf die Immunantwort nach oraler Infektion mit T. gondii haben.
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1.1 Toxoplasma gondii

1.1.1 Biologie

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluläres Protozoon, das dem Stamm Apicomplexa

und der Ordnung Coccidien zuzuordnen ist. Der Parasit verfügt über zwei

Vermehrungsformen. In seinem Endwirt, der Katze, kommt es nach Aufnahme von

Gewebezysten aus dem Hirn oder anderen Organen oder durch Aufnahme von Oozysten (aus

mit Katzenkot kontaminierter Umwelt) zur geschlechtlichen Vermehrung (Gametogonie).

Deren Endprodukt, die Oozysten, werden mit dem Kot ausgeschieden. So können Oozysten

wieder von Katzen oder aber von Nutztieren, wie zum Beispiel dem Schwein, aber auch dem

Menschen aufgenommen werden. In diesen Wirten kommt es nach der Passage des Magens

zur Lyse der Zystenwand und zum Durchtritt durch das Darmepithel. Nach Stadienkonversion

zu Tachyzoiten disseminieren die Parasiten  im Organismus und gelangen in Nerven- und

Muskelzellen, in denen sie sich enzystieren und als Bradyzoiten lebenslang verbleiben.

Nehmen andere Wirbeltiere diese Zysten oral auf (z.B. beim Verzehr von Mäusen durch

Katzen oder dem Verzehr von kontaminiertem Fleisch durch den Menschen), werden im

Magen wiederum Bradyzoiten freigesetzt, die sich in Tachyzoiten umwandeln. Nach

Dissemination im gesamten Körper kommt es im Rahmen einer latenten Infektion zur

Enzystierung in Nerven- oder Muskelzellen, womit der Lebenszyklus geschlossen ist [1, 3].

Abb.1: Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii
Oozysten

Tachyzoiten

Zyste

Immunität

Immunsuppression
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1.1.2 Epidemiologie und Klinik

Ein Drittel der Menschheit, in einigen Ländern sogar bis zu 60% der Bevölkerung, ist mit T.

gondii infiziert. In Deutschland wird mit dem Alter ansteigend von einer Seroprävalenz von

bis zu 70% ausgegangen. Die Infektion zeigt regional deutlich unterschiedliche Prävalenzen,

was durch Risikofaktoren bedingt ist (Kontakt mit Katzenkot bzw. mit Katzenkot-

kontaminierter Umgebung vs. Verzehr von ungenügend gegartem oder rohem Fleisch).

Während nur bei einer Minderheit der Patienten mit frischer Infektion eine leichte,

grippeähnliche Symptomatik zu beobachten ist, kommt es bei Immunsupprimierten (AIDS-

oder Transplantationspatienten) zur Reaktivierung der latenten Infektion. Die klinischen

Manifestationen der Reaktivierung bestehen aus psychischen oder neurologischen

Auffälligkeiten, v.a. Bewusstseinsveränderungen oder motorische Störungen. Eine weitere

Gefährdung stellt eine Erstinfektion während der Schwangerschaft dar, die zu konnataler

Toxoplasmose des Neugeborenen führen kann. Symptome des Neugeborenen sind im

zentralen Nervensystem und an der Retina vorherrschend. Die Augentoxoplasmose kann  als

Manifestation der akuten und konnatalen Infektion auftreten. Es ist derzeit unklar, ob

Wirtsfaktoren und/oder parasitäre Faktoren (unterschiedliche Genotypen) für die Ausprägung

der Krankheitssymptome verantwortlich sind [1, 3, 4].

1.2 Die Immunantwort gegen T. gondii

Die Infektion mit T. gondii führt zur Induktion verschiedener Arme des Immunsystems.

Neben humoralen Faktoren (alle Antikörperklassen sind nachweisbar) spielt v.a. die zelluläre

Immunität gegen den Erreger eine zentrale Rolle. Die zelluläre Immunantwort wird zum Teil

durch angeborene Mechanismen, vor allem die Aktivität von antigenpräsentierenden Zellen

wie Makrophagen sowie dendritische Zellen und Granulozyten, sowie durch die adaptive

Immunität bewirkt, bei der v.a. T-Zellen eine zentrale Rolle spielen (3). Die Zytokine IL-12

und IL-18 sind als wichtige Induktoren der Th1-Immunantwort bekannt, während IFN-γ als

das zentrale Effektormolekül angesehen wird [5-7].
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1.2.1 Zelluläre Arme der adaptiven Immunantwort gegen T. gondii

Die adaptive Immunantwort wird v.a. durch professionelle antigenpräsentierende Zellen

induziert. Dendritische Zellen nehmen hier eine zentrale Stellung ein [8, 9]. Über sogenannte

„Toll-Like“–Rezeptoren (TLR) sind dendritische Zellen in der Lage, Antigen-Muster (z.B.

Zellbestandteile wie LPS, Flagellin aber auch mikrobielle RNA- und DNA-Fragmente) zu

erkennen [10]. Im Falle von T. gondii wurde der Erkennung von einem Profilin-ähnlichen

Molekül durch TLR-11, aber auch die Erkennung von GPI-Ankern durch TLR-2 und TLR-4

eine zentrale Rolle zugewiesen [11-14]. Nach Aktivierung der Adaptermoleküle MyD88,

MAL/TRAP, TRAM und TRIF werden zwei verschiedene Signaltransduktionskaskaden

induziert, die über die Transkriptionsfaktoren NFκB und STAT 1 unter anderem zur

Aktivierung von Zytokin- Genen  wie IL-12 und IL-18 führt [10, 15]. Für T. gondii werden

MyD88 sowie STAT 1 und 4 als essentiell diskutiert [16]. Werden die Zellen aktiv infiziert,

erfolgt intrazellulär die Bildung eine parasitophoren Vakuole, aus der parasitäre Antigene

über MHC-I präsentiert und CD8+ Zellen aktiviert werden [17-19]. CD8+ Zellen sind IFN-γ-

produzierende zytotoxische T-Zellen, die durch Ausschüttung von Perforin und Granzym in

der Zielzelle Nekrosen auslösen können.

Nach Phagozytose der Toxoplasmen erfolgt eine Präsentation des Antigens über MHC-II und

vermehrte Expression kostimulatorischer Moleküle, was für die Aktivierung von CD4+ T-

Zellen essentiell ist [17].

CD4+ T-Zellen differenzieren je nach Art des Antigens (z.B. intrazelluläre Erreger vs.

Helminthen), des Zytokin-Milieus und beeinflußt von genetischen Faktoren zu

unterschiedlichen T-Helfer (Th)-Subpopulationen, die durch die Expression spezifischer

Transkriptionsfaktoren und Sekretion spezifischer Zytokinmuster charakterisiert sind. Derzeit

bekannte Populationen sind Effektorzellen wie die IFN-γ-sezerniernden Th1-Zellen, des

weiteren Th2-Zellen, die vornehmlich IL-4, IL-5 und IL-13 [19-21] sezernieren und die

kürzlich entdeckten Th17-Zellen, die vor allem IL-17 und IL-22 sezernieren [22, 23].

Maßgeblich an der Differenzierung beteiligt sind die Zytokine IL-12 für Th1-, IL-4 für Th2-

[24] sowie TGF-β und IL-6 für Th17-Zellen [22, 25]. Des weiteren gibt es eine Population

von regulatorisch wirksamen T-Zellen, die IL-10 und TGF-ß-produzierenden regulatorischen

T-Zellen (T regs) [26].

Eine Infektion mit T. gondii setzt eine starke Th1-Immunantwort in Gang [2, 4]. Die

Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen zu Th1-Zellen hat die Ausschüttung von IFN-γ,

IL-2, und TNF-α  sowie die Expression von CD40L zufolge, was Einfluss auf die klonale

1. Einleitung
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Proliferation der Th1-Zellen, aber auch auf die Antikörperproduktion von B-Zellen und

Aktivierung von Makrophagen nimmt und somit die Induktion der zellvermittelten

Immunabwehr bedingt [27]. Eine weitere zentrale Position nehmen NK-Zellen ein, die nach

IL-12-Stimulation in der frühen Phase der Infektion eine Hauptquelle für IFN-γ darstellen

[28].

1.2.2 Zytokine in der adaptiven Immunantwort auf T. gondii

1.2.2.1 IL-12

Interleukin 12 ist ein durch Disulfidbrücken verbundenes Heterodimer aus einer 35kd- (p35)

und einer 40kd (p40)- schweren Untereinheit [29, 30]. Im humanen Genom befinden sich die

Gene für p35 und p40 an unterschiedlichen Loci, p40 auf dem Chromosom 5q31-q33, p35 auf

3p12-3q13.2 [31]. Während zwischen p35 und p40 keinerlei Sequenzhomologie existiert,

bestehen Ähnlichkeiten zwischen p35 und IL-6, dem granulocyte-colony-stimulating factor

(G-CSF) und Chicken myelomonocytic growth factor [32]. p40 hingegen hat keinerlei

Homologien zu anderen Zytokinen, sondern gehört zu der Hämatopoetin-Rezeptor-Familie,

wobei es am ehesten der extrazellulären Domäne des IL-6R entspricht [33, 34]. Die p40-

Untereinheit von IL-12 wird im Gegensatz zur p35-Untereinheit nicht nur als Dimer, sondern

auch unabhängig sezerniert. Sie kann als Monomer sowie als Homodimer vorliegen [35].

Dem Homodimer wurden sowohl antagonistische als auch agonistische Wirkungen zu IL-12

zugeschrieben [35-37]. Des Weiteren kann die IL-12p40-Untereinheit zusammen mit einem

19kd schweren Protein das IL-12-verwandte Zytokin IL-23 bilden [38] (siehe Kapitel 1.2.2.2).

Der IL-12-Rezeptor (IL-12R) besteht aus einer β1- und einer β2-Untereinheit, die strukturelle

Verwandtschaft zu Typ-1-Zytokinrezeptoren besitzen und Homologien zu der gp130-

Untereinheit des IL-6-Rezeptors aufweisen. Die p35-Untereinheit bindet an die IL-12Rβ2-

Kette, während die p40-Untereinheit die IL-12Rβ1-Kette besetzt [39].
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Abb.2: Struktur von IL-12 und IL-23, ihre Rezeptoren und Hauptsignalwege

Der IL-12R ist auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen, aber auch auf dendritischen Zellen zu

finden [39]. Eine unabhängige Expression von IL-12Rβ1 ist bei mehreren Zelltypen

festzustellen, im Falle von IL-12Rβ2 jedoch nur bei CD4+ T-Zellen [40]. Eine Regulation der

Expression von IL-12Rβ2 erfolgt über IL-10, Tumor growth factor-β (TGF-β )  [41] und

Nitrogen Oxid (NO) [42, 43]. Die Bindung beider Untereinheiten des IL-12 an den IL-12R

führt zu einer Phosphorylierung der Janus Kinasen JAK2 und TYK2 [44] und der „Signal

transducer and activator of transcription“ (STAT)-1, -3, -4 und -5. Die Effekte der

Rezeptorbindung sind hauptsächlich auf die Phosphorylierung von STAT4 zurückzuführen

[44-47], die zur Transkription und Expression von IFN-γ  und des für Th1-Zellen

charakteristischen Transkriptionsfaktors T-bet [48] führt, der wiederum die Expression des

IL-12R steigert [49].

1. Einleitung

JAK2 JAK2TYK2 TYK2
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IL-12 wird von Monozyten, Makrophagen, DC, neutrophilen Granulozyten und B-Zellen

sezerniert. Nach TLR-Bindung bedarf die IL-12-Synthese keiner zusätzlichen Stimulation

durch T-Zellen [50]; findet jedoch eine Bindung parasitärer Antigene an den TCR statt, bedarf

es eines Kostimulus durch CD40L der T-Zellen, um die IL-12 Produktion in Gang zu setzen

[51]. Über MyD88, IRAK und TRAF6 [52] werden zum einen MAP-Kinasen aktiviert, die

über JNK AP-1 beeinflussen. Zum anderen wird über cRel NFκB aktiviert und über einen

bislang unbekannten Weg, auf den aber TLR-2 und -4 einwirken sollen, C/EBP [53-55].

Diese Transkriptionsfaktoren erhöhen die p40-Transkriptionsrate. Die IRF (Interferon

regulatory factor)-Familie, zu der IRF-8 gehört, bildet einen ETS-Transkriptionskomplex, der

ebenfalls an die Promoterregion bindet und so die IL-12p40-Transkription steigert. Die

Transkription von IRF-8 wird von IFN−γ stimuliert [56-58].

Die negative Regulation der IL-12p35/p40-Ausschüttung erfolgt auf unterschiedlichen

Wegen. IL-10 [59], IL-4 [60] und TGF-β [61], aber auch Th1-assoziierte Zytokine wie Typ-1-

Interferone [62] und TNF [63] blockieren IL-12. IL-10 blockiert sowohl die p35- als auch die

p40-Transkription [59, 64].

Eine weitere Regulation erfährt IL-12 über die „supressors of cytokine signalling“ (SOCS)-

Familie. SOCS-1 und SOCS-3 blockieren IL-12-Signalwege und führen zu einer

verminderten IFN-γ-Produktion [65, 66].

Eine zentrale Rolle nimmt IL-12 bei der Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen in reife Th1-

Effektor-Zellen sowie bei der Aktivierung von NK und CD8+ T-Zellen ein [67-69].

In murinen Modellen wurde die essentielle Bedeutung von IL-12 bei der Abwehr von

intrazellulären Krankheitserregern demonstriert. Die Abwesenheit oder Blockade von IL-12

führt zu einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber Infektionen mit Leishmania major [70], L.

donovani [71],  Mykobakterien [72, 73] und T. gondii [6]. Auch im Menschen bedingen

Defekte im IL-12-Signalweg schwere Infektionen mit intrazellulären Erregern wie

Salmonellen und Mykobakterien [74-76]. In Mausmodellen verschiedener intrazellulärer

Infektionserreger wurde darüber hinaus eine differentielle Bedeutung der p35- und p40-

Untereinheit beschrieben. So zeigte sich bei p35-/- Mäusen im Gegensatz zu Mäusen, denen

auch die p40-Untereinheit des IL-12 fehlt, eine erhöhte Resistenz gegen Mykobakterien und

die Infektion mit M. bovis wird auch bei Abwesenheit von p40 kontrolliert [36, 77-80]. Dabei

zeigten sich in IL-12p35p40-/- Mäusen erhöhte Proliferationsraten des Erregers sowie eine

verminderte IFN-γ-Produktion. Eine niedrig dosierte Infektion mit Salmonella spp. resultierte

in erhöhter Sterblichkeit von p40-/- Mäusen im Vergleich zu p35-/- Mäusen. Die

Parasitenzahlen in p40-/- Mäusen waren signifikant höher als in den p35-/- Mäusen, die IFN-γ-
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und TNF-α-Spiegel erniedrigt. Dieses Bild zeigte sich jedoch nur in der niedrig dosierten

Infektion, bei einer hochdosierten Infektion verstrichen die Unterschiede [81]. Keinerlei

Unterschiede zwischen p35-/- und p40-/--Mäusen ergaben sich bei Infektionen mit L. major

[82] und Trypanosoma cruzi [68] (Tab. 1).

Liebermann et al. untersuchten 2004 den Einfluss der einzelnen IL-12-Untereinheiten auf die

intraperitoneale Infektion mit der attenuierten, temperatursensitiven T. gondii-Mutante ts4. In

diesem Modell zeigten p35-/- Mäuse gegenüber p40-/- Mäusen einen deutlichen

Überlebensvorteil und eine geringere Parasitenlast, die IFN-γ Spiegel waren identisch [83].

Tab.1: Suszeptibilität von IL-12p35-/-, IL-12p40-/- und IL-23p19-/- Mäusen gegenüber verschiedenen

Infektionserregern

Neben der beschriebenen Rolle bei protektiven Immunantworten spielt IL-12 eine wichtige

Rolle bei überschießenden Immunantworten, zu denen durch Immunpathologie

gekennzeichnete Erkrankungen des Menschen wie Morbus Crohn und Rheumatoide Arthritis

(RA) zählen. Eine Behandlung mit anti-IL-12p40-Antikörpern brachte bei M. Crohn-

Patienten eine Besserung der akuten Symptomatik [84]. In einem Mausmodell der RA und der

Collagen-induzierten Arthritis (CIA) wiesen IL-12p35/p40-/- Mäuse eine weniger ausgeprägte

Erkrankung auf [85]. Im Falle der Experimentellen Autoimmunen Enzephalitis (EAE), einem

Mausmodell für Multiple Sklerose, verschlimmerte eine Gabe von rekombinanten IL-12p40

die Ausprägung der Entzündungsreaktion [85, 86].

Pathogen IL-12p35-/- IL-12p40-/- IL-23p19-/- Referenzen

Mycobacterium tuberculosis S SS -  Hölscher et al,2001; Khader et al, 2006
Mycobacterium bovis (S) S -  Cooper et al, 2002; Chackerian et al, 2006
Mycobacterium avium S SS -  Ehlers et al, 2005
Salmonella Enteritidis (high dose) 2 = = n.d.  Lehmann et al, 2001
Salmonella Enteritidis (low dose) S SS n.d.
Cryptococcus neoformans S SS S  Decken et al, 2001; Kleinschek et al, 2006
Francisella tularensis S SS n.d.  Elkins et al, 2002
Klebsiella pneumoniae S SS S

Leishmania major = = n.d.   Park et al, 2002
Trypanosoma cruzi = = n.d.  Mueller et al, 2002

Toxoplasma gondii i.p. (low dose) S SS -  Lieberman et al, 2004
Toxoplasma gondii p.o. (low dose) = = n.d. (vorliegende Arbeit)

*,  = gleich, S erhöhte Suszeptibilitätt, SS stark erhöhte Suszeptibilität , - nicht suszeptibel, n.d. nicht untersucht)

Suszeptibilität*

 Happel et al, 2005
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1.2.2.2 IL-23

Vor wenigen Jahren wurde das Interleukin-23 identifiziert, in welchem ein 19 kd schweres

Protein (p19) ein Heterodimer mit IL-12p40 bildet [38]. Sezerniert wird p19 vor allem von

aktivierten DCs und phagozytierenden Zellen. IL-23 bindet an seinen Rezeptor, der dem IL-

12 entsprechend aus zwei Ketten besteht: p40 bindet an die IL-12Rβ1-Kette, IL-23p19 an

eine IL-23R genannte Kette. Die humanen Rezeptorketten werden vornehmlich auf

aktivierten und Gedächtnis-T-Zellen, NK-Zellen, aber auch zu einem geringen Grad auf

Monozyten, Makrophagen und DCs exprimiert. Im murinen Organismus findet sich der

Rezeptor auf aktivierten T-Zellen, aus Knochenmark generierten DCs sowie aktivierten

Makrophagen [67, 69, 87, 88].

Die Bindung von IL-23 an den IL-12Rβ1/IL-23R-Komplex bewirkt eine Aktivierung von

JAK-Kinasen, die den IL-23R phosphorylieren, so dass STATs (STAT 1, 3, 4 und 5) binden

und ebenfalls phosphoryliert werden können. Über die Regulation der IL-23p19-Expression

ist bislang wenig bekannt. Ebenso wie IL-12 wird die Transkription über Aktivierung von

NFκB durch c-Rel beeinflußt [89-91]. Auch IRF-5 führt sowohl zur IL-12- als auch zur IL-

23-Expression [92]. Bei Abwesenheit von IRF-1 und -8, die die IL-12-Expression stimulieren,

scheint die IL-23-Synthese gesteigert [93]. Der TLR-2-Ligand PGN ist ein potenterer

Induktor der IL-23-Expression als das TLR-4-bindende LPS [91, 94]. Des weiteren scheinen

C-Typ Lektine bevorzugt zur Synthese von IL-23 zu führen [95], ebenso wie PGE2 und ATP

[96, 97].

IL-23 spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr der Infektionen mit Cryptococcus

neoformans und Klebsiella pneumoniae. Unter einer Infektion starben Mäuse mit einer

Deletion des IL-23p19 eher als der Wildtyp und zeigten eine höhere Erregerlast [98, 99]. Bei

einer intraperitonealen Infektion mit T. gondii bewirkte die Behandlung von IL-12p40-/-

Mäusen mit rekombinantem IL-23 einen Überlebensvorteil gegenüber den unbehandelten

Kontrollmäusen, die an ungehinderter Parasitenreplikation verstarben. IL-23p19-/- Tiere

überlebten die Infektion jedoch genau wie der Wildtyp [83].

IL-23 und nicht IL-12 scheint die zentrale Rolle in der Pathogenese diverser

Autoimmunerkrankungen wie EAE [100, 101], CIA [101] und experimenteller Colitis [102,

103] zu spielen. Die genetische Deletion von IL-23p19, nicht aber von IL-12p35, schützt

Mäuse vor EAE und CIA. Im Rahmen der Helicobacter-induzierten T-Zell-abhängigen

Colitis zeigten Mäuse mit einer p19-Defizienz eine leichtere Form der Erkrankung, während
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IL-12p35-/- Mäuse eine ausgeprägte Pathologie entwickelten [104, 105]. IL-10-/- Mäuse, nicht

aber IL-10/p19-Doppel-Knockout-Mäuse entwickelten eine spontane IBD [103].

Als grundlegend für die Erregerabwehr und Autoimmunerkrankungen wird derzeit die von

IL-23 beeinflusste IL-17-Produktion postuliert. IL-23-/- Mäuse wiesen im Vergleich zu EAE-

suszeptiblen Wildtyp-Mäusen gleiche Mengen an IFN-γ-produzierenden Zellen auf; die

Menge IL-17-produzierender T-Zellen im ZNS war in den p19-defizienten Mäusen jedoch im

Vergleich zu Kontrollmäusen reduziert [101, 106].  Auch führt die Stimulation von

aktivierten und Gedächtnis-T-Zellen in Anwesenheit  von IL-23 zur Ausschüttung von IL-17

[101, 106]. IL-17 wirkt als proinflammatorisches Zytokin, welches im Stroma, Epithel und

Endothel für eine Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren wie IL-8, CXCL-1, TNF

und G-CSF und somit für den Einstrom neutrophiler Granulozyten sorgt [107-109]. IL-17R-

defiziente Mäuse sterben nach Infektion mit 15 Zysten des 76K-Stammes, während der

Wildtyp zu 100% überlebt. Die Parasitenzahlen der IL17R-/- Mäuse sind im Vergleich zum

Wildtyp erhöht, während sich der Einstrom von nGZ vermindert. Erhöht man die

Infektionsdosis, sinkt die Überlebensrate des Wildtyps, der Zeichen einer Immunpathologie

im Ileum entwickelt, während sich in der IL-17R-/- Maus nur geringe histopathologische

Veränderungen entwickeln [109].

1.2.2.3 IL-18

Interleukin-18 gehört zur IL-1-Familie und wurde initial als Interferon-induzierender Faktor

(IGIF) beschrieben [110]. Eine Vielzahl von Zellen wie Makrophagen, dendritische Zellen, T-

und B-Zellen, Osteoblasten, Keratinozyten, Astrozyten und Mikroglia-Zellen sind in der

Lage, IL-18 auszuschütten [111, 112]. Neben diesen Zellen wurde auch im Epithel von Darm

und Lunge IL-18 nachgewiesen [113]. Die IL-18-Synthese erfolgt über ein Vorläufermolekül,

welches durch Caspase-1 (ICE/IL-1β converting enzyme) in seine aktive Form umgewandelt

wird [114, 115].

Der IL-18-Rezeptor besteht aus zwei Ketten, IL-18Rα und IL-18Rβ, die zur IL-1-Rezeptor-

Superfamilie gehören. Die Bindung von IL-18Rα an seinen Liganden bewirkt bei IL-18Rβ

eine Konformationsänderung und bedingt somit die Signalweiterleitung [116, 117]. IL-18Rα

wird vor allem auf Th-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen exprimiert, aber auch auf B-

Zellen, neutrophilen Granulozyten und Epithelzellen [118-120]. Die intrazelluläre
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Signalweiterleitung erfolgt über die sogenannte Toll-IL-1-Region und induziert NFκB [121,

122]. In IL-18-stimulierten Zellen wird auch die MAPK p38 aktiviert [123].

Die Sekretion von IL-18 kann über die Rezeptorexpression und über Modulationen des IL-18-

Synthesewegs beeinflusst werden [114, 115]. Die Rezeptorexpression wird durch IL-12 und

IL-2 erhöht, durch IL-4 jedoch verringert [118, 124-127]. Die Aktivierung der Caspase 3

inaktiviert IL-18 [128]. Beim Menschen bindet IL-1F7 an IL-18Rα, allerdings ohne Bildung

eines Signalkomplexes mit IL-18Rβ [129]. Ebenfalls bedeutsam für die Regulation von IL-18

ist das IL-18-bindende Protein (IL-18bp) [130]. Die biologische Aktivität von IL-18 wird

durch die hochaffine Bindung an IL-18bp inhibiert [130]. In der Maus wird IL-18bp vor allem

in der Milz und intestinalen Gewebe exprimiert [131]. Im IL-18bp-Promoter konnten zwei

von IFN-γ-beeinflußte Elemente identifiziert werden [132], was auf eine Regulation der

Expression durch IFN-γ und somit eine Selbstregulation hinweist [133].

Die Hauptfunktion von IL-18 liegt in der mit IL-12-synergistischen Induktion der IFN-γ-

Ausschüttung durch T-, B- und NK-Zellen [134]. Zusätzlich induziert es die Synthese von

TNF-α, IL-1α. IL-1β, IL-6 und IL-8 in verschiedenen Zellinien [135]. IL-18 bewirkt des

weiteren eine verstärkte Expression der IL-12-Rezeptorkette β2 auf T-Zellen [113, 136],

wobei umgekehrt aber auch IL-12 die Expression des IL-18-R auf T- und B-Zellen steigert

[118]. Ohne IL-12 kommt es bei naiven T-Zellen unter IL-18-Einfluß zu einer

Differenzierung zu Th2-Zellen [137, 138].

IL-18 spielt wie IL-12 eine Rolle in der Abwehr intrazellulärer Bakterien (Mykobakterien

[139], Salmonella Typhimurium [140, 141]), Viren (Herpes simplex [142], Vaccinia [143]),

Pilzen (Cryptococcus neoformans [144], Candida [145]) und Protozoen (T. cruzi [146], L.

major [147]). Auch in der Abwehr von Infektionen mit extrazellulären Erregern wie Yersinia

spp. [148], Pseudomonas aeruginosa [149] und Streptococcus spp. [150] sowie ein Schutz

vor LPS-induziertem Schock [151] wurde mit IL-18 in Verbindung gebracht. Eine

Überproduktion von IL-18 und IL-12 wurde bei Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider

Arthritis [152], systemischen Lupus erythematosus [153] und entzündlichen

Darmerkrankungen [154-156] beschrieben.

In Kolitis-Modellen der Maus und Ratte war der Schweregrad der Erkrankung mit dem IL-18-

Spiegel in Gewebe und Serum positiv korreliert [113, 157-160]. Die Gabe von anti-IL-18

verminderte den Schweregrad der Erkrankung, ebenso eine Gabe von IL-18bp. Caspase-1-/--

Mäuse sind resistent gegenüber der experimentellen Colitis [161]. Bei M. Crohn-Patienten

wurde eine erhöhte IL-18 Ausschüttung im Serum und entzündlichen Darmgewebe

nachgewiesen [154, 162-165]. Wir konnten zeigen, dass IL-18-/- Mäuse keine T. gondii-
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induzierte Dünndarmpathologie entwickeln und einen signifikanten Überlebensvorteil

gegenüber an Darmpathologie versterbenden Kontrolltieren haben. Auch ist die antiparasitäre

Abwehr in den IL-18-/- Mäusen nicht signifikant gestört [7].

1.3 Mausmodelle der Infektion mit Toxoplasma gondii

1.3.1 Infektion mit 10 Zysten

Nach einer oralen Infektion mit 10 Zysten des ME49- T. gondii-Stammes entwickelt sich eine

protektive Th1-Immunantwort. Antigenpräsentierende Zellen produzieren IL-12 und IL-18

und werden durch IFN-γ zur Synthese von u.a. TNF-α und NO stimuliert, wodurch das

Erregerwachstum limitiert wird. Eine Hauptquelle für IFN-γ stellen neben den T-Zellen auch

NK-Zellen dar. Eine weitere entscheidende Rolle spielen CD8+ (zytotoxische) T-Zellen, die

proliferieren, ebenfalls IFN-γ sezernieren und mit T. gondii infizierte Zellen abtöten [2, 4].

Der Erreger unterläuft jedoch gleichzeitig die Abwehrmechanismen und nutzt die

intrazelluläre Lokalisation vermutlich sogar als „trojanisches Pferd“, um im gesamten Körper

zu disseminieren und schließlich in Nerven- und Muskelzellen zu gelangen [166]. Abb. 3

zeigt eine schematische Darstellung der Infektion und der beteiligten Abwehrmechanismen.

Bei einer Störung der Th1-Immunantwort kommt es zu ungehinderter Parasitenreplikation. So

sterben Mäuse mit einer Defizienz im IL-12p40-Gen und weisen im Vergleich zum Wildtyp

eine erhöhte Parasitenlast bei vermindertem IFN-γ-Spiegel auf [6].

1. Einleitung
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Abb. 3: Schematische Darstellung der protektiven Th1-Immunantwort nach oraler Infektion mit

Toxoplasma gondii

1.3.2 Infektion mit 100 Zysten T. gondii

Im Gegensatz zum Verlauf der oralen Infektion mit 10 Zysten kommt es nach oraler Infektion

mit 100 Zysten bei suszeptiblen Mäusen (H2b-Haplotyp) [167] zu einer überschießenden Th1-

Immunantwort mit letalem Ausgang. Abb. 4 zeigt eine schematische Übersicht der

Immunpathogenese. Der Parasit durchdringt, wie bei der niedrig dosierten Infektion, die

Darmbarriere und infiziert vor allem Makrophagen und dendritische Zellen der Lamina

propria. Diese sezernieren IL-12 und IL-18 und es kommt zur Differenzierung und klonalen

Expansion von CD4+ T-Zellen, die wiederum IFN-γ und TNF-α produzieren. Dadurch kommt

es zur Aktivierung von Makrophagen, die TNF-α und NO ausschütten. Man geht davon aus,

dass eine Barrierestörung der Darmschleimhaut entsteht, die eine Vermehrung und
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Translokation kommensaler Bakterien zur Folge hat. Der Kontakt mit bakteriellen Antigenen

wie v.a. LPS führt zu einer überschießenden T-Zellantwort, die unter Beteiligung von

Matrixmetalloproteinasen (MMP) in einer Zerstörung der Architektur des terminalen Ileums

(Pan-Ileitis) resultiert. TGF-ß sowie IL-10 wirken dieser überschießenden Immunantwort

entgegen [2]. Weiterhin bedeutend sind NK-Zellen, die durch eigene IFN-γ-Ausschüttung die

Immunpathologie unterstützen.

Abb. 4: Schematische Darstellung der Th1-Immunpathologie nach oraler Infektion von

suszeptiblen Mäusen mit 100 Zysten T. gondii
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1.4 Ziele

Ziel der Arbeit war es, die Rolle von verschiedenen inflammatorischen Zytokinen in der

Immunantwort auf T. gondii zu untersuchen.

Dafür wurde zum einen die Infektion mit 10 Zysten genutzt, die in C57BL/6-Mäusen eine

protektive Th1-Immunantwort auslöst.  In IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-/- und IRF-8-/- Mäusen

wurde der Einfluss von Untereinheiten des IL-12 untersucht. Dabei wurde auch die Sekretion

des kürzlich entdeckten IL-23, das die p40-Untereinheit mit IL-12 gemein hat, untersucht.

Da IL-18 eine synergistische Wirkung mit IL-12 zugesprochen wird, die Rolle dieses

Zytokins in der Infektion mit 10 Zysten jedoch nicht bekannt ist, wurde in IL-18-/- Mäusen die

Rolle von IL-18 in der protektiven Immunantwort untersucht.

Der zweite Teil der Arbeit konzentriert sich auf die Rolle von IL-23 in der Th1-

Immunpathologie nach Infektion mit 100 Zysten. Außerdem wurde mithilfe von

Knochenmarkschimären aus Wildtyp- und IL-18-/- Mäusen untersucht, welche Zellen das für

die Immunpathologie essentielle IL-18 sezernieren.
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2.1 Tiere und Parasiten

2.1.1 Tiere

Die Mäuse wurden in der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin (FEM) der

Charité in Käfigen bis zu 10 Tieren gehalten. Die Tiere hatten sterilisiertes Futter sowie

Wasser ad libitum zur Verfügung. Eine Genehmigung zur Durchführung der

Versuchsvorhaben lag vom Landesamt für Gesundheit und technische Sicherheit vor

(Genehmigungsnummern 0035/98, 0114/03, 0258/04, 0256/04).

Mausstämme

Stamm Herkunft

C57BL/6 FEM, Berlin

IL-18-/- C57BL/6 K. Takeda, Department of Host Defense,

Research Institute for Microbial Diseases,

Osaka University, Japan

IL-12p35-/- C57BL/6 H. Mossmann, MPI, Freiburg

IL-12p40-/- C57BL/6 I. Förster, Institut für Mikrobiologie, TU

München

IL-12p35/p40-/- C57BL/6 H. Mossmann, MPI, Freiburg

IL-23p19-/- C57BL/6 C. Hölscher, Borstel

NMRI FEM, Berlin

21
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2.1.2 Parasiten

Toxoplasma gondii ME49 Prof. J. Remington, Stanford University,

USA

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Substanz Hersteller/Zulieferer

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim

Acrylamid Sigma-Aldrich, Steinheim

Agarose GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe

Aqua dest. Inst.f..Mikrobiologie

Brefeldin A Sigma-Aldrich, Steinheim

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim

Calciumchlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich, Steinheim

Chloralhydrat Merck, Darmstadt

Concanavalin A Sigma-Aldirch, Steinheim

Coomassie BBR-250 Promega GmbH, Mannheim

DAB Sigma- Aldrich, Steinheim

Diethylpyrocarbonat Sigma-Aldrich, Steinheim

Dinatriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Eisessig Merck, Darmstadt

Entellan Merck, Darmstadt

Eosin Merck, Darmstadt

Essigsäure Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim

Formaldehyd (37%) Sigma-Aldrich, Steinheim

Gelatine Sigma-Aldrich, Steinheim

Hämatoxilin Merck, Darmstadt

2. Material
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Ionomycin Sigma-Aldrich, Steinheim

Isofluran (Forene®) Abbott, Illinois, USA

Isopropanol Sigma-Aldrich

Kalialaun (KAI(SO4)2x12H2O) Merck, Darmstadt

Kupfersulfat (CuSO4) Merck, Darmstadt

Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim

NaCl Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogencarbonat Merck, Darmstadt

Natrium-Dodecyl Sulfat Bio-rad, München

Natriumjodat Riedel-de Haen AG, Seelze

Neomycin Charité Hausapotheke

PAP DAKO, Hamburg

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin

Polymycin A (PMA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim

Schwefelsäure (H2SO4) Merck, Darmstadt

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim

TMB (3,3’,5,5’- Tetramethylbenzidin) Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypanblau Biochrom AG, Berlin

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim

Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt

Wasser, RNase-frei (DEPC) 0,1% Diethylpyrocarbonat in Aqua dest,

12-16Std RT, dann autoklavieren

Xylene Cyanol FF Sigma-Aldrich, Steinheim

Xylol J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA

Zinksulfat (ZnSO4) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.3 Geräte, Plastikware und kommerzielle „Kits“

2.3.1 Geräte und Materialien

Gerätebezeichnung Hersteller

Brutschrank Heraeus, Hanau
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Cäsiumquelle MPI, Berlin

Eksikkator: 

- Diaphragma Membranpumpe Vacuubrand, Wertheim

- Glocke Vacuubrand, Wertheim

Elektrophoresekammer Bio-Rad, München

FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg

Färbeküvetten VWR, Darmstadt

Färbeschiffchen VWR, Darmstadt

Gefrierschrank –20°C Liebherr, Rostock

Gefrierschrank –70°C Sanyo-Fisher Sales, München

Schraubgläser VWR, Darmstadt

Knopfkanüle Roth, Karlsruhe

Kühlplatte Microm, Walldorf

Light Cycler Roche, Mannheim

Metallsieb, grob Roth, Karlsruhe

Mikroskop Axiostar Zeiss, Göttingen

Mörser VWR, Darmstadt

Multikanalpipette Eppendorf, Hamburg

Multistep Pipette Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zählkammer Brand, Wertheim

Photometer Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt

Pipetten versch. Größen Eppendorf, Hamburg

Pistill VWR, Darmstadt

Plattenphotometer Tecan Spectra, Crailsheim

Plattenzentrifuge Heraeus, Hanau

Präparierbesteck Aesculap/Braun, Melsungen

Rotationsmikrotom HM355 Microm, Walldorf

Rotor Stator‚ART Miccra D-1 Roth, Karlsruhe

Schüttler Braun, Melsungen

Sterile Werkbank ,

Lamina Air Flow Class 100 Gelman; Michigan, USA

Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg

Trockenschrank Memmert, Heilbronn
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Zentrifuge, groß Heraeus, Hanau

2.3.2 Plastikwaren

FACS Tubes Falcon, BD Biosciences, Heidelberg

Histologie-Kassetten Simport, Bernard-Pilon

Beloeil, QC, Canada

Kanülen 26G, 22G BD Biosciences, Heidelberg

Küvette für Photometer Eppendorf; Hamburg

Light Cycler Kapillaren Roche, Mannheim

Mikrotiterplatte, beschichtet für ELISA BD Biosciences, Heidelberg

Mikrotiterplatte, unbeschichtet, Rundboden Nunc, Wiesbaden

                                                    Flachboden Nunc, Wiesbaden

Parafilm Pecheney Plastic Packaging, Chicago, IL,

USA

Petrischalen Nunc, Wiesbaden

Pipetten 5ml, 10ml, 25ml Falcon, BD Biosciences, Heidelberg

Pipettensitzen versch. Größen Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefäße 0,5/1,5/2ml Eppendorf, Hamburg

Röhrchen 15/50ml Sarstedt, Sarstedt

Spritzen 1/5/10ml Braun, Melsungen

Zellsiebe (70µm) BD Biosciences, Heidelberg

2.3.3 Kommerzielle „Kits“

Kitbezeichnung Hersteller

BD OptEIA Mouse IFN-γ ELISA Set BD Biosciences, Heidelberg

BD OptEIA Mouse TNF-α ELISA Set BD Biosciences, Heidelberg

BD OptEIA Mouse IL-12p40 ELISA Set BD Biosciences, Heidelberg

BD OptEIA Mouse IL-18 ELISA Set BD Biosciences, Heidelberg

BD OptEIA Mouse IL-6 ELISA Set BD Biosciences, Heidelberg

Quantikine Immunoassay mouse IL-17 R&D Systems, Wiesbaden

2. Material
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Rneasy Mini-Kit Quiagen, Hilden

SuperScriptTM III Platinum

One Step Quantitative PCR System Invitrogen, Karlsruhe

LightCycler FastStart DNA Master

Hybridization Probes Roche, Mannheim

2.4 Puffer und Lösungen

Puffer/Lösung Zusammensetzung

Agarosegel 2%ig 2%Agarose, TBE-Puffer 0,5%,

Ethidiumbromid

ELISA Blocking Puffer 10% FCS in PBS

ELISA Coating Puffer pH 6,5: 0,2M Na2HPO4, NaH2PO4

pH 9,5: 0,1 M NaHCO3, Na2CO3

ELISA Substratpuffer 0,2M NA2HPO4, 0,1M Zitronensäure

ELISA Waschpuffer 0,05% Tween 20/PBS

Ladepuffer für die Elektrophorese 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylene

Cyanol, 30% Glycerin

Eosin-Lsg. Eosin, Eisessig, Aqua dest.

FACS Fix 3,7% Formaldehydlösung

FACS Wash 5% FCS in PBS

FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg

Hämatoxilin-Lösung Hämatoxilin, Natriumjodat, Kalialaun

Hypochlorit BD Biosciences, Heidelberg

Lysis Puffer für Erythrozyten RPMi: Aqua dest. = 1:2

Lysis Puffer für DNA-Isolierung 100mM Tris-Hcl pH 8-8,5, 5mM EDTA

pH 8, 0,2% SDS, 200mM NaCl,

Proteinase K

MgCl2 (50mM) Invitrogen, Karlsruhe

Phosphat buffered Saline (PBS) Biochrom AG, Berlin

Taq-Puffer Invitrogen, Karlsruhe

TBE(Tris-Borat-EDTA)-Puffer (10x) Bio-Rad, München

TBE-Puffer 0,5%. 0,5% TBE-Puffer in dest.H2O
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Tris-HCl Bio-Rad, München

Trypanblau 0,5% Trypanblau 0,5% in physiologischer

Kochsalzlösung

Western-Blot Puffer Tris, Glycerol, SDS, Bromphenolblau

2.5 Oligonukleotidprimer und –sonden

Primer                                Sequenz 5’- 3’                         Orientierung

HPRT gTTggATACAggCCAgACTTTgT sense

CACAggACTAgAACACCTgC antisense

Interleukin 23

p19                             CCAgCgggACATATgAATCTAC         sense

TgCAAgCAgAACTggCTgTT             antisense

Toxoplasma Cryptic Gene

TOX-9 ggAgAgATATCAggACTgTAg sense

TOX-10as gCgTCgTCTCgTCTAgATCg antisense

MMP-9

MMP-9 S gCTTCAgAAgCAgCTCTCC sense

MMP-9 A gTTTTggATCCAgTATgTg antisense

MMP-2

MMP-2 S gCAgTgCAATACCTgAACACTTTCTA sense

MMP-2 A TgCgggggAAgAAgTTgTAgT antisense

TIMP-1

TIMP-1 U CCTTCTgCAACTCggACCTg sense

TIMP-1 A gCTTTCCATgACTggggTgTA antisense

TIMP-3

TIMP-3 S CCAggATgCCTTCTgCAACTC sense

TIMP-3 L gCCCTgTCAgCAggTACTggTAT antisense

x-Chromosom

NDS2  (x)             TCCggAAAgCAgCCATTggAgA sense

NDS1 (x) ATgCTTggCCAgTgTACATAg antisense

2. Material
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y-Chromosom

SRY3 (y) CTCTgTgTAggATCTTCAATC sense

SRY1 (y) gTgAgAggCACAAgTTggC antisense

Sonden

Name                                   Sequenz 5’- 3’

HPRT 

FL-Sonde                    AAAgCCTAAgATgAgCgCAAgTTgA-FL

LC Red 705-Sonde  LC-TCTgCAAATACgAggAgTCCTgTTg-PH

Interleukin 23

p19

FL-Sonde (FL) CCCgTATCCAgTgTgAAgATggTT-FL

LC Red640-Sonde (LC)    LC-TgACCCACAAggACTCAAggACAA-PH

Toxoplasma Cryptic gene

TOXO-HP-1 FL gAgTCggAgAgggAgAAgATgTT-FAM

TOX-HP-2 LC RED-640-CCggCTTggCTgCTTTTCCTg-PH

MMP-9

MMP-9 FL CgAATggCCTTTAgTgTCTggCT—FL

MMP-9 LC LC Red640-TCCAgCTCACCAgTCTggggCA—PH

MMP-2

MMP-2 FL TCCgCATggTCTCgATggTgTTCTg—FL

MMP-2 LC                 LC Red640-TCAAggTCACCTgTCTggggCAgCC—PH

TIMP-1

TIMP-1 FL             AgATgCTAAAAggATTCAAggCTgTgg—FL

TIMP-1 LC                 LC Red640-AAATgCCgCAgATATCCggTACgC—PH

TIMP-3

TIMP-3 FL                 CCCCTCCTTCACCAgCTTCTTTCCC—FL

TIMP-3 LC                LC Red640-CCACTTTggCCCggATCACgATgT--PH

Alle Primer und Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL, Berlin hergestellt.
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2.6 Enzyme, Antikörper

Produktbezeichnung Hersteller

Enzyme:

Collagenase D Merck, Darmstadt

Collagenase/Dispase Sigma-Aldrich, Steinheim

DNAse 1 Roche, Mannheim

dNTPs Roth, Karlsruhe

Proteinase K Quiagen, Hilden

Streptavivin-Peroxidase (HRP) BD Biosciences, Heidelberg

Taq Polymerase Invitrogen, Karlsruhe

ELISA-Antikörper:

ELISA: Primärantikörper

Purified rat-anti-mouse IL-4 BD Biosciences, Heidelberg

Purified rat-anti-mouse IL-5 BD Biosciences, Heidelberg

ELISA: Sekundär-AK

Biotin rat-anti-mouse IL-4 BD Biosciences, Heidelberg

Biotin rat-anti-mouse IL-5 BD Biosciences, Heidelberg

Immunhistologie-Antikörper

T. gondii-spez. Hyperimmunserum

(Kaninchen) [7] Institut für Mikrobiologie und Hygiene,

Charité, Berlin

Biotin Schwein-anti-Kaninchen DAKO, Hamburg

Durchflußzytometrie-Antikörper:

rat-anti-mouse CD4 APC BD Biosciences, Heidelberg

rat-anti-mouse CD8α PE BD Biosciences, Heidelberg

hamster-anti-mouse CD3 FITC BD Biosciences, Heidelberg

rat-anti-mouse IFN-γ FITC   BD Biosciences, Heidelberg

rat-anti-mouse IL-17 PE BD Biosciences, Heidelberg

rat IgG1 Isotype FITC BD Biosciences, Heidelberg

rat IgG2a Isotype PE BD Biosciences, Heidelberg

2. Material



2. Material

30

rat IgG2a Isotype APC BD Biosciences, Heidelberg

hamster IgG1 Isotype FITC BD Biosciences, Heidelberg

2.7 Nährmedien und Seren

Produktbezeichnung Hersteller

Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, Steinheim

DMEM GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe

Fetales Kälber Serum Biochrom AG, Berlin

RPMI (+Glutamax, +Hepes) GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe

Schweineserum DAKO, Hamburg

2.8 Sonstiges

Elektrophorese-Marker:

Puc19/MSPI Roth, Karlsruhe

Flüssigstickstoff Fa. Messer, Griessheim

2.9 Software und Datenbanken

Acrobat Reader Adobe Systems GmbH, München

Cellquest BD Biosciences, Heidelberg

Easy Measure (Version 1.0.30) Inteq, London, UK

Easy Base (Version 1.0.30) Inteq, London, UK

GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystems, Darmstadt

Mac OS 10 Software Apple, Cupertino, USA

LightCycler Software Roche, Mannheim

Serion Evaluate Virion, Rüschlikon, Schweiz
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3.1 Infektion der Tiere mit T. gondii

Die Zysten des T. gondii ME49 Stammes wurden aus NMRI-Mäusen gewonnen, die 2-3

Monate vorher mit 10 Zysten intraperitoneal infiziert worden waren. Nach Tötung durch

cervicale Dislokation wurde das Hirn entnommen und in 1 ml PBS mit Mörser und Pistill

homogenisiert. Die Zahl der Zysten im Homogenisat wurde mikroskopisch bestimmt, mit

PBS auf 10 bzw. 100 Zysten pro 0,3 ml eingestellt und den Mäusen in einer gebogenen

Knopfkanüle oral verabreicht [168].

3.2 Tötung der Tiere und Organentnahme

Zu angegebenen Zeitpunkten wurden die Mäuse mit Isofluran betäubt. Vollblut wurde mittels

Herzpunktion gewonnen. Nach Tötung durch cervikale Dislokation wurde die Bauchhöhle

eröffnet und Milz, mesenteriale Lymphknoten, Leber und Dünndarm entnommen. Nach

Eröffnung des Thorax wurden Lunge und Herz entnommen.

3.3 Histologische Methoden

Nach Fixierung der Organe (Darm, Leber, Lunge, Herz) in Histologiekassetten über Nacht in

4%iger Formaldehydlösung wurden die Organe entwässert und anschließend in Paraffin

gegossen (Institut für Pathologie, CBF, Berlin, Charité). Die Paraffinblöcke wurden auf einer

Kühlplatte ausgehärtet und in Histologiekassetten eingebettet. Am Mikrotom wurden Schnitte

mit einer Dicke von 4-6 µm angefertigt, auf Objektträger aufgenommen und bei 56° C über

Nacht getrocknet. Die Schnitte wurden mit Hämatoxilin/Eosin (H&E) und der

Immunperoxidase-Färbung gefärbt.
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3.3.1 Färbung mit Hämatoxilin und Eosin

Die Hämatoxilin/Eosinfärbung wurde nach Entparaffinisieren in Xylol, Entwässern in einer

absteigenden Alkohollösungsreihe (100%iges Isopropanol, 96%iges, 80%iges und schließlich

70%iges Ethanol) und anschließendem Waschen in destilliertem Wasser durchgeführt. Die

Schnitte wurden 5 min in Hämatoxilin gefärbt, danach in 1%ige HCL getaucht, kurz in

destilliertem Wasser und anschließend 5 min in Leitungswasser gespült. Nach erneutem

Spülen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte 30-60 sek mit Eosin gegengefärbt. Zum

Abschluss wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe bewässert, beginnend mit

70%igem, dann 80%igem, dann 96%igem Ethanol. Die Färbung wurde mit 100%igem

Isopropanol und Xylol beendet. Das Eindecken der Schnitte erfolgte mit Entellan.

3.3.2 Immunhistochemische Detektion von T. gondii

Die immunhistochemische Detektion von T. gondii wurde mittels einer polyklonalen

Immunperoxidase-Färbung durchgeführt. Nach Entparaffinisieren und Entwässern der

Paraffinschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 3.3.1) wurden endogene

Peroxidasen durch Inkubation mit 3% H2O2 in PBS blockiert. Nach einem Waschschritt mit

PBS wurde eine Blockade mit Schweineserum vorgenommen. Nach einer Inkubation von 30

min bei RT wurde der Primärantikörper (Hyperimmunserum eines mit T. gondii infizierten

Kaninchens [7] aufgetragen und über Nacht bei 4° C inkubiert. Nach einem Waschschritt in

PBS wurde der biotinylierte Sekundärantikörper (Schwein-Anti-Kaninchen) aufgetragen, 30

min bei RT inkubiert und nach einem weiteren Waschschritt der Peroxidase-anti-Peroxidase

(PAP)-Komplex hinzugegeben. Nach dem Spülen der Schnitte mit PBS wurde DAB-Lösung

(1 DAB-Tablette in 5 ml destillierten Wasser unter Lichtschutz lösen, davon 5 ml mit 5 µl

30%igem H2O2 mischen), aufgetragen und nach mikroskopischer Kontrolle des

Färbeergebnisses nach spätestens 5 min mit PBS abgewaschen und in destilliertem Wasser

gespült. Durch 5 minütige Inkubation in 0,5%iger CuSO4-Lösung wurde die Färbung

verstärkt. Nach kurzem Spülen in destilliertem Wasser wurde mit Hämatoxilin gegengefärbt

und anschließend in 1%iger Ammoniumchlorid-Lösung differenziert, wiederum in

destilliertem Wasser gespült, bevor die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe (3.3.1)

durchliefen und in Entellan eingedeckt wurden.
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Verdünnungen: Schweineserum: 1:10

     Primärantikörper (Hyperimmunserum): 1:2000

Sekundärantikörper (Schwein-anti-Kaninchen): 1:100

PAP-Komplex: 1:100

Sämtliche Verdünnungen wurden in PBS vorgenommen.

3.3.3 Auswertung der histologischen Schnitte und Aufnahme der Fotos

Die H&E gefärbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop unter 100- und 200-facher

Vergrößerung nach einem standardisierten Scoring-Verfahren beurteilt (Tab. 2). Die Analyse

erfolgte in einer geblindeten Untersuchung durch mindestens zwei Untersucher (D. Struck

und M. Heimesaat bzw. O. Liesenfeld).

Die inflammatorischen Areale in H&E-gefärbten Schnitten der Leber wurden in 200-facher

Vergrößerung mittels Zählkammer gemessen und gezählt.

Die mittels Immunperoxidase-Färbung gefärbten Leberschnitte wurden lichtmikroskopisch

unter 200-facher Vergrößerung ausgezählt. Dabei wurden pro Organ die Zahl der Tachyzoiten

bzw. von freiem Antigen je 20 Gesichtsfelder ausgezählt und gemittelt. In immunhistologisch

gefärbten Darmschnitten wurde mit 200-facher Vergrößerung die Zahl der Parasiten oder

Parasitenantigene in je 1 cm Darm (proximal und distal) ausgezählt und gemittelt.

Repräsentative Ausschnitte der jeweiligen Präparate wurden mit entsprechender

Vergrößerung digital fotografiert.

Tab.2 : Histopathologischer Score

0: keine Veränderungen

1: Ödem zwischen Zottenepithel und Lamina propria

2: Transsudat luminal, intaktes Epihel

3: intraluminales Zellabschilfern

4: beginnende Epithelauflösung

5: Mukosazerstörung < 50% der Ileumlänge

6: vollständige Nekrose über das gesamte Ileum

3. Methoden
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3.4 Serumgewinnung

Zum Nachweis von Zytokinen im Blut wurde Serum gewonnen. Dazu wurde Vollblut aus

dem Herzen entnommen und  über Nacht bei 4° C gelagert. Im Anschluss an die

Zentrifugation bei 7.000 g für 10 min wurde der Überstand bei –70° C tiefgefroren.

3.5 Organkultur und Organhomogenisate

Um die Zytokinsekretion in Milz, MLN und Ileum zu bestimmen, wurden die Organe

entweder als Organkultur über Nacht inkubiert oder homogenisiert und die

Zytokinkonzentrationen in Überständen per ELISA bestimmt. Um der Autolyse

entgegenzuwirken wurden die Organe bis zur Verarbeitung in PBS auf Eis gelagert.

Zur Messung von Zytokinen im Überstand von Organkulturen wurden Milz und MLN sowie

1 cm des längs eröffneten und durch Ausstreichen von Fäces befreiten Ileums über Nacht in

400 µl serumfreiem DMEM/0,5%Pen-Strep bei 37° C inkubiert. Der Überstand wurde

entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei -70° C weggefroren.

Zur Messung von Zytokinen in Homogenisaten wurden Milz, MLN und 1 cm Ileum über

einer Petrischale mit 1 ml PBS zwischen zwei Objektträgern mit angerauten Oberflächen

zerrieben. Bei 15.300 g wurden die Organhomogenisate für 10 min zentrifugiert und die

gewonnenen Überstände bei 70° C weggefroren.

3.6 Enzyme-Linked-Immunabsorbent-Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Konzentrationen von IFN-γ, TNF-α, IL-12p40, IL-18, IL-6 und IL-17 in

Organkulturüberständen und -homogenisaten wurden die unter 2.3 aufgeführten ELISA-Kits

nach den Anweisungen der Hersteller verwendet.

Zur Bestimmung der IL-4 und IL-5 Konzentration in Organkulturüberständen und

Homogenisaten wurde eine beschichtete Platte mit 50 µl des in Coatingpuffer (pH 9,5)

verdünnten spezifischen Primärantikörpers inkubiert. Nach einer Übernachtinkubation bei 4°

C wurde die Platte mit Waschpuffer (0,05% Tween 20 / PBS) gewaschen und anschließend

mit ELISA-Blockingpuffer (PBS / 10 % FCS) für 45 min bei 37° C blockiert. Anschließend

wurde die Platte gewaschen und mit 50 µl Probe bzw. 50 µl einer Standardverdünnungsreihe
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(1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 in Blockingpuffer) beschichtet. Nach einer

Inkubationszeit von 4 Std bei RT oder über Nacht bei 4° C wurde die Platte erneut gewaschen

und mit 50 µl eines in Blockingpuffer verdünnten biotinylierten Sekundärantikörpers sowie

Streptavidin-Peroxidase versetzt. Nach einer weiteren Inkubation von 45 min bei RT wurde

gewaschen und je 75 µl Substratpuffer mit einer Tablette Tetramethylbenzidin (TMB) sowie 2

µl H2O2 pro 10 ml Puffer hinzugefügt. Nach 15 min wurde die Reaktion mit 50 µl 1M H2SO4

gestoppt und die optische Dichte mit einem Plattenphotometer bei einer Wellenlänge von 450

nm gemessen.

Verdünnungen:   IL-4 Primärantikörper  auf 2 µg/ml

    IL-4 Standard auf 50 ng/ml

    IL-4 biotinylierter Sekundärantikörper auf 2 µg/ml

    IL-5 Primärantikörper auf 2 µg/ml

    IL-5 Standard auf 55 ng/ml

    IL-5 biotinylierter Sekundärantikörper auf 2 µg/ml

    Streptavidin Peroxidase 1:1000

3.7 Isolierung von Zellen aus Milz und MLN

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

Durchflusszytometrie charakterisiert. Um der Autolyse entgegenzuwirken, wurden die Organe

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

mit einer Schere und einem Spritzenstempel zerkleinert und mit 10 ml RPMi/ 5% FCS/ 0,5%

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

aufgefüllt und bei 300 g 10 min bei 4° C zentrifugiert. Anschließend wurden das Pellet in 5

ml Lysispuffer aufgenommen und die Erythrozyten durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren

nach ca. 1 min lysiert. Nach erneutem Auffüllen auf 45 ml wurde die Suspension bei 300g 10

min bei 4° C zentrifugiert und die Zellen  in 5 ml Medium aufgenommen. Die Zahl lebender

Zellen wurde durch Ausschlußfärbung mit Trypanblau (Verdünnung in Medium: 1:20) in der

Neubauer-Zählkammer bestimmt.

3. Methoden
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3.8 Durchflusszytometrie

3.8.1 Oberflächenfärbung

Zur Detektion von Zelloberflächenmarkern mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen

nach Isolierung (siehe 3.7) gezählt und in einer Konzentration von 1x105 Zellen pro Färbung

eingesetzt. Die einzelnen Proben wurden mit 100 µl FACS Wash versetzt, bei 300 g 10 min

bei 4°C zentrifugiert und mit einem anti-Fcγ-Antikörper zur Vermeidung unspezifischer

Bindungen 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die mit Fluorochrom markierten

Antikörper für die entsprechenden Oberflächenantigene hinzugefügt. Nach einer Inkubation

von 20 min wurden die Proben mit 100 µl FACS Wash versetzt und wie beschrieben

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und die Zellen wurden entweder in 150 µl

FACS Wash für die sofortige Analyse im Durchflusszytometer aufgenommen oder mit 150

ml FACS Fix unter Lichtschutz 20 min fixiert und bei 4°C im Dunkeln bis zur Messung

(maximal eine Woche) gelagert. Entsprechende Isotypkontrollen wurden für alle Färbungen in

gleicher Weise mitgeführt.

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

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

Sämtliche Verdünnungen wurden in FACS Wash vorgenommen.

3.8.2 Intrazelluläre Färbung

Für die Detektion intrazellulärer Zytokine erfolgte eine Restimulation der Zellen mit 0,1 µM

Polymycin A (PMA) und 1 µM Ionomycin in RPMi / 5% FCS / 0,5% PenStrep über 4

Stunden bei 37°C im Brutschrank. Nach zwei Stunden Inkubation wurde 10 µg/ml Brefeldin

A hinzugefügt, um die Ausschüttung der Zytokine zu verhindern. Nach dieser Inkubationszeit

wurden die Zellen in einem ersten Färbeschritt mit  Antikörpern gegen Oberflächenantigene

gefärbt (siehe 3.8.1), anschließend mit FACS Fix fixiert und 20 min bei 4°C ohne

Lichteinfluss inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in FACS Wash/

Saponin0,5% zur Perforation der Zellwände aufgenommen. Nun erfolgte ein

Blockierungsschritt mit anti-Fcγ-Antikörpern und die intrazelluläre Färbung mit Antikörpern
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gegen Zytokine. Entsprechende Isotypkontrollen wurden für alle Färbungen in gleicher Weise

mitgeführt.

3.9 Molekularbiologische Techniken

Um die Parasitenlast im terminalen Ileum zu bestimmen, isolierten wir DNA und

untersuchten diese mittels quantitativer PCR. Des weiteren wurde eine Bestimmung

verschiedener Zytokine und Enzyme im Ileum auf RNA-Ebene durchgeführt. Gewebeproben

von MLN, Milz, Darm und Leber für die PCR sowie Zymographie wurden direkt in

Flüssigstickstoff überführt und anschließend bei -70°C gelagert.

3.9.1 Isolierung von DNA

50-100 mg Ileum und Leber wurden mittels Rotor-Stator in 500 µl Lysis-Puffer

homogenisiert, für 30 min bei 56°C geschüttelt und anschließend bei 14.000 rpm für 15 min

zentrifugiert. Der DNA-haltige Überstand wurde abgezogen und die DNA mit dem

identischen Volumen Isopropanol gefällt und anschließend bei 12.000 rpm pelettiert. Die

DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

3.9.2 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von RNA wurde das RNeasy Mini Kit von Quiagen benutzt, dem Protokoll

folgend die RNA isoliert und in 60 µl Rnase freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration

wurde photometrisch bestimmt.

3.9.4 Quantitative PCR

3.9.4.1 Quantifizierung der DNA von T. gondii

Für die Quantifizierung von T. gondii-DNA wurden Primer zur Amplifikation eines 162bp

langen Fragmentes des Cryptic Genes benutzt [169]. Für die quantitative PCR wurde das

LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes-Kit genutzt. 500 ng der Template-

DNA wurden mit 2 µl Enzymmix, 2 mM MgCl2, 1 µM jedes Oligonukleotid-Primers, 0,2 µM

3. Methoden



3. Methoden

38

der spezifischen Sonden zu einem Endvolumen von 10 µl in Light Cycler-Glaskapillaren

zusammengefügt. Die PCR wurde unter folgenden Konditionen durchgeführt: 10 min 95° C

zur initialen Denaturierung, 50 Zyklen  95° C für 10 sek, 52° C für 20 sek und 72° C für 30

sek. Zum Abschluss erfolgte ein Zyklus bei 40°C für 30 sek mit einem einzelnen

Aufnahmepunkt der Fluoreszenz am Ende. Als Negativkontrolle diente destilliertes Wasser.

Mit jedem Lauf wurde parallel eine Standardkurve der Fluoreszenz von einer

Verdünnungsreihe von 5 pg bis 500 pg T. gondii-DNA erstellt. Die Fluoreszenz wurde mittels

Light Cycler Data Analysis Software 3.5 berechnet. Zur  Bestimmung des Cp-Wertes

(Crossing points) wurde die Methode der zweiten Ableitung benutzt.

3.9.4.2 Quantifizierung von IL-17, IL-23p19, IL-22, MMP-2, MMP-9, TIMP-1

und TIMP-3

Die aus Organen gewonnene RNA wurde mit dem SuperScriptTM III Platinum One Step

Quantitative PCR System umgeschrieben und als cDNA gemessen. In Glaskapillaren wurde 1

µl RNA mit 3,5 mM MgSO4, 5% BSA, 0,5 µM Primer, 0,15 µM Sonden, 4%

SuperScriptTMIII RT/ Platinum Taq Mix und 2-fachen Enzymmix vermengt und im Light

Cycler analysiert. Die Reaktionskonditionen waren 1 Zyklus bei 60° C für 30 min (reverse

Transkription), 1 Zyklus bei 95° C für 2 min (Denaturierung), 45 Zyklen zur Amplifikation

bei 95° C für 5 sek/ 58° C für 7 sek/ 72° C für 5 sek, (10 sek bei der Amplifikation von

HPRT) mit einer Detektion der Fluoreszenz am Ende des letzten Zyklus. Als Negativ-

Kontrolle wurde destilliertes Wasser eingesetzt. Die Fluoreszenz wurde mittels Light Cycler

Data Analysis Software 3.5 berechnet. Zur Bestimmung des Cp-Wertes (Crossing point)

wurde die Methode der zweiten Ableitung benutzt.

Die Quantifizierung von IL-17 und IL-22 wurde durch die AG R. Sabat, Klinik für

Dermatologie, Charité Berlin vorgenommen [170].
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24 Std vor Bestrahlung wurden eine antibiotische Behandlung mit Neomycin (2 mg/ml) im

Trinkwasser begonnen. 16 Std vor der Bestrahlung wurde das Futter entfernt. C57BL6-

Wildtyp und IL-18-defiziente Mäuse wurden einer Cäsiumquelle (MPI, Berlin) ausgesetzt und

mit einer Dosis von 800 rad für 7 min und 30 sek bestrahlt.

3.10.2 Gewinnung und Transfer von Knochenmarkzellen und Milzzellen

Einen Tag nach Bestrahlung wurden Knochenmarkzellen für den Transfer in die bestrahlten

Tiere gewonnen. Dazu wurden C57BL/6-Wildtyp- und IL-18 defiziente Mäuse per cervikaler

Dislokation getötet; nach gründlicher Desinfektion wurden ihre Hinterläufe abgetrennt. Haut

und Muskulatur wurden von Femur und Tibia entfernt und die Pfoten im Tarsalgelenk

abgesetzt. Anschließend wurden Femur und Tibia im Kniegelenk voneinander getrennt. Die

Knochen wurden an beiden Enden aufgeschnitten und mit einer 26G Kanüle mit 10 ml

Medium (RPMI/5%FCS/0,5%PenStrep) gespült. Die in einer Petrischale aufgefangene

Zellsuspension wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren in eine Einzelzellsuspension

überführt, mit Medium auf 45 ml aufgefüllt und schließlich bei 300 g für 10 min bei 4°C

zentrifugiert. Das Pellet wurde zur Erythrozytenlyse für 5 min in 6 ml Lysispuffer

aufgenommen, mit Medium auf 45 ml aufgefüllt und erneut bei 300 g für 10 min bei 4°C

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml PBS aufgenommen, durch ein 70 µm Zellsieb

gegeben, erneut zentrifugiert und schließlich in 5 ml PBS aufgenommen. Die Zellen wurden

gezählt und in PBS auf 0,75 x 107 Zellen in 0,1 ml verdünnt.

Die Milzen wurden entnommen und Milzzellen, wie unter Punkt 3.7 beschrieben, gewonnen.

Die Verdünnung wurde ebenfalls auf 0,75 x 107 in 0,1 ml PBS eingestellt. Die Zellen aus

Knochenmark und Milz wurden 1:1 gepoolt. Die bestrahlten Tiere erhielten je 0,2 ml der

Zellsuspension i.v. durch Punktion der Schwanzvene.

3.10 Generierung von Knochenmarkchimären

3.10.1 Bestrahlung

3. Methoden
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durchflußzytometrischer Bestimmung des relativen Anteils von CD4+ und CD8+ Zellen im

Blut der Mäuse mit Chimärismus im Vergleich zu unbestrahlten Mäusen kontrolliert. Hierzu

wurde die Schwanzvene punktiert und ca. 30 µl Blut gewonnen, mit FACS Wash versetzt, bei

300 g für 10 min bei 4° C gewaschen und mit Lysispuffer versetzt. Nach Lysis der

Erythrozyten wurde erneut gewaschen, der Überstand dekantiert und die Zellen in 100 µl

FACS Wash mit anti-Fcγ-Antikörpern für 10 min auf Eis inkubiert (siehe 3.8.1).

Fluorochrom-markierte Antikörper gegen CD4 und CD8 wurden für 10 min hinzugegeben,

mit FACS Wash gewaschen, mit FACS Fix fixiert und im Durchflusszytometer gemessen.

Sobald der relative Anteil der Zellpopulationen in den bestrahlten Tiere dem Anteil in den

Kontrolltieren entsprach, wurde die Rekonstitution als erfolgreich bewertet und die Tiere in

den Versuch genommen.

3.10.3.1 Qualitative PCR

Das x- und y-Chromosom in den Knochenmarkschimären wurde mittels qualitativen PCR

nachgewiesen. Nach Isolierung der DNA aus Vollblut wurden in PCR-Tubes auf Eis Taq-

Puffer, Mg2+, der Primermix, dNTPs, Wasser, Taq-Polymerase und das Template

hinzugefügt. Die Denaturierung wurde für 5 min bei 94° C, das Annealing 30 sek bei 94° C,

anschließend die Amplifikation 45 sek bei 57° C, 45 sek bei 72° C und weitere 10 min bei 72°

C durchgeführt. Die Amplifikate wurden in einem 2%igen Agarosegel der Größe nach

aufgetrennt.

3.10.3 Kontrolle des Chimärismus und der Rekonstitution der Zellen

Um zu überprüfen, dass die Bestrahlung knochenmarkabhängige Zellen depletiert hatte,

wurden Kontrollmäuse bestrahlt, erhielten aber keinen Zelltransfer. Zur Kontrolle der

Rekonstitution mit Spenderzellen wurden als Empfänger ausschließlich weibliche, als

Donoren männliche Tiere verwendet und das y-Chromosom der Spenderzellen im Blut der

Empfängertiere nachgewiesen. Die Rekonstitution wurde in wöchentlichen Abständen mittels
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15 min in 50 ml A. dest. inkubiert. Nach Beladung mit je 10 µl Probe wurde es über Nacht bei

37° C in einem Puffer mit 50 mM Tris (pH 7,4), 5 mM CaCl2 und 1 mM ZnSO4 inkubiert.

Die Färbung erfolgte mit Coumassie BBR-250 für 20 min, entfärbt wurde mit 10%igem

Methanol und 10%iger Essigsäure, bis die Banden sichtbar wurden. Das Gel wurde

anschließend unter UV-Licht fotografiert.

3.12 Statistik

Von mehrfach bestimmten Messwerten wurden Mittelwert und Standardabweichung

berechnet. Soweit nicht anders angegeben erfolgte die statistische Signifikanzberechnung mit

dem t-Test (Student’s t-Test). Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als statistisch

signifikant angesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% (p>0,05) lag.

Darmbioptate an Tag 7 der Infektion entnommen und in 200 µl einer Lösung aus 0,5% Triton

X-100, 150 mM NaCl und 20 mM Tris (pH 7,4) homogenisiert. Nach 30 min Inkubation auf

Eis wurde die Suspension bei 10.000 g zentrifugiert, die Proteinkonzentration bestimmt und

Western Blot-Puffer hinzugefügt. Die Elektrophorese wurde auf einem Gel mit 9% Acrylamid

und 2 mg/ml Gelatine bei 200 V durchgeführt. Das Gel wurde hierfür je dreimal 30 min in 50

ml einer Lösung aus 2,5% Triton X-100 und 50 mM Tris (pH=7,4) und anschließend zweimal

3.11 Zymographie

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität der Matrixmetalloproteinasen bedienten wir uns

der Zymographie (AG K. Danker, Institut für Biochemie, CBF, Charité). Dabei wurden

3. Methoden
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4.1. Rolle der Untereinheiten von IL-12 in der protektiven Immunantwort

gegen T. gondii

Um die Bedeutung der beiden IL-12-Untereinheiten p35 und p40 in der protektiven

Immunantwort gegen T. gondii zu untersuchen, wurden Infektionsversuche in Gen-Knockout-

Mäusen durchgeführt. Neben dem Überleben wurden in diesen Mäusen das Gewicht,

histologische Veränderungen sowie die Zytokinspiegel im Vergleich zu den Kontrollmäusen

bestimmt. Mäuse mit einer Deletion des IRF-8-Gens und Mäuse mit einer Deletion des IL-18-

Gens wurden ebenfalls untersucht.

4.1.1. Klinischer Verlauf, Gewicht und Überleben von IL-12p35-/-, p40-/- und

p35/p40-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii

Alle Tiere zeigten nach 9 Tagen Krankheitssymptome wie raues Fell, Gewichtsverlust und

Apathie. Der Gewichtsverlust der infizierten Mäuse unterschied sich nicht signifikant (Abb.

5).
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Abb. 5: Darstellung des Körpergewichts (in Gramm) von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-,

IRF-8-/- und IL-18-/- Mäuse nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49; angegeben sind Mittelwerte aus

einem von drei repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe)
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Während Wildtyp- und IL-18-/- Mäuse keine weitere Verschlechterung der klinischen

Symptome durchmachten und die akute Infektion überlebten, zeigten IL-12p35-/-, p40-/-, und

p35/p40-/- und IRF-8-/- Mäuse fortschreitende Apathie und verstarben zwischen Tag 9 und 12

(Abb. 6).

Abb. 6: Überleben (in Prozent) von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/-

Mäuse nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49. Angegeben sind Werte aus einem von drei

repräsentativen Experimenten (n=4/Gruppe).

4.1.2. Histologische Veränderungen in IL-12p35-/-, p40-/- und p35/p40-/- Mäusen

nach Infektion mit 10 Zysten T. gondii

Histologisch fielen an Tag 9 zahlreiche entzündliche Infiltrate in Leber, Lunge und Herz der

infizierten Mäuse auf. In IL-12p35, p40, p35/p40 und IRF-8 defizienten Mäusen waren diese

Infiltrate im Vergleich zum Wildtyp und der IL-18-defizienten Mäuse großflächiger (Abb.

7A, B).
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Abb. 7: Darstellung lymphozytärer Infiltrate in der Leber von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-

12p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49 A. Graphische

Darstellung der Größe der Infiltrate, bestimmt mittels Zählraster (1mm2) bei 200facher Vergrößerung.

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines von drei repräsentativen Experimenten (n=3-

5/Gruppe); B. H&E gefärbte Schnitte der Leber, 200fache Vergrößerung.

A

B Wildtyp

IL-12p35/p40/-

IL-12p40-/-IL-12p35 -/-

IRF-8-/- IL-18-/-



45

4.1.3. Zahl der Parasiten in der Leber

Um den Einfluss der Untereinheiten von IL-12 auf die Vermehrung des Parasiten zu

untersuchen, wurde die Parasitenzahl in der Leber mittels Immunhistologie und Light-Cycler-

PCR bestimmt.

In der Leber der IL-12p35-/-, p40-/- und p35/p40-/- Tiere konnten signifikant höhere

Parasitenlasten als in Wildtyp- bzw. IL-18-/- Tieren detektiert werden (Abb. 8). Auch die

Parasitenlasten in den IRF-8-/- Tieren lagen signifikant über denen der WT- und IL-18-/- Tiere.

Im Vergleich dazu zeigten IL-18-/- Tiere gegenüber Wildtyp-Tieren keine erhöhten

Parasitenlasten. Die immunhistologischen Untersuchungen bestätigten die Ergebnisse der

Light-Cycler-PCR (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8: Darstellung der Parasitenlast in der Leber von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-

8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen eines von drei repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zum

Wildtyp,**p<0,05 im Vergleich zu IL-18-/- Mäusen).

4.1.4. Konzentrationen der Th1- und Th2-Zytokine in IL-12p35-/-, p40-/- und

p35/p40-/- Mäusen nach Infektion mit 10 Zysten T. gondii

Um die den oben beschriebenen Befunden zugrunde liegenden Immunantworten aufzudecken,

wurden Th1- und Th2- Zytokine bestimmt. In Homogenisaten von Milzen der IL-12p35-/-,
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p40-/-, p35/p40-/- und IRF-8-/- Mäuse fanden sich im Vergleich zu Wildtyptieren signifikant

niedrigere IFN-γ-Spiegel (Abb. 9A). Die IFN-γ-Konzentrationen in Organhomogenisaten der

IL-12p35-/-, p40-/- und p35/40-/- Mäuse unterschieden sich jedoch nicht. Im Gegensatz dazu

ließen sich in Homogenisaten der Milz und MLN der IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-/- und IRF-8-

/- Mäuse im Vergleich zu Wildtyp und IL-18-/- Tieren erhöhte TNF-α-Konzentrationen

nachweisen (Abb. 9B). Die Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 waren in IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-

/- und IRF-8-/- Tieren, nicht aber in Wildtyp- bzw. IL-18-/- Mäusen erhöht (Abb. 9C, D).

Ähnliche Ergebnisse wurden auch in MLN gefunden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 9: IFN−γ  (A), TNF-α (B), IL-4 (C) und IL-5 (D) Konzentrationen in Homogenisaten der Milz von

Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10

Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines von drei repräsentativen

Experimenten (n=3/Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zum Wildtyp, **p<0,05 im Vergleich zu IL-18-/- Mäusen).

4.1.5. IL-12- und IL-18-Konzentrationen nach Infektion mit T. gondii

IL-12p40- und IL-18-Konzentrationen wurden im Serum per ELISA bestimmt. Weder in IL-

12p35/p40-/-, noch in p40-/- oder IRF-8-/- Mäusen ließ sich IL-12p40 nachweisen, während

Wildtyp-, IL-18-/- und IL-12p35-/- Mäuse IL-12 in gleichem Maße produzierten.
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Abb. 10: Darstellung der IL-12p40-Werte im Serum von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-,

IRF-8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49. Angegeben sind Mittelwerte

und Standardabweichungen eines von drei repräsentativen Experimenten (*p<0,05 im Vergleich zum Wildtyp,

n=3/Gruppe).

Die IL-18-Spiegel der Wildtyp, IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-/- und IRF-8-/- Mäuse

unterschieden sich nicht signifikant; in IL-18-/- Mäusen konnte kein IL-18 nachgewiesen

werden.
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Abb. 11: Darstellung der IL-18 Werte in Homogenisaten der Milz von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-

12p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen eines von drei repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe, *p<0,05 im

Vergleich zu Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-8-/-).

* * *
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4.1.6. Rolle von IL-23 in der protektiven Immunantwort gegen T. gondii

Da die p40-Kette von IL-12 mit der p19-Kette das Zytokin IL-23 bildet und sogenannte Th17-

Zellen beeinflusst, wurde die IL-23-Expression sowie IL-17-Konzentrationen im Darm nach

Infektion bestimmt.

4.1.7. IL-23p19-Expression in IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-8-/-

und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii

In der quantitativen PCR aus Ileum und MLN ergab sich an Tag 9 kein Unterschied in der

Expression von IL-23 zwischen IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/- und dem

Wildtyp.
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Abb. 12: Expression von IL-23p19-RNA im Ileum von Wildtyp, IL-12p35-/-, IL-12p40-/-, IL-12p35/p40-/-, IRF-

8-/- und IL-18-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 10 Zysten T. gondii ME49, die Expression wurde mittels RT-

PCR im LightCycler gemessen. Angegeben sind gegen einen Kalibrator normalisierte Mittelwerte eines von 3

repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe).
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4.1.8. IL-17-Konzentrationen in Wildtyp-, IL-12p35-/-, p40-/-, p35/p40-/-, IRF-8-/-

und IL-18-/- Mäusen nach Infektion mit 10 Zysten T. gondii

Im ELISA fanden sich in Homogenisaten der Milz und MLN infizierter IL-12p35-/-, p40-/-,

p35/p40-/-, IRF-8-/- und IL-18-/- Mäuse keine messbaren IL-17-Konzentrationen (<5pg) ebenso

wenig in naiven Tieren (Daten nicht gezeigt).
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4.2 Die Rolle des proinflammatorischen Zytokins IL-23 in der Th1-

Immunpathologie nach oraler Infektion mit Toxoplasma gondii

Da IL-23 in Modellen mukosaler Pathologie und von Autoimmunerkrankungen eine wichtige

Rolle zugeschrieben wurde,  wurde die Rolle des IL-23 in der T. gondii-induzierten Th1-

Immunpathologie untersucht.

Wildtyp- und IL-23p19-defiziente Mäuse wurden mit 100 Zysten T. gondii per os infiziert

und der Infektionsverlauf anhand des Gewichts, Letalität, histopathologischer Veränderungen

und Zytokinwerten untersucht.

4.2.1. Gewicht und Überleben

Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäuse zeigten nach anfänglicher Gewichtszunahme ab Tag 5

zunehmend Krankheitssymptome wie gesträubtes Fell, gekrümmte Haltung und

Gewichtsverlust. An Tag 7 hatten Mäuse beider Gruppen bis zu 20% ihres Ausgangsgewichts

verloren (Abb. 13).
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Abb. 13: Gewichtsentwicklung von Wildtyp- und IL-23p19-/--Mäusen nach oraler Infektion mit 100 Zysten T.

gondii ME49. Angegeben sind Mittelwerte eines von drei repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe).

Während alle Wildtyp-Tiere zwischen Tag 7 und Tag 10 verstarben, überlebten 55% der IL-

23p19-/-  Tiere die akute Phase der Infektion (Abb. 14).
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Abb. 14: Überlebensraten von Wildtyp und IL-23p19-/- Mäuse nach oraler Infektion mit 100 Zysten T. gondii.

Dargestellt sind gepoolte Daten von zwei repräsentativen Experimenten (n=4-5/Gruppe).

4.2.2. Histopathologische Veränderungen und Parasitenlast im Darm von

Wildtyp und IL-23p19-/- Mäusen

In H&E-gefärbten Schnitten des Darmes wiesen Wildtyp-Mäuse 7 Tage nach Infektion

hochgradige Nekrosen des terminalen Ileums mit Verlust der Zottenstruktur und Blutungen

auf, während in IL-23p19-/- Mäusen lediglich Ödeme zwischen der Epithelschicht und der

Lamina propria sowie eine geringgradige Abschilferung von Epithelzellen in das Darmlumen

mit Exsudation zu beobachten war (Abb. 15). Die Auswertung der Veränderungen anhand des

standardisierten Scores (siehe 3.3.3.) ergab signifikant geringere histopathologische

Veränderungen in IL-23p19-/- im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen (Abb. 16).
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Abb. 15: Histologische Veränderungen im terminalen Ileum in Wildtyp- und IL-23p19-/-- Mäusen nach oraler

Infektion mit 100 Zysten T. gondii, H&E Färbung des terminalen Ileums von repräsentativen Wildtyp- (A, 100-

fache Vergrößerung, B, 200-fache Vergrößerung) und IL-23p19-/- (C, 100-fache Vergrößerung, D, 200-fache

Vergrößerung) Mäusen.

Abb. 16: Histopathologischer Ileitis-Score in Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen an Tag 7 nach Infektion mit

100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem von drei

repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe; *p ≤ 0,05).
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Um die Ursache für Unterschiede in den histopathologischen Veränderungen des Ileums zu

klären, wurde die Parasitenlast in Ileumbioptaten mittels qPCR untersucht. Im Ileum zeigte

sich kein signifikanter Unterschied der Erregerlast zwischen Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen

(Abb. 17).
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Abb. 17: Parasitenlast im Ileum von Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen nach oraler Infektion mit 100 Zysten T.

gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung aus einem von drei repräsentativen Experimenten

(n=3/Gruppe).

4.2.3. Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine (IL-12, IFN-γ, IL-6, IL-

17) in Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii

Um die Immunantwort zu charakterisieren,  wurden Konzentrationen von

proinflammatorischen Zytokinen in Serum, Ileum, MLN und Milz bestimmt. Die

Konzentrationen von IL-12p40 unterschieden sich nicht signifikant zwischen Wildtyp- und

IL-23p19-/- Mäusen.
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Abb. 18: IL-12p40-Konzentrationen in Kulturüberständen von IL-23p19-/- Mäusen im Vergleich zum Wildtyp

an Tag 7 nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii ME49. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen (Daten aus drei Experimenten gepoolt, n=3/Gruppe).

Während die IFN-γ-Konzentrationen in Serum und Organkulturüberständen der Milz und des

Ileums sich nicht zwischen Wildtyp und IL-23p19-/- Mäusen unterschieden, waren in MLN

der IL-23p19-/- im Vergleich zu Wildtyp Mäusen erhöhte IFN-γ-Konzentrationen nachweisbar

(Abb. 19A). Der Nachweis intrazellulärer IFN-γ-Sekretion ergab keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Mausstämmen (Abb. 19B).
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Abb. 19: IFN-γ-Konzentrationen in Organkulturüberständen und Serum von Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen

7 Tage nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen der

IFN-γ−Konzentrationen (A: ELISA) (n=3/Gruppe, Daten aus drei Experimenten gepoolt; p≤0,05) und (B)

Prozentzahl der IFN-γ -sezernierenden Zellen in MLN und Milz nach Stimulation mit PMA/Ionophor

(intrazelluläres FACS; n=4/Gruppe).

Die IL-6-Konzentrationen waren in der Milz nicht aber im Ileum der IL-23-/- Mäuse

signifikant höher als im Wildtyp.
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Abb. 20: IL-6-Konzentrationen in Organkulturüberständen von IL-23p19-/- im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 7

Tage nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen

(n=3/Gruppe, Daten aus drei Experimenten gepoolt; *p ≤ 0,05).

Da IL-23 die Sekretion von IL-17 durch Th17-Zellen aufrechterhält, wurden IL-17-

Konzentrationen in Milz, MLN und Ileum untersucht. Während IL-17 mittels

Durchflusszytometrie in MLN und Spleen nicht detektierbar war, zeigte sich in Organkulturen

der IL-23p19-/- Tiere im Ileum eine signifikant geringere IL-17-Sekretion als in Wildtyp-

* p ≤ 0,05
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Mäusen (Abb. 21). Im Ileum der beiden Mausstämme ließ sich mittels qPCR keine IL-17-

Expression nachweisen.
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Abb. 21: IL-17-Konzentrationen in Organkulturüberständen von IL-23p19-/- Mäusen im Vergleich zum

Wildtyp an Tag 7 nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen (n=3/Gruppe, Daten aus drei Experimenten gepoolt; *p ≤ 0,05)

Th17-Zellen produzieren neben IL-17 auch IL-22. Darmbioptate von IL-23-/- Mäuse zeigten

im Gegensatz zum Wildtyp eine signifikant geringere Expression von IL-22 (Abb. 22).
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Abb. 22: IL-22-Expression im Ileum von IL-23p19-/- Mäusen im Vergleich zum Wildtyp an Tag 7 nach

Infektion mit 100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem von drei

repräsentativen Experimenten (n=3/Gruppe; *p ≤ 0,05)
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4.2.4. Expression und Aktivität von Matrixmetalloproteinasen im Darm von IL-

23-/- Mäusen nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii

Gelatinasen wurde als Mitglieder der Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) eine

Beteiligung an chronisch entzündlichen Darmerkrankungen nachgewiesen [171, 172]. Da sie

durch IL-23 beeinflußt werden [100, 103], wurde die Expression und Aktivität der

Gelatinasen A (MMP-2) und -B (MMP-9) und ihrer Inhibitoren, den sogenannten „Tissue

Inhibitors of Metalloproteinases“ (TIMP) im Ileum untersucht.

Während sich auf RNA-Ebene kein Unterschied in der Expression von MMP-2 und MMP-9

im Ileum von Wildtyp- und IL-23p19-/- Mäusen fand (Abb. 23A), ließ sich mittels

Zymographie in IL-23-/- Mäusen eine geringere MMP-9- und MMP-2-Aktivität nachweisen

(Abb. 23C). Die Expression von TIMP-1 und -3 in Ileumbioptaten war in Wildtyp- und IL-

23p19-/- Mäusen nicht signifikant unterschiedlich  (Abb. 23B).
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Abb. 23: Expression und Aktivität von MMP-2 und MMP-9 im Ileum IL-23p19-/- Mäuse im Vergleich zum

Wildtyp an Tag 7 nach Infektion mit 100 Zysten T. gondii; A: MMP-2- und MMP-9-RNA-Konzentrationen, B:

TIMP-1- und TIMP-3-RNA-Konzentrationen, C: Aktivität von MMP-2 und MMP-9 (Zymographie),

(n=3/Gruppe).

4.3. IL-18 und dendritische Zellen in der Th1-Immunpathologie

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass IL-18 die Dünndarmpathologie induziert [7]. Da

jedoch sowohl antigenpräsentierende Zellen als auch Epithelzellen als Quelle des IL-18

infrage kommen, wurde die zelluläre Herkunft des IL-18 untersucht  [154, 162, 163]. Dazu

wurden Knochenmarkchimären aus Wildtyp- und IL-18-/- Tieren generiert, indem

C57BL6–Wildtyp-Mäuse letal bestrahlt und mit Zellen aus IL-18-/- Mäusen rekonstituiert

wurden. Daneben wurden Knochenmarkzellen aus IL-18-/- Tieren in Wildtyp-Tiere

transferiert. Der Transfer von Wildtyp-Zellen in Wildtyp-Mäuse sowie von IL-18-/- Mäusen

wurde zur Kontrolle ebenfalls vorgenommen.

 C
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Rezipienten Donoren   Zelluläre Quelle des IL-18

C57BL/6 C57BL/6   Epithel und/oder Knochenmark-abhängige - Zellen

IL-18-/- IL-18-/-   -

IL-18-/-  C57BL/6   Knochenmark-abhängige Zellen

C57BL/6 IL-18-/-   Epithel

Tab. 2  Schematische Darstellung der Zellverteilung

4.3.1. Suszeptibilität von Mäusen mit Knochenmarkchimärismus nach oraler

Infektion mit 100 Zysten T. gondii

Nach einer Rekonstitutionsphase von 3 Monaten wurden die Mäuse oral mit 100 Zysten des

T. gondii Stammes ME49 infiziert. 7 Tage nach Infektion fand sich bei allen Gruppen ein

signifikanter Gewichtsverlust, der sich jedoch nicht zwischen den Kontrolltieren und Mäusen

mit Chimärismus unterschied.
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Abb.24: Gewichtsverlauf in rekonstituierten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren 7 Tage nach oraler Infektion

mit 100 Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte (n=3-6/Gruppe).
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4.3.2. Histologische Veränderungen im terminalen Ileum nach oraler Infektion

mit 100 Zysten T. gondii

An Tag 7 nach oraler Infektion war in Wildtyp- und IL-18-/- Mäusen, die mit Knochenmark

von IL-18-/- Mäusen rekonstituiert worden waren, keine Dünndarmpathologie nachweisbar

(Abb. 25). Auch unbehandelte IL-18-/- Kontrolltiere zeigten keine Dünndarmpathologie. Im

Gegensatz dazu waren sowohl in IL-18-/- Mäusen, die mit Knochenmarkzellen aus Wildtyp-

Kontrolltieren rekonstituiert worden waren, als auch in unbehandelten Wildtyp-Kontrolltieren

Nekrosen der Dünndarmmukosa im Sinne einer Pan-Ileitis nachweisbar. Diese Ergebnisse

weisen darauf hin, dass die transferierten knochenmarkabhängigen Zellen die Quelle des IL-

18 und für die histologischen Veränderungen verantwortlich sind.

Abb. 25: Histologische Veränderungen im terminalen Ileum von Wildtyp und IL-18-/- Mäusen nach

Rekonstitution mit Knochenmarkzellen aus Wildtyp oder IL-18-/- Mäusen, 7 Tage nach oraler Infektion mit 100

Zysten T. gondii. Abgebildet sind H&E-gefärbte Schnitte des terminalen Ileums von repräsentativen Tieren in

100-facher Vergrößerung.

4.3.3. IL-18-Konzentrationen in Wildtyp- und IL-18-/- Mäusen nach Chimärismus

und oraler Infektion mit 100 Zysten T. gondii

Um die histologischen Veränderungen in den Mäusen mit Chimärismus mit der IL-18-

Sekretion zu korrelieren, wurden in Überständen von Milz-, Ileum- und MLN-Bioptaten die
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Konzentrationen von IL-18 mittels ELISA gemessen. Die IL-18-Konzentrationen waren

signifikant höher in Mäusen, die IL-18-kompetente Knochenmarkzellen besaßen als in

Mäusen, die mit Knochenmark von IL-18-/- Tieren rekonstituiert worden waren  (Abb. 26).
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Abb. 26: IL-18-Konzentrationen in Überständen aus Organkulturen von Wildtyp- und IL-18-/- Mäusen nach

Rekonstitution mit Knochenmarkzellen aus Wildtyp- oder IL-18-/- Mäusen an Tag 7 nach Infektion mit 100

Zysten T. gondii. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen (n=3-6/Gruppe).

Diese Ergebnisse bestätigen die histologischen Befunde. Die Induktion der Immunpathologie

nach oraler Infektion mit T. gondii wird demnach vorwiegend durch die Sekretion von IL-18

durch Knochenmark-abhängige Zellen, am ehesten Makrophagen und dendritische Zellen,

vermittelt.
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In der vorliegenden Arbeit wurden essentielle Faktoren der Abwehr gegen den obligat

intrazellulären Parasiten T. gondii in Modellen protektiver und schädigender Immunantworten

untersucht. Die Zytokine IL-12 und IL-18 spielen durch ihre Fähigkeit zur Induktion einer

Th1-Immunantwort eine entscheidende Rolle bei der Abwehr intrazellulärer Infektionserreger

[67-69]. Die Bedeutung der zwei Untereinheiten p35 und p40 des IL-12 ist für einige

intrazelluläre Erreger, nicht aber für die orale (natürliche) Infektion mit T. gondii geklärt [36,

77-80, 139, 150]. Neben der zentralen Rolle bei der Abwehr von Infektionserregern wurde IL-

12 auch für durch Immunpathologie gekennzeichnete Erkrankungen wie Rheumatoide

Arthritis und chronisch-entzündliche Darmerkrankungen als essentiell beschrieben [84].

Neuere Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass nicht IL-12 sondern das aus der IL-

12-Untereinheit p40 und dem p19-Molekül gebildete Zytokin IL-23 die bedeutendere Rolle

bei der Induktion von Immunpathologie, vermutlich durch die Induktion von sog. Th17-

Zellen, spielt [100-103].

5.1 Welche Rolle spielen die Untereinheiten p35 und p40 des  IL-12 in der

oralen Infektion mit 10 Zysten T. gondii?

Um die Bedeutung von p35 und p40 im Verlauf der natürlichen (oralen) Infektion mit T.

gondii zu klären, wurden Mäuse mit Defizienzen in IL-12p35, -p40 und -p35/p40 oral mit

dem zystenbildenden Stamm T. gondii ME49 infiziert. Dabei zeigte sich kein signifikanter

Unterschied in Überlebenszeit, Parasitenlast, und Zytokinkonzentrationen zwischen den

verschiedenen IL-12-defizienten Mäusen. IL-12p35-/-, p40-/- und p35/p40-/- waren im

Gegensatz zu Kontrollmäusen nicht in der Lage, ausreichend IFN-γ zu produzieren und

entwickelten eine kompensatorische Th2-Immunantwort mit Produktion von IL-4 und IL-5.

Gleichwertige Bedeutung haben p35 und p40 auch für die Abwehr von L. major, T. cruzi und

bei hochdosierter Infektion mit S. Enteritidis. In mit L. major infizierten, IL-12-defizienten

Mäusen konnte ebenfalls eine kompensatorische Erhöhung Th2-assoziierter Zytokine

festgestellt werden [173].
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Unterschiedliche Bedeutungen der p35 und p40-Ketten fanden sich dagegen bei Infektionen

mit Mykobakterien. So sind p35-/- und Wildtyp-Mäuse im Gegensatz zu Mäusen mit einer

Defizienz im p40-Gen in der Lage, M. bovis [36] vollständig zu eliminieren und zeigen eine

erhöhte Resistenz gegen M. tuberculosis [79] und M. avium [78]. p35p40-/- Mäuse zeigten im

Vergleich zu IL-12p35 defizienten Tieren und dem Wildtyp eine erhöhte Bakterienlast nach

Infektion mit M. bovis und entwickelten eine chronische Infektion. Während Wildtyp- und

p35-/- Mäuse eine effiziente Immunantwort mit im Zeitverlauf sinkender Granulom- und

Bakterienzahl zeigten, waren die Granulom- und Bakterienzahlen in p35/40-/- Mäusen

konstant hoch [36].

Gegenüber der Infektion mit M. tuberculosis sind p40-/- Mäuse suszeptibler als p35-/- Mäuse;

p35-/- Mäuse wiesen einen signifikanten Überlebensvorteil gegenüber p40-/- Mäusen auf, der

mit einer erhöhten Bakterien-Clearence und einer verstärkten antigenspezifischen IFN-γ-

Produktion einherging [79]. p40-/- Mäuse wiesen im Vergleich zu p35-/- Mäusen eine erhöhte

Bakterienlast in der Lunge, allerdings keinen Unterschied in der Granulombildung und der

IFN-γ-Sekretion auf [78]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der p40-Kette in der

Mykobakterien-Infektion im Gegensatz zur Infektion mit T. gondii wie auch Infektionen mit

Leishmanien und Salmonellen eine wichtigere Rolle als der p35-Kette zukommt.

Liebermann et al. konnten 2004 zeigen, dass Mäuse mit einer p35-Defizienz die

intraperitoneale Infektion mit dem thermosensitiven ts4-Stamm von T. gondii besser

kontrollierten als Mäuse mit einer p40-Defizienz [83]. Neben einer verlängerten

Überlebenszeit fand sich eine leicht erniedrigte Parasitenlast bei p35-/- Tieren. In der

vorliegenden Arbeit fand sich nach oraler Infektion mit T. gondii ME49 kein Unterschied in

der Überlebenszeit und der Parasitenlast in IL-12p35-, p40- und p35/p40-defizienten Mäusen.

Im von Lieberman et al. genutzten Modell zeigten p35-/- Mäuse im Vergleich zu p40-/-

Mäusen nach i.p.-Infektion mit dem virulenteren ME49-Stamm eine geringere Parasitenlast,

jedoch keinen Überlebensvorteil.

Die Abwehr von Francisella tularensis [174] sowie Cryptococcus neoformans [175] ist bei

Fehlen der p35-Kette weniger eingeschränkt als bei Fehlen des p40 Proteins. Die Infektion

mit F. tularensis überleben sowohl p35-/- als auch p40-/- Mäuse. Jedoch sind  p40-/- Mäuse im

Unterschied zu p35-/- Mäusen nicht in der Lage, den Erreger zu eliminieren. Die IFN-γ-

Spiegel der IL-12p40- und IL-12p35-defizienten Mäuse sind dabei im Vergleich zum Wildtyp

gleichermaßen verringert [174]. Nach Infektion mit C. neoformans starben p40-/- Mäuse

früher als p35-/- Mäuse und zeigten eine erhöhte Erregerzahl in der Lunge, der Leber, der Milz

und im Hirn. Während T-Zellen des Wildtyps in der Lage waren, große Mengen von IFN-γ zu
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synthetisieren, zeigten p35- und p40-defiziente Mäuse eine gleichsam verringerte

Ausschüttung von IFN-γ [175]. Im Gegensatz zur oralen Infektion mit T. gondii spielt p40

also in beiden Infektionsmodellen eine p35-unabhängige Rolle, die jedoch vermutlich nicht

IFN-γ-vermittelt ist, da sich wie auch in der T. gondii-Infektion keine Unterschiede der IFN-γ-

Produktion nachweisen lassen.

Da IL-12p35-/- Mäuse in der Lage sind, IL-23 (p19+p40) zu synthetisieren und

Überlebensvorteile gegenüber p40-defizienten Tieren nach Infektion mit Mykobakterien [36,

77-80] aufweisen, könnte die erhöhte Resistenz auf der Produktion von IL-23 basieren. p35-/-

Mäuse weisen eine gegenüber p19-/- Mäusen verminderte Resistenz gegen Mykobakterien auf

[77]. Auch IL-12p35/IL-23p19-/- weisen im Vergleich zu p35-/- Mäusen geringere CD4+

Zahlen auf, was für eine gewisse antibakterielle Bedeutung des IL-23 spricht [176].

Während in der Lunge von mit M. bovis oder M. tuberculosis infizierten Mäusen eine

verstärkte IL-23p19-Expression festgestellt wurde [36, 79, 176], konnte in der vorliegenden

Arbeit nach oraler Infektion mit T. gondii keine erhöhte Expression des IL-23p19 Gens im

Ileum nachgewiesen werden. Auch in der Infektion mit C. neoformans wirkte IL-23 fungizid

und kompensierte partiell eine IL-12-Defizienz [98, 99].

Lieberman et al. untersuchten die Wirkung von IL-23 in der intraperitonealen Infektion mit T.

gondii [83]. Die Behandlung von IL-12p40-/- Mäusen mit rekombinantem IL-23 resultierte in

einer erhöhten Resistenz. IL-23p19-/- Mäuse waren jedoch ebenso wie der Wildtyp resistent

gegenüber dem Erreger. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass IL-23 nur eine sehr

beschränkte Rolle in der Abwehr der Infektion mit T. gondii spielt.

Neben der Bindung der p40-Kette an die p19-Kette stellt das Homodimer IL-12p80 eine

zweite Möglichkeit der Kompensation des Fehlens von IL-12p35 dar. Als rekombinantes

Protein verabreicht bewirkt IL-12p80 bei IL-12p40-/- Mäusen einen partiellen Schutz gegen

die Infektion mit M. bovis [36]. Ehlers et al. postulieren, dass eher IL-12p80 als IL-23 eine

Rolle in der Abwehr von Pathogenen wie M. avium spielt [78]. Bislang ist die Rolle des IL-

12-Homodimers in der Infektion mit T. gondii nicht untersucht, ein IL-12p80-ELISA zeigte

jedoch keine Unterschiede in der p80-Produktion in IL-12p35-, p40- bzw. p35p40-defizienten

Mäusen an (Daten nicht gezeigt). Nach Infektion mit L. major zeigte IL-12p80 allerdings eine

IL-12p70-antagonistische Wirkung und erhöhte die Suszeptibilität von Balb/c-Mäusen im

Vergleich zu unbehandelten Mäusen entscheidend [177].
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Vergleicht man T. gondii mit anderen Pathogenen wie z.B. M. tuberculosis und C .

neoformans, die durch IL-23 eine Defizienz des IL-12p35/p40 kompensieren, wäre nun von

Interesse, wie das Verhältnis der IL-12- zur IL-23-Expression reguliert wird, ob und wie die

Zytokine interagieren und über welche Mechanismen IL-23 die Erregerabwehr beeinflußt.

Smits et al. fanden heraus, dass gram-positive Bakterien die IL-12-Expression stärker

stimulieren als die IL-23-Expression [178]. Außerdem wurden Unterschiede in der IL-12/IL-

23-Balance festgestellt, je nachdem, ob lysiertes Bakterienmaterial oder ganze Bakterien

genutzt wurden [179]. Auch wird postuliert, dass die Balance zwischen bioaktivem IL-

12p35/p40 und IL-23 von der Aktivierung unterschiedlicher TLRs abhängt ist. So führt eine

Aktivierung von TLR-4 in humanen DCs zur Expression von p35, p40 und p19, während

Peptidoglycan, ein TLR-2-Ligand, eher zur IL-23 als zur p35 Expression führt. Die CpG-

Bindung an TLR-9 der Maus bewirkt hingegen die Expression von IL-12p70 [93, 94, 180].

Bekannt ist weiterhin, dass nach der Infektion mit BCG IFN-γ die Expression von IL-23

zugunsten von IL-12 unterdrückt, was eine geringere IL-17-Produktion zur Folge hat [181].

IL-23 ist wichtig zur Aufrechterhaltung von Th17-Zellen, die IL-17 und IL-22 produzieren

[182, 183]. In der pulmonalen Infektion mit dem extrazellulären Bakterium Klebsiella

pneumoniae wurde nachgewiesen, dass sowohl die IL-12p70-induzierte IFN-γ-Ausschüttung

als auch die IL-23-vermittelte IL-17-Produktion eine essentielle Rolle spielen [99, 184]. IL-17

bewirkt im Rahmen der Infektion unter anderem eine Ausschüttung von G-CSF und somit

eine Aktivierung von nGZ, was für die Abwehr extrazellulärer Erreger elementar ist [99,

184]. Im Fall der Infektion mit T. gondii wurde ebenfalls eine IL-17R-vermittelte

Granulozytenmigration als essentiell für die Abwehr der Infektion postuliert [109]. Im

Verlauf der oralen Infektion mit 10 Zysten T. gondii konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch

keine IL-17-Sekretion oder IL-17-Expression in Milz und MLN nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es in der niedrig dosierten, oralen Infektion mit

T. gondii ME49 keinen Unterschied in der Bedeutung von IL-12p35 und p40 gibt und IL-

23p19 sowie IL-12p80 eine untergeordnete Rolle spielen. Die Bedeutung von IL-12p40

scheint somit in Abhängigkeit des Infektionsmodells zu variieren.
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5.2 Ist IL-18 essentiell für die protektive Immunantwort nach oraler

Infektion mit 10 Zysten von T. gondii?

Während IL-18-/- und IL-12p35/p40-/--Mäuse nach der Infektion mit anderen intrazellulären

Erregern wie L. monocytogenes eine höhere Parasitenzahl aufwiesen und früher starben als

der Wildtyp [185], scheint IL-18 keine essentielle Bedeutung für die Resistenz gegenüber

einer oralen Infektion mit 10 Zysten T. gondii zu haben.

Die Sterblichkeit, die Parasitenzahlen und die IFN-γ-Produktion der IL-18-/- Mäuse

entsprachen denen des Wildtyps, während die IL-12p35-, p40- und p35/40- defizienten Mäuse

eine gegenüber dem Wildtyp erhöhte Mortalität und eine deutlich erhöhte Parasitenzahl

aufwiesen. In ähnlicher Weise war auch im Verlauf der i.p. Infektion mit T. gondii nach

Neutralisation von IL-18 mittels spezifischer Antikörper eine geringe Senkung der initialen

IFN-γ-Ausschüttung, nicht aber eine verminderte Parasitenabwehr zu beobachten [186].

In mit S. Typhimurium infizierten Mäusen zeigten Price et al., dass IL-18 zwar einen Einfluss

auf die frühe IFN-γ-Ausschüttung hat, im späteren Verlauf der Infektion aber entbehrlich wird

[187]. Zu gleichen Ergebnissen kamen Murray et al. 2006 in einem Mausmodell der Infektion

mit L. donovani [71].

Ein anderes Bild zeigt sich in Infektionsmodellen mit extrazellulären Erregern. Nach der

Infektion mit Y. enterocolitica beeinflußt das IL-18 einerseits die IL-12-abhängige IFN-γ-

Ausschüttung, andererseits besteht ein IL-12- und IFN-γ-unabhängiger antibakterieller Effekt

[188]. Auch nach einer Infektion mit S. pneumoniae zeigte sich bei IL-18-/-, nicht jedoch bei

IL-12p35/p40-/--Mäusen eine deutlich erhöhte Erregerlast [189]. Die antibakterielle Wirkung

von IL-18 gegen S. pneumoniae war sowohl vom Mausstamm (BALB/c sind suszeptibel,

C57BL/6 nicht) als auch vom Erregerstamm und dem Infektionsweg abhängig [150]. Durch

die Infektionen mit T. cruzi und P. aeruginosa konnte gezeigt werden, dass IL-18 einen IL-

12-unabhängigen Effekt auf die Ausschüttung von IFN-γ durch T-Zellen und somit die

Erregerabwehr ausübt [146, 149].

Weitere IL-12–unabhängige Wirkungen des IL-18 sind z.B. der gesteigerte Einstrom von

nGZ, vermutlich durch Steigerung der ICAM-1-Expression [190]. Auch die TNF-α-Sekretion

nach der Infektion mit P. aeruginosa wurde als IL-18-abhängig beschrieben [149]. In der

vorliegenden Arbeit konnten nach der Infektion mit T. gondii nGZ in der Leber, der Lunge

und der Milz nachgewiesen werden, die Anzahl unterschied sich jedoch nicht zwischen       
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IL-18-/- und Wildtypmäusen (Daten nicht gezeigt). Auch die TNF-α-Sekretion in IL-18-/-

entspricht der des Wildtyps.

Interessanterweise spielt das IL-18 jedoch eine wichtige Rolle im Rahmen der hochdosierten

Infektion mit 100 Zysten des gleichen T. gondii-ME49-Stamms; die in diesem Modell

beobachtete Th1-Typ-Immunpathologie im terminalen Ileum ist IL-18-abhängig [2]. IL-18

scheint somit keinen wesentlichen Einfluss auf die Parasitenabwehr zu haben, induziert aber

überschießende Immunantworten durch synergistische oder additive Wirkung mit IL-12.

5.3 Welche Zellen sezernieren das für die Immunpathologie essentielle IL-

18?

In der Darmschleimhaut wird IL-18 vornehmlich in Epithelzellen, Makrophagen und DCs

exprimiert [154, 162, 163]. Bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen

kommt es zu einer vermehrten Expression im entzündeten Darmgewebe [154, 162]. Durch die

Generierung von Knochenmarkschimären konnte nachgewiesen werden, dass

knochenmarksabhängige Zellen, also vermutlich DCs und/oder Makrophagen, nicht aber

knochenmarksunabhängige Zellen wie Epithelzellen die Hauptproduzenten von IL-18 sind

und so die T. gondii-induzierte Ileitis induzieren.

Pizarro et al. wiesen 1999 nach, dass sowohl Epithel- als auch mononukleäre Zellen der

Lamina propria des Darms eine deutliche IL-18-mRNA-Expression in durch Morbus Crohn

verursachten Läsionen aufweisen, wobei die Expression in den Epithelzellen überwog.

Immunhistologisch konnte festgestellt werden, dass Epithelzellen konstitutiv IL-18

produzieren, sich in Läsionen jedoch eine Zunahme der Produktion und Ausdehnung in Zellen

der Lamina propria, höchstwahrscheinlich Makrophagen und DCs, findet [154]. Siegmund et

al. zeigten 2001 mithilfe konfokaler Lasermikroskopie, dass Enterozyten in der DSS-Kolitis

vermehrt  IL-18 produzieren [159].

Kanai et al. bedienten sich 2001 der Depletion von Makrophagen durch Saponin-gekoppelte

Antikörper gegen das makrophagenspezifische α-Integrin MAC-1 (CD11b). Im Modell der

TNBS-Kolitis konnte so eine signifikante Verminderung der pathologischen Veränderungen

in behandelten Mäusen nachgewiesen werden; nach Behandlung mit anti-IL-18 und in IL-18-/-
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Mäusen wurden gleiche Befunde erhoben [160]. Somit scheint den knochenmarksabhängigen

Zellen eine wichtigere Rolle in der IL-18-Produktion zuzukommen als den Epithelzellen.

2004 postulierten Reuter und Pizarro, dass die IL-18-Produktion durch Epithelzellen in der

frühen Phase chronisch inflammatorischer Darmerkrankungen eine IL-11-abhängige

Schutzfunktion ausübt [191]. IL-11 soll hierbei von IL-18 induziert zu Epithelzellproliferation

führen, die Apoptose verhindern und die Barrierefunktion erhalten. Im chronischen Verlauf

beschrieben Pizarro et al. eine vorwiegende IL-18-Produktion durch Makrophagen und DCs

[154]. Die Sekretion von IL-18 durch DCs und Makrophagen wirkt hier synergistisch mit  IL-

12 auf die IFN-γ-Ausschüttung und verstärkt somit die Th1-Immunantwort [192]. Inzwischen

wird untersucht, ob IL-18 auch eine IL-23-synergistische Rolle bei der Induktion der IL-17-

Expression zufällt [23].

Interessant ist, dass Mäuse mit Knochenmarkchimärismus eine geringer ausgeprägte

Immunpathologie aufwiesen als die nicht-bestrahlten Kontrolltiere. Hier könnte eine

bestrahlungsabhängige Veränderung der kommensalen Darmflora, die ihrerseits die

Immunpathologie entscheidend beeinflusst [193], eine Rolle spielen.

5.4 Welche Rolle spielt IL-23 in der Entwicklung der Dünndarm-

Immunpathologie?

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen des Menschen wie Morbus Crohn sind durch die

Einwanderung von CD4+ T-Zellen in die Darmmukosa gekennzeichnet. Über lange Zeit

wurde IL-12 und eine dadurch ausgelöste überschießende Th1-Antwort für die Pathologie

verantwortlich gemacht. Die Infektion mit 100 Zysten T. gondii löst eine der

Immunpathogenese des M. Crohns ähnliche Kaskade von Immunmechanismen aus. So konnte

gezeigt werden, dass die Behandlung von Mäusen, die mit 100 Zysten des ME49-Stammes

von T. gondii infiziert worden waren, mit Antikörpern gegen IL-12 oder aber IL-18 die

Entwicklung der Th1-Typ Immunpathologie blockierte [7]. 2003 wurde erstmals berichtet,

dass IL-23, welches wie IL-12 eine p40-Kette besitzt, und nicht IL-12 die Pathologie der EAE

[100] und der CIA induziert [101]. Auch Patienten mit Psoriasis weisen eine erhöhte IL-

23p19-Expression in entzündlichen Hautarealen auf [194].
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2006 konnten 3 Arbeitsgruppen nachweisen, dass dem IL-23 eine wichtigere Rolle als dem

IL-12 bei intestinaler Entzündung in unterschiedlichen experimentellen Modellen zukommt

[104, 105]. In verschiedenen Modellen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen konnte

gezeigt werden, dass eine Defizienz in IL-23 protektiv auf die Ausbildung einer Pathologie

wirkt. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Bedeutung von IL-23 für die  T. gondii-

induzierte Immunpathologie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass IL-23-defiziente

Mäuse eine geringer ausgeprägte Entzündung im Darm aufwiesen und einen signifikanten

Überlebensvorteil gegenüber Wildtypmäusen nach einer Infektion hatten. Uhlig et al.

postulierten 2006 eine differentielle Aktivität von IL-12 und IL-23. Während RAG1-/-/p35-/--

Mäuse eine durch die Gabe von anti-CD40-Antikörper induzierte Kolitis entwickeln, zeigen

RAG1-/-/p19-/- Mäuse keine gastrointestinale Symptomatik sondern systemische

Entzündungszeichen wie Gewichtsverlust und Splenomegalie [102].

Ein Grund für die differentielle Aktivität von IL-12 und IL-23 könnte die Regulation der

Expression durch unterschiedliche TLR-Stimuli und die Zytokinumgebung sein. Ebenso

denkbar wäre eine parallele Induktion von Th1- und Th17-Zellen.

Im Rahmen mykobakterieller Infektionen konnte eine parallele Induktion von Th1- und Th17-

Zellen nachgewiesen werden, wobei die Th1-Antwort überwiegt [176]. Während IFN-γ die

IL-12p70-Produktion steigert und die IL-23-Produktion senkt, blockiert IL-17 die IL-12-

Produktion und steigert die IL-23-Ausschüttung [181, 195].  Auch in

Stimulationsexperimenten mit Ovalbumin-spezifischen T-Zellen konnte gezeigt werden, dass

IFN-γ die Differenzierung IL-17-produzierender Zellen inhibiert [196, 197].

In mehreren Modellen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen wurde gezeigt, daß IL-23

eine Zytokinkaskade in Gang setzt, der erhöhte Spiegel von TNF-α, IL-6, IFN-γ und IL-17

folgen [198]. Das von Th17-Zellen sezernierte IL-17 wurde bislang als wichtiger Faktor für

die Induktion von einer Immunpathologie angesehen [100-106]. Hue et al. konnten im Darm

von Mäusen mit Helicobacter-induzierter Kolitis eine erhöhte IL-17-Expression im Vergleich

zu gesunden Kontrolltieren nachweisen [105]. Eine Behandlung mit anti-p19 bewirkte eine

Senkung der IFN-γ-, IL-6- und IL-17-Konzentrationen und verringerte den Schweregrad der

Kolitis. Im Transfer-Kolitis-Modell zeigten Darm und MLN von p19/RAG-/- Mäusen eine

verminderte IFN-γ- und IL-17-Ausschüttung [105]. Da IL-23-/- Mäuse gegenüber der

T.gondii-induzierten Ileitis resistent sind, wurde in Wildtyp-Mäusen eine Induktion von Th-

17-Zellen und IL-17-Produktion erwartet. Nach der Infektion mit T. gondii fanden sich auf

Proteinebene in unterschiedlichen Organsystemen in Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu IL-23-

/- Mäusen eine signifikant höhere IL-17-Konzentration, eine signifikant höhere IL-6
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Produktion und eine signifikant verringerte IFN-γ-Produktion. Diese Ergebnisse stützen die

Rolle der IL-23/IL-17-Kaskade. Auf mRNA-Ebene war jedoch kein IL-17 nachweisbar. Da

IL-12-induziertes IFN-γ die Differenzierung von Th17-Zellen blockieren kann [25, 196, 197],

müssen zukünftige Untersuchungen klären, ob die T. gondii-induzierte Immunpathologie IL-

23-abhängig, aber IL-17-unabhängig ist. Da Th-17-Zellen neben IL-17 auch IL-22

produzieren können [182] und in IL-23p19-defizienten Mäusen eine verminderte IL-22-

Konzentration nachgewiesen werden konnte, werden zukünftige Arbeiten auch die Funktion

dieses Zytokins untersuchen.

Für die Parasitenkontrolle erscheint IL-23 bei der oralen Infektion mit T. gondii entbehrlich.

Im Gegensatz zu IFN-γ-/- und auch IL-12p35/p40-/- Mäusen sterben IL-23-/- Mäuse nicht an

einer unkontrollierten Parasitenreplikation und zeigen auch keine erhöhte Parasitenlast.

Sollten IL-17 und/oder IL-22 für die T. gondii-induzierte Pathologie verantwortlich sein, so

stellt sich weiterhin die Frage nach dem Effektormechanismus. Eine Imbalance zwischen

MMPs und TIMPs spielt in chronisch entzündlichen Darmerkrankungen eine wichtige Rolle

[171, 199, 200]. In Mausmodellen der CED konnte ein Einfluss der Gelatinasen MMP-2 und -

9 auf die Pathologie gezeigt werden [201, 202]. In der vorliegenden Arbeit fand sich in IL-

23p19-defizienten Mäusen eine verminderte Aktivität der Gelatinasen A und B, was auf eine

Regulation der MMPs durch IL-23 hinweist.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die T. gondii-induzierte Immunpathologie des

Darmes IL-23-abhängig ist. Der Effektormechanismus wird derzeit in der Arbeitsgruppe

untersucht. Abb. 27 zeigt eine schematische Darstellung der Immunpathogenese der oralen

Infektion mit 100 Zysten T. gondii.  
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Abb. 27: Modell der T. gondii- induzierten Th1/Th17-Immunpathologie
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6. Zusammenfassung

Die Bedeutung von IL-12 und IL-23 in der Immunantwort gegen Toxoplasma gondii

Nach Infektion mit T. gondii kommt es zu einer protektive Immunantwort vom Th1-Typ, die

durch die IL-12-vermittelte IFN-γ-Produktion charakterisiert ist. Nach einer Hochdosis-

Infektion entwickelt sich in empfänglichen Mäusen eine überschießende Th1-Immunantwort,

die abhängig von IL-12 ist und der Immunpathologie des Morbus Crohn des Menschen

gleicht. IL-12 besteht aus zwei Untereinheiten, p35 und p40, von denen p40 auch in dem

kürzlich entdeckten IL-23 vorkommt.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Mausmodellen protektiver und überschießender

Infektionen mit T. gondii der Einfluß der unterschiedlichen IL-12-Untereinheiten und des IL-

23 untersucht. Dazu wurden Mäuse mit einer genetischen Deletion verschiedener IL-12-

Untereinheiten oral mit einer niedrigen Dosis T. gondii infiziert. Die Überlebensrate,

Parasitenlast und das Zytokinmuster unterschied sich nicht signifikant zwischen den Mäusen

mit genetischer Deletion der p35, p40 oder beider IL-12-Ketten. Im Vergleich zum Wildtyp,

der zu 100% überlebte, starben alle IL-12-/- Mäuse zwischen Tag 10 und 15. Sie zeigten eine

erhöhte Parasitenlast bei geringerer IFN-γ-Sekretion sowie eine erhöhte TNF-α- und Th2-

Zytokinausschüttung. Im Gegensatz dazu kontrollierten Mäuse mit einer Defizienz des IL-18-

oder IL-23-Gens die Infektion mit 10 Zysten entsprechend der Wildtypkontrolle. Die beiden

IL-12-Untereinheiten p35 und p40 scheinen somit gleichsam essentiell für den Aufbau einer

protektiven Immunantwort gegen T. gondii zu sein, während IL-18 und IL-23 für die

Kontrolle des Parasitenwachstums und damit für den Aufbau einer protektiven Immunantwort

entbehrlich sind. Weiterhin wurde die Rolle von IL-23 im Modell der überschießenden

Immunantwort auf eine Infektion mit T. gondii, die sich als Dünndarmpathologie manifestiert,

untersucht. Im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen, die zu 100% verstarben, überlebten 75% der

IL-23-/- Mäuse und wiesen keine Nekrosen im Dünndarm auf. Interessanterweise konnte die

IL-17-Sekretion als erniedrigt nachgewiesen werden, während die IL-22-Expression im Darm

von Wildtyp- nicht aber von IL-23-defizienten Mäusen erhöht war. Weiterführende Arbeiten

werden zeigen müssen, ob sich nach einer 100 Zysten-Infektion eine IL-23-abhängige, aber

IL-17-unabhängige Immunpathologie entwickelt und welche Rolle in diesem Zusammenhang

die sogenannten Th17-Zellen und IL-22 spielen.
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Im letzten Teil der Arbeit wurde anhand von Knochenmarkschimären festgestellt, dass das für

die Immunpathologie wichtige IL-18 von Knochenmarkszellen, nicht aber von Epithelzellen

produziert wird. Somit sind vermutlich Makrophagen und/oder dendritische Zellen die

Hauptquelle des IL-18. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten somit wichtige

Beiträge zur Kenntnis über protektive und schädigende Immunantworten gegen T. gondii

erbringen.
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6. Summary

The impact of  IL-12 and IL-23 on immune response to Toxoplasma gondii

Following infection with Toxoplasma gondii a protective Th1-immune response is induced,

characterized by IL-12 associated IFN-γ-production. Following high-dose infection,

suszeptible mice develop a Th1-induced immunopathology, which is depending on IL-12 and

similar to Crohns disease in humans. IL-12 contains two subunits, p35 and p40. p40 is also

part of the recently discovered IL-23. This study examines the influence of the different

subunits of IL-12 and IL-23 on immunity using murine modells of protectiv and detrimental

immune responses.

Therefore mice with different genetic deletions of IL-12-subunits were infected with a low

dose of T. gondii. Survival, parasite load and cytokine release did not differ comparing mice

with a deletion in p35, p40 or both subunits. Comparing to wildtype animals, which survived

up to 100%, IL-12-deficient mice all died after 10-15 days of infection. They displayed an

increase in parasite load accompanied by decreased IFN-γ-secretion and an increase in TNF-

α- and Th2-cytokine-release. In contrast to IL-12-deficient mice, mice deficient in IL-18

controlled infection with 10 cysts. P35 and p40 both seem to be equally essentiell for

protective immune responses to T. gondii, whereas IL-18 is dispensable for control of parasite

replication and protective immune responses.

Furthermore, the role of IL-23 in a modell of Th1-induced immunopathology follwing high-

dose infection with T. gondii, which results in immunopathology in the terminal ileum, was

examined. Compared to wildtype mice, which died up to 100%, 75% of IL-23-/- mice survived

without any signs of necrosis in the ileum. Interestingly, no IL-17-expression could be shown

in the gut, whereas in the terminal ileum of wildtype mice IL-22-expression but not IL-23-

expression was increased. Future studies have to reveal, if immunopathology following high-

dose infection with T. gondii is IL-23-dependent but indepent of IL-17, and examine the role

of so called Th17 cells and IL-22.

In the concluding part of this study a model of bone marrow chimeras was used to show that

the ammount of IL-18, which is essentiell for development of immunopathology is secreted

by bone marrow descending cells, but not by epithelial cells. Therefore it is postulated that

macrophages and/or dendritic cells resemble the main source of IL-18.
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These results provide important contributions to knowledge and understanding of protective

and detrimental immune responses to T. gondii.
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Kürzel Bezeichnung

°C Grad Celsius

µl Mikroliter

µm Mikrometer

µM Mikromolar

A Adenosin

Abb. Abbildung

AG Arbeitsgruppe

AIDS (engl.) Aquired-Immuno-Deficiency-Syndrome

AK Antikörper

Anti-Fcg Antikörper gegen den Fcγ-Rezeptor

APC (engl.) Antigen presenting cell

ATP Adenosintriphosphat

BCG Bacillus Calmette-Guerin

BMD-DC (engl.) Bone marrow Derived- DC

bp bindendes Protein

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

CD (engl.) Cluster of Differentiation

CD40L CD40-Ligand

cDNA (engl.) cyclic DNA

CED Chronisch entzündliche Darmerkrankungen

CIA (engl.) Collagen-Induced Arthritis

cm Zentimeter

Cp (engl.) Crossing point

DC (engl.) Dendritic Cell

DNA Desoxiribonukleinsäure

DNTP Nucleotidtriphosphat

DS Daniela Struck

DSS Dextransodiumsulfat
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8. Abkürzungen

8. Abkürzungen
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DTT Dithiotreitol

EAE (engl.) Experimental Autoimmune Encephalitis

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ELISA (engl.) Enzyme-linked Immunosorbend Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. (lat..) ‘et alii’, ‘und andere’

FACS (engl.) Flourescence Activated Cell Sorting -

Durchflußzytometrie

FCS (engl.) Fetal Calf Serum

FEM Forschungseinrichtungen für experimentelle

Medizin

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FL Fluoreszein

g Erdbeschleunigung

g Guanosin

G-CSF (engl.) Granulocyte Colony Stimulating Factor

H&E Hämatoxolin & Eosin

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HP (engl.) Hybridisation Probes

HPRT Hypoxanthine-guanine-phosphoribosyltransferase

HRP (engl.) Horse Radish Peroxidase

i.p. intraperitoneal

i.v. intravenös

IBD (engl.) Infectious Bowel Disease

IEL Intraepitheliale Lymphozyten

IFN Interferon gamma

IL Interleukin

IRF Interferon-regulierender Faktor

kd Kilodalton

kg Kilogramm

KM Knochenmark

LC Light Cycler

LPL Lamina propria Lymphozyten

LPS Lipopolysaccharid
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MHC (engl.) Major Histocompatibility Complex

min Minuten

ml Milliliter

MLN Mesenteriale Lymphknoten

mm Millimeter

mM Millimolar

MMP Matrixmetalloproteinasen

MPI Max-Planck-Institut

Mtb Mykobakterium tuberculosis

MyD88 Myeloid Differentiation primary response gene

(88)

n Anzahl

NFkB (engl.) Nuclear Factor-kappa B

ng Nanogramm

nGZ Neutrophile Granulozyten

NK-Zellen natürliche Killerzellen

nm Nanometer

o.b. oben besprochen

p.o. per os

PAP Peroxidase-anti-Peroxidase

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung

PCR Polymerase Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

Pen-Strep Penicillin-Streptomycin

pg Picogramm

PGE2 Prostaglandin E2

PGN Peptidoglycan

PMA Polymycin A

qRT-PCR quantitative Real-Time PCR

R Rezeptor

RA Rheumatoide Arthritis

rad (engl.) radium absorbed dosis

RNA Ribonukleinsäure

rpm (engl.) rounds per minute
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RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

s.o. siehe oben

sek Sekunde

SOCS (engl.) Supressors of Cytokine Signalling

spp. Spezies

STAT (engl.) Signal Transducers and Activators of

Transcription

std. Stunde

T Thymidin

Tab. Tabelle

TCR T-Zell Rezeptor

TGF Tumor-growth-factor

Th-Zelle T-Helfer-Zelle

TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinase

TLR (engl.) Toll-like Receptor

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tregs regulatorische T-Zellen

u.a. unter anderem

UV Ultraviolett

V Volt

v.a. vor allem

vs. versus

WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel

8. Abkürzungen
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