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Einleitung

1 Einleitung

Die Eimeriose des Rindes ist eine weltweit vorkommende Erkrankung, die von 21
verschiedenen Eimeria-Arten ausgel 6st werden kann, wovon die pathogensten Arten E. bovis
und E. zuernii sind (Pellerdy, 1974, Sahlinger 1977). Bel Kédbern und Jungtieren fihren
Infektionen zu einer katarrhalischen und hamorrhagischen Typhlocolitis, die zumeist
fieberfrei verlauft (Burger, 1983). In schweren Fallen kann eine Eimeria-Infektion beim Rind
zum Tode fiuhren. Allerdings sind hauptséchlich solche Faktoren, wie schlechte
Futterverwertung und daraus resultierende, geringe Gewichtszunahme fir die wirtschaftlichen
Verluste verantwortlich (Grafner et al., 1985).

E. bovis gehort zu den intrazellul&ren Parasiten und vollzient seine erste Schizogonie in
Endothelzellen. Hierdurch kommt es zu einer enormen GrofRenverdnderung und
Umstrukturierung der Zelle. Zellstressist als Ausléser des programmierten Zelltodes bekannt.
Dasich E. bovis aber bis hin zur Merozoitenfreisetzung tber mehr als 2 Wochen in der Zelle
entwickelt, kann der Erreger offenbar die Immunantwort des Wirtes unterwandern und die
sog. Apoptose auller Kraft setzen.

Die Apoptose kann Uber drei verschiedene Wege in der Zelle eingeleitet werden. Hierbei
reguliert ein Netzwerk aus Apoptoseinhibitoren und -promotoren den Ablauf des
programmierten Zelltodes. Fur andere Protozoen wie Toxoplasma, Cryptosporidium,
Plasmodium, Theileria, Trypanosoma, Leishmania und Nosema wurden schon eine Inhibition
der Wirtszellapoptose beschrieben und die Aktivierung verschiedener Apoptoseinhibitoren
nachgewiesen (Palmer et a., 1997; Kinzi et a., 1997; Manna et al., 1999; Scanlon et al.,
1999; Clark et a., 1999; Cole et al., 2000; Chuenkova et a., 2000; Hall 2000; Gdbel et a.,
2001; Chen et al, 2001; Agaet al., 2002; Molestina et a., 2003 Del Cacho et al., 2004; Llder
et a., 2005; van de Sand et al., 2005; Lis et a. 2005; Petersen 2006).

In vorliegender Arbeit wird unter Verwendung eines in vitro-Systems untersucht, ob auch
E. bovis wéhrend seiner intrazelluléren Entwicklung bis hin zum Meronten | fahig ist, die
Apoptose der Wirtszelle zu inhibieren. Des Weiteren wird geprift, ob die Expression der
Apoptoseinhibitoren , cellular inhibitor of apopoptosis proteinl® (c-1AP1), ,cellular Flice
inhibitory protein® (c-FLIP) und ,B-cell-lymphoma-2* (Bcl-2) in E. bovis-infizierten Zellen
eine Rolle bel der Inhibition der Apoptose spielt.
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2 Literaturubersicht

2.1 Eimeria bovis

2.1.1 Vorkommen und Bedeutung von Eimeria bovis

Eimeria bovis ist neben E. zuerni die pathogenste Kokzidienart des Rindes (Sahlinger, 1977).
Vor dlem bel Kdlbern kann diese Art unter epidemiologisch ungunstigen Bedingungen
schwere, hamorrhagische Enteritiden im Dickdarm hervorrufen, die im Einzelfall zum Tod
des Tieres fuhren kénnen, immer aber mit erheblichen Entwicklungsstérungen und fir den
Tierhalter mit wirtschaftlichen Verluste verbunden sind (Burger, 1983; Grafner, 1985).

2.1.2 Entwicklungszyklus von Eimeria bovis

Die Vermehrung von Eimeria bovis folgt dem allgemeinen Entwicklungsmuster der Gattung
Eimeria. Der Lebenszyklus, der in der parasitischen Phase eine strenge Organspezifitét
erkennen lasst, umfasst drei Schritte: Sporogonie, Schizogonie und Gamogonie. Dabei 18uft
ein Teil der Entwicklung exogen ab (Sporogonie), die anderen Schritte erfolgen endogen
(Schizogonie, Gamogonie).

Die mit der Fazes in die AulRenwelt gelangenden Oozysten enthalten Sporonten, welche in
einigen Tagen durch Sporogonie zu vier Sporozysten pro Oozyste mit je zwel Sporozoiten
reifen. Die Sporulation der Oozyste ist von der Feuchtigkeit und der AufRentemperatur
abhangig. Bel ausreichender Sauerstoffversorgung und bei einer Temperatur von 25-28° C
dauert dieser Prozess zwei bis drei Tage (Ernst und Benz, 1981). Die endogene Entwicklung
beginnt mit der oralen Aufnahme der sporulierten Oozyste durch das Rind. Unter Einfluss von
Gallensauren und Trypsin exzystieren die Sporozoiten und invadieren Endothelzellen der
zentralen Lymphkapillaren der Villi des kaudalen Dunndarmabschnittes (Nyberg und
Hammond, 1964). Nach der Invasion kommt es zur Ausbildung einer intrazytoplasmatisch
gelegenen parasitophoren Vakuole (PV). Innerhab dieser findet die erste Schizogonie statt,
bei der 280-300 pum grofRe Makroschizonten entstehen, und die nach 14-18 Tagen
abgeschlossen ist. Diese ersten Schizonten enthalten bis zu 100.000 Merozoiten (Hammond et
al., 1964).

Ist der Makroschizont gereift, werden die Merozoiten frei und dringen in Epithelzellen der
Krypten von Caecum und Colon ein. Nun beginnt die zweite Schizogonie, aus der die zweite
Merozoitengeneration entstent (Hammond et al., 1963), welche sich wiederum zu

geschlechtlich  determinierten  Mikro- und Makrogamonten differenzieren. Die
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Mikrogamonten bringen bewegliche Mikrogametozyten hervor, die je einen reifen
Makrogameten befruchten konnen. So entstehen Uber Syngamie letztlich die unsporulierten

Oozysten, die nach 14-18 Tagen Prapatenz durch den Kot in die AuRenwelt gelangen.

2.1.3 Geagnete Wirtszelllinien zur Etablierung eines in vitro-Systems fir E. bovis

Eine essentielle Voraussetzung fir die Kldrung von Fragestellungen, die sich mit der Parasit-
Wirtszellinteraktion befassen, ist die Etablierung eines geeigneten in vitro-Systems. Ein
wichtiges Kriterium hierbei ist, dass sich der Parasit moglichst dahnlich entwickelt wie unter
in vivo-Bedingungen.

Die Versuche E. bovis invitro zu etablieren begannen bereits frih und bedienten sich
verschiedener Zelltypen wie ,Madin-Darby bovine kidney cells’ (MDBK), Vero-Zellen,
fetaler Gastrointestinalzellen aus dem Rind (,bovine fetal gastrointetsina cells*: BFGC),
boviner Endothelzellen aus der Umbilikalvene (,,bovine umbilical vein endothelial cells':
BUVEC), Endothelzellen aus Nabelschniren vom Menschen (,human umbilical vein
endothelial cells': HUVEC), und vom Schwein (,,porcine umbilical vein endothelial cells':
PUVEC) und boviner, lymphatischer Endothelzellen aus der Milz (,,bovine spleen lymphatic
endothelial cells* BSLEC) (Hermosillaet al., 2001).

Die am besten geeigneten Wirtszelllinien fur E. bovis dirften derzeit die von Hermosilla et al.
(2001) beschriebenen, immortalisierten BFGC und BUVEC sein. Beide Zélllinien lassen die
Infektion und komplette Entwicklung von E. bovis zu Merozoiten | zu. Allerdings handelt es
sich bei BUVEC um eine sehr empfindliche Zdlllinie, die auch bei sorgsamer Behandlung zu
spontanem Absterben und Abldsen des Zellrasens neigt (Hermosilla et al., 2001).

Auch Vero-Zellen werden von E. bovis-Sporozoiten infiziert und es kommt zur Ausbildung
einer PV. Der Sporozoit Uberlebt offenbar fir ca. 21 Tage in der Zelle, es erfolgt jedoch keine
Weliterentwicklung (Hermosilla et a., 2001).

2.1.4 Bisherige in vitro-Untersuchungen zur Interaktion von Eimeria bovis-Sporozoiten mit

ihren Wirtszellen

E. bovis-Sporozoiten bendtigen invivo fir ihre langandauernde Weiterentwicklung zu
M akroschizonten Endothel zellen der zentralen Lymphkapillaren (Hammond et al., 1964). Auf
der Suche nach einer adaquaten Wirtszelle, kommt es bei E. bovis zur sog. Transmigration
durch Zellen. Hierbei wird die Zellmembran zwar vom Sporozoiten beim Eindringen in die
Zelle perforiert, doch kommt es jeweils zur sofortigen Reparatur, sodass die Zelle vital bleibt.
Behrendt et al. (2004) vermuten, dass sich der Parasit dadurch eine effiziente Methode zum

3
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Durchwandern von Geweben angeeignet hat. Bei der eigentlichen Invasion von E. bovis
Sporozoiten in die Wirtszelle spielen die sekretorischen Organellen des apikalen Komplexes
der Sporozoiten eine wichtige Rolle. Dazu gehéren Mikromenen, Rhoptrien und dichte
Granula. Mikromeneproteine werden unmittelbar vor und wahrend der Invasion sezerniert,
koénnen miteinander interagieren und adhésive Komplexe bilden. Dadurch kann der Sporozoit
an die Wirtszellmembran binden (Tomley et al., 2001). Durch eine Translokation des
Komplexes vom apikalen zum distalen Pol des Parasiten wird dem Sporozoiten eine
Fortbewegung an der Zellmembran ermdglicht (Bumstead et a., 2000). Die
Rhoptriensekretion findet wahrend des Eindringens von E. bovis stait. Bei diesem Vorgang
wird die Wirtszellmembran eingestilpt und eine PV ausgebildet. Die sezernierten
Rhoptrienproteine modifizieren dabei die eingestiilpte Wirtszellmembran zur Membran der
PV (Mordue et al., 1999). Nach dem Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle findet die
Sekretion von Proteinen aus den dichten Granula statt (Leriche et al., 1990). Bei anderen
Eimeria spp. wurden darunter Proteaseinhibitoren (Morris et al., 2002), Nukleosi dtriphosphat-
Hydrolasen (Sibley et a., 1994) und dichte Granula-spezifische Proteine charakterisiert
(Cesbron-Delauw et a., 1994; Fischer et al., 1998; Carey et al., 2000, Adjogble et al., 2004).
Allerdings ist die Funktion der Proteine noch nicht vollstandig geklart. Einige Granula-
spezifische Proteine werden in die Membran der PV integriert, andere verbleiben zwischen
der PV-Membran und der Pellikula des Sporozoiten (Lecordier et a., 1993). Nach dem
Eindringen der Sporozoiten in die eigentliche Wirtszelle vollzieht sich eine Formveranderung.
Innerhalb der PV rundet sich der Sporozoit ab und wird nun als Trophozoit bezeichnet. Die
Trophozoiten verbleiben zuné&chst augenscheinlich unverandert, bis sie nach 5-7 Tagen mit
einer massiven Proliferation beginnen, die nach 14-18 Tagen in bis zu 300 um grof3e
M akroschizonten miindet (Hammond et al., 1964).

Endothelzellen sind nach Aktivierung in der Lage, eine Vielzahl proinflammatorischer und
immunmodulatorischer Molekile zu synthetisieren. Dazu gehéren u.a. Adhésionsmolekile,
Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Prostaglandine und eine induzierbare Stickoxid
(NO)-Synthase (iNOS) (Tedder et a., 1995; Ebnet et al., 1998), die indirekt oder direkt (z.B.
NO) auf den sich entwickelnden Parasiten einwirken kénnen.

Nach dem Eindringen der Sporozoiten in die Endothelzelle reagiert diese in vitro mit einer
Hochregulation der Transkription der P-Selektin- und E-Selektingene. P-Selektin wird schon
nach 30min hochreguliert und fallt nach 2 h langsam wieder ab. E-Selektin hingegen steigt bis
auf das 25fache nach 4 h an und féllt dann wieder ab. Diese Adh&sionsmolekile vermitteln
frihe, reversible Kontakte zwischen Endothelzellen und Leukozyten (Tedder et a., 1995;
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Ebnet et al., 1998; Hermosilla et a., 2006; Taubert et al., 2006). Eine wenn auch schwéchere
Induktion findet sich fur das ,vascular cellular adhesion molecule-1* (VCAM-1) und das
»intracellular adhesion molecule-1* (ICAM-1). Dabel handelt es sich um Molekile, die fur
die feste Adhdsion von Entziindungszellen an aktiviertes Endothel verantwortlich sind
(Tedder et al., 1995; Ebnet et al., 1998, Hermosilla et a., 2006; Taubert et al., 2006).
Folgerichtig kommt es in der Fruhphase der Infektion durch das Auftreten der
Adhasionsmolekile invitro zur Bindung von neutrophilen Granulozyten an die
Endothelzellen (Hermosilla et al., 2006). Diese Reaktionen lassen alerdings relativ frih
wieder nach, d. h. es kommt zum Kkontinuierlichen Rickgang der angesprochenen
Genexpression bis mit Beginn der intrazelluldren Proliferation der Parasiten wieder
Kontrollwerte erreicht werden (Hermosilla et a., 2006). Offensichtlich handelt es sich
zumindest teilweise um einen aktiven Eingriff des Parasiten in die Genregulation der
Wirtszelle, denn auch eine ,,tumor necrosis factor-o“ (TNF-a)-induzierte Hochregulation der
entsprechenden Gentranskripte und die resultierenden Adh&sion von neutrophilen
Granulozyten wird in infizierten Endothelzellen signifikant beeintrachtigt (Hermosilla et al.,
2006). Der Gedanke liegt nahe, dass damit eine bestimmte Evasionsstrategie des Erregers
zum Ausdruck kommt, mit der er seine lange Persistenz in der Wirtszelle sichert. Auch die
Beobachtung, dass bei den sich erheblich schneller entwickelnden (2-3 Tage), nahe
verwandten Erregern Toxoplasma gondii und Neospora caninum derartige Reaktionen unter
gleichen Versuchsbedingungen ein deutlich starkeres Ausmald erreichen, spricht dafir
(Taubert et a., 2006).

Ahnliche Verhdltnisse finden sich auch fiir die Transkription weiterer Gene, die fiir Molekiile
kodieren, die gleichfalls eine wichtige Rolle bei der angeborenen Infektabwehr spielen. Dies
gilt fur die Proteinfamilie der Chemokine, die fir die Aktivierung und Chemotaxis der
Leukozyten verantwortlich ist (Taubert et al., 2006). AulRerdem regulieren sie zusammen mit
Adhasionsmolekilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren entziindliche Prozesse
(Zusammenfassung Locati et a., 2002). Auch hierbei weist eine mit E. bovis infizierte Zelle
nur eine schwach gesteigerte Chemokinsynthese auf, wahrend sich schnell proliferierende
Erreger wie T. gondii und N. caninum abermals as hoch potente Induktoren der
Chemokinsynthese in infizierten Endothelzellen zeigen. Wachstumsfaktoren wie der
granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor (GM-CSF), die die Proliferation und
Reifung von Leukozyten regulieren, steigen im Falle von E. bovis im Gegensatz zu T. gondii
nur minimal an (Taubert et a., 2006). Der Einfluss von Kokzidien auf die
Prostaglandinsynthese endothelialer Wirtszellen untersuchten Taubert et al. (2006) ebenfalls
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anhand der Transkriptionsraten des fur die Cyclooxigenase-2 (Cox-2) kodierenden Gens.
Prostaglandine induzieren und steigern bei Infektionen entztindliche Prozesse, hemmen die
Aktivierung von Makrophagen, vermindern die Synthese von Th;-Zytokinen und verbessern
die Thy-Reaktion. Cox-2 ist eines der SchlUsselenzyme bel ihrer Synthese (Zhang et al.,
2001). Auch fur die Cox-2-Synthese lief3en sich nach Infektionen mit E. bovis, T. gondii und
N. caninum Unterschiede in vitro erkennen, die dafir sprechen, dass E. bovis in Vergleich zu
den anderen Kokzidien entzindliche Reaktionen an seinem Ausbreitungsort weitgehend
unterdriickt. Nach diesen Untersuchungen von Taubert et a. (2005, 2006) und Hermosilla et
al. (2006) ist E. bovis also offensichtlich in der Lage Uber die Beeinflussung der Wirtszelle
das Immunsystem in einer fir seine Entwicklung ginstigen Weise zu modulieren.

Abgesehen von solchen direkten oder indirekten Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus
entstehen auch mit der langen Entwicklungs- und Reifezeit des 1. Schizonten von mehr als 2
Wochen (Hammond et al., 1963) besondere Anforderungen an die Wirtszelle. Da jedoch ein
zeitlich ausreichendes Uberleben der Wirtszelle die Grundvoraussetzung fur die Entwicklung
des Parasiten ist, sollte in dieser Arbeit Uberpriift werden, ob E. bovis zusétzlich die
Apoptosefahigkeit  seiner  Wirtszelle  beeinflusst, die unter anderem einen
Abwehrmechanismus gegen intrazelluléare Erreger darstellt. Diese Fragestellung ist
insbesondere interessant, wenn man sich vor Augen hélt, dass es mit dem Wachsen des
Makroschizonten zu einer erheblichen, morphologischen Veranderung der Zelle kommt, die
eine Umgestaltung des Cytoskeletts, eine enorme Vergrol3erung der Wirtszelle selbst und
einen Umbau der Zelloberfldche beinhaltet, was unweigerlich Stress fir die Zelle darstellen
sollte (Hermosilla et al., 2006). Zellstress ist wiederum dafir bekannt, als ein potenter
Apoptose-Induktor zu fungieren.

Zwar gehoren vaskuldre Endothelzellen zu langlebigen Zellen - ihre Uberlebenszeit betragt
zwischen 23 und 47 Tagen (Hobson, 1982), doch sind unter dem Infektionsstress andere
Bedingungen zu erwarten.

2.2 Apoptose
2.2.1 Apoptose und Nekrose

Sowohl bei der Apoptose a's auch bel der Nekrose kommt es zum Tod von Zellen. Im Falle
der Apoptose handelt es sich um einen physiologischen Mechanismus, der das Absterben

Later” Zellen reguliert und somit fir den Vorgang einer Zellerneuerung im Korper essentiell
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ist. Im Gegensatz dazu ist der Zelltod im Rahmen der Nekrose immer ein pathologischer
Vorgang, der stets mit einer Entztindungsreaktion einhergeht.

Das Wort Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod, kommt aus dem griechischen
(apo = ab, los, weg; ptosis = Senkung) und bedeutet , herabfallen. Dieser Namensgebung
liegt der Vergleich mit niederfallendem Laub im Herbst zu Grunde. Der Begriff wurde 1972
von Kerr gepragt, der das Phanomen zunéchst , shrinkage necrosis’ nannte (Kerr, 1972;
Majno et al., 1995). Die Apoptose spielt mit den sich anschlief3enden, vielfdtigen Re- und
Umstrukturierungen nicht nur in der embryonaen und fetalen Entwicklung eine grof3e Rolle,
sondern auch im adulten Korper. Der erwachsene Korper eines Menschen verflgt z. B. Uber
ca 5x10° neutrophile Granulozyten, die permanent im Blut zirkulieren. Da diese Zellen eine
mittlere Lebensdauer von nur einem Tag haben, ist es wichtig, dass die ,aten" Zellen
eliminiert werden. Dazu leiten sie ihren programmierten Zelltod ein, sodass die Anzahl dieser
Zellen im Blut bemerkenswert konstant bleibt. Ein weiteres Beispiel sind die zyklischen
Umbauten der Ovarien oder der Rickgang temporérer Hyperplasien der Leber auf ihre
NormalgrofRe (Zusammenfassung bei Cohen et a., 1992 und Kanduc et a., 2002). In
immunologischer Hinsicht erflllt die Apoptose eine weitere wichtige Aufgabe. Bakteriell,
viral und parasitér infizierte Zellen leiten unter bestimmten Bedingungen ihren eigenen Tod
ein und bilden so ein wichtiges Element in der Verteidigung gegen Infektionen (Heussler et
al., 2001). Des Weiteren werden auch Tumorzellen auf diese Art und Weise eliminiert
(Kanduc et a., 2002).

Morphologisch fallt eine apoptotische Zelle zunéchst durch eine Schrumpfung auf, weshalb
die Apoptose, wie oben erwéhnt, anfanglich , shrinkage-necrosis® genannt wurde. Zum
Beispiel zeigt sich bei Thymuszellen ein Volumenverlust von 30% (Zusammenfassung bei
Cohen et a., 1992). Dies wird Uber Enzymaktivitéten der sog. Caspasen vermittelt, in deren
Verlauf eine Lyse des Zytoskeletts und eine DNA-Fragmentierung eingeleitet werden, die
wiederum zur Kondensation des Zellkerns fuhrt. Das Mitochondrium verliert seine Funktion
und die Zelle schrumpft, rundet sich ab und |6st sich aus ihrem Zellverband (Kerr et al., 1972;
Uchiyamaet al.; 2001, Zusammenfassung bei Kanduc et al., 2002). Phosphatidylserine, die an
der Zellmembran verankert sind und auf der Zytosolseite liegen, werden evertiert und
markieren die Zelle fur Phagozyten. Nun kann die Zelle oder ihre abgeschnirten
Zellfragmente, auch , apoptotic bodies* genannt, (Abb.1(C)). von Phagozyten oder auch von
Nachbarzellen durch Endozytose beseitigt werden. Bevor sich die Fragmente von der
Zellmembran abschntiren, bilden sich Ausbuchtungen an der Membran, was im Allgemeinen
als ,,membrane blebbing” bezeichnet wird (Abb.1(B)). Ein wichtiges Merkmal der Apoptose
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ist, dass bel dem Vorgang die Zellmembran stets intakt bleibt und sich keine
Entziindungsreaktion zeigt (Clarke et a., 1990; Columbano, 1995, Zusammenfassung bel
Kanduc et al., 2002).

" — —

Abbildung 1

Schematische Darstellung der nacheinander ablaufenden, morphologischen
Veranderungen wahrend der Apoptose

(A) erste apoptotische Veranderungen einer Zelle mit Kondensation des Zellkerns und
Bildung erster , blebs’ (Pfeile). (B) Fragmentierung des Zellkerns, die Zellorganellen bleiben
intakt, Freisetzung von Ribosomen, fakultatives Auftreten von Vakuolen. Es kommt zu
deutlichem Aufwerfen der Zellmembran (, membrane blebbing* (Pfeile)). (C) Abschnlren
von Zéellfragmenten, die auch , apoptotic bodies* genannt werden (modifiziert nach Hacker
2000).

»Nekrose“ kommt wie ,, Apoptose” aus dem Griechischen und bedeutet ,, Tod, Absterben” und
beschreibt einen pathologischen Niedergang von Zellen. Dieser Begriff wurde bereits in den
Schriften des griechischen Anatoms und Arztes Galen 129-216 nach Christus verwendet.
Damals wurden damit Gewebsverénderungen beschrieben, die heute als Gangran bezeichnet
werden. Im Laufe der Jahrhunderte wurde die Bezeichnung ,,Nekrose" bis zum heutigen Tag
immer wieder neu definiert (Mano et al., 1995). Allgemein betrachtet lasst sich sagen, dass
viedle Faktoren wie z.B. Gifte, Bakterien, Hitze, Radioaktivitét, Sauerstoff- oder
Nahrstoffmangel Ursachen fur diesen Zelltod sein konnen, der stets mit einer
Entztindungsreaktion einhergeht. Es ist nicht moglich den Vorgang der Nekrose zu stoppen,
da der Schaden, den die Zelle genommen hat, zu groR ist. Anders verhdlt es sich mit der
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Apoptose. Wie spéter ndher erklart wird, ist es bis zum Aktivieren der Effektorcaspasen
maoglich, diesen Vorgang vorzeitig zu beenden, sodass die Zelle auch nach dem Einleiten der
Apoptose Uberleben kann (Kanduc et al., 2002).

Beim nekrotischen Zellniedergang kommt es, zum Anschwellen des Zellkerns und zur sog.
Kernwandhyperchromatose. Anders as bei der Apoptose zeigen sich eine Karyolyse sowie
ein Anschwellen der Zellorganellen. Die Zellwand verliert ihre Integritét, sodass sich die
Zelle aus ihrem Verband 16st und Zellbestandteile in den Interzellularraum sickern. Dies
verursacht stets eine entziindliche Reaktion (Saraste, 1999). Nach Kanduc et al. (2002) kann
man die Nekrose nicht as einen passiven Vorgang bezeichnen und im Gegensatz dazu die
Apoptose a's einen aktiven, da beide als enzymatisch katalysierte, biochemische Reaktion zu

verstehen sind.

2.2.2 Die Signalkaskaden der Apoptose
Die Signalkaskade der Apoptose beinhaltet ein kompliziertes Netzwerk aus einer Vielzahl von

Molekulen, die aktivierend und hemmend wirken. Bis heute ist sicherlich nur ein Teil dieser
Moleklle bekannt. Zielmolekile der bei der induzierten Apoptose ablaufenden Signalkaskade
sind die sog. Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Diese Moleklle sind letztlich fur den Abbau der
Zelle verantwortlich. Bisher wurden 3 unterschiedliche Signalwege zur Aktivierung der

Effektorcaspasen beschrieben.
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Weg 1 Weg 2 Weg 3
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Abbildung 2

Die drei klassischen Wege der Apoptose und ihre Regulatoren

Weg 1: Perforin bildet eine Pore in der Membran, Granzym B aktiviert direkt die
Effektorcaspases 3. Weg 2: ein entsprechender Ligand bindet an einen Rezeptor der ,,tumor
necrosis factor“- (TNF) Rezeptorfamilie, ein Adapterprotein, das ,Fas associated death
domain protein® (FADD) oder das ,tumor necrosis factor receptor associated death domain
protein “ (TRADD), bildet zusammen mit Caspase 8 den sog. ,death inducing signaling
complex® (DISC) und es kommt zur Aktivierung der Effektorcaspase-3. Bei Weg 3 stimuliert
p53 die Ausschittung von Cytochrom-c aus dem Mitochondrium, indem es Bax an die
Mitochondrienmembran rekrutiert. Cytochrom-c bildet mit APAF-1 und Caspase 9 das sog.
Apoptosom, das die Effektorcaspase 3 aktiviert. Inhibitoren der Apoptose sind Mitglieder der
IAP-Familie, FLIP, HSP 90, HSP 70 und Bc-12. Siehe auch Abschnitt 3.5. (modifiziert nach
Heusdler et al., 2000)
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Der erste Weg wird auch der Granzym B/Perforin-Weg genannt. Granzym B ist ene
Aspartyl-Serin-Protease, die in den Granula der zytotoxischen T-Zellen und Natlrlichen
Killerzellen (NK-Zellen) enthaten ist (Shi et al., 1992). Nach Aktivierung dieser
Immunzellen werden Granzym B und Perforin freigesetzt. Perforin formt einen Kanal in die
Membran der Zielzelle, sodass Granzym B in das Zytosol gelangt. Dort spaltet und aktiviert
es direkt die Effektorcaspase 3 (Atkinson et a., 1998).

Der zweite Signalweg ist ein rezeptorvermittelter Weg. Die involvierten Rezeptoren gehtren
zur Familie der ,,tumor necrosis factor® (TNF)-Rezeptoren. Die wichtigsten Mitglieder dieser
Familie sind der TNF-Rezeptor 1 und der Fas-Rezeptor (APO-1, CD95) (Hofman, 1999).
Bindet ein entsprechender Ligand, der auch von der Zielzelle selbst stammen kann, an den
Rezeptor, wird Procaspase 8 von der Membran in das Zytosol rekrutiert. Dort bindet sie an ein
Adapterprotein, das ,Fas associated death domain protein® (FADD) oder das ,TNFR-
associated death domain protein “ (TRADD), um den sogenannten ,,death inducing signaling
complex® (DISC) zu bilden. DISC bzw. die aktive Caspase 8 kann wiederum direkt die
Effektorcaspase 3 aktivieren (Irmler et a, 1997).

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

Abbildung 3
Schematische Darstellung des
rezeptorvermittelten Apoptoseweges

Tod-Rezeptor (modifiziert nach Scarabelli et al., 2006)

(Fas, TNFRL, ...)

Adapterproteine
(FADD, TRADD) DISC

e

Procaspase 8

Aktivierung von
Caspase 3, 6, 7 Apoptose

aktive Caspase-8
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Des Weiteren wird der ,mitochondriale® oder ,innere® Signalweg beschrieben, wobei
Cytochrom-c aus den Mitochondrien in das Zytosol sezerniert wird (Budihardjo et al., 1999).
Eingeleitet wird dieser Prozess hauptséachlich durch allgemeine DNA-Schéden und zelluldren
Stress. Dies stimuliert das Tumor Supressor Protein p53, welches ,,Bcl2 associated x protein®
(Bax), ,Bcl-xL/Bcl2 associated death promoter* (Bad) und ,,BH3 interacting domain® (Bid)
an die auRere Mitochondrienmembran rekrutiert. Bax férdert die Cytochrom-c-Freisetzung
(Vousden et Woude, 2000), welches seinerseits an den ,,apoptosis protease activating factor
1“ (APAF-1) bindet (Cosulich et a., 1999). Zusammen mit Caspase 9 bilden Cytochrom-c
und APAF-1 das sog. ,Apoptosom* (Purring-Koch und Mc Lendon, 2000), welches
wiederum direkt Caspase-3 aktiviert.

Mitochondrialer Apoptoseweg

. . Cytochrom-c
Stimulation )
der Apoptose Apoptosom aktive Caspase 9

Bildung des Apoptosoms ]
aktive

Caspase 9-
Dimere

Procaspase 9

dATP 7x
Cyto-c

Apaf-1 o
Aktivierung
Apoptosom

Abbildung 4

Oben: Darstellung der Vorgange beim mitochondrialen Apoptoseweg bis zur Aktivierung
von Caspase 9.

Unten: Differenzierte Darstellung des Apoptosoms mit Cytochrom-c, Apafl und Caspase 9
(modifiziert nach Scarabelli et al., 2006)

Obwohl diese drei Wege unabhangig voneinander stattfinden, gibt es einige Interaktionen. st
der rezeptorvermittelte Weg auf der Ebene von Caspase 8 angelangt, wird Bid aktiviert,
welches eine Bindeglied zu Bax darstellt, das wiederum die Freisetzung von Cytochrom-c
vermittelt (Li et a., 1998; Luo et a. 1998) und somit zu einer Verstarkung des Signals fuhrt.
Unter bestimmten Umstéanden ist neben den drei klassischen Wegen der Apoptose ein

weiterer Caspase-unabhangiger Weg mdglich. Hierbei kommt es zu einer lysosomalen
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Autophagie beschadigter oder auch intakter Organellen. Diese zellprotektive Mal3nahme kann
im programmierten Zelltod minden, wenn dieser Vorgang sehr massiv und/ oder lange
andauernd ist (Scarabelli et a., 2006).

2.2.3 Caspasen und ihre Funktion

Caspasen gehoren zu einer Familie von Proteasen, die ein Cystein in ihrem aktiven Zentrum
haben und das Zielprotein an der Aminosdure Aspartat angreifen. In der Zelle liegen sie als
inaktive Vorlaufer, den Procaspasen, vor. Aktiviert werden sie durch andere Caspasen bzw.
durch die oben beschriebenen Wege. Dazu wird ihre Prodoméne an Aspartat abgespalten
(Earnshaw et al., 1999).

Man unterscheidet zwischen Initiator- und Effektorcaspasen. Zu den Initiatorcaspasen
gehoren die Caspasen 2, 8, 9 und 10, zu den Effektorcaspasen die Caspasen 3, 6 und 7.
Insgesamt kennt man 14 Caspasen, wobei die Aufgaben der noch nicht genannten Caspasen in
den Bereich der Zytokinaktivierung und Entzindungsreaktion gehoren (Earnshaw et al., 1999;
Zusammenfassung bei Shi, 2002). Wird eine Initiatorcaspase aktiviert, spaltet sie selbst
weitere Procaspasen, sodass eine proteolytische Kaskade entsteht. Ist diese Kaskade auf der
Ebene der Effektorcaspasen angelangt, werden neben der Aktivierung weiterer Proteine der
eigenen Familie noch zusétzliche Aufgaben erfillt (Saraste et a., 2000) wie die proteolytische
Spaltung eines weiten Spektrums zelluldrer Proteine, was letztendlich zum Tod der Zelle
fuhrt. Zu den bekannten zelluldren Komponenten gehdren Strukturproteine wie Aktin und
Myosin, regulatorische Proteine wie die DNA-abhangige Proteinkinase, Inhibitoren der
Desoxyribonuklease und andere proapoptotische Proteine und Caspasen. Die Spaltung des
Inhibitors der Desoxyribonuklease ,DNA-fragmentation-factor 45* (DFF45) hebt seine
inhibitorische Wirkung gegentiber DFF45 und der ,, caspase-activated desoxyribonuclease"
(CAD) auf. Dadurch werden wdahrend der Apoptose die Chromosomen in
Nucleosomfragmente geteilt. Adhdsionsproteine, die die Zell-zu-Zellverbindungen
aufrechterhalten, werden gespalten, sodass sich die betroffene Zelle aus ihrem Verband

herausl 6sen kann (Zusammenfassung bel Shi, 2002).
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2.2.4 Regulatoren der Apoptose

Die Entscheidung, ob eine Zelle in Apoptose gehen wird oder nicht, wird durch
Apoptoseinhibitoren und Apoptosepromotoren reguliert.

Diese Mediatoren stellen die ,B-cell lymphoma-2“ Familie (Bcl-2), die ,Inhibitor of
Apoptosis Protein® Familie (IAP-Familie), die ,Heat Shock Proteins® (HSP), das , cellular
Fas- associated death domain like interleukin- 1- B- converting enzyme inhibitory protein“ (c-
FLIP), sowie die Regulatoren p53, ,Poly- ADP- Ribose- Polymerase® (PARP), der
Transkriptionsfaktor ,, nuclear factor kappa B* (NF-kB) und dessen Inhibitor 1«B.

Wie aus Tabellel zu entnehmen ist, agieren einige dieser Proteine nur pro- oder
antiapoptotisch wahrend andere, je nach Bedingung, beide Funktionen erfillen kénnen. Um
diese komplexen Zusammenhdnge besser zu verdeutlichen wird im Folgenden auf

unterschiedliche Regulatoren eingegangen.

Tabelle 1

relevante Apoptoseregulatoren und ihre Funktion
Familie/ Protein proapoptotisch antiapoptotisch
IAP Familie N
I-Flice N N
Bcl-2 Familie v v
HSP Familie N N
PARP v v
p53 N

NFxB N N
1B v v

2.24.1 |AP-Familie

Zur |AP- Proteinfamilie gehdren die Vertreter des humanen bzw. x-chromosomal gebundenen
IAPs (hIAP/XIAP), das zellulare IAP1 und 2 (c-l1AP1, c-lAP2), ,neuronal apoptosis
inhibitory protein® (NAIP), ,melanomalAP* (ML- IAP), Bruce, Livin und Survivin (Duckett
et a., 1996; Liston et al., 1996). Die Gemeinsamkeit dieser Proteine besteht in einer bis drei
Kopien eines Motivs aus 70 Aminosauren, der sogenannten Baculovirus IAP repeat Domane
(Bir-Domane) und einer carboxyterminalen Ringdoméne (Johnson et a., 2000), wobei die

Ringdomé&ne im Gegensatz zur Bir-Domane nicht essentiell fir die inhibitorische Wirkung der
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Proteine ist (Deveraux et a., 1997; Roy et a., 1997; Takahashi et al., 1998). Zwischen den
beiden beschriebenen Doménen befindet sich eine ,,caspase recruitment domain® (CARD),
die aber vermutlich nicht absolut notwendig ist, um eine Hemmung durchzufihren (Roy et al.,
1997).

Die Vertreter c-1AP1, c-IAP2 und XIAP sind in der Lage, zentral in das apoptotische
Geschehen einzugreifen. Alle drei kénnen an die aktivierte Form der Effektorcaspasen 3 und
7 binden, um den programmierten Zelltod zu verhindern, nicht aber an deren Procaspasen
(Roy et al., 1997; Deveraux et a., 1997). Zusétzlich kdnnen c-I1APL, c-IAP2 und XIAP zu
ihrer oben erwahnten Funktion Procaspase 9 und deren aktivierte Form hemmen, sodass sie
auch Einfluss auf den mitochondrialen Apoptoseweg haben (Bratton et al., 2001).

Es sind 3 Gegenspieler der |APs bekannt, ,XIAP associated factor 1 (XIF1), , second
mitochondrial activator of caspases’ (Smac, auch DIABLO genannt) und Omi, auch HtrA2
genannt. XIF1 ist ein nukledres Protein, das XIAP als Zielprotein hat. XIAP ist hauptsachlich
im Zytosol vorhanden. XIF1 inhibiert XIAP, indem es die Relokalisation von XIAP in den
Kern fordert, sodass es im Zytosol nicht mehr zur Verfigung steht (Zusammenfassung bei
Scarabelli et a., 2006). Zusammen mit oder kurz nach der Cytochrom-c-Freisetzung gelangt
auch Smac aus den Mitochondrien in das Zytosol. Es bindet und inhibiert XIAP, c-IAPL, c-
IAP2 und Survivin (Scarabelli et al., 2006). Omi gelangt ebenfalls mit Cytochrom-c aus den
Mitochondrien in das Zytosol der Zelle und konkurriert mit Caspase 3, Caspase 7 und
Caspase 9 um die Bindungsstellen von c-1APL, c-1AP2 und XIAP (Scarabelli et al., 2006).

2242 c-FLIP

Das ,cellular Flice inhibitory protein® (c-FLIP) (Irmler et al., 1997) wurde von einigen
Arbeitsgruppen gleichzeitig beschrieben und hat dementsprechend mehrere Bezeichnungen:
»Inhibitor of Fas- associated death domain like interleukin- 1- B- converting enzyme®
(I-Flice) (Hu et a., 1997), caspase homologue (CASH) (Goltsev et al., 1997), , caspase eight
related protein® (Casper) (Shu et a., 1997), ,caspase like apoptosis regulator protein®
(CLARP) (Inchara et d., 1997), ,FADD-like anti-apoptototic molecule* (FLAME)
(Srinivasula et a., 1997), ,mach related inducer of toxicity* (MRIT) (Han et a., 1997) und
Usurpin (Rasper et a., 1998). Das Protein hat drei endogene Formen c-FLIP., c-FLIPs as
lange und als kurze For und c-FLIPr und ist beztiglich seiner Struktur Caspase-8 sehr dhnlich
(Irmler et al., 1997). Jedoch fehlen die , caspase- like"-Doméane-Reste, die fur die katalytische
Aktivitét notwendig sind, und das caspasentypische Cystein im enzymatisch aktiven Zentrum
(Scaffidi et a., 1998).
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C-FLIP greift in den rezeptorvermittelten Weg der Apoptose ein, indem es auf der Ebene der
Caspase 8 den weiteren Ablauf der Signalkaskade stoppt (Scaffidi et al., 1998). Zwar wird die
Spaltung von Procaspase 8 in Caspase 8 von c-FLIP. gefordert, doch es kommt zu einer
Bildung von Heterodimeren, die membranstéandig verbleiben (Micheau et al., 2002). Dies
fuhrt zu einem Abbruch des rezeptorvermittelten Apoptoseweges, da nun die aktivierte
Caspase 8 nicht zum Formieren des DISC zu Verfigung steht. Bel einer sehr starken
Uberexpression von c-FLIP. und dessen Akkumulation im Zytoplasma finden sich auch dort
solche Heterodimere, was eine weitere proteolytische Kaskade nach sich ziehen kann. Somit
hat c-FLIP unter bestimmten Umsténden auch eine proapoptotische Wirkung (Micheau et al.,
2002).

Des Weiteren spielt c-FLIP eine wesentliche Rolle bei der Induktion von NF«B, indem es mit
dem , kB Kinase" (IKK)-Komplex an dessen y-Untereinheit interagiert. Der Induktor ist
hierbei ein Spaltprodukt von c-FLIP, das bel der Aktivierung von Procaspase 8 auftritt (P22-
FLIP; Golks et al., 2006).

2.2.4.3 Bcl-2-Familie

Die , B-cell-lymphoma-2“- (Bcl-2) Familie besteht aus einer antiapoptotischen Subfamilie
und zwei proapototischen Subfamilien, wovon viele Vertreter an der &ul3eren
Mitochondrienmembran verankert sind (Green et a., 1998; Saraste et al., 2000). Eine
wesentliche Rolle beim Ablauf der Apoptose-Signalkaskade spielen die ,, Bcl2-like homology
domain 3 (BH3)-only-proteins* wie z. B. ,,BH3 interactin death domain agonist” (Bid), Bim,
»Bcl-2 interacting killer* (Bik), ,,Bcl-xL/Bcl-2 associated death promoter (Bad), Bmf, Hrk,
Puma und Noxa. Ihre Gemeinsamkeit besteht darin, dass sie alle eine proapoptotische
Wirkung haben und eine sog. BH3-Domane besitzen; ansonsten stellen sie sich jedoch
strukturell sehr unterschiedlich dar (Van der Heiden et al., 1999; Hacker et al., 2005). Wie
diese Proteine aktiviert werden, ist in vieler Hinsicht noch unklar. Als gesichert gilt jedoch,
dass BH3-only-Proteine eine Vernetzung zwischen dem rezeptorvermittelten Weg und dem
mitochondrialen Weg ermdglichen, indem z. B. Bid durch Caspase 8 gespalten und aktiviert
wird und, wie die Ubrigen BH3-only Proteine auch, wiederum die Proteine ,,Bcl-2 assosiated
X protein* (Bax) und/ oder ,, Bcl-2 antagonist/killer* (Bak) aktiviert, die zusammen mit ,,Bcl-2
ovarian killer* (Bok) zu der zweiten proapoptotischen Bcl2-Subfamilie gehdren (Adams et
al., 1998).

Bax und Bak verursachen die Cytochrom-c-Freisetzung aus den Mitochondrien und leiten so

den inneren Weg der Apoptose ein (Zong et al., 2001). Bax ist hierbei fur die Porenbildung an
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der aulReren mitochondrialen Membran verantwortlich. Die Aktivitét von Bax wird dabel von
Bcl-2 reguliert (Jirgensmeier et al., 1998). Bok hingegen interagiert mit seinem
antiapoptotischen Familienmitglied ,, myeoid cell leukemia 1 (Mcl-1) (Adams et a., 1998).

Zellstress
Todrezeptor
— FLIP
Calcmeurm Lulpaln
[Bad] l Catpase:S

/

4 [ Bid|

TN —» m W ? { —ARC
r’" ~a

‘L Cytochrome ¢

Smgt-.- I‘rﬂ-l:nspnae—Q
EndoG 1

Cvtochmmr: C
Procaspase-9 CAD/ICAD
dATP /

DNA-Fragmentierung

Abbildung 5

Darstellung des mitochondrialen Weges und des rezeptorvermittelten Weges der
Apoptose

Aktivierung von Bax und Bad durch zelluldren Stress und dadurch Freisetzung von
Cytochrom-c. Aktivierung von Bid durch Caspase 8 bel dem rezeptorvermittelten Weg. Bid
aktiviert Bax und ist das Bindeglied zwischen den beiden dargestellten Wegen (modifiziert
nach Gustafsson et a., 2003).
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Abbildung 6

Modell zur Porenbildung an
der Mitochondrienmembran
links: Bax aggregiert zur
Porenbildung, um Cytochrom-c
freizusetzten.

rechts: Bcl2 bildet

Porenbildung Interaktion von Bcl2 Heterodimere mit Bax und
durch Bax mit Bax verhindert die Porenbildung
(nach Gottlieb 2001)
Tabelle 2
Einteilung der Bcl-2- Familienmitglieder in pro- und antiapoptotische Gruppen
proapoptotisch Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Puma und Noxa (ale
BH3-only Proteine); Bax, Bak und Bok
antiapoptotisch Bcl-xL, Bfl-1/A1, Bcl-w, Mcl-1, Boo, NR-13, BHRF1,
LMWS5-HL, ORF16, KS-Bcl-2, EIB-19K

Zu der antiapoptotischen Familie gehdren Bcl-2, die ,,long form* der ,,Bcl-x isoform” (Bcl-
xL), das Bcl-2-Homolog, das aus der fetalen Leber isoliert wurde (Bfl-1/Al), Bcl-w,
»myeoid cell leukemia 1 (Mcl-1), Boo, NR-13, BHRF1, LMW5-HL, ORF16, KS-Bcl-2 und

EIB-19K (Zong et al., 2001).

Bcl-2 kann an die aktiven Proteine Bax und Bak binden und so blocken (Hacker et al., 2005),

wobei es selbst, wie auch Bcl-xL, von dem BH3-only-Protein Bad in seiner Funktion blockiert

werden kann (siehe Abb. 7; Zong et al., 2001).
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Mitochondrium

Mitochondrium

Porenbildung

Caspase- Cytochrom-c
Kaskade

Apoptosom
Abbildung 7

links: Darstellung der inhibitorischen Wirkung von Bcl-2 auf Bak und Bax.
rechts: BH3-only-Proteine blockieren Bcl-2; Freisetzung von Cytochrom-c, Bildung eines
Apoptosoms und Aktivierung der Effektorcaspasen (modifiziert nach Scarabelli et al., 2006)

Die Aufgabe von Bcl-xL ist, die Feisetzung von Cytochrom-c und die Bindung von Caspase 9
an Apaf-1 zu verhindern und so den weiteren Ablauf des mitochondrialen Weges der
Apoptose zu stoppen. Bcl-xL wiederum kann von Bik geblockt werden. dATP, das fir die
Stimulation von Apaf-1 verantwortlich ist, kann die inhibitorische Wirkung von Bcl-2 auf die
Caspasestimulation auflosen, hat seinerseits aber keinen Einfluss auf den Cytochrom-c
Ausstrom in das Zytosol. Sobald Caspase 3 aktiviert ist, kommt es Uber eine positive
Rickkopplung zur Cytochrom-c-Freisetzung, welche wiederum Uber Bcl-2 negativ beeinflusst
werden kann (Cosulich et al., 1999).

2.2.4.4 Hitzeschock Proteine (HSP)

Die Mitglieder der HSP-Familie haben sowohl proapoptotische, als auch antiapoptotische
Funktionen. Sie sind in der Lage, falsch gefaltete Proteine abzubauen, sie wieder neu zu falten
und zu renaturieren (Saleh et al., 2000; Pandey et al., 2000). HSP27, HSP70 und HSP90
werden mit einer antiapoptotischen Wirkung beim inneren Weg der Apoptose in

Zusammenhang gebracht (Zusammenfassung bei Beere, 2005). Sie kdnnen proapoptotische
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Mitglieder der Bcl-2 Familie kontrollieren und so die Permeabilisierung der &ufieren
Mitochondrienmembran verhindern. HSP70 und HSP27 wiederum kénnen die Bid-abhangige
Apoptose verhindern, sodass keine Vernetzung zwischen rezeptorabhangigem Weg und
mitochondrialem Weg zustande kommt. HSP70 verhindert eine Aktivierung von Bid nicht
durch Caspase-8. HSP27 blockiert die Translokalisation von Bid. Zusammen mit HSP40 ist
HSP70 in der Lage, Bax von der mitochondrialen Membran fern zu halten, damit keine Bax-
vermittelten Poren in der &uferen Membran entstehen. Wenn Poren in der &uf3eren
Mitochondrienmembran schon gebildet worden sind, kommt es neben der Cytochrom-c-
Freisetzung auch zum Ausstrom des apoptosis inducing factors (AIF), der eine Rolle bei dem
caspaseunabhangigen Apoptoseweg spielt. Dieser Ausstrom wird ebenfalls von HSP70
reguliert, das somit einen antiapoptotischen Effekt hat (Zusammenfassung bei Beere, 2005;
Mosser et a., 2000). Die Bildung eines Apoptosoms, bei dem sich Cytochrom-c, Apafl und
Caspase 9 zusammenschlief3en, kann ebenfalls von HSP70 und HSP90 gehemmt werden. Im
Gegensatz dazu kann HSP70 zudem die Apoptose Uber den caspaseunabhdngigen Weg
fordern, indem es fur die Integritdt der lysosomalen Membran sorgt und nachfolgend kein
Cathepsin ausstromen kann (Zusammenfassung bei Beere et al., 2005).

Fur HSP27 wird eine Interaktion mit zytosolischem Cytochrom-c vermutet. Nach erfolgter
Porenbildung an der auf3eren Mitochondrienmembran wird neben Cytochrom-c und AlF
ebenso Smac, das auch DIABLO genannt wird, freigesetzt. Smac inhibiert das
antiapoptotische Protein XIAP. HSP27 blockiert Smac und hat so indirekt eine weitere
inhibitorische Wirkung auf die Apoptose-Signalkaskade. Zusammen mit HSP27 kann HSP90
die Aktivitat des BH3-only-Proteins Bad inhibieren (Zusammenfassung bei Beere, 2005).
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Abbildung 8

Antiapoptotische Wirkungen von

HSP27, HSP40, HSP70 und HSP90
(modifiziert nach Beere, 2005)
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Aullerdem sind Hitzeschockproteine in der Lage, den Transkriptionsfaktor nuclear factor
kappa B (NF-kB) zu beeinflussen (zu NF-xB siehe 3.7.5). Wenn HSP90 mit dem Koprotein
Cdc37 einen Komplex bildet, bindet er an den IKK. Diese Bindung ist Voraussetzung daf i,
dass eine TNF-vermittelte Aktivierung von NF-xB stattfinden kann. HSP27 hat auch einen
Einfluss auf die Aufrechterhaltung der NF-xB-Aktivitét, indem es eine Proteasom-abhangige
IxB-Phosphorylierung férdert (Zusammenfassung bei Beere, 2005).

HSP65 hat ein inhibitorische Wirkung, wenn es schon vor einem Entziindungsgeschehen bzw.
vor einer Infektion exprimiert ist. Ist dies nicht der Fall, so wirkt es proapoptotisch. Solche
ambivalenten Phanomene werden auch , heat shock paradoxon® genannt (Zusammenfassung
bei Beere, 2005).

Tabelle 3
Ubersicht tiber die Wirkung der Hitzeschockproteine
HSP27 HSP70 HSP70+HSP40 | HSP90 HSP90+HSP27
Blocken von Blocken von Bid | Blocken von indirekte Inhibition von
Bid Bax Aktivierung von Bad
NF-xB
Blocken von Hemmung des Inhibition der
Smac AlF-Ausstroms Bildung eines
Apoptosoms

Interaktion mit | Erhaltung der
Cytochrom-c | lysosomalen
Membran

Inhibition der
Bildung eines
Apoptosoms

Hemmung des
Cytochrom-c-
Ausstroms

2.2.4.5 Poly-ADP-ribose-polymerase (PARP)

PARP ist ein kernstandiges Enzym, das an DNA-Strangbriiche bindet und damit enzymatisch
aktiv wird. Es wird von Caspasen in zwei Fragmente spezifisch gespalten (D"Amours et al.,
1998) und spielt sowohl bei der Reparatur von DNA-Strangbriichen eine Rolle (Durkacz et
a., 1980; Whish et al., 1980) als auch bel der Apoptose. Bel exzessiven DNA-Schéden
kommt es zu einer erhdhten Aktivitét dieses Proteins (Jacobsen et al., 1999).
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2246 p53

P53 gehdrt zu den Tumor-Supressor-Proteinen und ist bel der Einleitung des mitochondrialen
Weges der Apoptose wesentlich beteiligt.

Treten DNA-Schéden oder zellulérer Stress auf, so wird p53 stimuliert, gelangt aus dem Kern
in das Zytosol und rekrutiert Bax aus der Bcl-2-Familie an die mitochondriale Membran,
sodass eine Cytochrom-c-Ausschittung eingeleitet werden kann (Vousden et al., 2000; siehe
Abb. 2). Zytosolisches p53 wird von Bcl-xL konfisziert und so in seiner Aufgabe behindert,
hingegen fordert nukledres p53, das bei Schadigung der DNA verstarkt auftritt, die
Expression von Puma, einem der BH3-only Proteine, das in der Lage ist, die hemmende
Wirkung von Bcl-xL auf p53 aufzuheben (Chipuk et al., 2005).

2.2.4.7 NFxB und IxB

Fur die transkriptionelle Regulation vieler Inhibitorproteine ist der Transkriptionsfaktor
»nuclear factor kappa B* (NF-kB) verantwortlich (Barkett et al., 1999). NF-xB wird durch
eine Reihe intrazellularer und extrazelluldrer Stimuli induziert. Im nicht stimulierten Zustand
ist NF-xB an seinen Inhibitor 1kB as 1kB-Kinase-Komplex (IKK) im Zytoplasma gebunden.
Kommt es zu einem entsprechenden Signal werden der IKK aktiviert, kB phosphoriliert und
NF-kB entsprechend freigesetzt. Letzteres gelangt in den Kern und kann hier seine Funktion
austiben (Karin et a., 2000). In letzter Zeit mehren sich allerdings die Hinweise, dass NF-xB
nicht nur fir das Hochregulieren von antiapoptotischen Proteinen verantwortlich ist, sondern
auch bei der Forderung der Apoptose eine Rolle spielt. So haben z. B. Poppelmann et al.
(2005) im Zusammenhang mit einer Apoptoseinduktion durch UV Strahlen eine Aktivierung
von NFxB nachgewiesen, die die Transkription von antiapoptotischen Genen, wie zum
Beispiel von c-1AP und FLIP unterdriickte. Paralel dazu wurde jedoch TNF-o freigesetzt,

was zu einer Aktivierung des rezeptorvermittelten Weges der Apoptose fihrte.

2.3 Modulation der Apoptose durch intrazellulare Parasiten

Bei intrazelluléren Protozoen ist von einigen Vertretern unterschiedlicher Stdmme bekannt,
dass sie sehr spezifisch in die Apoptoseféhigkeit ihrer Wirtszelle eingreifen kénnen. Zum
Unterstamm der Apikomplexa und zur Klasse der Coccidida zahlen hierbei die Gattungen
Eimeria, Toxoplasma und Cryptosporidium, zu der Klasse der Haematozoa Plasmodium und

zu der Klasse der Piroplasmen Theileria. Auch in anderen Stdmmen wie Euglenozoa mit dem
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Unterstamm Kinetoplasta finden sich in diessm Sinne aktive Organismen, so z. B.
Trypanosoma cruzi und Leishmania spp.. Solche Einflisse sind auch aus dem Stamm der

Microspora fir die Gattung Nosema bekannt.

2.3.1 Eimeria tenella und Eimeria necatrix

Die mit E. bovis nah verwandten Arten E. tenella und E. necatrix kdnnen bei Hihnervogeln
zu schweren Diarrhoen mit hoher Morbidité und Mortalitét fihren. E. tenella verursacht eine
hamorrhagische Blinddarmcoccidiose, E. necatrix hingegen befdlt den Dinndarm. Ein
subklinischer Verlauf fihrt zu Gewichtsverlust, verminderter Legeleistung und verminderter
Gewichtszunahme (Eckert et al., 2004). Diese Eimerien sind in der Lage, die Wirtszelle vor
der Apoptose zu schiitzen.

Fur diese Protozoen konnte gezeigt werden, dass sie Uber eine Modulation der Wirtszelle
diese vor Apoptose schiitzen koénnen. Um das Uberleben in der Wirtszelle zu sichern,
bedienen sich die Schizonten der zweiten Generation dieser Parasiten der Hochregulation der
Expression des Inhibitors Bcl-xL, der die Freisetzung von Cytochrom-c und die Bindung von
Caspase 9 an APAF-1 verhindert und somit auf den Fortlauf des mitochondrialen Weges
einen negativen Einfluss hat (Del Cacho et a., 2004).

Ebenso findet man in infizierten Zellen ein erhohtes Mal3 von Ik B in phosphorylierter Form
vor, welches notwendig ist, um NFx B aus seinem inaktiven Komplex mit Ik B zu befreien,
sodass es aus dem Zytosol in den Kern treten kann.

Ininfizierten Zellen wurde eine erhdhte Konzentration kernstandigen NFkBs in der Wirtszelle
nachgewiesen, das in der Folge an DNA bindet und unter anderem die Transkription der
entsprechenden Proteinsequenz von Apoptoseinhibitoren hochregulieren kann (Del Cacho et
al., 2004).

2.3.2 Toxoplasma gondii

T. gondii ist ein obligat intrazelluldres Protozoon, das die Katze als Endwirt hat. Zahlreiche
Saugetiere und auch Voégel kdnnen als Zwischenwirt dienen. Es ist Erreger einer Zoonose,
wobei bei einer Erstinfektion schwangerer Frauen erhebliche Schaden der Frucht auftreten
koénnen (Wilson et al., 1980).

GObel et al. konnten bereits 1999 mit Hilfe des TUNEL-Assays die Inhibition der Apoptose T.
gondii-infizierter Zellen nachweisen. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dass T. gondii

infizierte Zellen sowohl gegen die Granzym B-induzierte Apoptose, als auch gegentiber dem
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rezeptorvermittelten Weg der Apoptose resistent sind (Nash et al., 1998). Initiator- und
Effektorcaspasen werden durch die Infektion beeintrachtigt (Carmen et al., 2006).

Die Besonderheit bei einer Infektion mit T. gondii ist, dass nicht nur infizierte Zellen, sondern
auch nicht infizierte Zellen beeinflusst werden. So kommt es in vitro in nicht-infizierten
Zellen zu einer erhdhten und in infizierten Zellen desselben Zellrasens zu einer verringerten
Apoptoserate (Hu et a., 1999). Sowohl in infizierten, als auch nicht infizierten Zellen wird
Fas und der FasL hochreguliert, sodass es zu einem programmierten Zelltod Gber den
rezeptorvermittelten Weg kommen kann (Hu et a., 1999; Liesenfeld et al., 1997). Davon sind
auch CD4"-Zéellen betroffen, was zur Folge hat, dass stark entziindliche Reaktionen im Kérper
ausbleiben. Die Immunantwort auf eine T. gondii-Infektion ist somit eingeschrankt. T. gondii
schitzt sich vor der Apoptose in der infizierten Zelle durch eine bemerkenswerten Erhéhung
der mRNA der antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern Bcl-2, Bfl-1, Bcl-xL und Bclw.
Hingegen findet man kaum eine Verédnderung in der mRNA-Konzentration von BH3-only-
Proteinen Bad, Bid, Bik und Bim und sowie der von den proapoptotischen Proteinen Bax,
Bak und Bok (Molestina et a. 2003). Fir weitere antiapoptotische Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder Mcl-1 und Bfl-1/A1 konnte ebenfalls ein erhthter Spiegel in
T. gondii-infizierten Zellen nachgewiesen werden (LUder et al., 2005; Gobel et a., 2001,
Molestina et al., 2003) Die proapoptotischen Proteine Bax und Bad zeigen hier einen
verringerten Spiegel, wodurch es zu einer verminderten Cytochrom-c-Freisetzung kam (L Uder
et a., 2005). Des Weiteren zeigten infizierte Zellen einen erniedrigten PARP-Spiegel und wie
schon erwédhnt, einen erhdhten Mcl-1 Proteinspiegel, wobei PARP, wie oben beschrieben,
beziiglich der Apoptose ambivalent erscheint und dessen Rolle hierbei noch nicht ganz geklart
ist (Gobel et ., 2001).

T. gondii ist zudem nach Molestina et a. (2003) in der Lage, NF-xB zu aktivieren und es fir
seine Zwecke zu nutzen. In infizierten Zellen kommt es so zu einer schnellen Akkumulation
von NF-kB im Zellkern.

Insgesamt kommt esin T. gondii-infizierten Zellen deutlich zu einer Abnahme der Caspase 3-,
Caspase 7- und Caspase 9-Aktivitét (Keller et al., 2006). Es konnte noch kein eindeutiger
Beweis daf Ur erbracht werden, dass auch Caspse 8 unter der Kontrolle des Parasiten steht.

2.3.3 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidien sind Sporozoa der Unterordnung Eimeriina und etablieren sich im Gegensatz
zu anderen Vertretern der Unterordnung zwar intrazelluldr aber extrazytoplasmatisch. Nach
der Ingestation und der Excystierung der Oozysten dringt der Sporozoit an der apikalen
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Membran der Wirtszelle ein und wird daraufhin von der Wirtszelle eingehillt. Es schlief¥t sich
eine Membranfusion an der Basis des Protozoons an und die Wirtsmembran 10st sich an
dieser Stelle auf. Die parasitare Membran erweitert sich, sodass sie an dieser Stelle direkten
Kontakt zum Cytoplasma hat (Marcia et a., 1986; Hamer et al., 1993). Cryptosporidien
spielen in der Veteringrmedizin mit C. parvum hauptséchlich beim Kalb eine Rolle.
Bestimmte Genotypen des Erregers verursachen beim immungeschwéachten Menschen,
insbesondere AIDS-Patienten, eine bisweilen todlich verlaufende Infektion (Santin et al.,
2004; Chen et a., 1999).

Bezliglich der Apoptoseinduktion oder -hemmung bei C. parvum-infizierten Zellen, liegen
zum Teil widerspriichliche Ergebnisse vor. Invitro zieht eine C. parvum-Infektion eine
Apoptose in intestinalen und bilidren Epithelzellen nach sich (Chen et al., 1999; O hara et al.,
2006). Dabei findet sich in vitro in C. parvum-infizierten Epithelzellen und in nicht infizierten
Nachbarzellen eine erhohte Konzentration von Fas- und FasL-Molekilen an der
Zellmembran. Die dadurch eingeleitete Apoptose kann durch Caspaseinhibitoren und
Fas/FasL-neutralisierende Antikorper geblockt werden. Werden nicht infizierte Epithelzellen
oder Fas-sensitive Jurkat Zellen zusammen mit C. parvum-infizierten Zellen co-kultiviert, so
kommt es in beiden Zellen zur Expression von Fas und FasL (Chen et a., 1999). In vivo
dagegen wurde eine vermehrte Apoptoseaktivitat nur in benachbarten Zellen der C. parvum-
infizierten Zellen gefunden (Chen et al., 2001). In vitro wiederum zeigen C. parvum-infizierte
intestinale Epithelzellen auch einen Schutz vor dem programmierten Zelltod, wenn
Apoptoseinduktoren eingesetzt wurden. Hierbei kam es zu einer Aktivierung von NF-xB in
infizierten Zellen (Mc Cole et al., 2000; Chen et al, 2001). Chen et al. (2001) fanden in
infizierten bilidren Epithelzellen einen Abbau von kB und eine nukledre Translokation von
NF-kB. In Nachbarzellen wurde dieses Phanomen nicht beobachtet (Chen et al., 2001).
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2.3.4 Plasmodium spp.

Plasmodium spp. sind Erreger, bei denen im Vertebraten ausschliefflich die asexuellen
Vermehrungsschritte stattfinden; die Gamogonie mit der Entwicklung zum Sporozoiten
erfolgt in Mucken. Beim Menschen verursachen diese Parasiten die Maaria mit hoher
Morbiditét und, erregerabhangig, hoher Mortalitét. Die Entwicklung bei Vertebraten schlief3t
eine erste Merogonie in Leberzellen ein, wahrend der in einem artabhéngig 6 bis 16-tagigen
Prozess Merozoiten entstehen, die nun Erythrozyten befallen und dann dort wieder
artabhangig in relativ kurzen Zeitraumen von 48-72 h zum néchsten Merozoitenstadium
proliferieren. Der letztere Prozess wiederholt sich anhaltend und wird bei einigen Arten
allerdings durch eine sich ausbildende Immunitét des Wirtes gebremst (Kayser et al., 1998).
Mehrere Untersuchungen aus den letzten Jahren lassen den Schluss zu, dass antiapoptotische
Mechanismen, ausgelést durch den Parasiten, die Voraussetzung daflr schaffen, dass
Plasmodien ihre langandauernde erste Merogonie durchfiihren kénnen. Studien von Doolan
und Hoffmann (2000) zeigen z. B., dass spezifisch gegen den Parasiten gerichtete,
zytotoxische T-Zellen, auch Uber eine Interferon-y oder NO-Produktion die mit Plasmodium
spp. infizierten Zellen nicht beseitigen kénnen. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass der
Parasit in den Fas und/ oder Granzym B vermittelten Apoptoseweg eingreifen kann und somit
seine Replikation sichert.

Auf dem Weg der Sporozoiten durch die Leber bis zur adaquaten Zielzelle werden relativ
viele Zellen zerstort, was dazu fuhrt, dass der ,, hepatocyte growth factor* (HGF) freigesetzt
wird, der unter anderem wichtig fur die Etablierung von Plasmodium spp. in der Leber ist
(Carrolo et a., 2003). Es ist bekannt, dass Signale, die Gber den Rezeptor fur HGF, , c-met*
laufen, die Apoptose in Hepatozyten inhibieren (Hu et a., 2004). Das HGF-Rezeptor-
vermittelte Signal in infizierten Zellen dauert nur einige Stunden an. Dennoch sind
Wirtszellen 1-2 Tage p.i. vor einem Zelltod durch Serumentzug und Peroxidasen geschiitzt.
Diese Resistenz wird jedoch nicht durch HGF vermittelt, da das Blockieren dieses Signals
keinen Einfluss mehr auf die Lebensfahigkeit der Zelle hat. Die Beobachtung, dass solche
Zellen gegen TNF-a- und D-Galaktosamin-induzierte Apoptose gefeit sind, lésst den Schluss
zu, dass Plasmodium spp. direkt mit dem Netzwerk der Apoptoseregulation interagieren (van
de Sand et al., 2005). So weist die Wirtszelle z. B. eine Uberexpression von Glutamylcystein-
Synthase auf, die auf die TNF-a-vermittelte Apoptose einen hemmenden Einfluss hat und die
NF-kB-Aktivitét reguliert (Manna et a., 1999). Leberzellen von Méusen, die mit Plasmodium
spp. infiziert sind, zeigen einen Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose. Dieser

Schutzmechanismus scheint jedoch mit der Lebensfahigkeit des Parasiten verknipft zu sein,
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da infizierte Zellen mit abgestorbenen Parasiten eine Infiltration von immunkompetenten
Zellen verursachen. Dies impliziert, dass diese Wirtszellen nicht mehr vor dem
programmierten Zelltod geschitzt sind (van de Sand et al., 2005) und somit von den Zellen
des Immunsystems erkannt werden.

2.3.5 Theileria parvum

Theileria parvum wird von Zecken auf eine Reihe von Ruminanten Ubertragen und ist der
Erreger des Ostklstenfiebers mit einer Mortalitétsrate von fast 100%. Symptome dieser
Erkrankung sind Lymphknotenschwellung, Fieber, Dyspnoe, blutig, schleimiger Durchfall
und ZNS-Stérungen (Eckert et al., 2004). Durch einen rezeptorvermittelten Mechanismus
gelangt der Parasit in mononukledre Leukozyten (Lymphozyten, Makrophagen), die seine
Zielzellen darstellen (Shaw et al., 1997). T. parvum liegt im Cytoplasma frel vor und
entwickelt sich dort zum Schizonten. Dieses Stadium verursacht eine unkontrollierte
Proliferation der Wirtszelle, was in eine klonale Expansion infizierter Zellen mindet, wobei
sich auch der Parasit bei der Mitose teilt. In der Wirtszelle wird permanent 1kBa und kB
unterdriickt, sodass NF-xB in aktiver Form vorliegt (Pamer et al., 1997). Wie bei
Cryptosporidium spp. Beschrieben, fuhrt eine Unterdriickung von NF-xB zur Apoptose der
Wirtszelle.

Obwohl infizierte Zellen mit einer vermehrten Bildung der proapoptotischen Faktoren
APAF1l, Fas und FasL reagieren, sterben sie nicht. Hier liegt offensichtlich eine
parasitvermittelte Gegenregulation vor, bel der der rezeptorvermittelte Weg durch den
Inhibitor c-FLIP gestoppt wird und zudem die Effektorcaspasen tber vermehrte Expression
von clAP und XIAP in ihrer Aktivitdt gehemmt werden (Kunzi et a., 2003). Werden solche
Zellen mit dem Theileriazid BW720c behandelt, sinken die Konzentrationen von c-FLIP und
XIAP innerhab von drei Tagen unter die Nachweisgrenze, was wiederum fir die
Notwendigkeit der Lebensfahigkeit des Parasiten spricht und zudem eine kurze Halbwertszeit
der Proteine vermuten lasst (Kiinzi et al., 2003).

Hingegen bleiben Fas und FasL nach der Eliminierung von T. parvum mindestens drel Tage
konstant exprimiert, was sogleich mit dem Auftreten von aktiven Caspasen einher geht.
Dagegen sind Bcl-2 und Bcl-xL als auch deren proapoptotischer Gegenspieler Bax
gleichbleibend in infizierten und behandelten Zellen vorhanden. Daraus l&sst sich schlief3en,
dass der innere Weg bei ehemals infizierten Zellen kaum eine Rolle bei der nachfolgenden
Apoptose spielt (Kinzi et al., 2003).
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2.3.6 Trypanosoma cruzi

T. cruzi ist der Erreger der Chagas-Krankheit, die bei Menschen und zahlreichen Wirbeltieren
in Mittel- und Stidamerika vorkommt und durch den Kot der Raubwanze Ubertragen wird. Es
handelt sich um einen intrazellul&ren Parasiten, der vor allem glatte und quergestreifte
Muskelzellen, sowie Herzmuskel zellen beféllt. Einige Einzeller dringen auch in die Neuroglia
ein. Die akute Phase der Infektion verlauft beim Menschen weitgehend unaufféllig. Nach 10-
20 Jahren treten aufgrund des geschadigten Gewebes Symptome wie Megacolon,
Megadsophagus, Megacor und neurologische Stérungen auf. Bei infizierten Hundewelpen
treten akutes Fieber, Andmie, Kachexie, Odembildung und Herzinsuffizienz auf.

T. brucei gambiense und brucei rhodesiense sind die Erreger der afrikanischen
Schlafkrankheit und werden durch den Stich der Tsetse-Fliege Ubertragen. T. brucei brucei,
T. congolense, T. suis, T.simiae und T. vivax werden ebenfalls vorwiegend durch die Tsetse-
Fliege Ubertragen und verursachen die Nagana-Seuche. T. brucei evansi [6st in Nord- und
Ostafrika sowie in Asien die Surra aus und T. brucei equinum in Sidamerika die Mal de
Caderas. Weltweit spielt fur die Equiden die Beschadseuche, die durch T. brucei equiperdum
Ubertragen wird, als Kontaktinfektion eine Rolle (Eckert et al., 2004)

T. cruzi durchlauft zwei wesentliche Entwicklungsstadien in seinem vertebraten Wirt.
Infektiose Trypomastigoten zirkulieren zundchst extrazelluldr im Blutstrom und befallen
verschiedene Wirtszellen, wie Makrophagen, Herzmuskelzellen und Gliazellen. Sind sie im
Cytoplasma angelangt, transformieren sie sich zu amastigoten Formen und nach einigen
Teilungen wieder zu Trypomastigoten, die dann in den Blutstrom entlassen werden.

Die ersten Hinweise darauf, dass wahrend der intrazellularen Phase die Apoptose der
Wirtszelle inhibiert wird, zeigten sich in der Beobachtung, dass infizierte Fibroblasten bis zur
Freisetzung der Parasiten nicht sterben (Clark et al., 1999). Bei infizierten Hela-Zellen wurde
das gleiche nachgewiesen, wobei die Fas-vermittelte Apoptose reduziert und sowohl die
Caspase 3- als auch die Caspase 8-Aktivitét und die DNA-Fragmentation vermindert waren.
Von T. cruzi. wird eine trans-Sialidase produziert, welche das Neuritenwachstum induziert
und neuronale Zellen vor dem programmierten Zelltod bei Wachstumsfaktorenentzug schiitzt.
Des Weiteren wird durch dieses Enzym das antiapoptotische Protein Bcl-2 in der Zelle
hochreguliert, was wiederum mit dem Uberleben der Zelle korreliert (Chuenkova et al.,
2000).

Die Infektion humaner Epithelzellen mit T. cruzi ist zudem mit einer erhohten NF-xB
Aktivitét assoziiert (Huang et al., 1999). Dies konnte auch Petersen (2006) bei kardiaen
Zellen in Kombination mit einer erniedrigten Caspase 3-Aktivitdt nachweisen. Kontrovers
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dazu verglich Hall (2000) Infektionsraten in Herzmuskel- und Endothelzellen und fand eine
Korrelation zwischen parasitar-induzierter Aktivierung von NFxB und Infektionsresistenz. In
relativ resistenten Endothel zellen fuhrt die Infektion zu einer starken Aktivierung von NF«B.
Empfangliche Myozyten hingegen zeigen keine Aktivierung von NFkB durch den Parasiten.
Dies l&sst vermuten, dass NFkB eher die Infektion inhibiert, als dass es verantwortlich fur

eine Apoptoseinhibition ist.

2.3.7 Leishmania spp.

Generell lasst sich die Leishmaniose in drel Gruppen untergliedern, die viszerale, die kutane
und die mukokutane Leishmaniose. Die Leishmaniose des Hundes ist der viszeralen Form
zuzuordnen, wobel es bel den meisten erkrankten Hunden auch zu kutanen Veranderungen
kommt. Die Symptome dieser Erkrankung sind generaisierte Lymphknotenschwellung,
Hautlasionen ohne Juckreiz, Fieber, Diarrhoe, Inappetenz, Apathie, Lahmheiten, Milz- und
LebervergrofRerung, Niereninsuffizienz, Keratokonjunktivitis, Hyperalbuminamie, Anamie,
und Hyperglobulindmie. Diese Symptome sind auch auf die viszerale Form der humanen
Leishmaniose zu Ubertragen. Die kutane Leishmaniose des Menschen wird auch als
Orientbeule bezeichnet. Hierbei entwickeln sich multiple, trockene, spéter geschwirig
zerfallende Papeln. Die Schleimhautleishmaniose ist der Orientbeule sehr @nlich, jedoch hat
sie eine Tendenz zur Ausbreitung in Schleimhduten und fihrt zu einer starken
Gewebszerstorung (Eckert et al, 2004).

Die promastigote Form von Leishmania spp. wird durch die Schmetterlingsmiicke auf einen
vertebraten Wirt durch den Stechakt Ubertragen und befdlt dann Makrophagen, in denen eine
ungeschlechtliche Vermehrung stattfindet, worauf die Zelle zerstort wird und die
freigewordenen Parasiten neue Zielzellen aufsuchen. Amastigote Formen werden von den
Mucken beim Stechakt mit den Wirtszellen wieder aufgenommen, und entwickeln sich in
deren Darm zu promastigoten Formen, die in die Speicheldrise wandern und so wieder
Ubertragen werden kénnen.

Moore et al. (1994) infizierten Makrophagen, die aus dem Knochenmark gewonnen worden
waren mit L. donovani-Promastigoten. Weitere Makrophagen behandelte er mit
Lipophosphoglykan (LPG), dem hauptsachlichen Oberflachenmolekil der Promastigoten. In
beiden Falen kam es zur Inhibition einer durch den Entzug von Makrophagen-
Wachstumsfaktor (M-CSF) induzierten Apoptose. Dieser Effekt wurde auch beobachtet, wenn
man Zellen mit dem Uberstand von infizierten Makrophagen behandelte, was auf einen

l6slichen Faktor hinweist, der von infizierten Zellen abgegeben wird. Neutrophile
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Granulozyten haben im peripheren Blut eine Halbwertszeit von 6-10 Stunden, eine Infektion
dieser Zellen mit Leishmanien verschiebt den programmierten Zelltod bis zu 24 Stunden,
wobei man eine deutlich reduzierte Aktivitét von Caspase 3 beobachten kann (Aga et al.,
2002). Allerdings sind dazu vitale Parasiten notwendig, da Zellen, die mit einem Lysat aus
L. major oder mit toten Parasiten behandelt wurden, diesen Effekt nicht aufweisen. Eine
Behandlung von nicht infizierten neutrophilen Granulozyten mit dem Uberstand von
infizierten neutrophilen Granulozyen kann die Apoptose ebenfalls nicht verzogern (Agaet al.,
2003).

Ahnliche Versuche wurden von Lisi et a. (2005) mit der humanen Monozytenzelllinie U-937
durchgefiihrt. Diese Zellen wurden mit L. infantum infiziert oder mit aufgereinigtem LPG
oder mit dem parasitenfreien Uberstand von L. infantum behandelt. Anschlieend wurde
versucht eine Apoptose mit Actinomycin D zu induzieren, wobei in alen drei Félen eine
Apoptoseinhibition und eine verminderten Caspase 3-Aktivitat nachgewiesen wurden.

2.3.8 Nosema algerae

Dieser Parasit, der humane Lungenfibroblasten invadiert, ist ebenso in der Lage sein
Uberleben durch die Inhibition der Wirtszellapoptose zu sichern. Infizierte Zellen erweisen
sich im Gegensatz zu nicht infizierten as resistent gegeniiber einer TNF/ Cycloheximidin-
Behandlung, welche normalerweise die Apoptose induziert. Hierbei konnte ein erhohter
Spiegel von Bcl-2 und ein verminderter Spiegel von Bax nachgewiesen werden, was auf eine
parasiten-induzierte Beeinflussung des mitochondrialen Weges der Apoptose schlief3en |asst
(Scanlon et al., 1999).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Apikomplexa einen stark antiapoptotischen Einfluss
auf ihre Wirtszelle haben konnen und sich dabel offensichtlich unterschiedlicher
Mechanismen bedienen. Bel allen oben beschriebenen Protozoen konnte in infizierten Zellen
eindeutig eine Hemmung des programmierten Zelltodes nachgewiesen werden. In vielen
Falen wurde dies Uber eine Aktivierung von NF«kB festgestellt (E. tenella, E. necatrix,
T. gondii, C. parvum, Plasmodium, T. parvum, T. cruzi, N. algerae). Auch die Beeinflussung
der Mitglieder der Bcl-2-Familie bei E. tenella, E. necatrix, T. gondii, T. cruzi und N. algerae
scheint ein wirkungsvoller Mechanismus zu sein. T. parvum hingegen nutzt fur sich die
Inhibitoren c-FLIP, XIAP und c-IAP. Auch wenn durch die Infektion durch T. gondii,

C. parvum und T. parvum proapoptotische Faktoren wie Fas und FasL hochreguliert werden,
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sind die gegenregulatorischen Mal3nahmen des Parasiten effektiv genug, um eine Apoptose

der Wirtszelle zu verhindern.
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3 Material und Methoden

3.1 Parasit Eimeria bovis

Bel dem verwendeten Stamm von Eimeria bovis handelte es sich um ein vor 16 Jahren
gewonnenes Feldisolat aus Norddeutschland (Fliege et al., 1992). Um diesen Stamm H zu
erhalten, musste in regelméldigen Abstdnden eine experimentelle Infektion von Kabern
durchgefuhrt werden, damit frische Oozysten gewonnen werden konnten.

3.2 Versuchstiere

321 Kaber

Als Versuchstiere wurden Bullenkdber eingesetzt, die im Alter von 2 Wochen von
ortsansassigen Landwirten aufgekauft wurden. Dabel handelte es sich um die Rasse Deutsch
Schwarzbunt.

Da eine kokzidienfreile Aufzucht der Kalber essentiell war, wurden diese im institutseigenen
Stall in gekachelten Raumlichkeiten, die nur Uber eine Desinfektionsschleuse zu erreichen
waren, aufgezogen. Die Kédber wurden klinisch parasitologisch, virologisch und
bakteriologisch untersucht. Jedes Tier erhielt zusétzlich prophylaktisch Toltrazuril p.o. (20
mg/kg KGW) und 1% Fumethrin (1 ml/kg KGW) als pour on. Die Aufzucht erfolgte in
Edel stahl stoffwechsel kafigen.

Zunéchst erhielten die Kélber zweimal taglich Milchaustauscher (200 g/ Mahlzeit, RCG,
Munster) und ab der vierten Lebenswoche zusétzlich pelletiertes Kraftfutter (Raiffeisen
Warenzentrale Rhein Main eG Werk, Wiesbaden) zur freien Aufnahme. Des Weiteren

standen autoklaviertes Heu und Wasser ad libitum zur Verfiigung.

3.2.2 Infektion von Kalbern mit Eimeria bovis- Oozysten
Materidl:
s Oozystensuspension in 2 % K,Cr,0O; (Lagerung bei 4 °C)

+ Phosphate buffered saline (PBS) Zubereitung aus einer 10 fachen Stammldsung

% 10x PBS

137 mM NaCl, 80 g/l (Roth)

2.7mM KClI, 2 g/l (Merck)

1.5 mM KH,PO,, 2 g/l (Merck)

6.5 mM Na,HPO,-2H,0, 11.5 g/l (Merck)
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Durchfihrung:

Im Alter von 7 Wochen wurden die Kaber mit je 50.000 sporulierten E.bovis-Oozysten oral
infiziert. Um die entsprechende Menge der Oozystensuspension von Kr,Cr,O7 zu reinigen
(siehe 3.2.3.), wurde diese bei 400 x g 10 min zentrifugiert, wobei das gewonnene Pellet 3 x
mit PBS gewaschen wurde. Das in 10 ml PBS suspendierte Pellet wurde jeweils einem
Versuchstier oral appliziert.

Ab dem 18. Tag p.i. wurden die gewonnenen Kotproben taglich untersucht, und die
Oozystenmenge wurde anhand des sog. OPG- Wertes (Oozystenmenge pro Gramm Kot)
ermittelt.

3.2.3 Gewinnung und Sporulation der Eimeria bovis- Oozysten
Materidl:

+¢ verschiedene Siebe mit der Maschengrof3e 300 pm, 150 pm und 80 um
s Gesdttigte Zuckerl6sung mit einer spezifischen Dichte von 1.35g/ml

s Adometer (IDL) mit einem Messbereich von 1- 1.2 und 1.2- 1.4g/ml
¢ Flache, rechteckige Plastikschalen und dazu passende Glasplatten

% 101 Plastikeimer

< Zentrifugengefale 250 ml aus Polypropylen (Herolab Longlife®)

s K2Cry0O7- Losung (Merck) 2 % und 4 %

¢ Zédlkulturflaschen, Nunc Easy Flasc TM (Nunc) 75 cn??

Durchfihrung:

Ab dem 18. Tag p.i. wurde der Ké berkot gesammelt und der OPG-Wert bestimmt. Sobald der
Wert 100 erreichte, wurde der Kot mit Leitungswasser versetzt und durch die Siebe in
absteigender Maschenwelite gewaschen. Hierdurch wurden grobe Partikel aus der Suspension
entfernt. Anschlief3end ruhte die Suspension zur Sedimentation der Oozysten in 10 | Eimern
Uber zwei Stunden bel Raumtemperatur. Danach wurde ca. die Hélfte des Kotwassers
abgekippt, das Sediment mit der angefertigten Zuckerldsung versetzt und auf eine Dichte von
1.15 g/ml eingestellt.

Plastikwannen wurden bis zum Rand mit dieser Mischung beflillt und Glasplatten darauf
geschoben. Nach zwei Stunden konnten die Platten abgehoben und die an den Glasplatten

haftenden Oozysten mit Wasser abgewaschen werden.



Ergebnisse

Die gewonnen Oozysten wurden bei 400 x g 10 min zentrifugiert und das Sediment mit Aqua
dest. gewaschen. Daraufhin wurden die Oozysten 1:1 mit 4 % K,Cr,O; versetzt, sodass eine
2 % Suspension entstand, die in flache Schalen geflllt wurde.

Die Sporulation erfolgte innerhalb einer Woche in den Schalen, wobei die Suspension mittels
einer Pipette regelmaliig mit Sauerstoff begast wurde.

Danach wurden die sporulierten Oozysten abzentrifugiert (400 x g, 10 min), in einer 2 %igen
K2Cr,07-L6sung suspendiert und in Zellkulturflaschen bei 4 °C aufbewahrt. Um einen Zutritt

von Sauerstoff zu sichern, durften die Flaschen nicht dicht verschlossen werden.

3.2.4 Gewinnung von Eimeria bovis- Sporozoiten
Material:

s Oozystensuspension in 2 %iger K,Cr,O7-L6sung

% Percoll™ (Amersham Biosience)

< 1,5M NaCl (Roth)

< 0,15 M NaCl (Roth)

¢ frisch hergestellte Natriumhypochloridl6sung mit 4 % wirksamem Chlor (Roth)

¢ Inkubationsmedium, frisch hergestellt und steril filtriert; 0,35 % L- Cystein HCL
(Serva), 1,68 % Natriumhydrocarbonat, NaHCO3; (Merck)

s Excystiermedium, steril filtriert und auf 37 °C angewarmt

0,12 g Trypsin 1:250 (Sigma)
2,4 ml Rindergalle
2,76 ml 1 x HBSS (Hank”s balanced salt solution), frisch hergestel It

Durchfthrung:

Zunéachst mussten die Oozysten mittels isopyknischer Zentrifugation mit Percoll-Gradienten
aufgereinigt werden. Dazu wurde eine isotonische Stammldsung (IPS) benétigt, die aus neun
Teilen (v/v) Percoll und einem Teil (v/v) 1.5 M NaCl bestand.

Um eine 60 %ige Percoll-Losung herzustellen, wurden sechs Teile IPS und vier Teile (v/v)
NaCl gemischt. Zur Herstellung einer 50 % Percoll-L 6sung benétigte man funf Teile IPS und
funf Teile (v/v) NaCl.

Je 10 ml der Percoll-Ldsungen wurden 20min bei 4°C und 30.000 x g zentrifugiert, so dass

sich Dichtegradienten aufbauten. Die Oozystensuspension wurde 10 min bei 400 x g

35



Ergebnisse

zentrifugiert, das entstandene Pellet mit Natriumhypochlorid aufgenommen und im Eisbad 2
min unter konstantem Rihren inkubiert.

Danach wurden die Oozysten 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Der oozystenhaltige Uberstand
wurde 1:1 mit Wasser gemischt. Zur erneuten Sedimentation wurden die Oozysten abermals
10 min bel 400 x g zentrifugiert. Das mit Wasser resuspendierte Sediment wurde vorsichtig
auf den 60 %igen Percoll-Gradienten aufgetragen und anschlief3end 20 min bei 400x g in
einem Schwenkbecher-Rotor zentrifugiert. Die Oozysten befanden sich im oberen Gradienten
und wurden auf den 50 %igen Gradienten aufgetragen. Eine erneute Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen wie vorher liel3 eine , saubere® Oozystenbande entstehen, welche
abgenommen und mit mindestens 40 % (v/v) Wasser gemischt wurde. Im néchsten
Zentrifugationsschritt (20 min, 400 x g) sedimentierten die Oozysten.

Fir die Excystierung wurde das Sediment mit sterilem Inkubationsmedium versetzt, in eine
75 cm? Zellkulturflasche Ubertragen und in 100 %iger CO,-Atmosphére bei 37 °C 20 h im
Brutschrank inkubiert.

Die Oozysten wurden hiernach abzentrifugiert, das Sediment in Excystiermedium (37 °C)
aufgenommen und in 75 cm? Zellkulturflaschen Gberfihrt. Die Excystierung fand bel 37 °Cin
5 %iger CO,-Atmosphére statt, wobei man stiindlich mikroskopisch kontrollieren musste. Fir
gewohnlich war die Excystierung nach 3 bis 4 h abgeschl ossen.

Sobald die Excystierung zu mindestens 50 % erfolgt war, wurde die Suspension bei 400 x g
10 min zentrifugiert und das Pellet anschlie3end dreimal mit IMDM oder RPMI gewaschen,
umn Reste des Excystiermedium, insbesondere der Rindergalle zu entfernen. Die
Sporozoitenzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmit.

3.3 Wirtszelllinien
3.3.1 Bovinefetale Gastrointestinalzellen (BEGC)
Material:

% BFGC

«+ Iscove’s modified dulbecco’s medium (IMDM, Sigma); vor der Verwendung miissen
zu je 500 ml Medium
5 ml L-Glutamin-Penecillin-Streptomycin (L-Glut. Pen.-Strep., Sigma) und 50 ml

Fetales Kalberserum (FK S, Biochrom) zugegeben werden.
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% Versenpuffer (zu je 200 ml portioniert und autoklaviert)

136.9 mM NaCl, 8 g/l (Roth)
2mM KCI, 0,2 g/l (Roth)
8,1 mM Na,HPO,x 2H,0, 0,145 g/l (Roth)
1,4 mM KH,PO,, 0,2 g/l (Merck)
53mM EDTA, 0,2 g/l (Sigma)
H,O
s Gepufferte Trypsinldsung (steril filtriert und zu 50 ml bei —20 °C aufbewahrt)

136,9 mM NaCl, 8 g/l (Roth)
5mM KCl, 0,38 g/l (Roth)
7 mM Na,HPO,x 2H,0, 0,125 g/l (Roth)
5,5mM Glucose, 1 g/l (Merck)
0,82 mM Tris, 3 g/l (MP Biomedicals)
2,59 Trypsin 1:250 (Sigma)
H,O
s Trypsin/Versen Puffer: zu einem Teil gepufferte Trypsinlésung werden vier Teilen

Versenpuffer gegeben
s Fetales Kélberserum (FKS, Biochrom)

s 25 cm? und 75 cm? Zellkulturflaschen (Nunc)

Durchfthrung:

Ursprunglich wurden BFGC | aus der Dinn- und Dickdarmschleimhaut 4-6 Monate alter
Rinderfeten isoliert und immortalisiert (Hermosilla et a., 2002). Die entstandene Zelllinie
wurde mit IMDM, welches mit 10 % FKS und 1 % L- Glutamin Pen.-Strep. versetzt wurde, in
25 cm? oder 75 cm? Zellkulturflaschen gehalten. Der Mediumwechsel bei adhérenten Zellen
erfolgte jeden zweiten Tag.

Die Subkultivierung des konfluenten Zellrasens erfolgte nach einmaligem Waschen mit
0,9 % iger NaCl-Ldsung durch Zugabe von mit Trypsin versetztem Versenpuffer (4 ml pro
25 cm?-Zellkulturflasche bzw. 10 ml pro 75 cm2-Zellkulturflasche). Nach einigen Minuten
|6sten sich die Zellen bei 37 °C und wurden in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt, die mit dem
jeweils gleichen Volumen IMDM + FKS und L-Glutamin Pen.-Strep. bestiickt waren.

Die Zellen des Pellets, das nach Zentrifugation (10 min, 1500 U/min) entstanden ist, wurden

in Medium resuspendiert auf drei neue Zellkulturflaschen verteilt.
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3.3.2 African Green Monkey Kidney Cells (Vero)
Material:

< Vero-Zellen

s RPMI 1640-Medium (Gibco); vor der Verwendung muissen auf 500 ml Medium 5 ml
Penecillin-Streptomycin (ECACC, Salisbury, UK) und 50 ml FK'S zugegeben werden.

s 25 cm?- und 75 cm2-Zellkulturflaschen (Nunc)

s Versenpuffer (siehe 3.3.1.)

s Gepufferte Trypsinlésung (siehe 3.3.1.)

s Trypsin/Versen Puffer (siehe 3.3.1.)

s FKS (Biochrom)

Durchfhrung:

Die permanente, adhérente Zelllinie Vero wurde von der European Collection of Cell Cultures
(ECACC) unter der Nummer ECACC 84113001 gekauft.

Die Erhaltung und Subkultivierung dieser Zellen unterschied sich vom Verfahren 3.3.1. nur in
der Verwendung unterschiedlicher Medien (hier RPMI1 1640-M edium)

3.3.3 Bovine Umbilical Vein Cdls (BUVEQ)
Material:
< BUVEC

% Modifiziertes Endothelial Cell Growth Medium (ECGM Biowest), zu ECGM wurde
das mitgelieferte Supplement gegeben, 150 ml dieser Losung wurde mit 350 mi
M199-Medium (Biowest) gemischt, dazu wurden 5 ml Penecillin Streptomycin
gegeben

s 75 cm2-Zéellkulturflaschen (Nunc)

Durchfthrung:
Fur vorliegende Versuche wurden die Zellen freundlicherweise von Dr. C. Hermosilla zur

Verfligung gestellt.

38



Ergebnisse

Die Erhatung dieser Zellen entsprach abgesehen von dem verwendeten Medium dem

Verfahren unter 3.3.1. Eine Subkultivierung war nicht moglich.

3.3.4 Infektion der Wirtszellen
Materid:
< BFGC

< Vero-Zdlen
< BUVEC

%+ Sporozoiten in RPMI (fur Vero-Zellen) oder IMDM (fur BFGC und BUVEC)

Durchfthrung:

Um eine Infektionsrate von 50 %-60 % zu erreichen, mussten im Falle von konfluenten
BFGC in eine 75 cm?Zellkulturflasche 2,5x10° Sporozoiten zugegeben werden, in eine
25cm? Zellkulturflasche 1 x10° Sporozoiten, in eine 12er Loch-Platte 2,5 x10° Sporozoiten
pro Vertiefung und in 8er Chamber Slides (Falcon) 4 x10* Sporozoiten pro Kammer.

Fir Vero-Zellen gdt: 3,5x10° Sporozoiten pro 75 cm? Zellkulturflasche, 1,5 x10°
Sporozoiten pro 75 cm? Zellkulturflasche und 5x10* Sporozoiten pro Kammer in 8er
Chamber Slides.

BUVEC wurden in 75 cm*Zellkulturflaschen mit 2,2 x 10° Sporozoiten infiziert.

3.4 Apoptoseinduktoren

3.4.1 Actinomycin D
Material:
< Actinomycin D (Streptomyces sp.) 200 pg (Calbiochem)

% RPMI (Gibco) mit 10 % FKSund 1 % Pen.-Strep. versetzt
% IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L-Glut. Pen.-Strep versetzt

Um eine gebrauchsfertige Losung zu erhalten wurden 200 pg Actinomycin D mit 2 ml des

entsprechenden Mediums versetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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3.4.2 CytochalasnB
Material:

¢+ Cytochalasin B (Helmintosporium dematioideum) 1 mg (Sigma)
¢ Dimethylsulfoxid (DM SO, Roth)

Zu 1 mg pulverisiertem Cytochalasin B wurden 4 ml DM SO gegeben und bis zum Gebrauch
bei —20 °C eingefroren.

3.4.3 Colchicin
Material:
¢+ Colchicin, Plant Cell Culture, approx. 95 % HPLC, 500mg (Sigma)

s RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.-Strep. versetzt
s IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L-Glut. Pen.-Strep versetzt

5 mg Colchicin wurden in 50 ml des jeweiligen Mediums gegeben und anschlief3end
lichtgeschiitzt bei Zimmertemperatur gelagert.

3.4.4 Bestimmung der notwendigen Konzentrationen der Apoptoseinduktoren fir BEGC
Material:
< BFGC

< IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt
% Actinomycin D (siehe 3.4.1.)

% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

+«»+ Colchicin (siehe 3.4.3))

s 24er Loch-Platten (Nunc)

¢ Invertlichtmikroskop (LeicaDM IRB)

Durchfihrung:
Die Zellen einer konfluenten 25 cn? Zellkulturflasche wurden auf eine 24 Loch-Platte verteilt
und so lange kultiviert, bis der Zellmonolayer dicht gewachsen war. Dann wurden in unten

angegebenen Verdinnungsschritten die Apoptoseinduktoren zugegeben. Der Anteil toter
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Zéellen wurde lichtmikroskopisch nach 3, 6, 12, 24 und 48 h kontrolliert, bis ca. 50 % der

Zellen entsprechende V erdnderungen aufwiesen.

Tabelle 4

Verwendete Konzentrationen der Apoptoseinduktoren fir BFGC [ug/ml]
ActinomycinD | 0,05 0,1 0,5 1 2 4

Cytochalasin | 0,1 0,5 1 2 4 8

Colchicin 0,1 0,5 1 2 4 8

3.45 Bestimmung der notwendigen Konzentrationen der Apoptosei nduktoren fir Vero-
Zellen
Material:

s Vero-Zellen, African Green Monkey Kidney Cells

% RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. versetzt
% Actinomycin D (siehe3.4.1.)

% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

%+ Colchicin (siehe 3.4.3.)

% 24er Loch-Platten

% Invertlichtmikroskop (Leica DM IRB)

Durchfihrung:

Die Durchfihrung entsprach der obigen Beschreibung bei folgenden V erdinnungsschritten:

Tabelle 5

Verwendete Konzentrationen der Apoptoseinduktoren fur Vero-Zellen [pug/ml]

ActinomycinD | 0,05 0,1 0,5 1 2 4
Cytochaasin | 0,1 0,5 1 2 4 5 6 7 8
Colchicin 0,1 0,5 1 2 4 5 6 7 8
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3.5 Lichtmikroskopische Darstellung der Apoptose
Material:
% BFGC

% Vero-Zellen

s BUVEC

s IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt
s RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. Versetzt
s Modifiziertes ECGM (Biowest)

¢+ Sporozoiten

s Actinomycin D (siehe 3.4.1.)

% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

%+ Colchicin (siehe 3.4.3.)

¢+ 8er Chamber Slides (Falcon)

¢ Invertlichtmikroskop DM IRB (Leica)

+ Digitalkamera DC 5000 (Leica)

Durchfthrung:

Der Inhalt einer Flasche der jeweiligen Zelllinie wurde auf zwel 8er Chamber Slides vertellt.
Das bei 1500 U/min 10 min abzentrifugierte Zellpellet einer Flasche wurde in 2 ml Medium
aufgenommen und auf die 8 Vertiefungen verteilt, die hierfir mit 400 ul Medium pro
Kammer versehen worden waren. Wenn eine ca. 80 %ige Konfluenz des Zellrasens erreicht
war, wurde die Halfte der Vertiefungen genutzt, um die Zellen zu infizieren.

Im Falle der Vero-Zellen 5 x 10* Sporozoiten pro Vertiefung und im Falle der BFGC 4 x 10°,
1, 3,5, 7 und 10 Tage nach der Infektion wurden die Apoptosei nduktoren zugegeben.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen mikroskopisch beurteilt und die
V erdnderungen fotografisch dokumentiert.

Im Falle von BUVEC wurde keine Apoptose induziert. Der programmierte Zelltod stellte sich
aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Zellen von selbst ein und wurde ebenso fotografiert.
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3.6 Apoptosenachweis mittels TUNEL-Assay
Material:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

BFGC

Vero-Zellen

Sporozoiten

IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt

RPMI (Roth) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. Versetzt

Actinomycin D (siehe 3.4.1)

Cytochalasin B (siehe 3.4.2))

Colchicin (siehe 3.4.3.)

In Situ Cell Death Detection Kit®, Fluorescein (Roche)

1xPBS

Paraformaldehyd 10 %ig, 10 g Paraformaldehyd (Serva) wurden in 60 ml H,O nach
Zugabe von 2- 3 Tropfen 1IN NaOH bei 45-60 °C gelost. Die Losung wurde auf
100 ml mit H,O aufgefullt, durch ein Filterpapier filtriert und as Aliquots bei —20 °C
gelagert

Paraformaldenyd 4 %ig in PBS aus ener 10%igen Stammiésung, 40 ml
Paraf ormaldehyd 10%ig wurde mit 60 ml PBS gemischt

Permeabilisationddsung aus 0,1 % Triton X-100 (Sigma) in 0,1 % Natriumzitrat
(Sigma)

8er Chamber Slides (Falcon)

Fluoreszenzmikroskop (Leica, Leitz Diaplan)

Durchfhrung:
TUNEL bedeutet terminal desoxyribosyl transferase mediated dUTP nick end labeling.
Das Prinzip des Tests basiert darauf, dass bei der Apoptose genomische DNA fragmentiert

wird und sowohl doppelstrangige Fragmente mit niedrigem Molekulargewicht, als auch

einzelstrangige Fragmente mit hohem Molekulargewicht entstehen. Die freien 3"-OH Enden
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werden von der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase markiert und die Polymerisation
der markierten Nukleotide wird katalysiert. Die polymerisierten Nukleotide werden mit
Fluoreszein markiert, sodass diese unter einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden
kann.

Die Apoptoseinduktion entsprach der im Abschnitt 3.5. Die Proben wurden zunéchst
luftgetrocknet und anschlief3end fur 1h bei 15-25 °C mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert.
Danach folgte en Waschen der Zellen mit PBS. Anschliefend wurde die
Permeabilisierungslosung zugegeben, und die Zellen 2 min auf Eis (Vero-Zellen), oder 10
min bei Raumtemperatur inkubiert (BFGC). Es folgten zwel Waschschritte mit PBS,
woraufhin jeder Ansatz mit 50 ul TUNEL -Reaktions 6sung versehen wurde, und die Chamber
Slides als feuchte Kammer bei 37°C fur 60 min im Dunkeln inkubiert wurden. Die
Reaktions 6sung wurde nach Angaben des Herstellers des Kits mit 50 yul Enzymlésung und
450 ul Markierungsl6sung hergestellt bzw. mit dem entsprechenden Bruchtell des Volumens
je nach Anzahl der zu farbenden Kammern.

Als Negativkontrolle wurden zwel Vertiefungen mit fixierten und permeabilisierten Zellen
mit reiner Markierungs-Losung versehen und inkubiert. Als Positivkontrolle wurden fixierte
und permeabilisierte Zellen mit der mitgelieferten DNAse | inkubiert und 10 min bei 15-
25 °C inkubiert, um Strangbriiche zu induzieren, bevor die Proben mit der Reaktionsldsung
behandelt wurden.

Nach einer Inkubation fir 60 min bel 37 °C im Dunkeln wurden die Kammern drei Mal mit
PBS gewaschen und konnten anschlief3end unter einem Fluoreszenzmikroskop mit einer
Wellenlange von 450-550 nm analysiert werden.

3.7 Annexin V-Test

3.7.1 Bestimmung AnnexinV positiver Zellen
Material:
% BFGC in 25 cm*Zellkulturflaschen

Vero Zellen in 25 cm?-Zel Ikulturflaschen

X/
£ %4

X/
£ %4

IMDM (Sibma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt

>

s RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. versetzt

L)

%+ Sporozoiten

>

% Actinomycin D (siehe 3.4.1.)

L)
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% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

%+ Colchicin (siehe 3.4.3.)

% Trypsin/Versen-Puffer

% Acutase (PAA Laboratories Austria)

< Annexin V, FITC Apoptosis Detection Kit I® (BD Pharmingen)
% 1,5 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf )

% Neubauer-Zahlkammer

¢ Fuoreszenzmikroskop (Leica, Leitz Diaplan)

Durchfihrung:

Bel dieser Art, die Apoptose einer Zelle nachzuweisen, spielen membranstandige
Phosphatidylserine, die in einer intakten Zelle zur zytosolischen Seite gerichtet sind, die
entscheidende Rolle. Nachdem der programmierte Zelltod eingeleitet wird, evertieren
Phosphatidylserine nach auf3en, um die Zelle zu markieren. Somit kbnnen sie von Phagozyten
erkannt und eliminiert werden. An diese Phosphatidylserine bindet Annexin V, das selbst am
den Farbstoff FITC gekoppelt ist, was eine Visualisierung der apoptotischen Zelle ermdglicht.
Pro Zellrethe wurden in drei Zellkulturflaschen mit einem konfluenten Zellerasen infiziert
(BFGC: 1x10° Sporozoiten pro 25 cm?Zellkulturflasche, Vero-Zellen: 1.5x10° Sporozoiten
pro 25 cm?*Zellkulturflasche). Zellen aus vier weiteren Zellkulturflaschen dienten als
Kontrolle und wurden nicht infiziert. Jeweils eine infizierte und eine nicht infizierte
Zellpopulation wurden mit Actinomycin D (BFGC 2,5 pg/ml, Vero-Zellen 3,5 pg/ml),
Cytochalasin B (BFGC 12,5 pg/ml, Vero-Zellen 15 pg/ml) bzw. Colchicin (BFGC 8 pg/ml,
Vero-Zellen 25 ug/ml) versetzt. In einer Flasche pro Zellreihe verblieben die Zellen nicht
infiziert und nicht behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen mit Trypsin abgel 6st
und for 10 min bel 1500 U/min zentrifugiert. Alternativ zu Trypsin wurde auch Acutase
verwendet, wobel sich das Prozedere des AblGsens nicht unterschied.

Circa 3x10° Zellen pro Flasche wurden in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR? tbertragen und mit
50 pl Annexinpuffer und 2 pl Annexin V versehen. Die Zellsuspensionen wurden 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschliefend mittels Durchlicht-
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet, wobel der Antell Annexin V-positiver Zellen erfasst
wurden. Pro Ansatz wurden in der Zadhlkammer nach Neubauer insgesamt 120-150 Zellen

ausgewertet.
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3.7.2 Vitdfarbung mit Trypanblau
Material:
< BFGC in 25 cm?-ZéelIkulturflaschen

< Vero Zellen in 25 cm?Zellkulturflaschen

s IMDM (Sibma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt
s RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. versetzt

s Actinomycin D (siehe 3.4.1.)

%+ Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

%+ Colchicin (siehe 3.4.3.)

s Trypsin/Versen-Puffer

1,5 ml Reaktionsgefalde (Eppendorf )

s Trypanblau (Merck)

% Neubauer-Zahlkammer

% Invertlichtmikroskop DM IRB (Leica)

Durchfihrung

Nachdem bei den jeweiligen konfluenten Vero- und BFGC-Zellrasen einer 24er Lochplatte
die Apoptose induziert worden war (fur Vero-Zellen 0,5ug/ml Actinomycin D, 8ug/ml
Cytochalasin B und 7pg/mi; fir BFGC 0,5ug/ml Actinomycin D, 2ug/ml Cytochalasin B und
2ug/ml Colchicin), wurde der Anteil Trypanblau-positiver Zellen nach dem Trypsinieren,
nach dem Trypsinieren und einer 4-stiindigen Lagerung auf Eis und nach dem Féarbevorgang
mit Annexin V-PE (Caltac Laboratories) bestimmt. Dazu wurde das Zellmaterial 1:9 mit
Trypanblau vermischt und die Rate positiver Zellen unter Verwendung einer Neubauer
Zahlkammer mittels Invertmikroskop ausgezéhlt. Diese Methode wurde auch for
apoptoseinduzierte Vero-Zellen nach 14 h, 24h und 48 h angewendet.
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3.8 Caspase 3-Nachweis mittels Fluoroscan
Material:
% BFGC in 75 cm? Zellkulturflaschen

% Vero-Zellenin 25 cm? Zellkulturflaschen

s IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt
s RPMI (Gibco) mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. versetzt
¢+ Sporozoiten

s Actinomycin D (siehe 3.4.1.)

¢+ Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

¢+ Colchicin (siehe 3.4.3.)

s Trypsin/Versen-Puffer

% 1xPBS

% Enz Check® Caspase 3 Assay Kit #2 (Molecular Probes)

% Neubauer-Zahlkammer

% Mikrotiterplatten (96 Loch)

¢+ Fuoroscan Ascent (Labsystems)

Durchfhrung:

Caspase 3 ist die Ubergeordnete Effektorcaspase, die beim programmierten Zelltod in einer
proteol ytischen Kaskade weitere Effektorkaspasen aktiviert.

Die aktive Caspase 3 besitzt eine Substratspezifitat fur die Aminosaurensequenz Asp-Glu-
Va-Asp (DEVD). Caspase 3 und auch andere DEV D-spezifische Proteaseaktivitdten werden
durch den Farbstoff Rhodamin-110 (R-110), welcher an DEVD kovalent gebunden ist,
nachgewiesen.

Pro Induktor wurden 6 75 cm’-Zellkulturflaschen konfluente BFGC und 6 25cm?’
Zellkulturflaschen konfluenter Vero-Zellen bendtigt. Davon wurde jewells die Halfte mit der
entsprechenden Anzahl Sporozoiten infiziert (im Falle der BFGC 2,5 x10° Sporozoiten pro
Flasche, im Falle der Vero-Zellen 1,5 x10° Sporozoiten pro Flasche). Dariiber hinaus wurden
als Negativkontrolle 3 nicht infizierte, nicht induzierte 75 cm?-Zellkulturflaschen BFGC und

3 nicht infizierte, nicht induzierte 25 cm?Zellkulturflaschen Vero-Zellen benétigt.
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Um einen moglichst optimalen Caspase 3-Nachweis zu fuhren, war bei den verwendeten
Zellrethen und Induktoren eine Inkubationsdauer von 5 Stunden nétig. Die
Induktorkonzentrationen der Vero-Zellen entsprachen denjenigen, die fir den AnnexinV-
Nachweis verwendet wurden. Fiur BFGC galt Folgendes: 12 pg/ml Actinomycin D, 60 pg/mi
Cytochalasin und 35 pg/ml Colchicin.

Die mit Versen/Trypsin-Puffer abgel6sten und zentrifugierten Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen. Pro Reaktionsansatz mussten 1x10° Zellen in jede Vertiefung der 96er-
Lochplatte gegeben werden. Den Zellen wurde der mitgelieferte Zelllysispuffer (50 pl/Napf)
zugefligt und die Platte wurde zundchst 20 min auf Eis gelegt . Anschliel?end wurde sie
wieder auf Raumtemperatur gebracht, um die Lysis zu verbessern. Danach wurden die Zellen
abzentrifugiert, der Uberstand wurde gewonnen und davon wurden je 50 pl in die
Vertiefungen einer weiteren 96er Lochplatte Ubertragen. Zur Kontrolle der
Hintergrundfluoreszenz wurde eine Portion des ibertragenen Uberstandes genutzt, indem
diese nicht in die weiteren Féarbeschritte einbezogen wurde.

Die Ubrigen Proben wurden mit der aus den Komponenten des Kits hergestellten
Substratlésung zu je 50 pl bestiickt und fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Die fertigen Proben wurden unmittelbar danach bel einer Wellenldnge von 496-
520 nm mit einem Fluoroscan gemessen.

3.9 Cytochrom-c-Nachweis mittels ELISA
Material:
< BFGC I in 75 cm? ZelIkulturflaschen

% IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L- Glut. Pen.-Strep versetzt

% Sporozoiten

% Actinomycin D (siehe3.4.1.)

% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

% Colchicin (sehe 3.4.3.)

s Trypsin/Versen-Puffer

s 1x PBS

% Zymed® Cytochrome ¢ ELISA Kit (Zymed® Laboratories Inc.) incl. der notwendigen

Assay- und Waschpuffer
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% 1,5 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf )

< Molecular Devices E™ precision microplate reader (MWG Biotech)

Durchfihrung:

Cytochrom-c spielt beim sogenannten inneren oder mitochondrialen Weg der Apoptose eine
entscheidende Rolle. Wird dieser Weg beschritten, kommt es zu einer Ausschittung von
Cytochrom-c aus den Mitochondrien in das Cytosol als erster Schritt in Richtung
Caspaseaktivierung und programmiertem Zelltod.

Der Kit nutzt 96er Mikrotiterplatten, deren Vertiefungen mit monoklonalem Antikdrper gegen
Cytochrom-c aus der Maus beschichtet sind. Das gesuchte Protein bindet daran und kann von
einem Biotin-konjugierten  Antikorper erfasst werden. Streptavidin-Horse  Radish
Peroxidase (HRP) wird zugefiigt und lagert sich an den Biotin-konjugierten Antikorper.

Um eine Farbreaktion zu erlangen wird eine Substratlésung zugegeben. Das Ergebnis kann
bei einer Wellenlange von 450 nm mittels EL I SA-Reader abgel esen werden.

Um ausreichendes Zellmaterial zu Verfiigung zu haben, wurden pro Induktor sechs 75 cm?
Zéellkulturflaschen bendtigt, davon jeweils drei Flaschen mit infizierten und drel Flaschen mit
nicht infizierten Zellen, sowie drel Flaschen mit nicht infizierten nicht induzierten Zellen als
Negativkontrolle. Die Induktorkonzentrationen entsprachen denen des Caspase 3-Nachwei ses.
Acht Stunden nach der Induktion wurden die Zellen abgel 6st, zentrifugiert und anschlief3end
einmal mit eiskalter PBS gewaschen. Nun wurden pro Ansatz 1,5x10° Zellen in 1 ml
Lysispuffer resuspendiert und 1 h bei Zimmertemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert.
Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt fur 15 min bei 1000 x g, woraufhin der Uberstand mit
dem Assaypuffer 1:50 verdinnt wurde.

Die Mikrotiterplatte wurde zweima mit Waschpuffer gewaschen worauf in ale benttigten
Vertiefungen Assaypuffer gegeben wurde. Mit dem mitgelieferten Cytochrom-c-Standard
wurde eine 1:2 Verdinnungsreihe angefertigt. Jeweils 100 ul der verdinnten Proben wurden
in die entsprechenden Vertiefungen der Lochplatte pipettiert, woraufhin je 50 pl
Biotinkonjugat zugegeben wurden. Im Anschluss wurde fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert
und dann dreimal gewaschen. Alle Vertiefungen wurden daraufhin mit 100ul Streptavidin-
HRP versehen und 1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sich ein weliterer
Waschschritt anschlossen und 100 pl TMB Substrat-Ldsung zugegeben wurden. Nach einer
Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mussten je 100 pl Stopp-Ldsung in
die Vertiefungen pipettiert werden und das Ergebnis musste unmittelbar danach von einem
ELISA-Reader bei 440-460 nm Wellenlange gel esen werden.
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3.10 Konfokalmikroskopie

3.10.1 Vorbereitung der Préparate
Materidl:
< BFGC I in 25 cm? Zellkulturflaschen

s IMDM (Sigma) mit 10 % FKSund 1 % L-Glut. Pen.-Strep versetzt

s Trypsin/Versen Puffer

%+ Sporozoiten

% Colchicine (siehe 3.4.3))

% Texas Red (Invitrogen)

< 1xPBS

s Paraformaldehyd 3 %ig aus einer 10 %igen Stammlésung (Lagerung bei —20°C fir 6
Monate mdglich)

s 12er Lochplatten (Nunc)

¢+ autoklavierte 12 mm Deckgléschen

Durchfihrung:

Um die Mechanismen der Apoptosehemmung in E. bovis infizierten Zellen zu analysieren
wurde Uberprift, welche intrazelluldren Apoptoseinhibitoren im Vergleich zu nicht infizierten
aktiviert werden. Die Untersuchung bezog als Inhibitore c-IAP1, c-FLIP und Bcl2ein und
wurde mit Hilfe eines Konfoka mikroskops durchgeftihrt.

In die Vertiefungen einer 12 Lochplatte, die mit autoklavierten 12 mm Deckglaschen bestlickt
wurden, wurden die Zellen einer 25 cm? Zellkulturflasche mit einer sterilen Pipette verteilt
und im Brutschrank inkubiert. Die Sporozoiten wurden vor der Infektion mit Texas Red
gefarbt, wobei 2 pl Texas Red fiir 6 x10° Sporozoiten benétigt wurden. Die Parasiten wurden
daraufhin mit 1 ml Medium fir 1 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach einem 3-4maligen
Waschen mit PBS konnten die gefarbten Sporozoiten fur die Infektion verwendet werden
(2,5 x10° Sporozoiten/Vertiefung).

Drei oder funf Tage nach der Infektion wurden infizierte und nicht infizierte Zellen mit
0,03 pg/ml Colchicin 48 h inkubiert. Als Kontrolle wurden nicht induzierte und nicht
infizierte Zellen eingesetzt.
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Nach zwei Tagen wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 3 %igem
Paraformaldehyd Uber Nacht bel 4 °C fixiert.

3.10.2 Farbung der Préparate
Materidl:
< 1x PBS

%+ Triton X- 100 (Sigma)

L)

s Konfokapuffer aus 1 % BSA Albuminfraktion V (Roth), 5 % Ziegenserum, 10 %
1xPBS

s Primarantikorper gegen c-IAP1 (H- 83; Santa Cruz Biotechnology), Bcl-2 (C- 2; Santa

Cruz Biotechnology), FLIP (BD Pharmingen™)

s Sekundérantikorper: FITC- Conjugate anti rabbit developed in goat (Sigma)

0 FITC- Conjugate anti mouse developed in goat (Sigma)

s Kernférbung Toto- 3iodide (Molecular Probes)
“ Mowiol 4.88 (Calbiochem), Antifading Propylgallat (Sigma)
s Aquadest.

% Parafilm

Durchfihrung:

Nach der Fixierung wurden die Zellen in den Vertiefungen zwei mal mit PBS gewaschen und
mit Triton X-100, 0.1 %ig in 1xPBS verdunnt, 10min bel Raumtemperatur permeabilisiert.
Nach erneutem zweimaligen Waschen und einer Inkubation der Zellen mit dem angefertigten
Konfokalpuffer fir weitere 15 min bel 37 °C wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach
unten fir 60 min bei 37°C mit 30 pl Primérantikorper (3 %ig in Konfokal puffer), die sich auf
Parafilm in einer feuchten Kammer befanden, inkubiert.

Die Deckglaschen werden vorsichtig mit 100 pl 1xPBS aufgespuilt, in die Vertiefungen der 12
L ochplatte gelegt und vier mal gewaschen.

Auf neue Parafilmstickchen wurden 30 pl des 1:50 in Konfokalpuffer verdinnten
Sekundérantikorpers pipettiert. Fur c-IAP1 und c-FLIP wurde FITC-conjugate anti rabbit
benutzt, fir Bcl-2 FITC-conjugate anti mouse.
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Nach 30 mindtiger Inkubation bei 37 °C wurden die Deckglaschen abermals aufgespilt und
wie oben beschrieben gewaschen, mit 200 ul 1 puM Toto-3 versehen und 15min bel
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Nach einem kurzen, vorsichtigen Abspilen mit Aqua dest. kdnnen die Préparate in Mowiol

Uber Nacht eingebettet werden.

3.10.3 Mikroskopie
Material:

% Konfoka mikroskop (Leica DM IRBE)

+ Konfokale Laserscaneinheit (Leica TCSNT, LEICA, Lasertechnik Heidelberg)

% LeicaTCS NT-Software, Version 1.6.551

¢+ Bildbearbeitungsprogramm ADOBE Photoshop, Version D1-4.0 (ADOBE System,

Inc.)

Durchfihrung:

Die Aufnahmen wurden unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. Kann, Institut for
Medizinische Virologie der JLU Gief3en angefertigt.

Dazu wurde eine 630fache optische VergrolRerung gewdhlt, wobei ein 63x Leca
Apochromat-Objektiv und eine Pinhole Grof3e von 1 verwendet wurde. Drei Kandle des
Argon-Krypton Lasers mit 488 nm, 567 nm und 648 nm wurden genutzt. Die emittierten
Signale wurden Uber einen Photomultiplier aufgenommen, digitalisiert und elektronisch
erfasst.

Die Einstellung der Verstérkung der einzelnen Kandle erfolgte anhand einer Probe mit
infizierten Zellen, da hierbel die stérksten Signale erwartet wurden und einer uninfizierten
Kontrolle, deren Signal auf schwach sichtbar justiert wurde. In der sich anschlief3enden
Bildbearbeitung wurden die separaten Bilder der drei Kandle eines Praparates nebeneinander
gesetzt. Zum besseren Vergleich der Grinfluoreszenz erfolgte eine direkte Gegentiberstellung

der Aufnahmen von infizierten und nicht infizierten Préparaten dieses Kanals.

3.10.4 Quantifizierung der Fluoreszenzintensitéat
Materidl:
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+ Bildbearbeitungsprogramm ADOBE Photoshop, Version D1-4.0 (ADOBE System,
Inc.)
% Image Quant® (Molcular Dynamic)

++ Microsoft Excel

Durchfihrung:

Zur Quantifizierung der optisch dargestellten Fluoreszenzunterschiede des Griinkanals in
infizierten und nicht infizierten Zellen wurden die entsprechenden Aufnahmen im ADOBE
Photoshop in Graustufenbilder umgewandelt und als TIF-Dateien gespeichert.

In dem Programm Image Quant® wurden 120 der ausgewahlten Zellen einzeln umrandet.
Zusdtzlich wurde ein Areal markiert, das den Hintergrund des jeweiligen Bildes
représentierte.

Das Programm bestimmt die Signalstarke (=Volume, V) der zuvor eingegrenzten
Flachen/Pixel (=Area, A). Um den Hintergrund (=Background, BG) von den dazugehdrigen
Bereichen abzuziehen, wurde zunéchst der Hintergrunds durch dessen Fléche/Pixel geteilt und
mit den Werten von der jeweiligen markierten Zellen multipliziert. Dieser Wert wurde dann
von der Signalstérke (V) jeweils abgezogen (Sum-BG).

[V1.n(Vec/ABe)XA1...]: A1 n

Die errechneten Werte konnten dann in einer Graphik umgesetzt werden. Da ene
Normalverteilung der Werte vorlag, wurde fir die statistische Auswertung ein einseitiger
t-Test gewdhlt. Zur Darstellung parakriner Effekte werden in infizierten Pr&paraten die
infizierten Zellen und deren benachbarte nicht infizierte Zellen markiert und die

Fluoreszenzintensitéten wie oben miteinander vergleichen.

3.11 Western Blot und Immunfarbung

3.11.1 Vorbereitung des Zellmaterials
Material:
< BFGC I in 75 cm? ZelIkulturflaschen

s Jurkat-Zellen
¢+ Human cervical carcinomacells, Henrietta Lacks Zellen (HelL a)

%+ Sporozoiten
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s IMDM, mit 10 % FKSund 1 % L-Glut. Pen.-Strep versetzt
s RPMI, mit 10 % FKS und 1 % Pen.- Strep. versetzt

% Actinomycin D (siehe3.4.1.)

% Cytochalasin B (siehe 3.4.2.)

% Colchicin (siehe 3.4.3.)

s 1xPBS

“* Rubber Police (Nunc)

s 50 ml Zentrifugenrohrchen (Nunc)

% 1,5 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf )

Durchfihrung

Zur Bestdtigung der Ergebnisse der konfokamikroskopischen Untersuchung wurde der
Versuch gemacht, die Apoptoseinhibitoren c-IAP1, Bcl2 und FLIP in infizierten und nicht
infizierten BFGC vergleichend zu quantifizieren.

Fur jede Untersuchung der Apoptoseinhibitoren c-IAP1, FLIP und Bcl2 wurde das
Zellmaterial von je zwei infizierten und nicht infizierten 75 cm®Zellkulturflaschen benétigt.
Pro infizierte Flasche wurden 1x10° Sporozoiten verwendet. Die Apoptose wurde 2, 3, 5 und
6 Tage p.i. mit den Induktoren Actinomycin D, Cytochaasin und Colchicin in der unter 3.7.
angegebenen Konzentration induziert. Als Positivkontrolle fur die Antikérper c-IAP1 und
Bcl-2 dienten Jurkat-Zellen, fur c-FLIP Hela-Zellen. Diese Zellen gehdren zu permanenten
Zelllinien und exprimieren die Apoptoseinhibitoren Bcl2, c-1AP1 bzw. c-FLIP obligat.

Nach der Inkubation der Zellen mit den Apoptoseinduktoren wurde das Medium entfernt, die
Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen, mit einem Rubber Police abgeschabt, in ein 50 ml
Rohrchen tberfuhrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden in
1ml PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Ubertragen. Nach erneutem

Waschen wurden die Zellpellets bel —80 °C bis zur Verwendung eingefroren.

3.11.2 SDS-PAGE und Proteintransfer (Western Blot)
Material:
s Ax TrisHCI/SDS, pH 8,8 mit 1IN HCI eingestellt

0,5M Tris (MP Biomedicals)
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0,4 % SDS (Serva)

4x Tris CI/SDS, pH 6.8 mit 1 N HCI eingestellt

1.5M Tris (MP Biomedicals)
0.4% SDS (Serva)

Acrylamid/Bisacrylamid- Lésung: Rotiphorese® Gel 30 (Roth)

mit Wasser geséttigtes | sobuthanol

Ammoniumpersulfat, APS (Amersham Bioscience); 10 %ige Loésung (w/v) in H,O
angesetzt und bei —20 °C aufbewahrt

TEMED (Amersham Bioscience)

10x Elektroden-Laufpuffer, pH 8,3

30,3 g Tris(MP Biomedicals)
144,0 g Glycin (MP Biomedicals)
10,0 g SDS (Serva)

H,0 ad 1000 ml

5x Probenpuffer pH 6.8

19 mM TrisHCI (MP Biomedicals)

10 % SDS (Serva)

12,5 % 2-Mercaptoethanol (Serva)

25 % Glycerol ultra pure (MP Biomedicals)
0,005 % Bromphenolblau (Merck)

Molekulargewichtsmarker: Bench Mark™ Protein Ladder, 15 Banden, 10- 220 kDa
(Invitrogen)

PVDF-Transfermembran: Immobilon™- P (Millipore)
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% Filterpapier 3 mm dick (Whatman)
s Transferpuffer

25 mM Tris (MP Biomedicals)
192 mM Glycin (MP Biomedicals)
15 % Methanol (Merck)

H,O

% Methanol (Merck)

o Hzo

Durchfihrung:

Vor der Herstellung der Gellésung mit gewtnschter Polyacrylamidkonzentration wurde der
Giel3stand mit den Glasplatten und den Spacern vorbereitet.

Fir die Herstellung eines 10 %igen Acrylamidgels wurden 5 ml Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung, 3,75 ml 4 x TrissHCI/SDS, pH 8.8 und 6,25 ml H,O bendétigt.

Direkt vor dem Giefsen wurde die Mixtur mit 50 pl 10 x APS-Lésung und 10 ul TEMED
versetzt. Die Mischung wurde mit Isobuthanol Uberschichtet, 30-60 min bei Raumtemperatur
polymerisiert und mit 70 % Ethanol und H,O gespilt. Das Sammelgel wurde as 3,9 %
Acrylamidiosung (0,62 ml  Acrylamid/Bisacrylamidiosung, 1,25ml 4 x TrisHCI/SDS
(pH 6,8), 3,05 ml H,0, 0,25 ul 10 % APS und 5 ul TEMED) auf das polymerisierte Trenngel
gegeben und die Kédmme wurden eingesetzt. Nach 30 minltiger Polymerisation des
Sammelgels wurden die Gelkassetten in die Trennkammern eingesetzt, die K&mme wieder
entfernt, die Geltaschen mit Elektrodenpuffer gespllt und mit den Proben versehen (max.
10 pl).

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstérke von 10 mA Uber 15 min bis die Lauffront
das Trenngel erreicht hat, wonach eine Stromstarke von 15 mA angelegt wurde. Nach der
Elektrophorese (1,5 h) wurde das Sammelgel vom Trenngel getrennt und die aufgetrennten
Proteine wurden auf eine Membran geblottet: Die Gele wurden im Transferpuffer zusammen
mit Filterpapier 15min &quilibriert; die PVF-Transfermembran wurde zuerst kurz in
Methanol und anschlief?end fur 5min in H,O gelegt, bevor auch diese 10-15min im
Transferpuffer &quilibriert wurde. Auf die Anode wurde ein Filterpapier gelegt und darauf die
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Membran, das Trenngel und das zweite Filterpapier. Der Transfer fand bei 200 mA innerhab
1 h statt.

3.11.3 Blockieren der Membran und Inkubation mit Antikérpern und Visualisierung der
Reaktion
Material:
s PVDF- Membran mit geblottetem Protein

¢+ Blockierungspuffer

1x TBS
0,1 % Tween 20 (Aldrich)
4 % BSA (Roth)

¢ Inkubationspuffer

1x TBS
0,1 % Tween 20 (Aldrich)
1% BSA (Roth)

s Primérantikérper c- IAP (H-83; Santa Cruz Biotechnology), Bcl2 (C-2; Santa Cruz

Biotechnology), I-Flice 1:100 (BD Pharmingen™)

s Sekundérantikorper: FITC- Konjugat anti rabbit developed in goat 1:50.000 (Sigma)
s Waschpuffer

1x TBS
0,1 % Tween 20 (Aldrich)

% 10x TBS

60,57g TrisHCI (MP Biomedicals)
85 g NaCl (Roth)

H>O ad 1000 ml
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+% Chemolumineszenz-Substrat zum Nachweis der Peroxidase: ECL+Plus™ Western
Blotting Detection System (Amerscham Bioscience). Die Losungen A und B werden
bei 4°C aufbewahrt, vor Anfertigung der Substratldsung ca. 30 min bei RT aquilibriert
und vor der Anwendung im Verhaltnis 40:1 (v/v) gemischt; Substratmenge 0,1 ml/cm?
Membran

% IXTBS

« Plastikfolie (Polystar PE-Schlauchfolie, Rische & Herfurth, Hamburg)

% Frischhaltefolie

+ Kodak BioMax Light Film, BioMax Light- 1 (Sigma)

% Cronex MF-E-Fixierer

++ Cronex MD-Entwickler

Durchfihrung:

Zur langerfristigen Aufbewahrung der gebloteten Antigene wurden die Membranen in Aqua
dest. gewaschen und getrocknet. Wenn die Immunfarbung folgen sollte, wurden die
Membranen in Blockierungs-Puffer verbracht und 1 h bei RT oder tUber Nacht bei 4° C im
Kihlraum auf der Rotationsplattform zur  Absdttigung von  unspezifischen
Proteinbindungsstellen inkubiert.

Nach der Blockierung wurde der Blockierungspuffer gegen die gewinschte
Antikorperverdinnung ausgetauscht. Nach einstindiger Inkubation bel RT wurden die
Antikorper entfernt. Die unspezifisch gebundenen Proteine wurden durch 5 Waschschritte im
Waschpuffer (jeweils 10 min) beseitigt. Danach folgte die Inkubation (1 h, RT) in den mit
Peroxidase gekoppelten sekundéaren Antikorpern. Danach wurden die Membranen wie oben
mit Waschpuffer und einmal mit 1XTBS gewaschen. Fir den Chemolumineszenznachwels
wurden die Membranen abgetropft, in Plastikfolie eingeschweifl und fir 5 min mit dem
Substrat inkubiert. Nach Herausnahme und Abtropfen Uberschiissigen Substrats wurden die
Membrane zwischen zwei Bléattern Frischhaltefolie Iuftblasenfrei auf Rontgenfilme gelegt.
Die Exponierungszeiten dauerten zwischen 1-30 min. Danach wurden die Filme bis zur
gewinschten Farbintensitét entwickelt und nach dem Spllen mit Wasser im Fixier-Bad

fixiert. Nach einem erneuten Spulen mit Wasser wurden sie getrocknet.
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4 Ergebnisse

4.1 Invitro Entwicklung von E. bovis und Einfluss des Parasiten auf die
Uberlebensfahigkeit der Wirtszelle

Die These, dass E. bovis eine hemmende Wirkung auf den programmierten Zelltod der
Wirtszelle haben konnte, resultiert u.a aus Beobachtungen bel der Infektion von
Endothelzellen (BUVEC) in vitro: Infiziert man konfluente BUVEC mit einer relativ hohen
Infektionsdosis, so sterben ab Tag 10 p. i. viele nicht infizierte Zellen spontan ohne Induktion
der Apoptose ab, wahrend infizierte Zellen verbleiben und die Entwicklung von Schizonten
erlauben. Dieses Phanomen ist in Abb.9 dokumentiert, die die Entwicklung in einem mit
hoher Dosis (2,5 x 10* Sporozoiten/cm?) infizierten BUVEC-Zellrasen bis hin zur
Merozoitenfreisetzung zeigt: Unmittelbar nach der Infektion blieb der Zellrasen intakt, und
bis Tag 4 war auch keine mikroskopisch sichtbare Veranderung der Parasiten zu beobachten
[Abb.9 (A), (B)]. Nach erfolgter Umformung der Parasiten zu Trophozoiten waren mit Tag 8
bis 10 p. i. erste unreife Schizonten zu sehen. Zeitgleich mit der beginnenden Expansion der
infizierten Zellen und der daraus resultierenden Raumforderung im konfluenten Zellrasen
konnte ein vermehrtes Absterben nicht infizierter Zellen ohne Einleiten der Apoptose durch
Zusetzen von Induktoren beobachtet werden [Abb.9 (C)]. Die infizierten BUVEC blieben
dagegen intakt und lief3en trotz des Stresses, der durch die GrofRenzunahme des reifenden
Schizonten verursacht wurde, dessen weitere Entwicklung zu reifen Schizonten zu [Abb.9 (C-
H)]. In manchen Arealen waren dann mit zunehmender Infektionsdauer kaum mehr nicht
infizierte Zellen zu finden [Abb.9 (D-E)]. Paralel dazu kultivierte, nicht infizierte Zellrasen
blieben dagegen intakt. Mit zunehmender Kulturdauer wuchsen aber in infizierten
Zellkulturen nicht infizierte Zellen aus, und es bildeten sich z. T. erneut intakte Zellrasen, in

die die urspriinglich schizontentragenden Zellen integriert waren [Abb.9 (D-G)].
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Abbildung 9

In vitro-Entwicklung von E. bovis in BUVEC und Veranderungen des Wirtszellrasens
(A) intakter, konfluenter Zellrasen nicht infizierter Zellen (Messbalken 50um); (B) der
gleiche Zellrasen ein Tag nach der Infektion mit 2,5x10* Sporozoiten/cm?. Es kommt zum
Tell zu Mehrfachinfektionen (eingegrenzte Bereiche, Messbalken 50um); (C) infizierte Zellen
18 Tage p. i.; es kommt zum vermehrten Absterben der nicht infizierten Zellen (eingegrenzter
Bereich); infizierte Zellen (*) zeigen zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Expansion durch die
Reifung der Schizonten | (Messbalken 80um); (D) Bildung von Agglomeraten infizierter,
schizontentragender Zellen (20 Tage p. i.; Messbalken 80um); (E) infizierte Zellen zeigen
Zytoplasmafortsétze in ale Richtungen, wobei es zum Kontakt zwischen benachbarten Zellen
kommt (Messbalken 80pum) (F); um die infizierten, schizontentragenden Zellen (*) findet ein
langsames Auswachsen nicht infizierter Zellen statt; 22 Tage p. i. (Messbalken 80um); (G)
infizierte Zellen finden Kontakt zu welteren infizierten Zellen und zu proliferierten nicht
infizierten Zellen (24 Tage p. i.; Messbalken 80um); (H) Platzen eines reifen Schizonten mit
Freisetzung von Merozoiten (ab Tag 24 p. i.; Messbalken 15um)

Auch BFGC erlauben eine Entwicklung von E. bovis-Sporozoiten zum reifen Schizonten |.
Die Entwicklungsschritte bis hin zur Merozoitenfreisetzung liefen in dhnlichen Zeitraumen
wie bei BUVEC ab. Nach einer raschen Invasion der Sporozoiten in die Zelle und der
Umformung zu Trophozoiten in der parasitophoren Vakuole (PV), konnten ab Tag 5 p. i. erste
immature Schizonten beobachtet werden. Allerdings kam es, anders als bei BUVEC, mit
deren Auftreten und der sich anschlief3enden Schizontenreifung zu keiner spontanen A poptose
in nicht infizierten oder infizierten BFGC. Erste reife Schizonten konnten frihestens ab Tag
11-13 p. i. gesehen werden. In der Regel traten sie erst ab Tag 15 p. i. vermehrt auf. Im
Vergleich zu BUVEC, deren Schizonten | am Tag 12 eine Grof3e von 61-88 um erreichten,
erlangten sie bel BFGC eine Grofe von 103-130 pum. An Tag 19 konnte im Falle von BUVEC
Grof3en von 80-92 um gemessen werden und bel BFGC von 85-250 um. Ab Tag 17 p. i. kam
esin BFGC zur Freisetzung von Merozoiten aus den Schizonten.

Bel Vero-Zellen kam es nach einer raschen Invasion und einer Umformung der Sporozoiten in
eine abgerundete Form zur Ausbildung einer deutlichen PV, in der der Parasit zwar 20 Tage
und langer verblieb, sich aber nicht weiter entwickelte. Auch hier kam es zu keinem

spontanen Absterben nicht infizierter Zellen.
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Abbildung 10

In vitro-Entwicklung von E. bovis in BFGC

(A) Konfluenter Zellrasen 1 Tag p. i. mit intrazelluldren Sporozoiten in der PV (Pfeile;
Messbalken 30um). Am Tag 8 p. i. (B) sind neben Sporozoiten (Pfeile) immature Schizonten
zu sehen (*; Messbalken 30um). Zwischen Tag 10 p. i. (C) (Messbalken 35um) und Tag 15 p.
i. (D) war eine sprunghafte Vergroferung der Schizonten (*) zu beobachten (Messbalken
80um). (E) stellt einen reifen Schizonten am Tag 21 dar (Messbalken 50um). (F) Freisetzung
von Merozoiten (Eingrenzung) aus einem reifen Schizonten (M essbalken 50um).
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Abbildung 11

In vitro-Entwicklung von E. bovis in Vero-Zellen

(A) Nicht infizierter Vero-Zellrasen (Messbalken 60um). (B) Infizierter Vero-Zellrasen 10
Tage p. i. mit einem Sporozoiten (Pfeil) in abgerundeter Form in der PV (beide Messbalken
30pm).

Fur weitere Versuche wurde von der Verwendung von BUVEC abgesehen, da es sich hierbei
um sehr empfindliche Zellen handelt. Die adhérenten Zellen reagieren schon auf geringfigige
Manipulation, wie Mediumwechsel oder Bewegen der Zellkulturflaschen mit spontaner
Apoptose. Es war daher nicht mdglich, die Wirkung der in der Folge verwendeten Induktoren
Zu standardisieren. In den anschlieRenden Untersuchungen wurden daher ausschliefdich
BFGC und Vero-Zellen verwendet.

4.2 Induktion der Apoptose bei nicht infizierten BFGC und Vero-Zellen

Als Grundlage fur Studien zur Hemmung der Wirtszellapoptose durch E. bovis wurde
versucht, die Reaktion der als Wirtszellen vorgesehenen BFGC und Vero-Zellen auf
Apoptose-Induktoren zu standardisieren. Zur Auslésung der Apoptose wurden drei
Apoptoseinduktoren, Actinomycin D, Cytochalasin B und Colchicin, herangezogen.

Das Zdlgift Actinomycin D, das aus Streptomyces sp. gewonnen wird, ist dafiir bekannt, dass
es die Apoptose Uber eine Veranderung der Sekundarstruktur der DNA einleitet. Zudem
kommt es zur Inhibierung der DNA-abhdngigen RNA-Polymerase. Das Gift der
Herbstzeitlosen Colchicin und auch Cytochalasin B aus Helmintosporium dematioideum
verhindern die Polymerisation der Mikrotubuli und verursacht so den programmierten Tod
der Zelle ein. Im Speziellen verhindert Cytochalasin B die Aktinpolymerisation und lysiert
kontraktile Mikrofilamente. Des Weiteren hat dieser Induktor einen negativen Einfluss auf
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den Glukosetransport in der Zelle. Colchicin wirkt phasenspezifisch in der M-Phase der Zelle,
bindet an Tubulin und verhindert dessen Polymerisation.

Um bei einer ausreichenden Anzahl von Zellen die Apoptose zu induzieren wurden sowohl
BFGC ds auch Vero-Zellen bis zu einem konfluenten Zellrasen in einer 24-Loch-Platte
kultiviert und anschliefend in aufsteigenden Konzentrationen mit den entsprechenden
Induktoren konfrontiert. Die mikroskopische Beurteilung des Zellrasens (vergleiche Abb. 12
bis Abb. 14) wurde unter Berticksichtigung einer unbehandelten Kontrolle nach 3 h, 5 h, 12 h,
24 h und 48 h vorgenommen. Der Versuch wurde im Doppelansatz gefuhrt und je 3x
wiederholt. Ziel der Induktion war eine lichtmikroskopisch erfassbare, morphologische
Veranderung von ca. 50 % der Zellen. Dabei handelte es sich um eine Abschéatzung der
Anzahl apoptotischer Zellen. Es wurden dabei morphologische Veranderungen, wie das
Abrunden und Schrumpfen der Zellen sowie das Auftreten zellfreier Areale im Zellrasen,
berlicksichtigt, die durch das Herausl6sen apoptotischer Zellen zustande kamen. Von einer
Auszéhlung der apoptotischen bzw. nicht apoptotischen Zellen musste abgesehen werden, da
sich die bei der Apoptose herausgeldsten Zellen im Medium des Zellrasens befanden, und
keine Unterscheidung zwischen Ublicherweise anfallenden Zelltrimmern, apoptotischen
Zellen und , apoptotic bodies® mdglich war. Eine Auszéhlung der verbleibenden, intakten
Zellen erwies sich ebenso als nicht umsetzbar, da nicht nur verschiedene Gesichtsfelder,
sondern der komplette Zellrasen ausgezahlt hétte werden missen, weil sich das Muster, das
sich aus apoptotischen und nicht apoptotischen Zellen ergab, als auf3erst unregelmaiig
darstellte. Erschwerend kam hinzu, dass die Zellgrenzen der einzelnen Zellen zueinander vor
allem bei BFGC sehr undeutlich sind, sodass es nahezu unméglich war, die einzelnen Zellen
voneinander abzugrenzen.

Drei und 5 h nach Induktion der Apoptose mit Actinomycin D, Cytochalasin B und Colchicin
konnte durchweg noch keine morphologische Veranderung der Zellen festgestellt werden.
Erste mikroskopisch sichtbare Veranderungen traten nach 12 h auf, und nach 24 h und 48 h
waren typische Merkmale wie Zellschrumpfung und das Abrunden der Zellen, sowie das
Abldsen von Zellen aus ihrem Verband erkennbar (siehe Abb. 15 und Abb. 16). Bei Vero-
Zellen waren wesentlich hohere Dosen an Induktoren oder eine langere Inkubationszeit al's bei
BFGC nétig, um bei anndhernd gleich vielen Zellen die Apoptose zu provozieren. Um mit 0,5
png/ml Actinomycin D bei der Halfte der Zellen eines Zellrasens die Apoptose einzuleiten
wurde fur BFGZ eine Inkubationszeit von 24 h benttigt, bel Vero-Zellen von 48 h. Bei
gleicher Inkubationszeit von 48 h wurde fur Vero-Zellen im Vergleich zu BFGZ eine

achtfache Konzentration von Cytochalasin B benétigt, um eine 50 %ige Apoptoserate zu
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erlangen. Fur Colchicin wurde bei gleicher Inkubationszeit fir Vero-Zellen eine 3,5-mal
hohere Konzentration gebraucht als fir BFGC (siehe Tabelle 6).
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Abbildung 12

Anteil apoptotischer BFGC 24 h nach Apoptoseinduktion mit Actinomycin D,
Cytochalasin B und Colchicin

Nach einer Inkubation von 24 h zeigte sich fir Actinomycin D eine Apoptoserate von 50 %
bei einer Konzentration von 0,5 pl/ml. Cytochalasin B-induzierte BFGC benétigten fr eine
50 %ige Apoptoserate eine Konzentration von 2 pl/ml. Die Inkubationszeit von 24 h reichte
far den Induktor Colchicin nicht aus, um eine ausreichende Apoptose zu induzieren.
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Abbildung 13

Anteil apoptotischer BFGC 48h nach Apoptoseinduktion mit Actinomycin D,
Cytochalasin B und Colchicin

Bel einer Inkubationszeit von 48 h gentigten fur den Induktor Cytochalasin B 1 pg/ml und fur
Colchicin 2 pg/ml, um eine 50 %ige Apoptoserate zu erlangen. Auch die niedrigste
eingesetzte Konzentration von 0,1 pg/ml verursachte bei dem Induktor Actinomycin D nach
einer Inkubationszeit von 48 h eine Apoptoserate von Uber 80 %.
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Abbildung 14

Anteil apoptotischer Vero-Zellen 48 h nach Apoptoseinduktion mit Actinomycin D,
Cytochalasin B und Colchicin

Actinomycin D-induzierte Vero-Zellen zeigten schon bei einer Konzentration von 0,5 pg/ml
eine Apoptoserate von 50 %. Vergleichbare Ergebnisse traten bel Cytochalasin B bei einer
Konzentration von 8 pg/ml und bei Colchicin von 7 pg/ml auf.

Basierend auf den obigen Ergebnissen wurden fir weitere Versuche die in Tabelle6
angegebenen Induktor-Konzentrationen und Inkubati onszeiten festgel egt.

Tabelle 6

Verwendete Inkubationszeiten und Konzentrationen der Apoptose-Induktoren fur
BFGC und Vero-Zellen

BFGC

24 h Inkubationszeit 48 h Inkubationszeit
Actinomycin D 0,5 pg/mi *x
Cytochalasin B 2 ug/mi 1 pg/mi
Colchicin * 2 pg/ml

Vero-Zellen

24 h Inkubationszeit 48 h Inkubationszeit
Actinomycin D * 0,5 pg/mi
Cytochalasin B * 8 ug/mi
Colchicin * 7 ug/mi
* kein ausreichender Effekt bei verwendeten | nduktorkonzentrationen nach einer

I nkubationszeit von 24 h zu erkennen
*x Apoptoserate Uber 80 % bei niedrigster Konzentration von 0,1 pg/ml Actinomycin D
nach 48 h
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4.3 Einfluss von E. bovis auf die Apoptosefahigkeit von BFGZ und Vero-Zellen

Um den Einfluss von E.bovis auf die Apoptoseféhigkeit der Wirtszelle auf
lichtmikroskopischer Ebene zu Uberprifen, wurden infizierte BFGC und Vero-Zellen den
Apoptoseinduktoren an den Tagen 1, 2, 3, 5, 7 und 10 p. i. ausgesetzt (siehe Tabelle 6).

Die Behandlung am 1. Tag p.i. fuhrte bei beiden Zelllinien zum Egress nahezu aller
Sporozoiten aus den Wirtszellen. In der Folge kam es zur Apoptose der Zellen, wobel kein
Unterschied zwischen ehemals infizierten und nicht infizierten Zellrasen bestand. Am 2. Tag
p.i. kam es durch die Behandlung nur noch vereinzelt zum Egress der Parasiten. Die
Apoptoseraten lagen unabhangig von Induktoren und infizierten und nicht infizierten
Zellrasen bel ca. 50 %, doch zeigte sich, dass infizierte Zellen nicht apoptotisch wurden. Bel
nicht infizierten Zellen beider Zelllinien waren dagegen nach der entsprechenden
Inkubationszeit der Induktoren typische Anzeichen wie das Abrunden der Zelle,
Zellschrumpfung und Herauslosen der Zellen aus dem Zellverband zu sehen (Abb. 15 und
Abb. 16). Die morphologischen Zeichen der Apoptose stellten sich unabhangig von den
verwendeten Induktoren gleich dar. Auch bestand kein Unterschied zwischen den Zellrasen,
die 3, 5, 7 oder 10 Tage p. i. induziert wurden. Beispielhaft werden in Abb. 15 (A-C) BFGC
dargestellt, die an unterschiedlichen Tagen p.i. behandelt wurden. Die Abrundung der
apoptotischen, nicht infizierten Zellen (Abb. 15 umgrenzte Bereiche), deren Zellschrumpfung
und Herausl6sen aus dem Zellverband sind zu erkennen. Im Gegensatz dazu wiesen infizierte
BFGC [Abb. 15 (A-C) Pfeile] keines dieser Anzeichen auf. Ebenso verhielt es sich bei Vero-
Z€ellen, die in Abb. 16 (A-C) dargestellt sind. Die Pfeile markieren infizierte, intakte Zellen
mit deutlicher PV. Auch bei Vero-Zellen waren Abrundung und Zellschrumpfung zu
beobachten [Abb. 16 (A-C)]. In Folge der Apoptose waren auch zellfreie Areale zu sehen
[Abb. 16 (B)].
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O

Abbildung 15

E. bovis infizierter BFGC-Zellrasen nach Applikation von Apoptoseinduktoren 3 und 5
Tage p. i.

(A) mit Actinomycin D induzierte Apoptose (3 Tage p. i.). Die Pfeile markieren intrazellulér
liegende Sporozoiten in intakten BFGC. Gut erkennbar ist das stark reflektierende
Refraktilkorperchen der Sporozoiten. Im umgrenzten Areal sind abgerundete, z.T.
herausgel 6ste, apoptotische Zellen zu erkennen; (B) mit Cytochalasin B induzierte Apoptose
(5 Tage p. i.). Einzeln liegende, mehrfach infizierte Zellen (Pfeile) mit daneben liegenden
apoptotischen, nicht infizierten Zellen (Umgrenzungen); (C) mit Colchicin induzierte
Apoptose (3 Tage p. i.). Mehrfachinfektion einer intakten Zelle (Pfeil). Daneben l6sen sich
mehrere, nicht infizierte, apoptotische BFGC aus dem Zdlrasen (Umgrenzung) (alle
Messbalken 20 pum)
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Abbildung 16

E. bovis infizierter Vero-Zellrasen nach Applikation von Apoptoseinduktoren 3, 5 und 7
Tage p. i.

Mit E. bovis (Pfeile) infizierte Vero-Zellen mit deutlichen PV. Daneben sind, in durch den
Zdlltod luckenhaft gewordenen Zellrasen, reflektierende, abgerundete, apoptotische Zellen zu
erkennen [(A)-(C) Umgrenzungen]. (A) 5 Tage p. i. mit Actinomycin D induzierte Apoptose.
Intrazelluldr liegende Sporozoiten in intakten Vero-Zellen (Pfeile). Die umgrenzten, nicht
infizierten Zellen sind abgerundet und zum Teil aus dem Zellverband herausgel6st.
(Messbalken 20pum); (B) Mit Cytochalasin B induzierte Apoptose (3 Tage p. i.). In den
infizierten Vero-Zellen ist je eine PV um die Sporozoiten erkennbar (Pfeile). Es bilden sich
zellfrele Areale durch herausgel 6ste, apoptotische Zellen (Umgrenzung; Messbalken 30um);
(C) Mit Colchicin induzierte Apoptose (7 Tage p. i.). Auch hier runden sich apoptotische,
nicht infizierte Zellen ab und es zeigen sich zellfreie Areale. Die Sporozoiten (Pfeile) liegen
in nicht apoptotischen Zellen (Messbalken 25um).
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4.4 Nachweis der Apoptoseinhibition durch E. bovis-Sporozoiten mittels TUNEL-
Assay
DNA Fragmente, die wahrend der Apoptose auftreten, werden im TUNEL-Assay anhand
ihrer freien 3"-OH-Enden nachgewiesen. Mittels dieses Verfahrens sind apoptotische Zellen
in der Spatphase der Apoptose, sowie ihre ,,apoptotic bodies* Uber eine grine Fluoreszenz zu
erkennen (Abb. 17). Nicht apoptotische Zellen zeigen eine leichte, grine Eigenfluoreszenz.
Sporozoiten fluoreszieren in diesem Assay ohne zusétzliche Farbung gelb bis orange.
Es wurden infizierte induzierte und nicht infizierte induzierte Zellrasen beider Zelllinien
untersucht. Als Kontrolle dienten nicht infizierte, nicht induzierte Zellrasen. Nicht infizierte
induzierte Zellen beider Zelllinien zeichneten sich durch eine starke Grunfluoreszenz aus
(Abb. 17). Sowohl in BFGC [Abb. 17 (C)], ds auch in Vero-Zellen [Abb. 17 (D) und (E)
Pfeile] konnte deutliches ,, membrane blebbing” dargestellt werden. Ebenso zeigten sich stark
grun fluoreszierende, rundliche Fragmente, die sog. , apoptotic bodies’, die sich bereits von
den Zellen abgeschniirt hatten [Abb. 17 (A), (B) und (D)]. In infizierten Zellrasen beider
Zdllinien stellten sich schemenhaft fluoreszierende Zellen dar, deren Zellrander kaum zu
erkennen waren [Abb. 18 (A-F)]. In diesen Zellen zeigten sich die Sporozoiten as orange-
leuchtende, langliche Strukturen. Die offensichtlich infizierten Zellen gaben keinen Hinwels
auf eine Spatapoptose. Neben diesen Zellen konnten stark griin fluoreszierende ,, apoptotic
bodies* [Abb. 18 (D) eingegrenzt] und Zellen mit , membrane blebbing* dargestellt werden
[Abb. 18 (C) eingegrenzt], die keine Sporozoiten enthielten. Dies galt sowohl fur BFGC
[Abb. 18 (A-C)], ds auch fir Vero-Zellen [Abb. 18 (D-F)]. Die beobachteten Effekte liefien
sich mit allen Induktoren hervorrufen und waren unabhéngig vom Zeitpunkt p. i.
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Abbildung 17

Apoptotische BFGC und Vero-Zellen im TUNEL Assay

(A-C) nicht infizierte BFGC sowie nicht infizierte Vero-Zellen (D-F) nach Induktion der
Apoptose. (A) Mit Actinomycin D induzierte Apoptose in BFGC. Starke Grinfluoreszenz als
Zeichen der Spatapoptose (Messbalken 20um). (B) Stark fluoreszierende, mit Cytochalasin B
induzierte BFGC zeigten ein dhnliches Bild wie BFGC in (A) (Messbalken 20um). (C)
»Membrane blebbing“ in BFGC (Induktor: Colchicin; Messbalken 20um). Mit Actinomycin
D (D) und mit Cytochalasin B (E) induzierte Apoptose in Vero-Zellen stellte sich in Form
von kompakten, stark fluoreszierenden, abgerundeten Zellen dar. Auch hier war ,, membrane
blebbing* (Pfeile) an der Zelloberflache zu erkennen (beide Messbalken 20um). Bel einer
UberblicksvergroRerung lied sich in Bild (F) ein klarer Unterschied zwischen den schwach
fluoreszierenden, schemenhaften, nicht apoptotischen und den stark fluoreszierenden
apoptotischen Zellen erkennen. Hierbel zeigte sich, dass sich, wie unter 3.2. beschrieben,
Felder intakter Zellen mit Feldern heraus geldster und apoptotischer Zellen abwechseln
(Messbalken 40um).
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Abbildung 18

Nachweis der Apoptoseinhibition durch Sporozoiten im TUNEL Assay in BFGC und
Vero-Zellen

(A-C) infizierte BFGC und (D-F) infizierte Vero-Zellen nach Induktion der Apoptose. (A)
Mit Actinomcin D induzierte Apoptose in BFGC (5 Tage p. i.). Schwach fluoreszierende
Zelle mit schemenhaften Zellgrenzen und orange-fluoreszierendem, quer getroffenem
Sporozoiten (Pfeil). (B) Mit Cytochalasin B induzierte Apoptose in BFGC (5 Tage p. i.).
Stark fluoreszierender Sporozoit (Pfeil); kaum erkennbare Zellgrenzen der Wirtszelle. (C) Mit
Colchicin induzierte Apoptose in BFGC (7 Tage p. i.). Grun fluoreszierende Zelle mit
~membrane blebbing” (eingegrenzt) neben einer infizierten Zelle (Pfeil). (D) Mit
Actinomycin D induzierte Apoptose in Vero-Zellen. Neben der infizierten Zelle mit
undeutlichen Zellrandern (Pfeil) stellten sich nicht infizierte, grin fluoreszierende
apoptotische Zellen und deren , apoptotic bodies* dar (Kreis). (E) Bei mit Cytochalasin B
induzierter Apoptose in Vero-Zellen zeigte sich ein dhnliches Bild wie in (D). (F) Mit
Colchicin induzierte Apoptose in Vero-Zellen. Infizierte Vero-Zelle (Pfeil) ohne Anzeichen
der Spétapoptose (alle Messbalken 20 um).
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4.5 Versuch der Quantifizierung der Apoptose anhand der Annexin V-Expression
Wahrend der Apoptose werden Phosphatidylserine von der Innenseite der Zellmembran auf
die AuRBenseite verlagert. AnnexinV bindet an die Phosphatidylserine und kann daher zur
Markierung apoptotischer Zellen eingesetzt werden. Das Verfahren erlaubt ene
Quantifizierung der Frihapoptose per Durchflusszytometrie. Allerdings traten bei dieser
Nachweismethode fiir das hier verwendete Zellmateria in der Praxis diverse Probleme auf:

In Vorversuchen wurde zunéchst ein selbst hergestellter Bindungspuffer ,, AnnexinV-PE"
verwendet. Bei der anschlief3enden Analyse waren bis auf die unbehandelte Kontrolle sowohl
infizierte, als auch nicht infizierte Zellen beider Zellreihen zu 85 % - 95 % AnnexinV- positiv.
Um moglichst jeden Zellstress zu vermeiden, der zur Einleitung der Apoptose fuihren konnte,
wurde zunéchst das Ablosen der adhdrenten Zellen verandert. Statt der Ublichen
Trypsinierung der Zellen, bei der die Adh&sionsmolekiile der Zellen gespalten werden, wurde
auf die Verwendung von Acutase zurlckgegriffen. Bel dieser Methode bleiben die
Oberflachenmolekile der Zellmembran laut Hersteller vollstandig in ihrer Funktion und
Qualitét intakt. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie blieben jedoch gleich. In der Folge
wurden unterschiedliche Inkubationszeiten der Apoptoseinduktoren getestet um abzuschéatzen,
ab welchem Zeitpunkt nach der Induktion Phosphatidylserine evertiert werden. Innerhalb der
Inkubationszeiten von 5 h, 8 h, 12 h, 24 h und 48 h ergaben sich keine Unterschiede in der
Rate Annexin V-positiver Zellen. Um eine unspezifische Antikdrperbindung auszuschlief3en,
wurde alternativ ein anderes Annexin V-Konjugat verwendet (AnnexinV Alexa Fluor 488,
Molecular Probes anstatt Annexin V-PE, Caltac Laboratories). Die Ergebnisse blieben jedoch
gleich.

Da auch nicht infizierte, nicht induzierte Zellen regelméaldig Annexin V-positiv waren, wurde
bei diesen Zellen eine vital-Farbung mit Trypanblau durchgefihrt, um auszuschlief3en, dass
der Ablése- und Féarbevorgang die Apoptose ausl6st. Die Rate toter Zellen nach Trypsinierung
lag bei Vero-Zellen bel 0 % und bei BFGC bei 20 %. Vero-Zellen, die nach dem Trypsinieren
fUr 4 h auf Eis gekihlt wurden zeigten eine Vitalitét von 92 %, BFGC von 82 %. Nach einer
Farbung mit AnnexinV waren 92 % der Vero-Zellen und 77 % der BFGC noch vital.

Des Weiteren wurde eine Farbung mit Trypanblau nach der Induktion der Apoptose mit
Actinomycin D, Cytochalasin B und Colchicin in Vero-Zellen durchgefuhrt. Es fand eine
Farbung und Auszéhlung der Zellen 14 h, 24 h und 48 h post inductionem statt. 14 h nach der
Apoptoseinduktion waren fur Actinomycin D 13%, fur Cytochalasin B 13,5% und fir
Colchicin 9% der Zellen Trypanblau-positiv. Nach 24 h erhohte sich der Prozentsatz
Trypanblau-positiver Vero-Zellen fur Cytochalasin B auf 23% und fur Colchicin auf 19%. Fur
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Actinomycin D blieb die Rate positiver Zellen nach 24 h gleich. 48 h nach der Induktion
zeigten 34% Actinomycin D induzierter Zellen eine Trypanblau-Farbung, 38% der
Cytochalasin B-induzierten Zellen und 39% der Colchicin-induzierten Zellen.

Gemd? der Kontrollversuche musste daher von einem falsch positiven Ergebnis der
Durchflusszytometrie ausgegangen werden. Erst ein Wechsel der Reagenzien, d.h. die
Verwendung des Annexin V, FITC Apoptosis Detection Kit 1® (BD Pharmingen) erbrachte
eine realistische, reproduzierbare Rate apoptotischer Zellen von 50 bis 60% bei induzierten
Zellen.

Die Anteile markierter infizierter induzierter und nicht infizierter, induzierter Zellen wurden
sowohl im Durchflusszytometer bestimmt als auch unter Verwendung eines
Fluoreszenzmikroskops in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Bei der Auszdhlung
wurde die Gesamtzahl der Zellen, durchschnittlich 180 Einzelzellen pro Ansatz, mittels eines
Invertmikroskops erfasst. Anschlief3end wurde der Anteil Annexin V-positiver Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop gezéhlt und der prozentuale Anteil errechnet. Der Versuch wurde
pro Zelllinie fir Tag 3 und Tag 5 p. i. einmal wiederholt. Da sich fir Vero-Zellen dhnliche
Ergebnisse ergaben, werden hier beispielhaft die Zahlungen von BFGC gezeigt.

BFGC 3 Tagep. i.

50%

45% T T

40% -

35% -

Anteil Annexin V- 30%

positiver Zellen 250

20% -

15% -

10% - .E
5% -
0% -

ActDinf ActD Cytoinf Cyto Colinf Col Nat
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BFGC 5 Tagep. i.
60%
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Anteil Annexin V-
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Abbildung 19

Prozentualer Anteil Annexin V-positiver BFGC nach Infektion mit E .bovis Sporozoiten
3 Tagep. i.: Dienicht infizierte, nicht induzierte Kontrolle (Nat) zeigte einen geringen Anteil
von 12 % Annexin V-positiver Zellen. Der Anteil Annexin V-positiver BFGC war in
infizierten und nicht infizierten induzierten Ansdtzen dhnlich hoch. 5 Tage p. i.: Die
Ergebnisse entsprachen denen von 3 Tagen p. i.

Act D inf = infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Act D = nicht infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Cytoinf = infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Cyto = nicht infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Coal inf = infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Col = nicht infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Die durchflusszytometrischen Messungen zeigten ein vergleichbares Ergebnis zu den
Auszahlungen. In Abbildung 20 werden beispielhaft die Ergebnisse infizierter (A) und nicht
infizierter (B) BFGC gezeigt, die mit Colchicin behandelt wurden. Die Zellen wurden sowohl
mit Annexin V. zum Nachweis der Apoptose, als auch mit Propidium lodid (PI) zum
Nachweis der Nekrose markiert.

Abbildung 20 zeigt keine augenfélligen Unterschiede zwischen infizierten und nicht
infizierten BFGC. Der Bereich unten links beinhaltet Annexin V-und Pl-negative Zellen, die
bei infizierten Zellen (A) 43 % und bei nicht infizierten Zellen (B) 49 % ausmachten. Rechts
unten befinden sich 28 % Annexin V-positive (apoptotische), infizierte BFGZ (A) und 32%

Annexin V-positive, nicht infizierte BFGZ (B). Im Bereich oben rechts sind Pl-positive
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Zellen, die als nekrotische Zellen, aber aufgrund ihrer Grofde und Form (kleine, abgerundete
Zellen und , apoptotic bodies*) zum Teil auch als spétapoptotische Zellen angesprochen
werden missen. Der prozentuale Anteil der Zellen aus infizierten (A) und nicht infizierten (B)
Zellrasen betragt 26% bzw. 17%. Oben links sind die Pl-positive, nekrotischen Zellen mit
4% (A) bzw. 2,5 % (B) aufgefihrt. In weiteren Messungen zeigte sich zum Teil ein dhnliches

oder ein umgekehrtes Bild der prozentualen Anteile der einzelnen Bereiche.
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A
Infizierte mit Colchicin behandelte BFGC 3 Tagep. i.

B
Nicht infizierte, mit Colchicin behandelte BFGC

o g eo
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Abbildung 20

Durchflusszytometrisches Diagramm Annexin V-markierter BFGC

(A) infizierte, Colchicin-induzierte (B) nicht infizierte, Colchicin induzierte BFGC.

Die durchflusszytometrischen Messungen ergaben nur geringfligige Unterschiede zwischen
infizierten und nicht infizierten BFGC. Quadrant unten links: Annexin V- und Pl-negative
Zellen; oben links. Pl-positive, nekrotische Zellen; unten rechts. Annexin V-positive,
apoptotische Zellen; oben rechts: nekrotische und spétapoptotische BFGC.

Die oben dargestellten Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung wiederholten sich

mit geringfiigigen Abweichungen bei weiteren Ansdtzen. Abb. 21 zeigt die Auswertung eines

weiteren Ansatzes am Beispiel der Induktors Colchicin.
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Abbildung 21

Erfassung Annexin V-positiver BFGC nach Behandlung mit Colchcin 3 Tage p. i.

E. bovis infizierter (3 Tage p. i.) und nicht infizierter, mit Colchicin behandelter Zellrasen.
(grau = nicht infizierte, nicht induzierte Zellen; weil3 = nicht infizierte, mit Colchicin
behandelte Zellen; schwarz = E. bovis infizierte mit Colchicin behandelte Zellen).
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4.6  Versuch der Quantifizierung der Apoptose anhand der Caspase 3-Aktivierung
mittels Fluoroscan

Wird in einer Zelle die Apoptose eingeleitet, mindet diese bel jedem der drei Wege in die
Aktivierung der Caspase3, die die Ubergeordnete Effektorcaspase darstellt. Von ihr
ausgehend werden weitere Effektorcaspasen aktiviert, sodass ihre Aktivitét als Voraussetzung
fur alle weiteren zellphysiologischen Vorgange wahrend des programmierten Zelltodes gilt.
Der Caspase 3-Nachweis ist somit eine weitere Moglichkeit, die Frihapoptose zu erkennen.
Die Aktivierung dieser Caspase ist zeitlich noch vor der Eversion der Phosphatidylserine
anzusiedeln.

Das hier verwendete, kommerzielle Kit erfasst die aktive Caspase 3 quantitativ, da die Menge
der aktiven Caspase 3 mit der Intensitdt der emittierten Fluoreszenz korreliert. Es wurden
BFGC und Vero-Zellen aus nicht infizierten induzierten Zellrasen mit BFGC und Vero-Zellen
aus infizierten induzierten Zellrasen verglichen. Als Negativkontrolle wurden jeweils Zellen
aus nicht infizierten, nicht induzierten Zellrasen genutzt. Zumal in infizierten und nicht
infizierten Proben durch die Induktion der Apoptose aktive Caspase 3 zu erwarten war, sollten
eventuelle Unterschiede bel den zu vergleichenden Proben anhand der Fluoreszenzintensitét
erfasst werden. Da der Zeitpunkt der Aktivierung von Caspase 3 sowohl von der individuellen
Empfindlichkeit einzelner Zellreithen auf die jeweiligen Induktoren, als auch von den
gewdhiten Induktoren selbst abhangig ist, wurden Vorversuche mit nicht infizierten Zellen
durchgefihrt, bei denen nach 5 h, 12 h und 24 h Inkubationszeit die Fluoreszenzintensitdten
gemessen wurden. Die Messungen wurden mit einem Fluoroscan bel einer Exzitation/
Emission von 496/ 520 nm durchgefihrt. Dabei erwies sich fur BFGC und Vero-Zellen eine
Inkubationszeit der Induktoren von 5h als ginstig (Abb. 22). Die Fluoreszenzintensitét von
nicht induzierten Zellen blieb erwartungsgemald bel unterschiedlichen Inkubationszeiten
annahernd gleich. Fur alle drei Induktoren konnte jedoch bei einer Inkubationszeit von 5 h, im
Vergleich mit den langeren Inkubationszeiten von 12 und 24 h, en Anstieg der
Fluoreszenzintensitét verzeichnet werden (Abb. 22). Fir weitere Experimente zur Caspase 3-

Bestimmung wurde in der Folge eine Inkubationszeit von 5 h verwendet.
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Abbildung 22

Vorversuche zum Caspase-3-Nachweis mit BFGC
Dunkelgrau: Fluoreszenzintensitét 5 h nach Apoptoseinduktion
Hellgrau: Fluoreszenzintensitét 12 h nach Apoptosinduktion
Wei3: Fluoreszenzintensitét 24 h p. i.

Act D inf = infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC
Act D = nicht infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC
Cytoinf = infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC
Cyto = nicht infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC
Coal inf = infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Col = nicht infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Nat = nicht infizierte, nicht induzierte Negativkontrolle

Die in der Folge vergleichend mit infizierten und nicht infizierten BFGC und Vero-Zellen
durchgefiihrten Studien verliefen enttduschend. Unabhangig vom Induktor lief3en sich weder
bei BFGC noch bel Vero-Zellen infektionsbedingte Unterschiede in der Fluoreszenzintensitét
darstellen. Abbildung 15 zeigt stellvertretend fir die anderen Experimente die Ergebnisse an
den Tagen 3 und 5 p.i., bel denen kein Zusammenhang zwischen der gemessenen

Fluoreszenzstarke und einer E. bovis-Infektion erfassbar war.
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Abbildung 23

Caspase 3-assoziierte Fluoreszenzintensitat nach Apoptoseinduktion bei E. bovis-
infizierten und nicht infizierten BFGC

AnTag 3 p.i.undan Tag 5 p. i. konnte weder ein deutlicher noch wiederholbarer Unterschied
der Fluoreszenzintensitét zwischen infizierten und nicht infizierten Zellrasen gezeigt werden.
Act D inf = infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Act D = nicht infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Cytoinf = infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Cyto = nicht infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Coal inf = infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Col = nicht infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Nat = nicht infizierte, nicht induzierte Negativkontrolle

82



Ergebnisse

4.7  Versuch der Quantifizierung der Apoptose durch den Nachweis von Cytochrom-c
als Indikator fiir den mitochondrialen Weg der Apoptose (Untersuchungen mittels
ELISA)

Cytochrom-c wird bei Zellstress aus den Mitochondrien ausgeschtittet, um den inneren Weg

des programmierten Zelltodes Uber die Bildung eines Apoptosoms und der anschlief3enden

Atkivierung der Caspase 3 einzuleiten. Die Ausschittung von Cytochrom-c findet sehr frih

nach Induktion der Apoptose statt, sodass sich ein Nachweisfenster von 3 bis 5 h post

inductionem ergibt.

In Vorversuchen mit nicht infizierten BFGC wurde unter Verwendung des Zymed®

Cytochrom-c ELISA Kit ein geeigneter Zeitpunkt for den Nachweis von Cytochrom-c

gesucht. Neben den Zeitpunkten 3 h, 4 h und 6 h nach der Induktion wurde auf Anraten von

Herrn Dr. Luder (Gottingen) zusétzlich ein Nachweis nach 8 h gefuhrt. An allen gewahiten

Zeitpunkten liefd sich nur eine sehr schwache Expression von Cytochrom-c ermitteln. Wie in

den vorangegangenen Versuchen zur Quantifizierung wurden infizierte mit nicht infizierten

BFGC verglichen, die mit den Induktoren Actinomycin D, Cytochalasin B und Colchicin

behandelt worden waren. Als Kontrolle wurden eine nicht infizierte, nicht induzierte Probe,

sowie eine Konjugatkontrolle mitgefuhrt. Wie aus Abb. 24 ersichtlich, ergaben sich jedoch
auch in diesen Experimenten weder am Tag 3 noch am Tag 5 p. i. Unterschiede, die auf eine
unterschiedliche Reaktion zwischen infizierten induzierten und nicht-infizierten induzierten

Zéellen schlief3en lassen.
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Abbildung 24

Cytochrom-c-Nachweis nach Apoptoseinduktion bei E. bovis-infizierten und nicht
infizierten BFGC 3 und 5 Tage p. i.

An beiden Messterminen zeigte sich ein uneinheitliches Bild der Cytochrom-c-Ausschiittung
nach der Apoptoseinduktion in infizierten und nicht infizierten Zellen. Der Nachweis von
Cytochrom-c war im Vergleich mit der nicht induzierten, nicht infizierten Negativkontrolle
(Nat) sehr gering.

Act D inf = infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Act D = nicht infiziert, mit Actinomycin D induzierte BFGC

Cyto inf = infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Cyto = nicht infiziert, mit Cytochalasin B induzierte BFGC

Col inf = infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Col = nicht infiziert, mit Colchicin induzierte BFGC

Nat = nicht infizierte nicht induzierte Negativkontrolle

4.8 Einfluss von E. bovis auf Apoptosewege

Eine ndhere Charakterisierung der Mechanismen, Uber die E. bovis die Apoptosefahigkeit der
Wirtszelle beeinflusst, erfolgte in konfokal mikroskopischen Studien an Einzelzellen. Fur die
Aufnahmen wurde eine 630fache optische Vergrofzerung gewahit und eine Pinhole-Grofie von
1 verwendet. Alle drei Kande des Argon-Krypton Lasers mit einer Exzitation/ Emission von
488 nm, 567 nm und 648 nm wurden genutzt.
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Als Wirtszellen wurden BFGC verwendet. Der Nachweis beruhte auf Expression der
intrazelluldren Apoptosehemmer c-IAP1, c-FLIP und Bcl2. Da c-IAP1 auf der Ebene der
Effektorcaspasen zentral in die Apoptose eingreift, kann dieses Protein unabhangig von den
jeweiligen Wegen des programmierten Zelltodes die Apoptose inhibieren. Mit dem Protein c-
FLIP, das auf der Ebene von Caspase 8 die Apoptose blockiert, sollte ein Apoptosehemmer
des rezeptorvermittelten Weges untersucht werden. Bcl2 ist als Apoptoseinhibitor des
mitochondrialen Weges bekannt. Die Messungen erfolgten 3 und 5 Tage p. i.. Ausgehend von
der Annahme, dass der Sporozoit keine variablen Strategien bei Verwendung
unterschiedlicher Apoptoseinduktoren nutzt, wurde aus arbeitstechnischen Grinden nur
Colchicin zur Auslosung der Apoptose genutzt. Es wurden sowohl infizierte, Colchicin-
behandelte, as auch nicht infizierte, Colchicin-behandelte Zellen untersucht. Als
Negativkontrolle wurden nicht infizierte, nicht induzierte Zellen mitgefuhrt.

Im Rotkanal der konfokalmikroskopischen Untersuchung erfolgte die Darstellung der
Texas Red-gefarbten Sporozoiten (personliche Mitteilung Hermosilla und Taubert). Im
Blaukanal wurden durch die Farbung der Nukleinsauren mit TOTO-3 die Zellkerne der
Wirtszellen sichtbar gemacht. Im Falle von BFGC fand zudem eine Farbung des Zytosols
statt. Auch konnten auf diese Weise die Sporozoiten dargestellt werden. Somit konnte gezeigt
werden, dass sich die Sporozoiten in der jeweils untersuchten Wirtszelle befanden. Im
Grunkanal sollte Uber die spezifischen, FITC-markierten Antikorper die Expression der

Apoptosehemmer nachgewiesen werden.

48.1 Nachweisvonc-l1AP1

4.8.1.1 Nachweisvon c-IAP1 mittels konfokal mikroskopischer Untersuchungen

Bei diesem Nachweis wurde die Intensitét der Grunfluoreszenz, die mit der Expression von
c-IAP1 korreliert, in infizierten Zellen infizierter Zellrasen und nicht infizierten Zellen nicht
infizierter Zellrasen mittels Konfokal mikroskopie vergleichend betrachtet.

In E. bovis infizierten Zellen zeigten sich bel konfokalmikroskopischen Aufnahmen im
Rotkanal die mit Texas Red geféarbten Sporozoiten [Abb. 25 (A) und (D)]. Mit diesem
Farbstoff, der im Zytosol bindet, lief3en sich auch die refraktilen Korperchen der Parasiten gut
zeigen. Im Blaukanal stellten sich die Wirtszellen und die intrazelluldren Sporozoiten, die sich
ebenso mit dem Farbstoff anfarbten, dar [Abb. 25 (B) und (E)]. Die Intensitét der
Grunfluoreszenz, die der Expressionsstérke von c-1AP1 entspricht, war in infizierten BFGC
sehr hoch und gleichméldig im Zytosol der Zelle verteilt [Abb. 25 (C) und (F)]. Auffélig war
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bei der Betrachtung infizierter Zellrasen, dass nicht nur die infizierten Zellen selbst eine
starke Grinfluoreszenz aufwiesen, sondern auch nicht infizierte Zellen, die Kontakt zu
infizierten Zellen hatten [Abb.25 (D) bis (F)]. Zellen des infizierten Zellrasens, die nicht in
unmittelbarer Né&he zu infizierten Zellen lagen, zeigten eine &hnlich schwache
Fluoreszenzintensitét wie die Zellen des nicht infizierten Zellrasens.

Nicht infizierte, mit Colchicin behandelte Zellen, deren Rotkanal aufgrund der fehlenden
Infektion mit geféarbten Sporozoiten leer blieb, zeigten ebenso im Blaukanal eine deutliche
Fluoreszenz, die auf die Farbung mit TOTO-3 zurtickzufiihren ist. Bei der Betrachtung der
Zellgrenzen und der Anordnung der Zellen fielen haufig unregelméfdige Zellrander und
|ickenhafte Zellrasen auf, was den Vorgang der Apoptose widerspiegelte [Abb. 25 (H) und
(K)]. Im Griunkanal konnte eine schwache Fluoreszenz nachgewiesen werden. Eine Aussage
Uber die Fluoreszenzintensitdt war nur im direkten Vergleich mit der Negativkontrolle und
infizierten Zellen zu treffen. Hierbel l&asst sich sagen, dass die Fluoreszenz in nicht infizierten
Zellen stets schwacher war alsin infizierten Zellen [Abb. 25 (1), (L) und (C), (F)] aber stérker
als in der nicht induzierten Negativkontrolle. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass
die Grunfluoreszenz sowohl bei infizierten, als auch bel nicht infizierten BFGC keine
Anreicherungen in bestimmten Arealen der Zelle aufwies, was fir eine gleichméldige
Verteilung von c-1AP1 im Zytosol der Zelle spricht [Abb. 25 (C), (F), (1) und (L)].
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Abbildung 25

Konfokalmikroskopischer Nachweis von c-1AP1 in infizierten, induzierten und nicht
infizierten, induzierten BFGC

A-F Nachweisvon c-1AP1 in E. bovis infizierten BFGC

G-L Nachweisvon c-IAPL in nicht infizierten BFGC

(A, D, G, J) Farbung mit Texas Red; rot fluoreszierende Sporozoiten
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(B, E, H, K) Farbung mit TOTO-3; blau-Farbung der Nukleinsauren und des Zytosols der
Zellen und der Sporozoiten

(C, F, I, L) Farbung mit gegen c-IAP1 gerichtetem Antikérper, Visualisierung Uber FITC-
markierten Sekundarantikorper

(A-C und D-F) Abbildungsreihen infizierter Zellen. Deutlich geféarbte Sporozoiten mit
leuchtendem Refraktilkérper im Rotkanal. Im Blaukanal waren die Sporozoiten, die durch
TOTO-3 ebenso gefarbt wurden wie die Zellen, in der Wirtszelle zu erkennen. Im Griinkanal
zeigte sich elne starke, diffuse Grunfarbung der Wirtszelle, die auf eine vermehrte Expression
von c-IAPL1 im Zytosol der Wirtszelle schlief3en 18sst.

(D-F) zeigt, dass in dem gewahlten Bildausschnitt nur 2 Zellen infiziert sind. Trotzdem kam
es auch zu einer verstérkten c-1AP1-Expression in den Nachbarzellen.

Die Abbildungsreihen (G-1) und (J-L) zeigen jeweils nicht infizierte BFGC. Der Rotkanal
blieb hierbel bis auf eine Anférbung unspeziefischer Granula erwartungsgemald leer. Eine
Anférbung der Zellen mit TOTO-3 fiel genauso stark aus, wie bei infizierten Zellen. Im
Grunkanal dagegen war im Vergleich mit infizierten Zellen eine deutlich schwéachere
Fluoreszenz zu erkennen (alle Messbalken 20 um).

Um die Unterschiede der Fluoreszenzintensitét des Grinkanals zu erfassen, die in den
konfoka mikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden konnten, wurden insgesamt ca. 120
Einzelzellen mit Hilfe der Software Image Quant® analysiert. Fir den Vergleich wurde die
Signalstarke sowohl in infizierten Zellen aus infizierten Zellrasen, as auch in nicht infizierten
Zéellen aus nicht infizierten Zellrasen untersucht.

Als Voraussetzung fur die Berechnung der Signifikanz der gewonnenen Daten wurde
zunéchst festgestellt, dass die erfassten Werte der relativen Fluoreszenzintensitdten in
infizierten und nicht infizierten BFGC normal verteilt waren. (Abb. 26 und 27). Hierfir
wurden die gemessenen Fluoreszenzen der infizierten und nicht infizierten Zellen jeweils
durch den arithmetischen Mittelwert geteilt. Der p-Wert im anschlief3enden einseitigen T-Test
war < 0,001. Somit ist der Unterschied der Fluoreszenzintensitdt zwischen infizierten und
nicht infizierten BFGC hochsignifikant.
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Abbildung 26

Verteilung der relativen c-1AP1-Fluoreszenzintensitat von Einzelzellen in induzierten,
E. bovis-infizierten Zellrasen
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Abbildung 27

Verteilung der relativen c-1AP1-Fluoreszenzintensitat von Einzelzellen in induzierten,
nicht infizierten Zellrasen
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Im Vergleich der gemessenen Fluoreszenzintensitdten zwischen induzierten, E. bovis-
infizierten und induzierten nicht infizierten BFGC erwies sich, dass die maximale Fluoreszenz
in nicht infizierten BFGC nur halb so hoch war wie in infizieten BFGC. Da die
Fluoreszenzintensitét die Menge des exprimierten c-IAP1-Proteins widerspiegelt, lasst dies
auf eine deutlich erhohte Expressionsrate in infizierten Zellen schlief3en. Nimmt man fir den
Vergleich die hier verwendete kinstliche Messeinheit zu Hilfe, so ergibt sich fur infizierte
BFGC ein Bereich von 25 bis 135 und bei nicht infizierten BFGC ein Bereich von 19 bis 65
(Abb. 28). Mehrfachinfektionen, wie sie in einigen Fallen beobachtet wurden, beeinflussten
die Fluoreszenzintensitét jedoch nicht zusétzlich.

Da in den konfokalmikroskopischen Analysen regelmaldig aufgefallen war, dass auch die
Nachbarzellen infizierter Zellen eine éhnlich starke Fluoreszenz wie die infizierten Zellen
selbst aufwiesen, wurde auch hier eine Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten
durchgefuihrt. Dazu wurden die Fluoreszenzen von infizierten BFGC mit denen ihrer
Nachbarzellen verglichen. In Nachbarzellen der infizierten Zellen ergab sich eine dhnliche
Fluoreszenzstérke wie in E. bovis infizierten Zellen (Abb. 28). Dies gibt einen Hinwels
darauf, dass der Sporozoit nicht nur direkt die infizierte Zelle in ihrer Expression von c-lIAP1
beeinflussen kann, sondern dass sich die Infektion auch in benachbarten Zellen niederschlagt.
Ein solches Phanomen kénnte Uber einen ,, parakrinen Effekt” zustande kommen.
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Abbildung 28

Quantitative Erfassung der c-l1AP1-Expression von Apoptose-induzierten, E. bovis-
infizierten Zellen und deren Nachbarzellen in infizierten Zellrasen und Apoptose-
induzierten Zellen nicht infizierter Zellrasen (p < 0,001)

Es ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitét von c-IAPL in nicht infizierten Zellen
eindeutig niedriger ist as in infizierten Zellen. Hingegen liegt die Fluoreszenzintensitdt von
Zellen, die in direkter Nachbarschaft von infizierten Zellen liegen, im gleichen
Fluoreszenzbereich wie die infizierten Zellen selbst.

4.8.1.2 Nachweisvon c-IAP1im Immunoblot

Im Immunoblot wurden zum Nachweis von c-IAPL infizierte und nicht infizierte BFGC, die
mit Actinomycin D, Cytochalasin B und Colchicin behandelt worden waren, als Antigene
eingesetzt. Dabei gelang es trotz der signifikanten Unterschiede in der Expression von c-1APL
zwischen infizierten und nicht infizierten Einzelzellen und des , parakrinen Effekts® in

infizierten Zellrasen nicht, einen erhohten c-1 AP1-Gehalt nachzuweisen (ohne Abbildung).
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4.8.2 Nachweisvonc-FLIP

4.8.2.1 Nachweisvon c-FLIP mittels konfokal mikroskopischer Untersuchungen

Um den Apoptoseinhibitor c-FLIP nachzuweisen, wurde wie bei c-1AP1 verfahren, d.h. es
wurden nicht infizierte, Colchicin-behandelte BFGC mit E. bovis infizierten, Colchicin-
behandelten BFGC verglichen. Als Negativkontrolle dienten abermals nicht infizierte, nicht
induzierte Zellen. Die konfokalmikroskopische Anayse zur c-FLIP-Expression brachte
ahnliche Ergebnisse wie bei c-1APL.

E. bovis infizierte Zellen zeigten im Rotkanal mit Texas Red geférbte Sporozoiten, die an
ihrer Form, Grof3e und dem Refraktilen Kérperchen zu identifizieren waren [Abb. 29 (A)]. Im
Blaukanal konnten sowohl die TOTO-3 gefarbten BFGC [Abb. 29 (B)], as auch die
Sporozoiten (Pfeile) dargestellt werden. In infizierten Zellen war die Intensitét der
Grunfluoreszenz stark ausgepragt [Abb. 29 (C)]. Im Gegensatz zu c-IAPL lief3 sich jedoch im
Fale von c-FLIP nur in den infizierten Zellen eine gesteigerte Fluoreszenzintensitét
aufzeigen. Ein , parakriner Effekt trat demnach bel der c-FLI1P-Expression nicht auf.

Wie auch bel c-IAP1 blieb in nicht infizierten BFGC der Rotkanal durch die fehlende
Infektion leer. Die mit Colchicin behandelten Zellen waren durch die Farbung mit TOTO-3
darstellbar [Abb. 29 (E)] und zeigten auch hier unregelméfdige Zellrénder, die auf die
stattfindende Apoptose hinwiesen [Abb. 29 (E)]. Die mit der Expressionsstérke von c-FLIP
korrelierende Grunfluoreszenz war, wie im Vergleich mit infizierten Zellen deutlich wurde,
schwach ausgeprédgt [Abb. 29 (F)]. Auch hier war die Fluoreszenz gleichméaig im

Zytoplasmader Zellen vertellt.
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Abbildung 29

Konfokalmikroskopischer Nachweis von c-FLIP in infizierten induzierten und nicht
infizierten induzierten BFGC

A-C Nachweisvon c-FLIPin E. bovis infizierten BFGC

D-F Nachweisvon c-FLIP in nicht infizierten BFGC

(A und D) Féarbung mit Texas Red, rot fluoreszierende Sporozoiten

(B und E) Farbung mit TOTO-3, blau fluoreszierende Zellen und Sporozoiten

(C und F) Farbung mit gegen c-FLIP gerichtetem Antikorper, Visualisierung tber FITC-
markierten Sekundarantikorper

(A): Texas Red-geféarbte Sporozoiten mit stark fluoreszierenden Refraktilkérperchen waren in
infizierten BFGC zu erkennen (Pfeile). (B): Nach TOTO-3-Farbung lief3en sich die
Sporozoiten (Pfeile) den entsprechenden Wirtszellen zuordnen. (C): Im Grinkanal zeigte sich
eine diffuse, zytosolische, starke Grunfluoreszenz, die der Expressionsintensitdt von c-FLIP
entspricht.

Nicht infizierte Zellen stellen sich im Rotkanal erwartungsgemald leer dar (D). (E): Nach
TOTO-3-Farbung lief?en sich BFGC mit unregelmaldigen Zellréndern erkennen, die auf
apoptotische Vorgange hinweisen. (F): Die Fluoreszenz im Grinkanal von nicht infizierten
Z€ellen stellt sich deutlich schwéacher dar, as die von infizierten Zellen (alle Messbalken 20

pum).
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Abbildung 30

Konfokalmikroskopischer Nachweis von c-FLIP in einer einzelnen, infizierten BFGC

Es ist zu erkennen, dass lediglich die mit dem Sporozoiten (Pfeil) infizierte Wirtszelle
(Eingrenzung) eine verstérkte Expresson von c-FLIP aufweist. Die Nachbarzellen
fluoreszieren schwach griin (alle Messbalken 30 um).

Die Abbildungen 25 und 29 zeigen, dass die Apoptoseinhibitoren c-IAP1 und c-FLIP stets
diffus im Zytosol der Zelle vorlagen. Abbildung 31 verdeutlicht die Verteilung der c-FLIP-
Expression innerhab einer mehrfach infizierten BFGC.

Abbildung 31

Expression von c-FLIP in einer mit E. bovis
Sporozoiten mehrfach infizierten Zelle

Die Sporozoiten (Eingrenzung) der mehrfach infizierten
BFGC zeigten selbst keine Expression von c-FLIP
(Kern der Wirtszelle*).

Fur den Apoptoseinhibitor c-FLIP wurde eine Quantifizierung der Fluoreszenzintensitét unter
Verwendung des Programms Image Quant® durchgefiihrt. Dabei wurden die Fluoreszenzen
von insgesamt ca. 130 Einzelzellen von infizierten Zellen aus infizierten Zellrasen und nicht
infizierten Zellen aus nicht infizierten Zellrasen beriicksichtigt. Die relativen
Fluoreszenzintensitéten waren normalverteilt (Abb. 32 und Abb. 33) und unterschieden sich
bei infizierten und nicht infizierten Zellen voneinander signifikant (p < 0,001). Vergleicht
man die relative Fluoreszenz von nicht infizierten mit infizierten BFGC (Abb. 34), so ergibt
sich fr infizierte BFGC ein Bereich von 20 bis 75 gegenlber 7 bis 37 bei nicht infizierten
BFGC.

94



Ergebnisse

16+
141
121
10-
Anzahl der 81
Zellen
6,
4,
2,
o A A
>=1,75 1,45- 1,25- 0,75- 0,55- 0,25- <0,25
1,74 1,44 124 0,74 0,54
relative Fluoreszenzintensitéat
Abbildung 32

Verteilung der relativen c-FLIP-Fluoreszenzintensitat von Einzelzellen in induzierten,
E. bovis-infizierten Zellrasen

Anzahl der 20
Zellen 15-

546_ =

O T T T T T T T
>=1,75 1,45- 1,25- 0,75- 0,55- 0,25- <0,25
1,74 144 124 0,74 0,54

relative Fluoreszenzintensitét

Abbildung 33

Verteilung der relativen c-FLIP-Fluoreszenzintensitat von Einzelzellen in induzierten,
nicht infizierten Zellrasen
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Abbildung 34

Quantitative Erfassung der c-FLIP-Expression von Apoptose-induzierten, E. bovis-
infizierten Zellen und deren Nachbarzellen in infizierten Zellrasen und Apoptose-
induzierten Zellen nicht infizierter Zellrasen (p < 0,001)

4.8.2.2 Nachweisvon c-FLP im Immunoblot

Der verwendete Antikorper richtet sich gegen die Aminosduren 447-464 des humanen c-
FLIP. Er erkennt nach Angaben des Herstellers beide 1sof ormen des humanen c-FLIP (28kDa,
55kDa) sowie ein Spaltprodukt von 39 kDa.

Im Immunoblot wurde in infizierten Zellen vom 3. und 5. Tag p. i. nach Behandlung mit
Cytochalasin B und Colchicin eine Proteinbande erkannt. Banden im Bereich von 28 kD oder
55 kD konnten jedoch nicht festgestellt werden. Da es sich bei den 39 kDa-Banden jedoch
nach Herstellerangaben um ein Spaltprodukt von c-FLIP handelt, konnten somit die
Einzelzellergebnisse zur vermehrten Expression von c-FLIP in infizierten Zellen bestétigt
werden. Die Apoptose wurde bel infizierten und nicht infizierten BFGC an 2, 3, 5und 7 Tage
p. i. mit Actinomycin D, Cytochalasin und Colchicin induziert. Als Negativkontrolle wurden
nicht infizierte, nicht induzierte BFGC verwendet, und als Positivkontrolle dienten Hel a
Zellen, die laut Hersteller des Antikorpers, den Apoptoseinhibitor konstitutiv exprimieren. Im
Falle von Cytochalasin B und Colchicin lief3 sich in infizierten BFGC lediglich das
Spaltprodukt bei 39 kDaan Tag 2, 3 und 5 als schwache Bande erkennen. Bei nicht infizierten

Zellen war diese Bande sehr viel undeutlicher oder gar nicht vorhanden (ohne Abb.).
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4.8.3 Nachweisvon Bcl-2

In der konfokalmikroskopischen Analyse konnte zwischen E. bovis infizierten und nicht

infizierten Zellen kein Unterschied in der Fluoreszenzintensitét beobachtet werden. Sowohl
bei infizierten, as auch bei nicht infizierten Zellen und bel der mitgefuhrten Negativkontrolle
waren lediglich schwache Grunfluoreszenzen zu beobachten, die sich nicht voneinander
unterschieden. Der Primérantikdrper wurde in einer aufsteigenden V erdiinnungsreihe getestet,
was zu keiner Veranderung im Ergebnis fuhrte. Ebenso fihrte die Verwendung eines anderen
Sekundérantikdrpers nicht zum Erfolg. Es konnte kein Nachwels von Bcl2 in
konfokalmikroskopischen Untersuchungen erbracht werden. Ebenso war im anschlief3enden

Immunoblot kein Bcl-2 in E. bovis infizierten oder nicht infizierten Zellen nachweisbar.
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5 Diskussion

E. bovis bendtigt zum Abschluss der ersten Merogonie in Endothelzellen in vivo und in vitro
mit bis 20 Tagen einen vergleichsweise langen Zeitraum (Hammond et al., 1963 ), in dem das
Uberleben der Wirtszelle gesichert sein muss. Dabei erfahrt die Wirtszelle eine starke
Grofkenzunahme. Das und die damit einhergehende zytoskelettale Umformung (pers. Mittl.
Hermosilla) stellt einen immensen Stress fur die parasitierte Zelle dar. Besonders anschaulich
zeigt sich dieses Phanomen bel infizierten BUVEC deren urspringliche Grole stark
expandiert, wobei die Zellorganellen zum Tell verdrangt werden. Aktin, das sich um die PV
anordnet, dient vermutlich dazu, den wachsenden Schizonten zu stabilisieren. Die zu
erwartende Reaktion einer Zelle auf eine parasitdre Besiedelung, sowie ihre
Formveranderung und Umstrukturierung durch einen intrazelluldren Erreger, ist die
Einleitung des programmierten Zelltodes und ihre Markierung fir Phagozyten.

Dass die langandauernde Entwicklung zum reifen Schizonten unabhdngig von der
allgemeinen Lebensdauer der Endothelzelle Uber bestimmte Mechanismen gesichert wird,
zeigen die Ergebnisse bei der Merontenentwicklung in BUVEC, in deren Verlauf immer
wieder beobachtet werden konnte, dass ein Grofiteil der nicht infizierten Zellen abstirbt,
wahrend die Parasiten enthaltenden Zellen persistieren. Da nicht infizierte Zellrasen Uber den
beobachteten Beobachtungszeitraum intakt bleiben, erhebt sich die Frage, ob das Absterben
nicht infizierter Zellen im infizierten Zellrasen mit der Reifung des Meronten im
Zusammenhang steht. Uber die Ursachen kann derzeit allenfalls spekuliert werden. Daes sich
bei BUVEC um eine sehr empfindliche Zelllinie handelt, die schon auf geringe mechanische
[rritation mit Apoptose reagiert, kdnnte eine Erklarung sein, dass die Raumforderung der
infizierten Zelle die Nachbarzellen stark beeintrachtigt. Eher unwahrscheinlich erscheint,
dass Uber Komponenten aus den sich vermehrenden Parasiten eine Apoptose eingeleitet wird,
da eine protektive Wirkung auf Nachbarzellen der infizierten Wirtszelle angenommen werden
kann. Zumindest war bei der Zelllinie BFGC die Synthese des Apoptosehemmers c-IAPL in
Nachbarzellen infizierter Zellen 3 und 5 Tage p. i. dhnlich gesteigert, wie in der Wirtszelle
selbst. In einer in vivo-Situation erscheint eine Schadigung nicht infizierter Zellen durch die
Wirtszelle auch paradox, denn damit wirde die unmittelbare Umgebung des reifenden
Meronten beeintrachtigt. Von Interesse erscheint weiterhin, dass in der Spatphase der
Merontenentwicklung anscheinend ein Proliferationsstimulus wirkt, der zum erneuten
Auswachsen einer nicht infizierten Zellpopulation fuhrt. In einer in-vivo-Situation kénnte
dies als Reparaturschritt verstanden werden. Es bleibt mit geeigneten Methoden zu
Uberprifen, ob E.bovis infizierten Endothelzellen mit reifen Meronten 1 z.B.
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Wachstumsfaktoren freigesetzt werden. In Anbetracht der Entwicklung von E. bovis in vivo
und der oben diskutierten Beobachtungen wére ein in vitro-Modell mit BUVEC optimal
gewesen. Darauf musste jedoch verzichtet werden, denn die zur Verfigung stehenden
BUVEC erwiesen sich ale zu empfindlich, um fir die geplanten Untersuchungen eingesetzt
werden zu koénnen. Sie reagierten bereits auf minimale Manipulation wie z. B.
Mediumwechsel mit dem programmierten Zelltod. Zudem ergaben sich bel der praktischen
Arbeit relativ grobe Unterschiede zwischen den einzelnen Zellisolaten.

Als Alternativen boten sich die von Hermosilla et al. (2002) eingeftihrten BFGC an, eine
immortalisierte Zelllinie, die in den eigenen Untersuchungen in Ubereinstimmung mit
Hermosilla et al. (2002) reproduzierbare Ergebnisse bel der in vitro-Kultur von E. bovis-
Merozoiten | lieferte. Die Entwicklung der Meronten | unterscheidet sich gegentiber BUVEC
kaum, die reifen Meronten waren bel BFGC sogar grof3er als bei BUVEC.

Alsweitere Wirtszelle wurden Vero-Zellen eingesetzt, die von E. bovis-Sporozoiten invadiert
werden, aber as nicht-bovine Zelllinie keine Waelterentwicklung Uber ein
Trophozoitenstadium hinaus erlauben. In Vero-Zellen Uberlebt E. bovis nach Hermosilla et al.
(2002) 20 Tage und mehr. Auffallend war, dass der Parasit von einer sehr aus ausgedehnten
und augenfalligen Parasitophoren Vakuole umgeben war. Behrendt et al. (2000) hatten diese
Besonderheit fir Studien zur Permesbilitdt der Vakuolenmembran und der Ca’*-
Konzentration in den verschiedenen Kompartimenten der infizierten Zelle genutzt und
gezeigt, dass die Vakuolenmembran nicht, wie vorher angenommen, als unselektives Sieb
fungiert. Das Modell erlaubte den Einfluss des Parasiten auf seine Wirtszelle Uber einen
langeren Zeitraum und unabhangig von seinen Entwicklungsstadien zu verfolgen.
Unabhangig vom verwendeten Wirtszelltyp scheint jedoch in der Frihphase der Infektion
Uber elnen Zeitraum von 2 Tagen das Verhdltnis Wirtszelle-Parasit relativ labil zu sein, da
insbesondere am 1. Tag jegliche Manipulation der infizierten Zelle zur Folge hatte, dass die
Parasiten ihre Wirtszelle wieder verliezen.

Behrendt et a. (2004) konnte zeigen, dass Sporozoiten spontan ihre Wirtszelle verlassen und
eine neue Zelle besiedeln konnen. Der Egress wurde weiterhin durch eine Veranderung des
lonengleichgewichts, hier ausgelést durch einer Erhdhung der zytosolischen Ca®™*-
Konzentration in der Wirtszelle durch Ca-lonophore ausgelést (Behrendt et al., 2007).
Ebenso fuhrten mechanische Reizungen in Vero-Zellen zum Egress. Bei den Versuchen von
Behrendt et a. (2007) war eine ahnliche Zeitabhangigkeit wie bel den eigenen
Untersuchungen zu beobachten.
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Auch die Zugabe von Apoptoseinduktoren zur infizierten Zellkultur 1 Tag nach der Infektion
fUhrte zum Egress aler Sporozoiten, wahrend die Zugabe am 2. Tag p.i. weitgehend toleriert
wurde und nur noch einzelne Sporozoiten ihre Wirtszelle verliefzen. Um diese Problematik
insgesamt zu umgehen, wurden in den nachfolgenden Studien die Experimente nicht vor dem
3. Tag p.i. durchgefihrt.

Zur Induktion der Apoptose wurden die Substanzen Actinomycin D, Cytochalasin B und
Colchicin eingesetzt. Actinomycin D, das aus Streptomyces parvulus gewonnen wird, ist ein
Zytostatikum, gehort zu der Gruppe der zytotoxischen Antibiotika und wird in der Medizin
zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt. In niedrigen Dosierungen hemmt es die
DNA-abhangige RNA-Synthese. Somit bleibt die Bildung von mRNA aus und die
Proteinproduktion sinkt ab. Bei htheren Dosen wird zudem die DNA-Replikation gehemmt,
indem die DNA-Polymerase blockiert wird. Actinomycin D wirkt somit phasenunabhangig
(Alberts et al., 2002). Im Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion wurde eine Aktivierung
von p53, ene Hochregulierung des proapoptotischen Proteins Puma und eine
Herunterregulation von Bcl2 nachgewiesen (Kalousek et al., 2007). Wang et al. (2007)
konnten in mit Actinomycin D behandelte Neuroblastomzellen eine erhdhte Aktivitét von
Caspase-7 und 9, sowie eine Hochregulation von AlF nachweisen. Cytochalasin B wird aus
Helmintosporium dematioideum gewonnen, bindet an Aktinmolekile und verhindert die
Anlagerung weiteren Aktins. Durch das Blockieren der Polymerisation und Elongation von
Aktin verandert es die Zellmorphologie und unterbindet die Zellteilung. Des Weiteren kann
Cytochalasin B den Glucosetransport beeintréchtigen (Alberts et al., 2002). Neben der
Einleitung der Apoptose Uber den mitochondrialen Weg konnten Kulm et a. (2002) in
Cytochalasin- und UV-behandelten Zellen eine Anhaufung von CD95, einem Fas-Rezeptor,
nachweisen. Das weist darauf hin, dass zusétzlich der rezeprtorvermittelte Weg der Apoptose
eingeleitet wird. Colchicin, ein Alkaloid der Herbstzeitlosen, ist as Mitose-Hemmstoff
bekannt und wirkt somit phasenspezifisch. Die Ausbildung der Spindelfasern wird gehemmt,
indem es an freie Mikrotubuli-Untereinheiten bindet, die dann nicht mehr fir den
Spindelfaseraufbau zu Verfiigung stehen (Alberts et a., 2002). Der Umstand, dass auf diese
Weise den Zellzyklus unterbrochen wird, fuhrt dazu, dass der mitochondriale Weg der
Apoptose eingeleitet wird (Sgi et a., 2007). Somit konnte durch die Wahl der
Apoptoseinduktoren der mitochondriale Weg und der rezeptorvermittelte Weg der Apoptose
abgedeckt werden.

Die hier verwendeten Konzentrationen der Apoptoseinduktoren sind kaum mit den Angaben

anderer Arbeitsgruppen zu vergleichen, da sie stark von der Dauer der Inkubationszeit
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abhangt. Abgesehen davon verhdlt sich die Induktorkonzentration proportional zur Anzahl
der Zellen, bel denen die Apoptose eingeleitet werden soll. Entscheidend ist auf3erdem, um
welche Zelllinie es sich dabei handelt. Dass verschiedene Zéllinien ene sehr
unterschiedliche Empfindlichkeit bezliglich der Apoptoseinduktion aufweisen, konnte auch
bei den verwendeten BUVEC, BFGC und Vero-Zellen festgestellt werden. BUVEC reagieren
auf minimalste Manipulationen spontan mit dem programmierten Zelltod und bendtigen
hierzu keinen Induktor. BFGC brauchen im Vergleich zu Vero-Zellen eine geringere
Konzentrationen der Apoptoseinduktoren und/oder kirzere Inkubationszeiten. Im Falle von
Actinomycin D wurden 0,5 pg/ml fir beide Zelllinien verwendet, allerdings zeigten BFGC
nach 24 h eine 50 %ige Apoptoserate und Vero-Zellen erst nach 48 h (Tabelle 6). Fir
Cytochalasin B und Colchicin waren bel Vero-Zellen 8 x bzw. 3,5 x héhere Konzentrationen
notig, um die gleiche Apoptoserate wie bel BFGC zu erzielen (Tabelle 6). Die Abhangigkeit
von Inkubationszeit und Induktorkonzentration zeigt sich bei der Apoptoseinduktion von
BFGC mit Cytochalasin B. Bei einer 24-sttindigen Inkubation wird eine Konzentration von
2ug/ml bendtigt. Wird die Inkubationszeit allerdings verdoppelt, so halbiert sich die benétigte
Konzentration des Induktors (Tabelle 6).

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen sowie die Ergebnisse des Tunel-Assays zeigen
dass die eingesetzten Induktorsubstanzen bei E. bovis-infizierten BFGC und Vero-Zellen
keine Apoptose einleiten. Die nicht infizierten Zellen der jeweiligen infizierten Zellrasen
zeigen dagegen, wie die Zellen nicht infizierter Zellrasen, die Ublichen Merkmale des
programmierten Zelltodes. Im Tunel-Assay konnten die Veradnderungen der nicht infizierten
Zellen eindeutig apoptotischen Vorgangen zugeordnet werden. Infizierte Zellen hatten
demgegeniiber offensichtlich ihre Fahigkeit, die Apoptose einzuleiten, verloren. Diese
Apoptoseunfahigkeit setzte nach den lichtmikroskopischen Studien ab Tag 2 p. i. ein und
hielt Uber den gesamten Untersuchungszeitraum, d. h. bis zur Entwicklung reifer Schizonten,
an. Frihere Zeitpunkte als Tag 2 p. i. stehen aus den oben diskutierten Grtinden nicht zur
Verfigung. Hermosilla et al. (2006) beobachteten bereits beginnend 30 min p. i. und
anhaltend Uber mehrere Stunden nach der Infektion eine erhohte Transkription der Gene fir
Adhasionsmolekile. Andererseits wirkt E. bovis sehr differenziert auf die Zelle ein. So
kommt es erst Stunden nach der E. bovis-Infektion in Endothelzellen zu einer gesteigerten
CC-Chemokinsynthese, die dann aber Uber zwei Tage anhdlt, wahrend die Synthese von
CXC-Chemokinen oder Prostaglandinen auch bei massiven Befallsr