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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Schizophrene Erkrankungen und Entstehungs-Hypothesen

Psychiatrische Erkrankungen aus dem Spektrum der psychotischen Personlichkeits-Storun-
gen sind der Menschheit seit langem bekannt. Der Begriff Psychose wurde als psychiatrisches
Konzept erstmals 1841 von dem Mediziner Carl Friedrich Canstatt verwendet. Anfang des
20. Jahrhunderts, als die Psychiatrie dann als medizinische Disziplin zunehmend Anerken-
nung fand, konnten Psychiater wie Emil Kraepelin und Eugen Bleuler das Krankheitsbild
weiter prizisieren und ermoglichten es dadurch bei betroffenen Menschen eine eindeutige
Diagnose zu stellen (Burgy 2008). Der von Kraepelin verwendete Begriff der Dementia
praecox bezog sich dabei auf den fiir diese Erkrankung typischen intellektuellen Verfall und
das vergleichsweise frithe Erkrankungsalter (Kraepelin 1903), wihrend Eugen Bleuler auf-
grund der Tatsache, dass die wesentliche Stérung der Erkrankten in einer Spaltung des Be-
wusstseins und der Gesamtpersonlichkeit lag, den Begriff der Schizophrenie einfithrte (Bleu-
ler 1911).

Uber ein Jahrhundert spiter verwendet man untergliedert in spezifische Diagnosen noch
immer den Begriff der Schizophrenie fiir Menschen, welche an psychotischen Symptomen
wie visuelle oder akustische Halluzinationen, wahnhaftem Realitits-Verlust und Stérungen
der Ich-Umwelt-Grenze leiden. Mit modernen Pharmakotherapien und psychotherapeuti-
schen Konzepten kénnen die Symptome dieser Erkrankungen zwar gelindert, zum Teil sogar
vollstindig kontrolliert werden, deren genaue Atjologie bleibt allerdings bis zum heutigen

Tag weitestgehend ungeklart.

Epidemiologisch geht man davon aus, dass weltweit ca. 1 % der Bevolkerung von Erkran-
kungen aus dem Spektrum der Schizophrenie betroffen sind. Fine grof3angelegte Meta-Stu-
die konnte eine mediane Inzidenz von 15,2 pro 100.000 Personen ermitteln, wobei Personen
minnlichen Geschlechts um den Faktor 1,4 haufiger betroffen waren (McGrath et al. 2008).
Erkrankte leiden bis heute trotz moderner und zunehmend optimierter Therapie-Moglich-
keiten nicht nur unter den psychotischen Symptomen, sondern ebenfalls an vergesellschaf-
teten Komorbidititen, den méglichen Nebenwirkungen der Medikation sowie gesellschaftli-
cher Ausgrenzung, Diskriminierung und wirtschaftlichen Nachteilen (Thornicroft et al. 2009;
von Hausswolff-Juhlin et al. 2009). Die Erforschung der genauen Umstidnde der Entstehung
schizophrener Erkrankungen ist daher weltweit unveriandert von grof3er medizinischer und

gesellschaftlicher Relevanz.
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1.1.1 Die Diagnose Schizophrenie

Die Diagnose Schizophrenie als solche existiert nicht, vielmehr spaltet sie sich in ein breites
Spektrum von definierten Diagnosen aus dem Bereich der Schizophrenie, der schizotypen
und der wahnhaften Stérungen. Nach ICD-10 Codierung umfasst das Spektrum unter ande-
rem die paranoide Schizophrenie, die hebephrene Schizophrenie, die katatone Schizophre-
nie, die undifferenzierte Schizophrenie, die Schizophrenia simplex und sonstige Schizophrenien
(DIMDI - ICD-10-GM Version 2013). Im Weiteren werden die Formen des Schizophrenie-
Spektrums als schizophrene Erkrankung zusammengefasst. Ihnen allen gemein ist in unter-
schiedlicher Form, Intensitit und Komplexitit das Auftreten von psychotischen Sympto-
men, unterteilt in Negativ- und Positiv-Symptomen, welche in ihrer Zusammensetzung und
Ausprigungsform eine spezifische Diagnose-Einteilung zulassen. Positiv-Symptome umfas-
sen eine Veranderung der Gedanken-Wahrnehmung mit empfundenem Lautwerden der Ge-
danken, Gedanken-Eingebungen oder einem Entzug der Gedanken, sowie einer empfunde-
nen Ausbreitung der Gedanken. Es kénnen auch kommentierende Stimmen wahrgenommen
werden und eine Stérung der Ich-Umwelt-Grenze auftreten, wobei ein unfreiwilliges Gelan-
gen der Gedanken in die Umwelt empfunden wird und dabei angenommen wird, dass diese
Gedanken manipuliert werden kénnten. Auch wahnhafte Wahrnehmung im Sinne eines
Kontroll-Zwanges von Bewegungen, Titigkeiten oder Empfindungen kénnen auftreten. Da-
neben kénnen sich ebenfalls Halluzinationen, welche die verschiedensten Sinnes-Systeme
wie das visuelle, das auditorische oder auch das taktile System betreffen, prisentieren. Zu
den Negativ-Symptomen gehéren eine Verarmung des Sprachumfangs und eine geminderte
oder inadiquate emotionale Intensitit bis zur Apathie sowie ein damit einhergehender emo-
tionaler und sozialer Rickzug. Funktionell beeintrichtigt diese Erkrankung die allgemeine
Kognition, erschwert die Teilhabe am gesellschaftlichen Leben in Bezug auf Berufstitigkeit
und Arbeitsleistung und fiihrt zu Schwierigkeiten in der Aufrechterhaltung zwischenmensch-
licher Beziehungen (Schultz et al. 2007; Flaum und Schultz 1996; Unger et al. 2018). Je nach
Quantitit und Qualitit der Symptome fithrt diese Erkrankung zu einem starken Leidens-
druck sowohl der Betroffenen als auch der Angehorigen. Doch nicht nur die Lebensqualitit
der Betroffenen ist stark beeinflusst, auch die Lebenserwartung ist iiberdurchschnittlich ge-
mindert. Aktuelle Studien zeigen eine weltweite durchschnittliche Lebenserwartung von an
Schizophrenie Erkrankten von 66,8 Jahren bei weiblichen und 59,3 Jahren bei minnlichen
Schizophrenie-Erkrankten. Dies entspricht einer verkiirzten Lebenserwartung von 13 bis 15
Jahren. Risikofaktoren, welche diese verkurzte Lebenserwartung erkliren kénnen, sind viel-
faltig. Neben den metabolischen Nebenwirkungen antipsychotischer Medikation ist ein er-
hohter Tabak-, Alkohol- und illegaler Drogen-Konsum sowie eine mit weiteren ungesunden
Lebensweisen einhergehende Lebens-Gestaltung ausschlaggebend. Auch eine Pridisposition
der Betroffenen fiir kardiovaskulire oder metabolische Syndrome mindert die erfasste Le-
benserwartung. Von besonderer Tragik ist der Effekt der erh6hten Suizidalitit der Erkrank-
ten. Das Risiko in suizidaler Absicht zu versterben ist bei an Schizophrenie Leidenden um
den Faktor 22 erhoht (Hjorthej et al. 2017).
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1.1.2  Die Entstehung einer schizophrenen Erkrankung

Trotz der langen Bekanntheit und der umfassenden Erforschung dieser neuropsychiatri-
schen Erkrankung konnte bis heute keine eindeutig zuzuweisende Ursache den komplexen
Entstehungs-Prozess der Schizophrenie erkliren. Ein anerkanntes Modell zur Entstehung
neuropsychiatrischer Erkrankungen ist das Vulnerabilitits-Stress-Modell, welches unabhin-
gig von der genauen Atiologie, pathologische psychische Kompetenzen und einwirkende

Einflusse auf ein Individuum benennt.

1.1.2.1 Das Vulnerabilitats-Stress-Modell

Bei dem Vulnerabilitits-Stress-Modell handelt es sich um ein itiologisch-pathologisches
Konzept, um das Auftreten der Schizophrenie, ebenso wie verschiedener anderer psychiat-
rischer Erkrankungen zu erkliren. Nach diesem Modell muss ein Individuum vulnerabel sein,
also eine organische Anfilligkeit besitzen, damit im spiteren Verlauf des Lebens Stressoren

dazu fihren kénnen, dass sich psychische Erkrankungen manifestieren.

In einem interaktiven Modell benennen Nuechterlein und Dawson (1984) dauerhafte Vul-
nerabilitits-Merkmale (reduzierte Verarbeitungs-Leistung, autonome Hyper-Reaktivitit auf
aversive Stimuli, Sozial-Kompetenz-Defizite und defekte Coping-Strategien), welche mit Um-
welt-Stimuli (soziale Stressoren und nicht-supportiv wirkende soziale Strukturen) in Wech-
selwirkung treten und in der Folge den psychischen Zustand eines Individuums beeintrich-
tigen. Ein Zusammenspiel aus Uberbeanspruchung der kognitiven Verarbeitungs-Leistung,
einer autonomen Ubererregbarkeit und eine zunehmend fehlerhafte Verarbeitung sozialer
Stimuli kann im Endeffekt zum Auftreten schizophren-psychotischer Symptome fithren.
Das heif}t, dass sich am Ende einer Kette von Ereignissen eine psychiatrische Erkrankung

manifestiert.

1.1.2.2 Neuronale Entwicklungs-Hypothese der Schizophrenie

Die entscheidende Frage ist, warum manche Individuen auf unterschiedlich stark ausge-
pragte Umwelt-Stressoren dauerhaft adidquat reagieren konnen, andere aber nicht? Die
Grundlage dafiir bieten die genannten dauerhaften Vulnerabilitiats-Merkmale bei Erkrankten.
Diesen Merkmalen liegen eine gestorte Kognition und Leistung des zentralen Nervensystems
(ZNS) zugrunde. Doch wodurch kann eine dauerhafte Leistungs-Beeintrichtigung der zent-
ral-nervésen Funktionen entstehen? Die Erklirung dafir kénnte die neuronale Entwick-
lungs-Hypothese zur Entstehung der Schizophrenie liefern. Diese Hypothese sicht als
Grundlage fir die Entstehung eine gestorte neuronale Entwicklung des Fétus vor, welche
durch schidigende Einfliisse wihrend der Schwangerschaft oder wihrend der Geburt aus-

gel6st wird (Murray und Lewis 1987).

Hinweise darauf, dass es sich bei der Schizophrenie auch um eine organisch-strukturelle Ex-
krankung aufgrund einer gestérten Hirn-Entwicklung handelt, stammen unter anderem aus

Bild-morphologischen Studien.
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1.1.2.3 Gehirn-Anomalien von an Schizophrenie Erkrankten

Es wurden bereits verschiedene zerebrale Bereiche und Funktionen identifiziert, welche sich
bei Menschen mit Schizophrenie im Vergleich zu nicht erkrankten Individuen unterscheiden.
So konnten Johnstone et al. (1976) mittels Computer-Tomographie einen signifikanten Zu-
sammenhang zwischen einer VergroB3erung der zerebralen Ventrikel bei Menschen mit Schi-
zophrenie und einem schlechteren Abschneiden im Withers- und Hinton-Test fiir kognitive
Leistung nachweisen. Fir die Kontroll-Gruppe konnte dabei kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen Ventrikel-Grof3e und kognitiver Leistung gestellt werden. Anhand moderner
bildgebender Verfahren konnten in den letzten Jahrzenten einige weitere morphologische
Anomalien identifiziert werden. So konnte eine signifikante Abnahme des Volumens in prif-
rontalen, temporalen und occipitalen Regionen des Kortex gemessen werden. Neben gemes-
senen Volumina kénnen auch andere Parameter signifikante Anderungen im Vergleich zu
nicht an Schizophrenie-Erkrankten aufweisen wie z.B. eine verringerte kortikale Dicke im
anterioren und posterioren Gyrus cinguli sowie in verschiedenen Bereichen der Inselrinde
(Madre et al. 2019). Eine Volumen-Reduktion der grauen Hirn-Substanz konnte bei an Schi-
zophrenie Erkrankten gefunden werden, welche eine erste symptomatische Episode aufwie-
sen (Bora et al. 2011). Die Volumen-Reduktion in den Regionen fronto-insulirer Kortex, im
superioren Gyrus temporalis und im rechten Thalamus fiel bei Menschen mit chronifizierter
Schizophrenie am grof3ten aus. Bora et al. (2011) konnten ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen einer Volumen-Reduktion in kortikalen Regionen und verstirkt auftretenden Ne-
gativ-Symptomen finden. Interessanterweise hatten antipsychotische Medikamente keinen
Einfluss auf die beobachteten kortikalen Volumina. Neben der grauen Substanz wies aber
auch die Myelin-haltige weille Hirn-Substanz Anomalien auf, fiir welche reduzierte Volumina
bilateral in temporalen Regionen gemessen werden konnten. Im Vergleich zu Menschen mit
einer Erst-Episode, zeigten Menschen mit chronischer Schizophrenie zudem eine ausgeprig-
tere Reduktion der weilen Substanz in fronto-parietalen Regionen, was dafiirspricht, dass

auch die Dauer der Erkrankung einen Einfluss auf die Dynamik neuronaler Strukturen hat.

Die neuronale Entwicklungs-Hypothese wird ebenfalls durch die Beobachtung unterstiitzt,
dass Kinder, bei denen im spiteren Leben eine schizophrene Erkrankung diagnostiziert wird,
schon vorab Auffilligkeiten zeigen. So entdeckten Walker et al. (1994) bei der Auswertung
von Video-Material aus der Kindheit von an Schizophrenie-Erkrankten, dass diese hiufiger
neuromotorische Auffilligkeiten zeigten, dabei waren insbesondere Anomalien, welche die

linke Korperhilfte betrafen von hoher Signifikanz im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.

1.1.3  Schizophrenie durch ,,geliehene* Auto-Immunitit

Doch welche Mechanismen liegen der neuronalen Entwicklungs-Hypothese zugrunde? Wel-
che Einflisse miissen wirken, um neuronale Funktionen so zu storen, dass die psychische
Gesundheit von Menschen langfristig anfillig fir Erkrankungen ist? Aus epidemiologischen

und Gen-Assoziations-Studien gehen immer wieder konsistente Ergebnisse hervor, welche
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den Schluss nahelegen, dass die grundlegende Atiologie der schizophrenen Erkrankungen

einen immunologischen Hintergrund haben muss.

1.1.3.1 Das Immunsystem als Risikofaktor

So konnten epidemiologische Studien immer wieder maternale Infektionen wihrend der
Schwangerschaft als wichtigen Risiko-Faktor fir eine spiter im Nachwuchs auftretende schi-
zophrene Erkrankung identifizieren. Erste Daten fiir einen solchen Zusammenhang konnte
eine finnische Studie liefern, aus welcher hervorgeht, dass Menschen eine héhere Wahr-
scheinlichkeit aufwiesen eine schizophrene Erkrankung diagnostiziert zu bekommen, falls
diese Nachkommen von Mittern waren, welche wahrend der Schwangerschaft eine In-
fluenza-Epidemie von Oktober bis November 1957 in Finnland erlebt hatten. Der signifi-
kante Zusammenhang trat bei Miittern auf, welche sich in diesem Zeitraum im zweiten Tri-
menon der Schwangerschaft befanden (Mednick 1988). Neuere Studien konnten eine Asso-
ziation zwischen maternalen Infektionen und dem Auftreten psychiatrischer Erkrankungen
des Nachwuchses bekriftigen. Bei der systematischen Auswertung populations-basierter Stu-
dien konnten Khandaker et al. (2013) einige epidemiologisch relevante Erreger identifizieren,
die mit einem erhéhten Schizophrenie-Risiko fiir den Nachwuchs einhergehen. Dabei
konnte eine maternale Infektion mit dem Herpes-Simplex-Virus-2 (HSV-2) mit einem um
den Faktor 1,6 bis 2,6 (95 % CI = 1,1-2,3 bzw. 1,4 — 4,6) erthchten Risiko ermittelt werden
(Buka et al. 2008). Auch fir eine Infektion mit Toxoplasma gondii, einem eukaryotischen ein-
zelligen Parasiten, konnte ein 2,61-fach erhdhtes Risiko identifiziert werden
(95 % CI = 1,0 — 6,82) (Brown et al. 2005). Multi-systemische bakterielle Infektionen zeigten
sogar ein um den Faktor 2,9 erhéhtes Risiko fiir das Auftreten von psychotischen Episoden
bei den Nachkommen (95 % CI = 1,3 — 5,9) (Lee et al. 2020).

Nicht nur epidemiologische Studien legen die Vermutung nahe, dass Stérungen der ZNS-
Entwicklung, welche die Vulnerabilitit fur schizophrene Erkrankungen erhéhen, aus einem
immunologischen Prozess resultieren. Die Theorie, dass es sich bei dieser neuropsychiatri-
schen Erkrankung um einen auto-immunologischen Prozess handeln kénnte, wird durch
verschiedene Beobachtungen gestiitzt. Eine schizophrene Erkrankung geht interessanter-
weise mit einem um 45 % hoheren Risiko fur Menschen einher, welche selbst oder deren
biologische Eltern an einer oder mehreren spezifischen Auto-Immunerkrankungen wie Thy-

reoiditis, Psoriasis und Typ-1-Diabetes leiden (Eaton et al. 2000).

Auch auf molekularer Ebene sind die Hinweise auf eine immunologische Atiologie unver-
kennbar. So konnten Ripke et al. (2014) im Rahmen der Genome-Wide-Association-Study
(GWAS) den stirksten Zusammenhang zwischen Schizophrenie und Risiko-Gen-Loki in ex-
primierten Genen von B-Lymphozyten finden, den Antikérper-produzierenden Zellen des

erworbenen Immunsystems.
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1.1.3.2 Maternale auto-reaktive Antikorper und das fétale Gehirn

Doch wie kann das Immunsystem Einfluss auf die neuronale Entwicklung eines Fotus neh-
men? Im Verdacht steht der maternale Nest-Schutz, eine immunologische Schutz-Vorrich-
tung des maternalen Immunsystems, bei dem Immunglobuline vom Sub-Typ IgG tber spe-
zielle Antikérper-Transporter der Plazenta in das Blut des Fotus transferiert werden. Der
maternale Nest-Schutz ist ein wichtiger Vorgang, so schiitzen die gespendeten IgG-Antikor-
per Foten vor infektisen Erregern, da diese noch nicht in der Lage sind selbst ausreichend

hohe Antikérper-Titer zu erzeugen.

Wie kann bei diesem physiologischen Vorgang eine Gefahr fiir die fotale Entwicklung ent-
stehen? Zum einen gibt es keine bekannte Selektion, welche IgG-Antikorper die Blut-Pla-
zenta-Schranke Uberwinden und in das Blut des Fotus Gibergehen, auch auto-reaktive Anti-
korper konnen transferiert werden (Palmeira et al. 2012). Gleichzeitig handelt es sich beim
Fotus um einen fiir das maternale Immunsystem kérperfremden Organismus, der auch als
fremd erkannt wird und angegriffen werden kann, solange nicht eine ausreichend hohe To-

leranz vom maternalen Immunsystem aufrechterhalten wird (Wang et al. 2010).

Die pathologische Wirkung von auto-reaktiven maternalen Antikérpern konnte bereits bei
anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen experimentell reproduziert werden. So konn-
ten Brimberg et al. (2016) Hirn-reaktive Antikorper gegen das Protein Caspr2 aus dem Serum
von Miittern isolieren, deren Nachwuchs an Erkrankungen aus dem Bereich des Autismus-
Spektrums litten. Diese isolierten Antikérper fihrten nach einer Injektion in trichtige Miuse
dazu, dass der Nachwuchs ebenfalls vergleichbare Auffilligkeiten im Verhalten entwickelte,
einhergehend mit neuronalen Anomalien wie einer abnormalen kortikalen Einwicklung des
Hirns und einer beeinflussten Entwicklung von Dendriten exzitatorischer Neuronen. Fiir die
Theorie, dass Antikérper an der Genese der Schizophrenie beteiligt sind, spricht auch, dass
bei vielen der epidemiologischen Studien zur maternalen Erreger-Exposition, zum Infekti-
ons-Nachweis kein direkter Erreger-Nachweis erfolgte, sondern eine Bestimmung der Erre-

ger-spezifischen Antikérper-Titer, insbesondere vom Sub-Typ IgG und IgM.

Warum stellt das fétale ZNS einen Angriffs-Ort fiir Bestandteile des maternalen Immunsys-
tems dar? Das ZNS stellt im adulten wie auch im fétalen Entwicklungs-Zustand einen im-
munologisch privilegierten Bereich des Korpers dar. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) schiitzt
vor dem Eindringen von schidigenden Erregern und Molekilen, aber auch vor potenziell
schadigenden Wirkungen des Immunsystems. Sollte diese physiologische Barriere fir das
Immunsystem tiberwindbar werden, kann dies teils katastrophale Folgen haben. Ein bedeu-
tender Unterschied zwischen dem maternalen und fotalen ZNS ist, dass die Barriere-Funk-
tion der BHS, welche das entwickelte Hirn-Gewebe im physiologischen Zustand vor dem
Eindringen von Immunglobulinen und deren potenziell schidigenden Interaktionen schutzt,
bei Foten wesentlich fragiler zu sein scheint (Stolp et al. 2005; Stolp und Dziegielewska 2009).
So kénnte die Permeabilitat der fotalen BHS, ahnlich wie bei der adulten BHS, wihrend einer

Entziindungs-Reaktion, vermittelt durch Zytokine insgesamt erhéht werden und damit den
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Eintritt maternaler Auto-Antikérper in das fotale Gehirn ermdglichen (Platt et al. 2017).
Diese konnten dann mit neuronalen Proteinen interagieren und so zu einer Beeinflussung

der Entwicklung und Funktion des fétalen ZNS fiihren.

Virale, bakterielle oder
parasitare Infektion

Intakte maternale
Blut-Hirn-Schranke

Bildung A Interaktion

Erreger-spezifischer TP Erreger-spezifischer

ﬁ:(t;kdrper -.)/; Y Antikorper mit fotalen

tansplazentarer O ,\* x ?ﬁrrtogjrlg;:t?rtg; -

IgG-Transfer - £ > | Him-Entwicklungim
""" 7o IPONUS

Fragile fotale
Blut-Hirn-Schranke

Abbildung 1: Schema zur theoretischen Grundlage der Immun-Theorie; Maternale Erreger-spezifische
IeG-AntikSrper werden transplazentar in das Blut des Fotus tbertragen. Aufgrund einer fragilen f6talen Blut-
Hirn-Schranke kénnen auto-reaktive Antikérper mit fotalen Proteinen interagieren und neuronale Funktionen

und Entwicklung stéren. Das Schema wurde mit BioRender.com erstellt.

Auch im adulten ZNS sind solche Vorginge zu beobachten. Bei der Auto-Immunerkrankung
Neuromyelitis Optica (NMO) kommt es zu einer humoralen und zelluliren Auto-Reaktion
gegen Astrozyten des Sehnervs, des Gehirns und des Riickenmarks. Grundlage dafir ist die
Bildung von Antikérpern vom Sub-Typ IgG gegen astrozytire Proteine, am haufigsten gegen
das Oberflichen-Protein Aquaporin-4 (AQP4). Wihrend AQP4 exprimierende Gewebe au-
Berhalb des ZNS nicht von einer Auto-Immunreaktion betroffen sind, kommt es aufgrund
einer fehlenden Komplement-Inhibierung des Immunsystems im ZNS zu einer ausgeprigten
Reaktion von Antikérpern, Komplement-Faktoren und Immun-Zellen gegen AQP4-tra-
gende Astrozyten und damit zu einer ausgepragten Destruktion von neuronalem Gewebe.
Betroffene erblinden, zeigen Zeichen einer Querschnittlihmung und versterben nicht selten
an dieser Erkrankung (Saadoun und Papadopoulos 2015; Huda et al. 2019).

1.1.4 Molekulare Mimikry

Wie kommt es dazu, dass Antikorper korpereigenes Gewebe als fremd erkennen und in der
Folge spezifisch interagieren? Erkliren ldsst sich dieser Vorgang durch den ko-evolutioniren

Prozess der molekularen Mimikry. Es handelt sich bei der molekularen Mimikry um eine
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Imitation von Strukturen auf molekularer Ebene. Erreger konnen das Immunsystem unter-
laufen, indem sie Oberflichen-Proteine exprimieren, welche den Sequenzen oder Strukturen
von Proteinen ihres Wirtes dhneln. Es ist ein Versuch, vom angreifenden Immunsystem
moglichst unentdeckt zu bleiben, um sich so méglichst ungestort zu vermehren. Doch das
Immunsystem ist in der Lage in einem gewissen Umfang auch Epitope zu erkennen und als
korperfremd zu identifizieren, welche Teil dieser Erreger-Proteine sind. Dies ruft wiederum
den Umstand hervor, dass vom Immunsystem gebildete reaktive Bestandteile, wie die Im-
munglobuline, zum Teil auch eine Affinitit fir jene kérpereigenen Proteine besitzen, welche
der Erreger versucht zu imitieren. Dies fihrt in der Folge zu einer auto-immunologischen
Kreuz-Reaktion von Immun-Zellen und Antikérpern gegen korpereigenes Gewebe, gebildet
aus Zellen, welche die Ziel-Antigene der fehlgeleiteten Immunreaktion exprimieren (Damian
1964; Elde und Malik 2009; Rojas et al. 2018).

Die Existenz eines solchen Mechanismus konnte belegt werden, als Zabriskie und Freimer
(1966) den Zusammenhang zwischen rheumatischem Fieber und Gruppe-A-Streptokokken
(GAS) untersuchten und dabei auf Antikérper stieBen, welche sowohl mit GAS-Antigenen,
als auch struktur-dhnlichen humanen Antigenen auf Herz- und Skelett-Muskel-Zellen inter-
agieren konnten. Mittlerweile wird der Mechanismus als Grundlage vieler verschiedener
Auto-Immunerkrankungen angesehen, darunter das mit einer Campylobacter jeguni-Infektion
assoziierte Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und dem mit einer Streptococcus pyogenes-Infektion
assoziierten rheumatischem Fieber (Cunningham 2014; Shahrizaila et al. 2021). Auch bei der
zuvor beschriebenen Erkrankung Neuromyelitis Optica konnte beobachtet werden, dass bei
einem Teil der Patienten die Erkrankung postinfektids entsteht (Sellner et al. 2010). Eine
experimentelle Studie konnte das Protein ABC-Transporter-Permease (ABC-TP) exprimiert
vom Bakterium Clostridium perfringens identifizieren, welches sequenzielle Ahnlichkeiten zum
humanen Protein AQP4 aufwies. Immun-Zellen von an NMO-Erkrankten wiesen eine aus-
gedehnte Proliferation als Reaktion auf das Antigen ABC-TP auf und kreuz-reagierten mit
dem humanen Protein AQP4 (Varrin-Doyer et al. 2012).

1.2 Spezifische Infektions-Erreger

Diese Beobachtungen und Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei der Entstehung schi-
zophrener Erkrankungen grundsitzlich um einen Erreger-spezifischen auto-immunologi-
schen Prozess im foétalen ZNS handeln kénnte. Ausgehend von einer solchen Hypothese
wurden die Interaktion von Erreger-spezifischen Antikoérpern mit spezifischen Proteinen in
fétalem neuronalem Gewebe untersucht. Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick tiber
jene infektiosen Erreger vermitteln, gegen welche die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren

gerichtet waren.
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1.2.1  Borrelia burgdorferi

Bei dem Erreger Borrelia burgdorferi handelt es sich um ein gram-negatives Bakterium aus der
Gruppe der Spirochiten. Die Erreger werden tiber temporire Ektoparasiten der Ordnung
Ixodida, auch als Schildzecken bekannt, auf den Menschen tibertragen. Ubertragen auf den
Menschen kann es dann zur symptomatischen Infektion kommen, der sogenannten Lyme-
Borreliose. Diese Erkrankung kann sich klinisch unterschiedlich manifestieren. Zum einen
kann sich ausgehend von der Eintritts-Pforte des Erregers in den Wirt eine Haut-Reaktion
ausbreiten, welche als Erythema migrans bezeichnet wird. Auch kann eine Neuro-Borreliose
auftreten, die mit Hirnnerven-Lisionen, Meningitis, Radikulo-Neuritis, oder auch einer En-
zephalomyelitis einhergehen kann (Pachner und Steere 1985). Die regionale sowie jahrliche
Inzidenz dieser Erkrankung unterliegt zum Teil erheblichen Schwankungen, jedoch konnte
gezelgt werden, dass in Deutschland bet 9,4 % der erwachsenen Bevolkerung Antikérper
von Typ 1gG gegen Borrelia burgdorfer: nachweisen lassen (Wilking et al. 2015). Selbst Jaht-
zehnte nach der Erkrankung und trotz vollstindiger Therapie und Erreger-Eradikation kon-
nen IgG-Antikérper gegen Borrelia burgdorferi bei ehemals Infizierten nachgewiesen werden
(Kalish et al. 2001). Die Erreger konnen teilweise der Immunantwort des Wirtes entgehen,
indem sie bestimmte Oberflichen-Proteine wie das Protein VISE rekombinieren und damit
die Affinitit der bindenden Bestandteile des Immunsystems reduzieren (Rogovskyy und
Bankhead 2013). Eine Infektion mit Borrelia burgdorfer: fihrt dariiber hinaus zu einem erhoh-
ten Level von neuronal interagierenden Auto-Antikérpern, welche unter anderem mit neu-
ronalen Gangliosiden, aber auch mit Dopamin-D1-Rezeptoren interagieren kénnen (Moncod
et al. 1993; Fallon et al. 2020). Ein méglicher Zusammenhang zwischen einer maternalen
Lyme-Borreliose und dem Auftreten einer Schizophrenie bei betroffenen Nachkommen
kann dabei aufgrund der Tatsache postuliert werden, dass das Risiko fiir das Auftreten einer
Schizophrenie dann am héchsten ist, wenn die Geburt wihrend der Winter-Monate erfolgt
ist und damit neun Monate nach der beginnenden Lyme-Borreliose-Saison im Marz auftritt
(Fritzsche 2002).
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Abbildung 2: Borrelia burgdorfers, Digital gefirbte Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme von drei Bakte-
tien det Art Borrelia burgdorferi (CDC/Claudia Molins 2011). Die Verwendung etfolgt mit freundlicher Geneh-
migung des CDC/PHIL.

1.2.2  Campylobacter jejuni

Das begei3elte gram-negative Bakterium Campylobacter jejuni aus der Abteilung der Proteobac-
teria ist vor allem als Lebensmittel-Keim und Ausloser von Enteritiden und Diarrhoen be-
kannt. Infektionen mit dem Erreger sind sehr haufig, die Inzidenz liegt in Deutschland bei
80 neuen Infektionen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (Schielke et al. 2014). Die bekann-
teste post-infektiose Komplikation ist das Guillain-Barré-Syndrom (GBS), einer akuten pa-
ralytischen Neuropathie, mutmallich auf Grundlage kreuz-reagierender Auto-Antikorper. In
einem Abstand von wenigen Tagen bis Wochen folgen auf eine Campylobacter jejuni-Infektion
Sensibilitits-Stérungen und Lihmungen der Extremititen, auch die Atemmuskulatur und
Kreislaufregulation kénnen betroffen sein. Wihrend dem akuten Auftreten der Erkrankung
kann ein Anstieg von kreuz-reagierenden Auto-Antikérper gegen die neuronalen Ganglio-
side GM1, GM1b und GalNAc-GD1a beobachtet werden, es kommt je nach Verlaufsform
zu Demyelinisierung und/oder Axon-Schidigung, wobei eine Behandlung der Erkrankung
im Austausch des Blut-Plasmas der Betroffenen besteht (Yuki et al. 1999; Willison et al.
2016). Erkliren lasst sich diese Beobachtung anhand eines molekularen Mimikry-Effektes,
da besonders jene Campylobacter jejuni-Staimme mit dem Auftreten des Syndroms vergemein-
schaftet sind, welche GM- und GD-Gangliosid-dhnliche Lipooligosaccharide auf ihrer Zell-
Oberfliche exprimieren (Nachamkin et al. 2002).
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Abbildung 3: Campylobacter jejuni; Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme eines Bakteriums der Art
Campylobacter jejuni (CDC/Dr. Patticia Fields, Dr. Collette Fitzgerald 2004). Die Verwendung etfolgt mit freund-
licher Genehmigung des CDC/PHIL.

1.2.3 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori ist ein gram-negatives Helix-formiges Bakterium der Abteilung Proteobac-
teria. Als humanpathogener Erreger fithrt Helicobacter pylori zu einer Typ-B-Gastritis und ist
dartiber hinaus einer der hiufigsten Ausloser gastroduodenaler Ulzera (Reshetnyak und Res-
hetnyak 2017). Trotz starken regionalen und sozio6konomischen Unterschieden wird ange-
nommen, dass in Buropa und Nordamerika ca. 30 % der Bevolkerung infiziert sind (Eusebi
et al. 2014). Die Hypothese, dass Helicobacter pylori als Umwelt-Faktor zur Entstehung einer
Schizophrenie beitragen konnte, wurde bereits 2008 formuliert. Dabei wurde die Wirkung
von Helicobacter pylori aut den Dopamin-, den Homocystein-Stoffwechsel, den Stoffwechsel
ungesittigter Fettsduren sowie das Auslésen einer chronischen Entziindungs-Reaktion als
mogliche Ursache fiir das Auftreten von Schizophrenie bestimmt (Yilmaz et al. 2008). Ins-
besondere konnte eine Studie aus Griechenland zeigen, dass Kinder von Miittern, welche
wihrend der Schwangerschaft sero-positiv auf Helicobacter pylori 1gG-Immunglobuline getes-
tet wurden, eine global eingeschrinkte kognitive Leistung aufweisen, bedingt durch eine ge-
storte neuronale Entwicklung (Karachaliou et al. 2017). Auch konnte ein geminderter Intel-
ligenz Quotienten bei Schulkindern mit einer akuten Helzcobacter pylori-Infektion in einer Stu-
die beobachtet werden (Muhsen et al. 2011). Auch neuropsychiatrische Erkrankungen von
Erwachsenen und des héheren Lebensalters sind mit Helicobacter pylori-Infektionen assoziiert,
so konnte ein erhohtes Risiko fir das Auftreten einer Demenz, so wie fiir das idiopathischen
Parkinson Syndrom verbunden mit einer stirkeren Symptomatik beobachtet werden (Shind-
ler-Itskovitch et al. 2016; Dardiotis et al. 2018).
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Abbildung 4: Helicobacter pylorf, Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme eines Bakteriums der Art He-
licobacter pylori (CDC/Dr. Patricia Fields, Dr. Collette Fitzgerald 2004). Die Verwendung etfolgt mit freundlicher
Genehmigung des CDC/PHIL.

1.2.4 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellulir lebendes parasitires Protozoon aus der Familie
der Apicomplexa. Insbesondere Katzen (Felidae) konnen den einzelligen Parasiten auf Men-
schen Ubertragen, indem Toxoplasma gondii im Entwicklungs-Stadium der Oozyste oral auf-
genommen werden. Eine Infektion kann hiufig asymptomatisch verlaufen oder sich symp-
tomatisch als Toxoplasmose manifestieren. Foten kénnen wihrend der Schwangerschaft
konnatal mit Toxogplasma gondii infiziert werden. Klassischerweise prasentiert sich eine konna-
tale Infektion beim Fotus mit den Befunden Hydrozephalus, intrakranielle Kalzifikationen
und Chortloretinitis, es konnen aber auch andere systemische Manifestationen oder ein Spon-
tan-Abort auftreten (Halonen und Weiss 2013). Toxoplasma gondii kann im Menschen zum
Teil lebenslang in Neuronen des ZNS persistieren (Blanchard et al. 2015). In Deutschland
weisen ca. 50 % der Bevolkerung einen positiven IgG-Titer gegen Toxogplasma gondii auf, wo-
bei die Haufigkeit mit dem Lebensalter korreliert, da 18- bis 29-Jihrige eine Sero-Prevalenz
von ca. 20 %, 70- bis 79- Jahrige eine Sero-Prevalenz von bis zu 77 % aufweisen (Pleyer et
al. 2019). Die Vermutung, dass der Erreger der Toxoplasmose und die dabei auftretenden
Antikorper einen Zusammenhang mit neuropsychiatrischen Erkrankungen haben kénnte,
wurde Aufgrund der Beobachtung formuliert, dass Menschen mit einer erstmalig aufgetrete-
nen schizophrenen Episode einen erhéhten IgG- und IgM-Titer gegen Toxoplasma gondii aut-
wiesen (Yolken et al. 2001). Doch nicht nur eine direkte Infektion als Risikofaktor wurde in
diesem Zusammenhang beobachtet, sondern auch die indirekte Wirkung des Erregers auf
das Immunsystem werdender Miitter stellte sich als Risikofaktor fiir betroffene Féten heraus.
Ein erhoéhter IgG-Immunglobulin-Level in Mittern als auch in Foten konnte dabei das Ri-
siko des Fotus im Verlauf des Lebens an Schizophrenie zu erkranken signifikant erhéhen.
Brown et al. (2005) konnten mithilfe einer groflen Kohorten-Studie einen stark erhdhten

IgG-Titer gegen Toxoplasma gondii schwangerer Frauen als Risiko-Faktor fiir das Auftreten



Einleitung 13

einer Schizophrenie-Erkrankung der Foten im Erwachsenen-Alter identifizieren
(OR = 2,61; 95 % CI = 1,0 — 6,82). Interessanter Weise war dieser Zusammenhang nur bei
stark erhohten Titern zu beobachten, ein nur moderat erhéhter IgG-Titer konnte nicht als
Risiko-Faktor erkannt werden (OR = 1,37; 95 % CI = 0,4 — 4,73; p = 0,62). Auch die Un-
tersuchung des Blutes von Neugeborenen fiinf bis sieben Tage nach der Entbindung offen-
barte ein signifikant erhohtes Risiko fiir jene Neugeborenen an einer Early-Onset-Schizo-
phrenie zu erkranken, welche einen erhéhten IgG-Titer gegen Toxoplasma gondii aufwiesen
(OR =1,79; CI = 1,01 = 3,15; p = 0,045); die IgG-Immunglobuline stammten zu diesem
Zeitpunkt zum aller gro3ten Teil noch von der Mutter, eine aktive Infektion des Fotus
konnte nicht nachgewiesen werden (Mortensen et al. 2007). Studien zu einem spiteren Zeit-
punkt konnten dieses Ergebnis auch fiir eine schizophrene Erkrankung nach dem 18. Le-
bensjahr (Non-Early-Onset-Schizophrenie) des Nachwuchses bestitigen, wobei das Risiko
des Nachwuchses mit der Hohe des IgG-Titers korrelierte. Es konnte fiir IgG-Titer oberhalb
der 75. Perzentile ein mehr als zwei-fach erhohtes Risiko festgestellt werden (OR = 2,1;
95 % CI = 1,0 — 4,5). Oberhalb der 90. Perzentile konnte ein mehr als drei-fach erhhtes
Risiko festgestellt werden (OR = 3,2; 95 % CI = 1,0 — 9,8) (Blomstrom et al. 2012).

Abbildung 5: Toxoplasma gondii; Mikroskopische Aufnahme von Toxoplasma gondii-Tachyzoiten (Pfeile) in

einer Aszites-Flissigkeits-Probe bei 1125-facher Vergréerung (CDC 1970). Die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung des CDC/PHIL.

1.3  Hypothese und Zielsetzung der Arbeit

Die Fragestellung, der hypothetische Grundsatz und die methodische Zielsetzung dieser Ar-

beit werden folgendermaf3en formuliert:

Es wird der Frage nachgegangen, ob Antikérper des Typs-IgG gegen die Infektions-Erreger
Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und Toxoplasma gondii in der Lage sind,
spezifische Interaktionen mit fotalen neuronalen Proteinen einzugehen und ob diese Inter-

aktionen zu einer Beeinflussung von Funktionen auf zellulirer Ebene fithren.
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Hintergrund dieser Arbeit ist die Hypothese, dass spezifische maternale IgG-Antikérper ge-
gen die infektiosen Erreger Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und Toxo-
Pplasma gondii in der Lage sein konnen auf einen Fotus iibertragen zu werden. Im sich entwi-
ckelnden fétalen ZNS konnten diese Antikorper mit neuronalem Gewebe interagieren. Ah-
neln fotale neuronale Proteine auf Grundlage der molekularen Mimikry strukturell oder se-
quenziell Erreger-spezifischen Epitopen, kann es zu einer auto-reaktiven Interaktionen kom-
men. Aus diesen Interaktionen kann eine Beeinflussung der Funktion dieser Proteine resul-
tieren und fihrt in der Folge zu einer gestorten Entwicklung von neuronalen Strukturen und
Funktionen. Im Sinne des Vulnerabilitits-Stress-Modells und der neuronalen-Entwicklungs-
Theorie ist die Konsequenz daraus eine erh6hte Vulnerabilitit fiir neuropsychiatrische Er-

krankungen wie die Schizophrenie.

Methodisches Ziel dieser Arbeit ist es, fotale Proteine als spezifische Interaktions-Partner
von Erreger-spezifischen IgG-Antikérpern zu identifizieren (hEXselect-Multiprotein-Array)
und ausgewihlte Interaktionen anhand proteomischer Methoden (Western-Blot und Zwei-

Dimensionale Gelelektrophorese) darzustellen.

Eine Beeinflussung der Funktionalitit dieser Proteine wird auf zellulirer Ebene durch funk-
tionelle Experimente an neuronalen SiMa- und SH-SY5Y- und nicht-neuronalen RBL-2H3-
und T47-D-Zell-Kulturen untersucht. Experimentell werden dafiir fluoreszenz-mikroskopi-
sche Untersuchungen sowie Tests zur Bestimmung von Vesikel-Umsitzen (FM1-43-Vesikel-
Umsatz-Test, Fluo-3-AM-Calcium-Imaging, B-Hexosaminidase-Degranulations-Test und
Bestimmung von Kern-Zytoplasma-Verhiltnissen) durchgefiihrt. Auch werden die Zell-Vi-
talitit (MTT-Zell-Vitalitits-Test) und Zell-Wachstum (Messung des Neuriten-Lingen-
Wachstums) sowie Zell-Proliferationen (Ki-67-Zell-Proliferations-Test, Mitose-Figuren-
Zihlung und ERBB3-Phosphorylierungs-Assay) untersucht. Zur Identifizierung von
Epitop-Homologen auf menschlichen und pathogenen Proteinen werden die 7 silico-Verfah-
ren Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und DiscoTope 2.0 der Immmune Epitope Database
(AEDB.org: Free epitope database and prediction resonrce) zur Epitop-Kartierung angewendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Primir-Antikérper

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Primir-Antikérper. Angabe von Produkt-Name, der Spezies

sowie Hersteller und Katalog-Nummer.

Produkt-Bezeichnung und Spezies

Hersteller und Kat. Nr.

Anti-Astrotactin-2; Kaninchen; polyklonal

Anti-Borrelia burgdorferi; Kaninchen; polyklonal

Anti-Campylobacter jejuni; Kaninchen; polyklonal

Anti-Complexin-2; Kaninchen; polyklonal

Anti-ERBB3; Kaninchen; monoklonal

Anti-Helicobacter pylori; Kaninchen; polyklonal

Anti-pERBB3; Kaninchen; monoklonal

Anti-Synaptotagmin-5, Kaninchen; polyklonal

Anti-Toxoplasma gondii, Kaninchen; polyklonal

Anti-Tyrosin-Hydroxylase; Maus, monoklonal

Antikoerper-online.de;

ABIN5697108
Abcam;

ab069219
Antikoerper-online.de;

ABIN285438

Synaptic Systems;

122002

Cell Signaling Technology;
mAb#12708
Antikoerper-online.de;
ABIN4316874

Cell Signaling Technology;
mAb#4791
Antikoerper-online.de;
ABIN2422201

Abcam;

ab138698

Chemicon;

MAB318
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2.1.2 Sekundir-Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundir-Antikérper. Angabe von Produkt-Name, der Spezies

sowie Hersteller und Katalog-Nummer.

Produkt-Bezeichnung und Spezies

Hersteller und Kat. Nr.

Ziege-Anti-Kaninchen IgG, Atto488-gekoppelt

Ziege-Anti-Kaninchen IgG, Peroxidase-gekoppelt

2.1.3 HEK293-Uberexpressions-Lysate

Sigma-Aldrich;
18772
Sigma-Aldrich;
A9169

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten HEK293-Uberexpressions-Lysate. Angabe von Produkt-

Name, Name der transfizierten Zell-Linie sowie Hersteller und Katalog-Nummer.

Produkt-Bezeichnung und Spezies

Hersteller und Kat. Nr.

ASTN2-transfiziertes HEK293-
Uberexpressions-Lysat; human
CPLX2-transfiziertes HEK293-
Uberexpressions-Lysat; human
HEK493; nicht-transfiziertes
Kontroll-Lysat; human
SYT5-transfiziertes HEK293-

Uberexpressions-Lysat; human

2.14 Reagenzien

Abnova;

H00023245-T01

Origene;
LC423397
Origene;
LY500001
Origene;

LY418847

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Reagenzien. Angabe von Produkt-Name sowie Hersteller und

Katalog-Nummer

Produkt-Bezeichnung

Hersteller und Kat. Nr.

4-Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-Glucosaminid

Acetylcholin

Fluo-3-AM

Sigma-Aldrich;
N9376
Sigma-Aldrich;

A2661
Sigma-Aldrich;
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Produkt-Bezeichnung Hersteller und Kat. Nr.
73881
FM1-43 Sigma-Aldrich;
S6814
Histamine releasing agent Compound 48/80 S ey
C2313
A .
Mounting Medium-DAPI-haltig beam;
Ab104139
MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H- Merck:
Tetrazoliumbromid ’
111714
Neuregulin-1 (NRG1); rekombinant; human; Origene;
Variante: GGF2 TP723155

2.2 Methoden

2.21 Identifizierung immunreaktiver Interaktions-Partner Erreger-spezifischer
Antikérper mit Proteinen des prinatalen fotalen Gehirns mit Hilfe des

hexSelect-Multiprotein-Arrays

Ziel dieser Studie ist die Identifizierung von Interaktionen im Sinne einer auto-immunen
Bindung zwischen fotalen Proteinen des ZNS und anti-mikrobiellen Antikérpern. Um eine
moglichst gro3e Zahl verschiedener Proteine auf Interaktionen mit Erreger-spezifischen An-
tikérpern zu untersuchen, bietet sich die Nutzung von Multiprotein-Arrays (MPA) an. Bei
dem von uns genutzten kommerziell erhaltlichen MPA, handelt es sich um den hEXse/ect-
Multiprotein-Array (engine the biomarker company, Berlin-Hennigsdorf), welcher 23.806
exprimierte cDNA-Klone des humanen ZNS prisentiert. Diese wurden aus der mRNA
zweier fotaler Gehirne gewonnen, welche von legalen Schwangerschafts-Abbriichen am
Ende des ersten Trimenons stammen. Die gewonnen cDNAs kodieren teils fiir vollstindige
Proteine, teils aber auch nur fur Proteinfragmente bzw. Peptide, welche in ihrer Gesamtheit
ein Spektrum von ca. 10.000 verschiedenen Proteinen abdecken. Die cDNA-Klone dieses
Arrays, welche in der hEx1-Datenbank des Herstellers erfasst sind, werden an definierten
Punkten einer Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) aufgedruckt und durch ein
E.coli Translationssystem zz sitn exprimiert (Bissow et al. 1998). Die Folgende Tabelle stellt

den genauen Ablauf der Inkubationsschritte eines solchen Experiments dar.
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Tabelle 5: Protokoll Immundetektion mittels AEXselect-Multiprotein-Array. Protokoll-Schritte in chro-

nologischer Reihenfolge, unter Angabe verwendeter Substrate, Puffer und Reagenzien sowie von Dauer und

Anzahl der Wiederholungen des jeweiligen Schritts.

Protokoll- Substrat/Puffer Dauer und Wiederho-
Schritt lung
1. Fixation Ethanol; 70 % 15 min 1-mal
2. Waschen ddH,O 10 min 2-mal
TBS-TT (TBS+Tween 20 (0,05 %) +Triton X- 10 min 3-mal
100 (0,5 %))
TBS 10 min 3-mal
3. Blocken Magermilch-Pulver (3 %) in TBS 2h
4.Inkubation o-Campylobacter jejuni 12 h bei 4 °C

Primar-Antikor-

per

5. Waschen

6.Inkubation
Sekundar-Anti-

korper

7. Detektion

o-Helicobacter pylori
o-Borrelia burgdorferi
o-Toxoplasma gondii
a-ASTN2

a-CPLX2

o-ERBB3

«-SYT5

(Verdiinnung: 1:2000)
TBS-T (TBS+Tween 20 (0,05 %))
Peroxidase-Gekoppelt
(Verdiinnung: 1:10000)

Enbhanced Chemiluminescence:

Tris-HCI (0,1 mol/1; pH = 8,06)
Luminol (0,25 mg/ml)
p-Hydroxycoumarin-Siure (0,2 mg/ml)
H>O, (0,1 %)

Exposition und Entwicklung eines Rontgen-

films

10 min 3-mal

2 h bei RT

2 min

3 min
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Protokoll- Substrat/Puffer Dauer und Wiederho-
Schritt lung

(SuperRX medical X-ray film; Fuji, Dusseldorf,
Deutschland)

8. Stripping NaOH (0,1 mol/l) 40 min

Ggf. zweite In-
kubation  (ab
Protokoll-
Schritt 2.)

Die Stripped-MPAs wurden jeweils ein weiteres Mal mit einem anderen antimikrobiellen An-
tikorper verwendet, um unspezifische Signale ausschlieBen zu kénnen. Die entwickelten
Rontgenfilme wurden mit einem Scanner digitalisiert. Anhand eines auf den Arrays imple-
mentierten Rasters und einer vom Hersteller bereitgestellten Identifikations-Tabelle konnten
die Immunspots manuell ausgewertet und spezifischen fétalen Proteinen zugewiesen wet-
den. Als Kontrolle wurden nur mit sekundirem Antikérper inkubierte AEXselec-Multipro-

tein-Arrays verwendet. Jedes Experiment wurde insgesamt drei-mal durchgefiihrt.

2.2.2 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse ist eine effektive Methode, um Proteine anhand ihrer spezifischen
Molekulargewichte elektrophoretisch aufzutrennen und Protein-Antikérper-Interaktionen
darzustellen (Laemmli 1970). Es wurden jeweils 5 ug Protein-Probe von spezifisch-trans-
fizierten HEK293-Uberexpressions-Lysaten sowie von Zell-Lysaten der Zell-Linien RBL-
2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-47D verwendet. Die Protein-Konzentration der Proben wurde
zuvor mittels Tupfeltest fur mit SDS-Puffer lysierte Zell-Fraktionen uberpriift (Henkel und
Bieger 1994). Zur elektrophoretischen Auftrennung durch eine SDS-PAGE wurden die Pro-
ben auf ein 7,5 % SDS-PAGE-Gel (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel) geladen. Als
Negativ-Kontrolle wurden nicht-transfizierte-HEK293-Zell-Lysate verwendet, um nicht-
spezifische Bindungen an zellulire Bestandteile auszuschlieBen. Die Auftrennung wurde mit
einem Mini Protean Gel Systems (Bio-Rad, Minchen) bei 120 V fir 60 min durchgefihrt. Als
Molekulargewicht-Marker wurde der Precision Plus Protein All Blue Standard (Bio-Rad, Min-
chen) verwendet. Die in dem SDS-PAGE-Gel befindlichen Proteine wurden zur Weiterver-
wendung auf Methanol-fixierte Polyvinyldenfluorid-Membranen (PVDF-Membranen)
transferiert. Fur den Protein-Transfer wurde das Mini Trans-Blot System (Bio-Rad, Miin-
chen) benutzt. Der Transfer wurde bei 100 V fir 60 min durchgefthrt. Anschliefend wur-
den die weiteren Schritte wie in Tabelle 1; Protokoll-Schritt 3. — 7. Durchgefiihrt. Die Ront-
genfilm-Aufnahmen wurden per Scanner digitalisiert. Zur Weiterverwendung wurden die
PVDF-Membranen mit NaOH (0,1 mol/]) fiir 20 min gestripped. Als Kontrolle wurden
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nicht-behandelte, ohne Primir-Antikorper behandelte und S#ipped-PVDEF-Membranen mit
Sekundir-Antikorper inkubiert, um nicht-spezifische Signale von spezifischen Signalen un-

terscheiden zu konnen. Alle Versuche wurden mindestens drei-mal durchgefiihrt.

2.2.3 Zwei-Dimensionale Gel-Elektrophorese (2D-Gel-Elektrophorese)

Eine 2D-Gel-Elektrophorese kombiniert zur spezifischeren Auftrennung von Protein-Ge-
mischen die Verfahren der isoelektrischen Fokussierung (IEF) mit der SDS-PAGE. Die iso-
elektrische Fokussierung dient der Auftrennung von Proteinen anhand ihres spezifischen
isoelektrischen Punkts. Die so aufgetrennten Protein-Fraktionen kénnen anschlieBend mit-
tels SDS-PAGE anhand ihrer Molekulargewichte weiter aufgetrennt und im Rahmen einer
Western-Blot-Analyse Protein-Antikorper-Interaktionen detektiert werden. Dafiir wurden
jeweils 30 pug Zell-Lysat-Probe der Zell-Linien RBL-2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-47D ver-
wendet. Die Protein-Konzentrationen wurden zuvor per Tupfeltest bestimmt (Henkel und
Bieger 1994). Die Zell-Lysat-Proben wurden auf IEF-Gele (5 % Polyacrylamid; 50 % Harn-
stoff; 2,4 % Ampholyte) geladen, welche einen pH-Werte-Bereich von pH = 3 — 10 abde-
cken kénnen. Die IEF wurde mit einem modifizierten Mini Protean Gel Systens (Bio-Rad, Miin-
chen) bei 150 V fiir 30 min und anschlieSend bei 200 V fir 150 min durchgefiithrt. Die IEF-
Gele wurden fiir die anstehende SDS-PAGE fiir 30 min in Laemmli-Puffer dquilibriert. Die
1,5 cm breiten IEF-Gele wurden zur Durchfihrung der elektrophoretischen Auftrennung
nach Molekulargewicht auf 7,5 % -SDS-PAGE-Gelen platziert. Die SDS-PAGE wurde im
weiteren Verlauf wie in Kapitel 2.2.2 ,,Western-Blot-Analyse durchgefithrt. Auch diese Ex-

perimente wurden mindestens drei-mal durchgefiihrt.

2.2.4 Zell-Kultur

Fir Experimente im Bereich der Proteomik und fiir funktionelle Tests wurden in dieser Stu-
die die vier unterschiedlichen Zell-Linien RBL-2H3 (DSMZ no: ACC 312), SiMa (DSMZ
no: ACC 164), SH-SY5Y (DSMZ no: ACC 209) und T-47D (DSMZ no: ACC 739) (DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig) verwendet. Die Zell-
Linie RBL-2H3 ist eine aus Ratten (Raz#us norvegicus) isolierte basophile Leukimie-Zell-Linie,
welche insgesamt Eigenschaften von Mast-Zellen aufweist und auch bereits fur funktionelle
Experimente zur CPLX2-abhingigen Mast-Zell-Degranulation verwendet wurde (Tadokoro
et al. 2010, S. 3). Diese Zell-Linie wurde in einem Medium bestehend aus einer Mischung
von 70 % DMEM, 20 % RPMI 1640 und 10 % FCS sowie Penicillin/Streptomycin kulti-
viert. Bei den Zell-Linien SiMa und SH-SY5Y handelt es sich um humane Neuroblastom-
Zell-Linien, welche sich aufgrund ihrer neuronalen Differenzierung dazu nutzen lassen,
Funktionalitit und Wachstums-Eigenschaften neuronaler Gewebe 7 vitro zu testen (Biedler
et al. 1978; Marini et al. 1999). Diese Zell-Linien wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS sowie
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zell-Linie T-47D entstammt einem Brust-Tumor und

zeichnet sich durch eine hohe Konzentration an funktionellem Protein ERBB3 (HER3) aus
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(Sollome et al. 2014). Diese Zell-Linie wurde in RPMI 1640 mit 15 % FCS und 10 pg/ml In-
sulin sowie Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle Zell-Linien wurden unter gleichen Bedin-
gungen in einem Inkubations-Schrank bei 37 °C unter einer Atmosphire mit einem erhShten
Gehalt von 5 % CO; und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Das zur Kultivierung
verwendete Medium wutde drei-mal pro Woche gewechselt. Zur Aussaat in stetile 6-/24-
Well-Platten (Sarstedt, Nirnberg) wurden die Zellen mit auf 37 °C erwirmtem PBS (Phos-
phate-Buffered Saline) gewaschen und mit Trypsin (0,05 %) und EDTA (0,02 %) mobilisiert
und Uberfihrt. Fir mikroskopisch gestiitzte Untersuchungen wurden die Zellen in 6-Well-
Platten auf zuvor durch Abflammen mit Ethanol (96 %) sterilisierten Deckglaschen ausgesit.
Fir die Vorbehandlung mit anti-mikrobiellen Antiseren, wurden die Zellen fiir vier Stunden
in Serum- und Insulin-freiem Kulturmedium unter sonst gleichen Bedingungen inkubiert.
Fir die Experimente mit einer Antiserum-Vorbehandlung wurden die Zellen fiir zwolf Stun-
den zusammen mit dem jeweiligen Serum im Inkubations-Schrank inkubiert. Anti-mikrobi-
elle Antiseren wurden vor der Verwendung in Zell-Kulturen von zell-toxischem Natrium-
Azid durch eine Mikrodialyse mittels kommerziell erhiltlicher Dialyse-Einheiten (Amicon

Ultra, Merck-Millipore, Darmstadt) gereinigt.

2.2.5 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie stellt ein wertvolles Instrument zur Antikérper-vermit-
telten Identifizierung einer Antigen-Expression und der Darstellung von Protein-Antikor-
pet-Interaktionen an Zellen dar. Zellen werden hierfir nach Entfernung des Kultur-Medi-
ums mit Paraformaldehyd fixiert und wahlweise zur Darstellung intrazellulir gelegener An-
tigene mit einem Methanol/Aceton-Gemisch fur Antikdrper permeabilisiert. Zur Antigen-
Detektion wird ein spezifischer Primar-Antikérper verwendet. In einem weiteren Inkuba-
tions-Schritt werden Primar-Antikorper durch einen Sekundir-Antikérper (Ziege-Anti-Ka-
ninchen, Alexa Fluor 488 green, Sigma-Aldrich/Merk, Darmstadt) gekoppelt, welcher ange-
regt durch UV-Licht im Mikroskop detektiert werden kann. Der genaue Ablauf wird in Ta-
belle 2 dargestellt. Es wurden pro 6er-Well 2 ml und pro 24er-Well 0,5 ml Volumen verwen-
det.

Tabelle 6: Protokoll Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Protokoll-Schritte in chronologischer Reihenfolge,
unter Angabe verwendeter Substrate, Puffer und Reagenzien sowie von Dauer und Anzahl der Wiederholungen

des jeweiligen Schritts.

Protokoll-Schritt Substrat/Puffer Dauer und
Wiederho-
lung

1. Fixation Paraformaldehyd (4 % in PBS) 10 min 1-

mal
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Protokoll-Schritt Substrat/Puffer Dauer und
Wiederho-
lung

2. Waschen PBS 10 min 3-
mal

3.Permeabilisierung (optio-
nal)

4. Waschen 10 min 3-
mal

5. Umsetzen

5. Blocken Goat-Serum (2 % in PBS, 50 ul) 2h 1-mal
6.Inkubation Primir-Anti-

korper

7. Waschen 10[min] 3-

mal

8.Inkubation Sekundir-An-
tikorper

9. Waschen PBS 10 min 3-

mal
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AnschlieBend an den letzten Waschgang wurden die Deckgliser unter Verwendung eines
DAPI-haltigen Eindeck-Mediums (Fluoroshield Aqueons Mounting Medium with D.API; Abcam)
montiert. Aufnahmen wurden von sowohl dem grin-fluoreszierenden Sekundar-Antikorper
als auch der blau-fluoreszierenden DAPI-Firbung gemacht. Zur Aufnahme wurde ein Axi-
ophot-Mikroskop mit Auflicht-Fluoreszenz und einem darauf installierten digitalen Axio-
cam-Kamera-System (alle Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet. Als Kontrolle wurden nur
mit Sekundir-Antikérper inkubierte Zellen verwendet, um nicht-spezifische Signale auszu-

schlief3en.

2.2.6 Messung des Neuriten-Lingen-Wachstums

Fir die Neuriten-Langen-Wachstums-Messung wurden SiMa-Zellen fir zwolf Stunden je-
weils mit Antiserum gegen Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni oder ASTN2 behandelt. Auf-
nahmen wurden nach 12, 24 und 48 Stunden mit einem inversen Mikroskop mit Phasenkon-
trast-Einrichtung (Eclipse, Nikon-Europe, Amsterdam, Niederlande) und einem darauf in-
stallierten Kamera-System (Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefithrt. Die Lange von 100 Neu-
riten wurde mit dem FiJi-Klon der freien Bildverarbeitungs-Software Image] (Fiji) vermessen
und statistisch mit dem Tabellenkalkulationsprogramm OpenOffice Calc (Apache OpenOf-
fice Calc) ausgewertet. Dabei wurde ein Verhiltnis zwischen den Neuriten-Lingen von be-
handelten und nicht-behandelten SiMa-Zellen als Kontrolle dargestellt. Das Experiment

wurde insgesamt drei-mal durchgefiihrt.

2.2.7 FM1-43-Vesikel-Umsatz-Test

Um einen Effekt der Interaktion des Antiserums gegen Toxoplasma gondii mit dem SNARE-
Komplex-Protein CPLX2 sowie der Antiseren gegen Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori
mit SYT5 auf die Exozytose-Aktivitit neuronaler Zell-Linien zu messen, wurde ein FM1-43-
Vesikel-Umsatz-Test durchgefiihrt. Dafiir wurde die Acetylcholin-abhingige Aufnahme des
fluoreszierenden Farbstoffes FM1-43 ((N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(4-(Dibutyla-
mino) Styryl) Pyridinium-Dibromid) in die Zellen mittels Echtzeit-Mikroskopie untersucht.
FM1-43 ist ein wasserl6slicher nicht-zelltoxischer Farbstoff, welcher im Zuge des Membran-
Recyclings durch endozytotische Vesikel in das Zell-Innere von zuvor exozytierten Zellen
aufgenommen wird. Die Intensitit fluoreszierenden Farbstoffes kann nach Anregung quan-
tifiziert werden (Gaffield und Betz 20006). Der Test wurde mit CPLX2-reichen, mit Toxo-
Pplasma gondii-Antiserum behandelten SH-SY5Y-Zellen und mit SYT5-reichen, mit Campy-
lobacter jejuni und Helicobacter pylori-Antiserum behandelten SiMa-Zellen durchgefiihrt. Dafiir
wurden SH-SY5Y-Zellen fiir zwolf Stunden mit Antiserum gegen Borrelia burgdorfer: und To-
xoplasma gondii behandelt. SiMa-Zellen wurden fur zwolf Stunden mit Antiserum gegen
Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori behandelt. Im Anschluss an diese Behandlung wur-
den die vorbehandelten Zellen dann in eine Aufnahme-Kammer tberfihrt und fir die Auf-
nahmen permanent mit einer Standard-Perfusions-Losung (NaCl 150 mmol/l, KCl
5,4 mmol/l, CaCl, 2 mmol/l, MgCl, 1 mmol/l, Hepes 10 mmol/l, Glukose 10 mmol/l) bei
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Raumtemperatur mit einer Rate von 5 ml/min tberspilt. Durch Wechsel des Perfusats wut-
den die Zellen dann fiir jeweils 50 Sekunden einer Lésung mit FM1-34 (10 pmol/1) ausge-
setzt. Diese Exposition erfolgte dabei entweder ohne eine zusitzliche Behandlung oder in
Gegenwart von Acetylcholin (1 nmol/l). Die Aufnahmen wurden mit einem CCD-Kamera-
System (Princeton Instruments, Trenton, NJ) durchgefuhrt, das auf einem inversen Mikro-
skop mit Epi-Fluoreszenz (Axiovert, Zeiss, Jena) montiert war. Diese Messungen wurden
auch mit SiMa-Zellen durchgefiihrt, die mit einem Anti-SY'T5-Antiserum vor-inkubiert wor-
den waren. Als Kontrollen wurden SH-SY5Y- und SiMa-Zellen ohne Vorbehandlung unter-
sucht. Es wurden je 96 densitometrische Werte erhoben. Das Experiment wurde drei-mal

durchgefiihrt.

2.2.8 Fluo-3-AM-Fluoreszenz-Assay

Der Einfluss antibakterieller Antiseren auf die Acetylcholin-abhingige synaptische Aktivitit
von SiMa-Zellen, wurde durch ein Imaging-Verfahren mit dem Calcium-abhingigen Fluo-
reszenzfarbstoff Fluo-3-AM (Fluo-3-Acetoxymethylester) untersucht. Fluo-3-AM diente da-
bei als Indikator fur die intrazellulire Kalzium-Konzentration, deren Transmitter-abhingige
Anderungen Anhand der Anderung der Fluoreszenz-Intensitit des Farbstoffs densitomet-
risch ermittelt werden konnten (Kao et al. 1989). Fur diese Untersuchungen wurden SiMa-
Zellen fir zwolf Stunden mit Antiseren gegen Campylobacter jejuni oder Helicobacter pylori vor-
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fir 30 min bei Raumtemperatur mit Fluo-3-AM
(5 mmol/l bei pH = 7,3) beladen. Zur Stimulation des Kalzium-Einstroms wurde Acetyl-
cholin verwendet (1 nmol/l). Die Zellen wurden fur die Aufnahmen in einer Aufnahme-
Kammer permanent mit einer Standard-Perfusions-Losung (NaCl 150 mmol/l, KCl
5,4 mmol/l, CaCl; 2 mmol/l, MgCl> 1 mmol/l, Hepes 10 mmol/l, Glukose 10 mmol/l) bei
Raumtemperatur mit einer Rate von 5 ml/min perfundiert. Die Aufnahmen wurden mit ei-
nem CCD-Kamera-System (Princeton Instruments, Trenton, NJ), montiert auf einem inver-
sen Mikroskop mit Epi-Fluoreszenz (Axiovert, Zeiss, Jena), erstellt. Die durch Licht mit ei-
ner Wellenlinge von 485 nm angeregte Fluo-3-AM-Fluoreszenz wurde bei 540 nm gemes-
sen. Aufnahmen wurden jeweils im 5 Sekunden Abstand durchgefithrt und mit dem Pro-
gramm MetaFluor und MetaMorph (Universal Imaging, West Chester, PA) analysiert. Zur
quantitativen Analyse des intrazelluliren Kalziums wurden Aufnahmen vor Acetylcholin-
Stimulation (Fo) und Post-Acetylcholin-Stimulation (F) in ein Verhiltnis (F/Fg) gesetzt. Auch
in diesem Fall wurden die Messungen mit Anti-SY'T5-Antiserum inkubierten SiMa-Zellen
wiederholt. Als Kontrolle wurden nicht-behandelte SiMa-Neuroblastom-Zellen verwendet.

Das Experiment wurde insgesamt drei-mal wiederholt.

2.2.9 MTT-Zell-Vitalitiats-Test

Mit dem MTT-Zell-Vitalitits-Test kann die mitochondriale Glykolyse-Leistung von Zellen
untersucht werden. Der Farbstoff MTT ((3-(4,5-Dimethyl-2-Thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tet-

razolium-Bromid) wird von vitalen Zellen aufgenommen und mitochondrial zu bldulichem
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Formazan reduziert. Die Menge an Formazan kann densitometrisch gemessen werden. Die
gemessene Intensitit des Formazans lisst eine Aussage Uiber den Energie-Stoffwechsel von
mit Antiseren behandelten Zellen zu. Die auf Deckglischen ausgesiten Zell-Linien RBL-
2H3, SH-SY5Y und T47-D wurden fiir zwolf Stunden mit Antiserum gegen Borrelia burgdorferi
und Toxoplasma gondii behandelt. Die Zell-Linie SiMa wurde fir zwo6lf Stunden mit den An-
tiseren gegen Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori behandelt. AnschlieBend wurden die
Zellen zwei-mal fiir je 10 min mit PBS-Puffer gespilt und mit frischem DMEM-F12 weiter-
verwendet. MTT-PBS-Losung (50 pg/ml) wurde hinzugegeben und die Zellen fiir weitere
zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Aufnahmen wurden mit einem Axiophot-
Mikroskop und einem darauf montierten digitalen Axiocam-Kamera-Systems (Zeiss, Jena,
Deutschland) durchgefiihrt und desitometrisch mit dem Programm Image] (Fiji) ausgewer-
tet. Pro Testreihe wurden jeweils 120 densitometrische Werte erhoben. Als Kontrolle wur-

den nicht-behandelte Zell-Linien benutzt. Das Experiment wurde drei-mal durchgefiihrt.

2.2.10 B-Hexosaminidase-Degranulations-Test

Die basophile Ratten-Zell-Linie RBL-2H3 reprisentiert viele morphologische und funktio-
nelle Eigenschaften von Mast-Zellen (Passante und Frankish 2009). Eine Stimulation dieser
Zellen fihrt zur Exozytose der Mast-Zell-Granula, und damit zur sogenannten Mast-Zell-
Degranulation. Zur der Anderung der Degranulations-Aktivitit von nicht-behandelten und
mit Anti-mikrobiellen Antiseren behandelten RBL-2H3-Zellen wurde der (-Hexosami-
nidase-Degranulations-Test genutzt (Soto und Pecht 1988). Folgend auf eine Stimulation mit
dem Mast-Zell-Stimulanz Compound 48/ 80 (Sigma-Aldrich/Merk, Darmstadt), degranulieren
Mast- und RBL-2H3-Zellen unter anderem das Enzym B3-Hexosmainidase proportional zur
Degranulations-Leistung. Die Aktivitit des Enzyms 3-Hexosmainidase kann photometrisch
gemessen werden und es kann daraus ein Ruckschluss auf die Menge an degranuliertem En-
zym und damit auf die Degranulations-Leistung der Zellen gezogen werden. Daftr wird der
Zell-Uberstand mit 4-Nitrophenyl-N-Acetyl-3-D-Glucosaminid ~ (Sigma-Aldrich/Merk,
Darmstadt), einem Substrat des Enzyms, inkubiert. Das aus der enzymatischen Reaktion
entstehende p-Nitrophenol wird photometrisch gemessen. Um den Anteil des degranulierten
Enzyms B3-Hexosaminidase zu ermitteln, wurden die RBL-2H3-Zellen mit Triton-X100 ly-
siert und das Lysat ebenfalls mit -Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glucosaminid inkubiert. Aus
den gemessenen Werten der Enzym-Aktivitit im Uberstand und der Aktivitit an intrazellulir

verbleibendem Enzym wurde mit der folgenden Formel (Formel 1) ein Verhiltnis berechnet:

b lation % [ — Hexosaminidase — Uberstand] 100
= *
cErantiaton v [8 — Hexosaminidase — Zelllysat]
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Der erhaltene Wert entspricht jeweils der prozentualen Exozytose-Leistung von mit Anti-
korpern behandelten RBL-2H3-Zellen und unbehandelter Kontroll-Zellen, die dann wiede-
rum ebenfalls ins Verhiltnis gesetzt werden kénnen. Der Test wurde dahingehend modifi-
ziert, dass keine IgE-Sensibilisierung durchgefihrt wurde. Die dadurch verminderte Degra-
nulations-Aktivitit wurde toleriert, um einen unspezifischen Effekt zwischen IgE- und Anti-
mikrobiellen IgG-Antikérpern auszuschlieBen. Pro Testreihe wurden jeweils 32 photometri-
sche Werte erhoben. Die Zellen wurden vor Test-Beginn fiir zwolf Stunden mit Anti-mik-
robiellen Antiseren behandelt. Die Absorption wurde bei 405 nm in Halbkivetten mit einem
UV/VIS Spektro-Photometer (Shimadzu, Duisburg) gemessen. Als Kontrolle wurden nicht-
behandelte mit Compound 48/80 stimulierte RBL-2H3-Zellen gemessen. Ebenfalls wurden
nicht-behandelte nicht stimulierte RBL-2H3-Zellen auf spontane Release-Aktivitit hin ge-
testet. Das Experiment wurde mindestens drei-mal durchgefithrt. Im Folgenden ist der ge-

naue Ablauf Protokollarisch dargestellt.

Tabelle 7: Protokoll 3-Hexosaminidase-Degranulations-Test. Protokoll-Schritte in chronologischer Rei-
henfolge, unter Angabe verwendeter Substrate, Puffer und Reagenzien sowie von Dauer und Anzahl der Wie-

derholungen des jeweiligen Schritts.

Protokoll-Schritt Substrat/Puffer Dauer und
Wiederho-
lung

1. Waschen der Zellen Mit Standard-Zell-Puffer 10 min

(NaCl 150 mmol/1, KCI 5,4 mmol/l, CaCl, 3-mal
2mmol/l, MgCl, 1mmol/l, Hepes,
10 mmol/l, Glucose 10 mmol/1, pH = 7,3)

2. Stimulation der Zellen Mit  Compound 48/80 (60 pg/ml; 37 °C, 1h 1-mal

5% COy)
3. Stoppen der Reaktion Durch Inkubation in einem Eisbad 10 min
1-mal
4. Entnahme des | Uberfithrung in 1 ml Eppendorf-Gefil3e
Uberstandes
5. Lyse der Zellen Mit Triton-X100 (1 % in Standard-Zell- 30 min
Puffer) {-mal
6. Uberfithrung Uberfiihrung von 50 uldes Lysats in

1 ml Eppendorf-Gefilie

7.Zentrifugation der Proben | Bei 300 ref, 4 °C 10 min
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Protokoll-Schritt Substrat/Puffer Dauer und
Wiederho-
lung
1-mal

8. Substrat-Inkubation Zugabe von 4-Nitrophenyl-N-Acetyl-3-D- 45 min

Glucosaminid (50 ul 1 mol/l; Inkubation
bei 37 °C, 5 % CO»)

1-mal

9. Stoppen der Reaktion Zugabe von Glycin-Stopp-Puffer
(0,4 mol/1, pH = 10,7)

10.  Bestimmung  der | Messung in Halbkivetten bei 405 nm

optischen Dichte

2.2.11 Kern-Zytoplasma-Verhiltnis Toluidin Blau gefirbter und mit Compound
48/80 stimulierten RBL-2H3-Zellen

Der Farbstoff Toluidin-Blau findet seit lingerer Zeit Verwendung in der Licht-mikroskopi-
schen Mast-Zell-Firbung (Ribatti 2018). Bei dieser Firbung lassen sich sowohl der blau-
griuliche Zell-Leib gefirbter Zellen als auch die metachromatisch gefirbten Mast-Zell-Gra-
nula sicher von ihrer Umgebung abgrenzen. Geben die Mast-Zellen nach Stimulierung ihre
Granula in den extrazelluliren Raum ab, fithrt dies zu einer Abnahme des zytoplasmatischen
Kompartiments der Zellen, wihrend die GroBe des Zellkerns unverindert bleibt. Dieses
Phinomen kann dazu benutzt werden, einen Effekt der verwendeten anti-mikrobiellen An-
tiseren auf die Degranulations-Leistung von RBL-2H3-Zellen zu messen. Dazu wurden mit
Antiseren vorbehandelte RBL-2H3-Zellen, die entweder nicht-stimuliert, oder mit Comzpound
48/80 stimuliert waren, mit Toluidin Blau gefirbt. Lichtmikroskopische Aufnahmen dieser
Zellen wurden anschlieend mit dem Programm ZEN 3.2 (ZEN, Zeiss, Jena) vermessen.
Gemessen wurde dabei die Fliche des Zell-Kerns und des Zytoplasmas, aus welchen Werten
im Anschluss mit der folgenden Formel (Formel 2) ein entsprechender Quotient berechnet

wurde:

(Gesamt — Zell — Flache) — (Zellkern — Flache)
(Gesamt — Zell — Flache)

Zytoplasma — Flache % =
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Dieser Quotient entspricht der Degranulations-Leistung der Zellen insofern, dass Zellen mit
einer reduzierten Degranulations-Leistung ein im Verhiltnis zum Zellkern grofleres Zyto-
plasma-Volumen aufweisen. Die Aufnahmen wurden bei 40-facher VergroB3erung mit einem
Axiophot-Mikroskop und einem darauf montierten digitalen Axiocam-Kamera-System
(Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten RBL-2H3-Zellen, welche
nicht mit Antikérper vorbehandelt, und auch nicht mit Compound 48/80 stimuliert worden

waren. Das Experiment wurde drei-mal mit je 32 vermessenen Zellen durchgefthrt

Tabelle 8: Protokoll Toluidin Blau-Firbung Protokoll-Schritte in chronologischer Reihenfolge, unter An-
gabe verwendeter Substrate, Puffer und Reagenzien sowie von Dauer und Anzahl der Wiederholungen des

jeweiligen Schritts.

Protokoll-Schritt Substrat/Puffer Dauver und
Wiederholung

1. Fixierung Paraformaldehyd (4 % in PBS) 10 min 1-mal

2. Spiilen PBS 10 min 3-mal

3. Firbung 0,1 % wissrige Losung Toluidin Blau 1 h 1-mal

4. Spilen ddH.O 10 min 3-mal

5. Umsetzen Umsetzen auf Objekttriger; Eindecken

mit Glyzerin

2.2.12 Untersuchung des Einflusses der Mast-Zell-Degranulation auf die

subzellulire Lokalisation von CPLX2 durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Um einen Einfluss der verwendeten Antiseren auf die subzellulidre Lokalisation des an der
Mast-Zell-Degranulation beteiligten Proteins CPLX2 zu untersuchen, wurden immunfluo-
reszenz-mikroskopische Aufnahmen von stimulierten RBL-2H3-Zellen durchgefiihrt. Dafiir
wurden RBL-2H3-Zellen fiir zwolf Stunden mit Antiseren behandelt. Im Anschluss wurden
die Zellen wie in Protokoll-Tabelle 3 (Protokoll-Schritt 2.) mit dem Stimulanz Compound
48/80 zur Degranulation gebracht. Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde wie in Pro-
tokoll-Tabelle 2 durchgefithrt. Die Zellen wurden fir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie
mit Primir-Antikérper gegen CPLX2 behandelt. Die Aufnahmen wurden mit einem Axio-
phot-Mikroskop und einem darauf montierten digitalen Kamera-System (Axiocam, Zeiss,
Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Zur densitometrischen Intensitits-Bestimmung wurde das
Programm Image] (Fiji) verwendet. Das Experiment wurde drei-mal mit pro Testreihe je 96
erhobenen Werten durchgefithrt. Als Kontrolle dienten RBL-2H3-Zellen, die nicht mit An-

tiserum vorbehandelt waren.
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2.2.13 Ki-67-Zell-Proliferations-Test

Ki-67 ist ein nukledr-exprimiertes Protein, welches nur in aktiv proliferierenden Zellen ex-
primiert wird. Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie kann das Protein nachgewiesen wer-
den und dariiber die Zell-Proliferations-Rate bestimmt werden. Es wurden die Zell-Linien
SH-SY5Y und T-47D jeweils bei voller Konfluenz fiir zwdlf Stunden mit Antiserum gegen
Borrelia burgdorfer: und Toxoplasma gondii vorbehandelt. Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie
wurde wie in Protokoll-Tabelle 2 durchgefthrt. Als Primar-Antikérper wurde ein Anti-Ki-
67-Antikorper verwendet. Als Gegenfirbung wurde eine DAPI-Firbung verwendet. Auf-
nahmen wurden mit einem Axiophot-Mikroskop und einem darauf montierten digitalen Ka-
mera-System (Axiocam, Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Auswertung wurden
jeweils zehn Aufnahmen pro Well bei 40-facher VergroBBerung angefertigt. Die Aufnahmen
wurden spiter digital in 10 Sektoren eingeteilt, um die manuelle Auszihlung der Zellkerne
zu etleichtern. Pro Aufnahme wurden 40 DAPI-positive Zellkerne ausgezihlt und der Anteil
an Ki-67-positiven Zellkernen ermittelt. Pro Versuch wurden insgesamt 400 DAPI-positive
Zellkerne ausgezihlt. Bei drei-maliger Versuchs-Wiederholung konnten daher insgesamt
1200 DAPI-positive Zellkerne sowie der Anteil der Ki-67-positiven Zellkerne ausgezahlt
werden, woraus sich die prozentuale Ki-67-Proliferationsrate ermitteln lisst. Die Prolifera-
tionsraten wurden dabei im Vergleich zur Proliferationsrate unbehandelter Kontroll-Zellen
als Prozentuales Verhaltnis dargestellt. Als Kontrolle wurden nicht-behandelte und mit To-
xoplasma gondii-Antiserum behandelte SH-SY5Y- und T-47D-Zellen verwendet, um einen un-

spezifischen Effekt von nicht mit ERBB3 interagierenden Antiseren auszuschlief3en.

2.2.14 Mitose-Figuren-Zihlung

Als erginzende Methode um die Proliferationsrate von Zellen zu ermitteln, wurde die Mito-
serate durch die Zahlung histologisch sichtbarer Mitosefiguren in einem definierten Areal,
hier des Hauptgesichtsfeldes (HPF) eines konfluenten Zell-Rasens bestimmt. Dazu wurden
DAPI-gefirbte Zellkerne in einem HPF bei 40-facher Vergro3erung auf Mitose-Figuren hin
untersucht und diese ausgezahlt. Insgesamt wurden pro Testreihe 50 HPF aus reprisentati-
ven Bereichen der Zell-Kulturen erfasst. Zur Ergebnis-Angabe wurden die Anzahl Mitose-
Figuren pro 50 HPF umgerechnet in Mitose-Figuren pro mm®. Die Sehfeldzahl des verwen-
deten Mikroskops betrigt 25 mm, der Faktor betrigt 3,07. Als Mitose-Figuren wurden Pro-
meta-Phase-, Meta-Phase- und Ana-Phase-Stadien erfasst. Es wurden die auf Deck-Glischen
ausgesiten Zell-Linien SH-SY5Y und T-47D jeweils bei voller Konfluenz fir zw6lf Stunden
mit Antiserum gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii vorbehandelt. Die Deckglis-
chen wurden anschlieend mit DAPI-haltigem Eindeck-Medium auf Objekttriger montiert
und mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena, Deutschland) ausgewertet.
Als Kontrolle wurden nicht-behandelte und mit Toxoplasma gondii-Antiserum vorbehandelte
SH-SY5Y- und T-47D-Zellen verwendet, um einen unspezifischen Effekt auf die Prolifera-
tionsrate von nicht mit ERBB3 interagierenden Antiseren auszuschlieBen. Das Experiment

wurde drei-mal durchgefiihrt.
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2.2.15 ERBB3-Phosphorylierungs-Assay

Zu Uberpriifung der Aktivitit des Proteins ERBB3 wurde ein Phosphorylierungs-Assay
durchgefithrt. Mit Hilfe eines spezifischen AntikOrpers gegen an Aminosiure-Position
Y1289 phosphoryliertes ERBB3, kann eine Anderung des Rezeptor-abhingigen Aktivitits-
Zustandes des Proteins gemessen werden. Dazu wurden in 6-Well-Platten ausgesite SH-
SY5Y- und T-47D-Zellen fir zwolf Stunden mit Antiserum gegen Borrelia burgdorfer: und To-
xoplasma gondii inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO; fiir 5 min
mit dem ERBB3-Rezeptor-Liganden NRG-1 (human-rekombinant, Variante GGF2;
0,1 ug/ml) behandelt. Die Reaktion wurde durch ein zehnminttiges Eisbad gestoppt. Die
Zellen wurden mit Laemmli-Puffer lysiert. AnschlieBend wurde ein Western-Blot beschrie-
ben in Abschnitt 2.2.2 (Western-Blot) mit Verweis auf Protokoll-Tabelle 1 durchgefiihrt. Als
Primir-Antikorper wurde ein Anti-pERBB3-(Y1289)-Antikérper benutzt (Cell Signaling Tech-
nology, Frankfurt am Main). Nach erstmaligem Durchlauf wurden die PVDF-Membranen mit
NaOH gestripped und zur Kontrolle eine erneute Immundetektion mit einem Anti-ERBB3-
Antikorper als Primdr-Antikorper durchgefithrt. Als Kontrolle wurden nicht Antiserum be-
handelte, mit NRG-1 stimulierte und nicht-stimulierte SH-SY5Y- und T-47D-Zellen ver-
wendet. Als Kontroll-Antikérper wurde das Antiserum gegen Toxoplasma gondii verwendet,
da hierfir keine Interaktion mit Proteinen der ERBB-Klasse bekannt ist. Zur Ladekontrolle
wurde der Gesamt-Protein-Gehalt der Zell-Lysate durch einen Tiupfeltest bestimmt (Henkel
und Bieger 1994).

2.2.16 Epitop-Kartierung mittels Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und
DiscoTope 2.0 der Immune Epitope Database

Die n silico-Epitop-Kartierungen wurden mit den Programmen Bepipred Linear Epitope Predic-
tion 2.0 (Jespersen et al. 2017) und DiscoTope 2.0 (Kringelum et al. 2012) der Immune Epitope
Database (IEDB.org: Free epitope database and prediction resource) (Vita et al. (2019) durchgefiihrt.
Das Programm Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 ist in der Lage, auf Basis eines auf Anti-
gen-Antikorper-Kristall-Struktur-Daten trainierten Random Forest Algorithmus, lineare (konti-
nuierliche) Epitope auf Aminosiure-Sequenzen als mogliche Antikérper-Bindungsstellen
vorauszusagen (Jespersen et al. 2017). Die zur Untersuchung genutzten Aminosaure-Sequen-
zen wurden im FASTA-Format fir die Proteine ASTN2 (Human; Identifier: O75129-1),
CPLX2 (Human; Identifier: Q6PUV4-1), ERBB3 (Human; Identifier: P21860-1) und SYT5
(Human; Identifier: O00445-1) in das Programm Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 einge-
geben. Die Schwelle zur Antigen-Vorhersage (Threshold) wurde standardmal3ig auf 0,55 ge-
setzt, was einer Spezifitit von 81,65 % entspricht. Das Programm DiscoTope 2.0 bestimmt
raumliche Epitope von gefalteten drei-dimensionalen Proteinen anhand der entschlisselten
rdaumlichen Struktur und der Aminosidure-Sequenz (Kringelum et al. 2012). Die Information
fir diese Strukturen wurden im PDB-Code-Format in das Programm DiscoTope 2.0 eingege-
ben. Der vierzeilige PDB-Code der Protein Data Bank (Protein Data Bank) beinhaltet die
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kristallographisch entschliisselte raumliche Struktur und die Aminosédure-Sequenzen der Pro-
teine. Verwendet wurden folgende PDB-Code-Strukturen: ASTN2 (ID: 5J68; Chain A),
ERBB3 (ID: 1M6B; Chain A), SYT5 (ID: 5H4Y; Chain A). Die Schwelle zur Antigen-Vor-
hersage (Threshold) wurde standardmiBig auf - 3,7 gesetzt, was einer Spezifitit von 75 % ent-
spricht. Die Untersuchung wurde begonnen mit einer Epitop-Kartierung mittels Bepipred Li-
near Epitope Prediction 2.0. Die Nutzung der Abbildungen tber die linearen Epitope der Pro-
teine ERBB3 und Erp family outer surface-Lipoprotein erfolgt mit freundlicher Genehmigung
der IEDB und der Autoren des Programms Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 (Haste An-
dersen et al. 2006; Larsen et al. 2006; Ponomarenko und Bourne 2007; Jespersen et al. 2017).

Zur Bestitigung wurden die identifizierten Epitope anschlieBend mittels DiscoTope 2.0 auf
ithre Lokalisation im ridumlich gefalteten Protein hin untersucht, denn nicht alle linearen
Epitope in gefalteten Proteinen sind auch tatsdchlich fir Antikérper zuginglich. Die Ver-
wendung der Abbildung tiber die rdumliche Struktur von ERBB3 erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von Jmol (Jmol: an open-source Java viewer for chemical structures in 3D). Die Se-
quenzen der derart bestitigten Epitope wurden nun auf Sequenz-Ubereinstimmungen im
Proteom der Erreger Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und Toxoplasma
gondii hin untersucht. Zur Sequenz-Ubereinstimmung wurde das Programm BL.AST der
Plattform National Center for Biotechnology Information (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool)
verwendet. Zur Kontrolle wurde der Versuch mit den Sequenzen von Proteinen wiederholt,
welche keine Interaktion mit den verwendeten Antiseren im AEXselect-Multiprotein-Array
zeigten, jedoch der Klasse der zu untersuchenden Proteine angehéren und daher eine hohe
Struktur-Ahnlichkeit mit diesen Proteinen aufweisen. Damit sollte kontrolliert werden, ob
die Sequenz-Ubereinstimmungen von humanen und Erreger-Proteinen spezifisch und fiir

die Interaktion mit den Antiseren ausschlaggebend sind.

2.2.17 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit den Tabellen-Kalkulations-Programmen Micro-
soft Excel und Apache OpenOffice Calc durchgeftihrt. Der T-Test wurde standardmaBig als
Einseiten-Test durchgefiihrt, wobei Unterschiede mit einem P-Wert kleiner als 0,05 als sig-

nifikant gewertet wurden (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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3  Ergebnisse

3.1 Identifizierung immunreaktiver Interaktionen der Antiseren
gegen Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Borrelia
burgdorferi und Toxoplasma gondii mit Proteinen des prianatalen

fotalen Gehirns mittels AEXselect-Multiprotein-Array

Als Grundlage dieser Arbeit wurde die Reaktivitit der anti-mikrobiellen Antiseren gegen
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii mit Proteinen
des prinatalen fotalen Gehirns getestet. Verwendet wurden hierfir Multiprotein-Arrays
(hEXselect, engine the biomarker company, Berlin Hennigsdorf, Deutschland). Die Proteine
dieses Arrays leiten sich von 23.806 Klonen einer cDNA Bank aus zwei humanen prinatalen
totalen Gehirnen vom Ende des ersten Trimenons ab. Sie setzen sich aus vollstindigen Pro-
teinen, Protein-Teilfragmenten und Peptiden zusammen, die insgesamt ein Spektrum von ca.
10.000 unterschiedlichen Proteinen reprisentieren. Diese Proteine wurden hier genutzt, um
Interaktions-Partner Erreger-spezifischer Antiseren mit Proteinen des fétalen prinatalen hu-
manen Gehirns zu identifizieren. Dafiir wurden die Arrays jeweils fiir zwolf Stunden mit den
anti-mikrobiellen Antiseren inkubiert. AnschlieBend wurden die Immunspots der Protein-
bindenden Antikérper mittels Sekundir-Antikérper und anschlieBender ECL-Reaktion (En-
hanced Chemiluminescence) sichtbar gemacht, auf Rontgenfilm (Fuji, Dusseldorf) festgehalten
und schlieBlich digitalisiert. Anhand eines auf den Arrays implementierten Rasters und einer
vom Hersteller vorgesehenen Tabelle zur Protein-Identifikation konnten die Immunspots
manuell ausgewertet und spezifischen fotalen Proteinen zugewiesen werden. Als Kontrolle
wurden nur mit sekundirem Antikérper inkubierte AEXselec-Multiprotein-Arrays verwen-
det. Die Ergebnisse dieser einleitenden Untersuchungen fir die einzelnen Erreger-spezifi-

schen Antiseren werden in Form von Abbildungen und Tabellen wie folgt dargestellt.
3.1.1 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Borrelia burgdorfer:
(Abbildung 6, Tabelle 9),

3.1.2 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Campylobacter jejuni
(Abbildung 7, Tabelle 10),

Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Helicobacter pylori

(Abbildung 8, Tabelle 11),

3.1.4 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Toxoplasma gondii

(Abbildung 9, Tabelle 12)
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3.1.1 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Borrelia

burgdorferi

ANK1

‘/RPSA

4— TMEM44 ‘

‘TACCZ

S
HNRPDL «—ALDOA
ERBB3
AC087749.12 o

v Y~cpcas

TACC2 k
-
MP ALDOA

Abbildung 6: Darstellung der Interaktionen des Antikérpers gegen Borrelia burgdorferi mit Proteinen

des prinatalen fotalen Gehirns mittels MPA. Identifizierte Immun-Spots sind mit Gen-Symbolen bezeich-

net und mit Pfeilen markiert.

Tabelle 9: Identifizierte Protein-Interaktions-Partner des Anti- Borrelia burgdorferi-Antikérpers. Al-

phabetisch-sortierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Borrelia burgdorferi. Angabe von Gen-Symbol,

Protein-Bezeichnung und Protein-Funktion.

Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

AC004410.1 (Nicht charakterisiert)
AC021534.1 (Nicht charakterisiert)
ALDOA (Aldolase A)

ALKBHS5 (AlkB homolog 5)
ANKI1 (Ankyrin 1)

AXINI1 (Axin 1)

C100rf28 (R3H domain and coiled-coil containing 1 like)

Unbekannt

Unbekannt

Glukose Stoffwechsel
RNA-Modifikation

Regulation Organellen-Organisation

Signaltransduktion

mRNA-Splicing
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

CDCAA4 (Cell division cycle associated 4)

CLTA (Clathrin light chain A)

CWC15 (CWC15 spliceosome associated protein homolog)
EAPP (E2F associated phosphoprotein)

EFTUDI1 (E74 like ETS transcription factor 1)

ERBB3 (Erb-b2 receptor tyrosine kinase 3)

FDXI1L (Ferredoxin 2)

FVT1 (3-Ketodihydrosphingosine reductase)

GUCAI1A (Guanylate cyclase activator 1A)

HEXIM1 (HEXIM P-TEFb complex subunit 1)

HIPIR (Huntingtin interacting protein 1 related)
HNRPDL (Heterogeneous nucleat ribonucleoprotein D like)

KCTD17 (Potassium channel tetramerization domain contain-
ing 17)

LARP1 (La ribonucleoprotein domain family member 1)
MAP3K7 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7)

MAPKSIP3 (Mitogen-activated protein kinase 8 interacting
protein 3)

MED21 (Mediator complex subunit 21)
PALM (Paralemmin)
PSMBS5 (Proteasome subunit beta 5)

PUNC (Immunoglobulin superfamily DCC subclass member
3)

RBM15B (A binding motif protein 15B)
RPSA (40S ribosomal protein SA)
STUBI1 (STIP1 homology and U-box containing protein 1)

XPO4 (Exportin 4)

Regulation der Transkription
Endozytose

mRNA-Splicing

Regulation der Transkription
Regulation der Transkription
Neuronale Zell-Proliferation
Elektronentransport
Membranlipid Stoffwechsel
Phototransduktion
Regulation der Transkription
Regulation der Endozytose
Regulation der Transkription

Kalzium Homeostase

Regulation der Translation
Wachstumsfaktor-Signaltransduktion

Signaltransduktion, Golgi-Apparat

Regulation der Transkription
Regulation der Zellform
Intrazellularer Protein Abbau

Wachstumsfaktor-Signaltransduktion

mRNA-Splicing
Translation
Protein-Ubiquitinylierung

Proteintransport Kernmembran
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Abbildung 7: Darstellung der Interaktionen des Antikorpers gegen Campylobacter jejuni mit Protei-
nen des prinatalen fotalen Gehirns mittels MPA. Identifizierte Immun-Spots sind mit Gen-Symbolen be-

zeichnet und mit Pfeilen markiert.

Tabelle 10: Identifizierte Protein-Interaktions-Partner des Anti- Campylobacter jejuni-Antikérpers. Al-

phabetisch-sortierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Campylobacter jejuni. Angabe von Gen-Sym-

bol, Protein-Bezeichnung und Protein-Funktion.

Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

AC010442.7 (Putative uncharacterized protein LOC116349

Precursor)

AC061705.16 (Uncharacterized protein ENSP00000380804)
AC138969.4 (NPIP-like protein 1)

ACTRIA (Alpha-centractin)

ADCYS5 (Adenylate cyclase type 5)

ADRBKI1 (Beta-adrenergic receptor kinase 1)

AKT1 (Protein kinase B)

Unbekannt

Unbekannt
Kern-Poren-Komplex-Interaktion
Mikrotubuli-assoziierter Vesikel Transport
cAMP-Signalkaskade
Adreno-Rezeptor-Phosphorylierung

PI3K-Signalkaskade
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

A1.928970.15 (N.N.)

ANKRD16 (Ankyrin repeat domain-containing protein 16)
AP2S1 (AP-2 complex subunit sigma-1)

ARHGAP28 (Rho GTPase-activating protein 28)

ARLSA (ADP-ribosylation factor-like protein 8A)

ASMTL (N-acetylserotonin O-methyltransferase-like protein)
ATF4 (Activating transcription factor 4)

BTBD2 (BTB/POZ domain-containing protein 2)

BX890604.9
fragment)

(Uncharacterized protein  ENSP00000370496

CCDC130 (Coiled-coil domain-containing protein 130)
CCDCS85C (Coiled-coil domain-containing protein 85C)
CD151 (T'span24)

CDK2AP2 (Cyclin-dependent kinase 2-associated protein 2)
CDKN2C (Cyclin-dependent kinase 4)

CPE (Carboxypeptidase E precursor)

DLL3 (Delta-like protein 3)

DOMB3Z (Dom-3 homolog Z)

EF1A2 (Elongation factor 1-alpha 2)

EFS (Embryonal Fyn-associated substrate)

ERP29 (Endoplasmic reticulum protein Erp29)
FADD (FAS-associated death domain protein)
FAM161A (Protein FAM161A)

FEZF2 (Fez family zinc finger protein 2)

FST (Follistatin)

FSTL3 (Follistatin-related protein 3)

FUS (RNA-binding protein)

FVT1 (Follicular lymphoma variant translocation 1)
GDI2 (Rab GDP dissociation inhibitor beta)

GIYD2 (Structure-specific endonuclease subunit SL.X1)
GPD1 (Glycerol-3-phosphate dehydrogenase)

GPR173 (G protein coupled receptor 173)

GRAP2 (GRB2-related adapter protein 2)

Unbekannt

Translation

Clathrin abhingige Endozytose
Organisation des Zytoskeletts
Axonaler Transport
Nucleotid-Metabolismus
spezifischen Transkriptions-Faktor
Neurogenese

Unbekannt

Teil des Spliceosoms
Entwicklung des cerebralen Kortex
Endozytose
Stamm-Zell-Proliferation
Inhibitor C-Zell-Proliferation
Neuropeptid-Synthese
Neurogenese
RNA-Modifikation
Regulation der Translation
Zell-Migration

Unbekannt
Apoptose-Signalweg

Mikrotubuli-Organisation

Regulation dendritischer Verzweigung

Proteoglycan-Bindung
Fibronectin-Bindung
RNA-Stabilisierung
Sphingolipid-Synthese
Signaltransduktion
Endonuklease
Glunconeogenese
Gonadotropin-Stoffwechsel

T-Zell-Rezeptor-Signalweg
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

GUSBP3 (Putative Inactive Beta-Glucuronidase-Like Protein
SMA3)

HDAC10 (Polyamine deacetylase HDAC10)

HINT1 (Histidine triad nucleotide-binding protein 1)
HNRNPAB (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B)
HSP90AB1 (Heat shock protein HSP 90-beta)

IGFBP7 (Insulin-like growth factor-binding protein 7)

KIF18B (Kinesin-like protein KIF18B)
KIF5B (Kinesin-like protein KIF5B)
MAFF (Transcription factor MafF)

MAPILC3A (Microtubule-associated proteins 1A/1B light
chain 3A)

MAZ (Myc-associated zinc finger protein)

MINDY3 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase MINDY-3)
MLLT6 (Protein AF-17)

MRPL28 (39S ribosomal protein 1.28)

MRPS11 (28S ribosomal protein S11)

MRPS24 (28S ribosomal protein S24)

NCAN (Neurocan)

NCKIPSD (NCK-interacting protein with SH3 domain)
NDRG4 (N-myc downstream-regulated gene 4)

NFIX (Nuclear factor 1 X-type)

NPDC1 (Neural proliferation differentiation and control pro-

tein 1)

NUBP2 (Nucleotide-binding protein 2)

NUDT16 (U8 snoRNA-decapping enzyme)

PGLS (6-phosphogluconolactonase)

PI4KB (Phosphatidylinositol 4-kinase beta)

PIN1 (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1)

PIP5KIC (Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1

gamma)

PITPNM1 (Membrane-assoc. phosphatidylinositol transfer

protein 1)

PLCB2 (Phospholipase C-beta-2)

Mucopolysaccharid-Stoffwechsel

Histone-Acetylierung
Purin-Nukleotid-Modifikation
Transkription-Regulation
Heat-Shock-Protein, Protein-Faltung

Modulation

weg

IGF-Growth-Factor-Signal-

Mikrotubuli-Polymerisation
Microtubuli-Motorprotein
Transkriptions-Faktor

Microtubuli-Bindung,
Bildung

Autophagosom-

Transkriptions-Faktor
Apoptose-Signalweg
Transkriptionsfaktor
Mitochondriale Translation
Mitochondriale Translation
Mitochondriale Translation
Zell-Adhision/-Migration
Aktin-Bindung

Hydrolase
Transkriptions-Faktor

Regulation Immunantwort

Protein-Stoffwechsel; Neuriten-Bildung
RNA-Decapping-Enzym
Pentosephosphat-Stoffwechsel
Intrazellulire Signalkaskade
Protein-Isomerisierung

Intrazellulire Signalkaskade

Zytoskelett

Intrazellulire Signalkaskade
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung Protein-Funktion
PLXNA2 (Plexin-A2) Semaphorin-Receptor, Axon-Reifung
PTBP1 (Polypyrimidine tract-binding protein 1) Pra-mRNA-Splicing
PTK7 (Inactive tyrosine-protein kinase 7) Wnt-Signalkaskade
RAB11B (Ras-related protein Rab-11B Intracellular) Vesikel-Transport
RAI1 (Retinoic acid-induced protein 1) Transkriptions-Faktor
RASD1 (Dexamethasone-induced Ras-related protein 1) Transkriptions-Faktor
RASL10A (Ras-like protein family member 10A) G-Protein, Intrazellulire Signalkaskade
RBFOX3 (RNA binding protein fox-1 homolog 3) Regulation Splicing
RNF10 (RING finger protein 10) Transkriptions-Faktor
RP11-706015.1 (HCG1981372, isoform CRA_c) Regulation  synaptischer  Stoffwech-
selvorginge

RPRM (Protein reprimo)

RPS27 (408 ribosomal protein S27)

SDC3 (Syndecan-3)

SELO (Selenoprotein O)

SEMA3B (Semaphorin-3B)

SEMAGC (Semaphorin-6C)

SLC17A7 (Vesicular glutamate transporter 1)

SPEF1 (Sperm flagellar protein 1)

SREBF]1 (Sterol regulatory element-binding protein 1)
STMN4 (Stathmin-4)

STUBI1 (E3 ubiquitin-protein ligase CHIP)

SULT1A1 (Sulfotransferase 1A1)

SYT5 (Synaptotagmin 5)

TACC2 (Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2)
TFPI2 (Tissue factor pathway inhibitor 2)

THAP10 (THAP domain-containing protein 10)
TLCD2 TLC (domain-containing protein 2)
TMEM254 (Transmembrane protein 254)

TOMMA40 (Mitochondrial import receptor subunit TOM40
homolog)

TUBB4 (Tubulin beta-4A chain)
UBC (Polyubiquitin-C)

UFC1 (Ubiquitin-fold modifier-conjugating enzyme 1)

Zell-Zyklus-Arrest

Translation

Zytoskelettale Organisation der Zellform
Protein-Adenylation

Axon-Reifung

Axon-Reifung

Glutamat-Aufnahme Prisynapse
Zell-Migration

Lipid-Metabolismus
Mikrotubuli-Stabilitit
Protein-Ubiquitinylierung
Katecholamin-Metabolismus
Synaptisches Vesikel-Recycling
Mikrotubuli-interagierendes Protein
Extrazellular-Matrix-Organisation
Transkriptionsfaktor

Regulation Membran-Fluiditat
Unbekannt

Mitochondrium Protein-Transport

Mikrotubuli-Polymerisation
Protein-Ubiquitinylierung

Protein-Ubiquitinylierung
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung Protein-Funktion
UQCREFS1 (Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske) Mitochondriale Atmungskette
USP3 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 3) Histon-Stabilitit

WASHC1 (WASH complex subunit 1) Vesikel-Transport

ZMAT?2 (Zinc finger matrin-type protein 2) mRNA-Splicing

ZNF133 (Zinc finger protein 133) Transkriptions-Faktor
ZNF553 (Zinc finger protein 553) Transkriptions-Faktor
ZNF692 (Zinc finger protein 692) Transkriptions-Faktor

3.1.3 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Helicobacter pylori
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Abbildung 8: Darstellung der Interaktionen des Antikérpers gegen Helicobacter pylori mit Proteinen
des prinatalen fétalen Gehirns mittels MPA. Identifizierte Immun-Spots sind mit Gen-Symbolen bezeich-

net und mit Pfeilen markiert.
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Tabelle 11: Identifizierte Protein-Interaktions-Partner des Anti-Helicobacter pylori-Antikérpers. Al-

phabetisch-sortierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Helicobacter pylori. Angabe von Gen-Symbol,

Protein-Bezeichnung und Protein-Funktion.

Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

AC138969.4 (NPIP-like protein 1)

ACTRI1A (Alpha-centractin)

ACTRI1B (Beta-centractin)

ADCY1 (Adenylate cyclase type 1)

AFG3L2 (Paraplegin-like protein)

AP2S1 (AP-2 complex subunit sigma-1)

ARLSA (ADP-ribosylation factor-like protein 8A)
ASTN2 (Astrotactin-2)

ATF4 (Activating transcription factor 4)
ATPBD3 (ATP-binding domain-containing protein 3)
BMP1 (Bone morphogenetic protein 1)

BTBD2 (BTB/POZ domain-containing protein 2)

BX890604.9

Fragment)

(Uncharacterized protein  ENSP00000370496

CA5B (Carbonic anhydrase 5B)

CAP1 (Adenylyl cyclase-associated protein 1)
CCDC130 (Coiled-coil domain-containing protein 130)
CD151 (T'span24)

CPE (Carboxypeptidase E Precursor)

DHX30 (Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30)
DOM3Z (Dom-3 homolog Z)

EF1A2 (Elongation factor 1-alpha 2)

EIF4A1 (Eukaryotic initiation factor 4A-I)

ERP29 (Endoplasmic reticulum protein Erp29)
FADD (FAS-associated death domain protein)
FAM123A (APC membrane recruitment protein 2)
FAM161A (Protein FAM161A)

FAM21C (WASH complex subunit 2C)

FEZF2 (Fez family zinc finger protein 2)

FKBP8 (IFK506-binding protein 8)

Kern-Poren-Komplex-Interaktion
Intrazelluldrer Vesikel-Transport
Intrazelluldrer Vesikel-Transport
cAMP-Signalkaskade
Mitochondriale Protease
Clathrin-abhingige Endozytose

Axonaler Transport

Neuronale Migration und axonales Wachstum

Transkriptions-Faktor
t-RNA-Modifikation
Endopeptidase
Neurogenese

Unbekannt

Bikarbonat-Transport
Organisaton des Zytoskeletts
Teil des Spliceosomes
Endozytose
Neuropeptid-Synthese
Neurogenese
RNA-Modifikation
Translations-Faktor
Translations-Faktor
Unbekannt
Apoptose-Signalweg
Wnt-Signalweg
Mikrotubuli-Organisation
Vesikel-Transport
Regulation der dendritischen Verzweigung

Ausbildung des Neuralrohrs
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

FST (Follistatin)

FVT1 (Follicular lymphoma variant translocation 1)
GEMINS5 (Gem-associated protein 5)

GIYD2 (Structure-specific endonuclease subunit SL.X1)
GPR173 (G protein coupled receptor 173)

GPSM1 (G protein-signaling modulator 1)

HDAC10 (Polyamine deacetylase HDAC10)

HMGN4 (High mobility group nucleosome protein 4)
HSPAS5 (Heat shock protein family A member 5)
HTRAZ2 (Serine protease HTRA2)

IGFBP7 (Insulin-like growth factor-binding protein 7)
JPH3 (Junctophilin-3)

KIAA0179 (Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B)
KIF1A (Kinesin-like protein KIF1A)

KIF5B (Kinesin-like protein KIF5B)

KLF1 (Krueppel-like factor 1)

KLHL21 (Kelch-like protein 21)

LMANZ2L (VIP36-like protein)

MAP4K3 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase ki-

nase 3)

MAZ (Myc-associated zinc finger protein)

MOB2 (MOB kinase activator 2 Actin)

MRPS11 (28S ribosomal protein S11)

MZF1 (Myeloid zinc finger 1)

NCAN (Neurocan)

NCKIPSD (NCK-interacting protein with SH3 domain)
NDRG4 (N-myc downstream-regulated gene 4)

NPDC1 (Neural proliferation differentiation and control pro-

tein 1)

NTSR1 (Neurotensin receptor type 1)
NUBP2 (Nucleotide-binding protein 2)
NUDT16 (U8 snoRNA-decapping enzyme)
NXPH4 (Neurexophilin-4)

PC (Pyruvate carboxylase)

Proteoglycan-Bindung
Sphingolipid-Synthese

Translation

Endonuklease
Gonadotropin-Stoffwechsel
G-Protein, intrazellulire Signalkaskade
Histone-Acetylierung
Chromatin-Organisation
Heat-Shock-Protein, Protein-Faltung
Endopeptidase

Modulation Growth-Factor-Signalweg
Synaptische Plastizitit
Apoptose-Regulation
Microtubuli-Motorprotein
Microtubuli-Motorprotein
Transkriptions-Faktor
Protein-Ubiquitinylierung
Vesikel-Transport

MAP-Kinase-Signalkaskade

Transkriptions-Faktor-Bindung
Promotor Autophosphorylierung
Mitochondriale Translation
Transkriptions-Faktor
Zell-Adhidsion und Migration
Aktin-Bindung

Hydrolase

Regulation der Immunantwort

Neuropeptid-Signalkaskade
Protein-Stoffwechsel; Neuriten-Bildung
RNA-Decapping-Enzym
Neuropeptid-Signalkaskade

Gluconeogenese
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

PIK3IP1 (Phosphoinositide-3-kinase-interacting protein 1)

PITPNM1 (Membrane-assoc. phosphatidylinositol transfer

protein 1)

PLEKHAS5 (Pleckstrin homology domain-cont. Family A

member 5)

PSMC3 (26S proteasome regulatory subunit 6A)

PSTPIP1 (Prol-ser-threo phosphatase-interacting protein 1)
PTBP1 (Polypyrimidine tract-binding protein 1)

RAB11B (Ras-related protein Rab-11B)

RABI11FIP3 (Rab11 family-interacting protein 3)

RAI1 (Retinoic acid-induced protein 1)

RASD1 (Dexamethasone-induced Ras-related protein 1)
RASL10A (Ras-like protein family member 10A)

RBFOX3 (RNA binding protein fox-1 homolog 3)
RP3-370 (M22.6 N.N.)

RPS14 (40S ribosomal protein S14)

RPS27 (408 ribosomal protein S27)

SAMDI10 (Sterile alpha motif domain-containing protein 10)
SELO (Selenoprotein O)

SEMA23B (Semaphorin-3B)

SEMAGC (Semaphorin-6C)

SHC2 (SH2 domain-containing-transforming protein C2)
SLC17A7 (Vesicular glutamate transporter 1)

SPEF1 (Sperm flagellar protein 1)

STMN4 (Stathmin-4 Microtubular)

SULT1A1 (Sulfotransferase 1A1)

SYT5 (Synaptotagmin 5)

THAP10 (THAP domain-containing protein 10)
TMEM254 (Transmembrane protein 254)

TRAP1 (Heat shock protein 75 kDa)

UBE20 (E3-independent) (E2 ubiquitin-conjugating enzyme)
UNCS5A (Netrin receptor UNC5A)

UQCRFS1 (Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske)

VCP (Valosin-containing protein)

Intrazellulire Signalkaskade

Zytoskellet

Intrazellulire Signalkaskade

MAP-Kinase-Kaskade
Aktion-Zytoskelett-Organisation
Pri-mRNA-Splicing
Vesikel-Transport

Intrazelluldrer Vesikel-Transport
Transkription
Transkriptions-Faktor
G-Protein, Intrazellulire Signalkaskade
Regulation Splicing

Unbekannt

Translation

Translation

Unbekannt
Protein-Adenylierung
Axon-Reifung

Axon-Reifung
MAP-Kinase-Kaskade
Glutamat-Aufnahme Prisynapse
Zell-Migration
Mikrotubuli-Stabilitit
Katecholamin-Metabolismus
Synaptisches Vesikel-Recycling
Transkriptions-Faktor
Unbekannt
Heat-Schock-Protein, Mitochondrium
Protein-Ubiquitinylierung
Neuriten-Wachstum

Teil der Atmungskette

Hydrolase
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung Protein-Funktion
ZMAT?2 (Zinc finger matrin-type protein 2) mRNA-Splicing
ZNF133 (Zinc finger protein 133) Transkriptions-Faktor
ZNF229 (Zinc finger protein 229) Transkriptions-Faktor
ZNF44 (Zinc finger protein 44) Transkriptions-Faktor
ZNF511 (Zinc finger protein 511) Transkriptions-Faktor
ZNF692 (Zinc finger protein 692) Transkriptions-Faktor

3.1.4 Identifizierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Toxoplasma

gondii
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Abbildung 9: Darstellung der Interaktionen des Antikérpers gegen Toxoplasma gondii mit Proteinen
des prinatalen f6talen Gehirns mittels MPA. Identifizierte Immun-Spots sind mit Gen-Symbolen bezeich-

net und mit Pfeilen markiert.
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Tabelle 12: Identifizierte Protein-Interaktions-Partner des Anti- Toxoplasma gondii-Antikérpers. Al-

phabetisch-sortierte Interaktions-Partner des Antiserums gegen Toxoplasma gondii. Angabe von Gen-Symbol,

Protein-Bezeichnung und Protein-Funktion.

Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung

Protein-Funktion

AFP (Alpha Fetoprotein)

AT1.110504.6 (Nicht charakterisiert)
BRF2 (BRFF2 RNA polymerase III transcription initiation fac-

tor subunit)

CPLX2 (Complexin 2)

CYLN2 (CAP-Gly domain containing linker protein 2)
EDF1 (Endothelial differentiation related factor 1)
FAM21C (WASH complex subunit 2C)

H2AFY (MacroH2A.1 Histone)

MEIS3 (Meis homeobox 3)

MILXIP (MLX interacting Protein)

NCOR2 (Nuclear receptor corepressor 2)

NPDC1 (Neural proliferation, differentiation and control 1)
NUMA1 (Nuclear mitotic apparatus protein 1)

OSBPL7 (Oxysterol binding Protein like 7)

PALM (Paralemmin)

PDHAT1 (Pyruvate dehydrogenase E1 subunit alpha 1)
PDPKI1 (3-Phosphoinositide dependent Protein Kinase 1)
RBM10 (RNA binding motif protein 10)

RPLPO (Ribosomal protein lateral stalk subunit P0)
RPS27A (Ribosomal Protein S27a)

SDC3 (Syndecan 3)

SELO (Selenoprotein O)

SFXN2 (Sideroflexin 2)

SNAP23 (Synaptosome associated protein 23)
SSPO (SCO-Spondin)

STIP1 (Stress induced phosphoprotein 1)
SULT1A1 (Sulfotransferase family 1A member 1)

TSC2 (TSC complex subunit 2)

Post-translationale Protein-Modifikation

Unbekannt

Regulation der Transkription

Regulation der Exozytose

Mikrotubuli Organisation

Regulation der Transkription

Protein Transport

Chromatin Bindung, Histonkomplex
Regulation der Transkription
Regulation der Transkription
Regulation der Transkription
Regulation der Immunantwort
Mitosespindel Organisation
Katecholamin Signalweg

Regulation der Zellform
Glukose-Stoffwechsel

Intrazelluldre Signaltransduktion
Regulation der Transkription
Translation

Translation

Zytoskelettale Organisation der Zellform
Post-translationale Proteinmodifikation

Mitochondrialer Transmembran-Trans-

port

Teil des SNARE-Exozytose-Komplexes
Zentralnervése Entwicklung
Interleukin-7 Signalweg
Amin-Stoffwechsel

Regulation der Endozytose
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Gen-Symbol und Protein-Bezeichnung Protein-Funktion
UBC (Ubiquitin C) Protein-Ubiquitinylierung
UFC1 (Ubiquitin-fold modifier conjugating enzyme 1) Protein-Ubiquitinylierung

VPS16 (VPS16 core subunit of CORVET and HOPS com- | Regulation der Exozytose
plexes)

Z.C3H10 (Zinc finger CCCH-type containing 10) Regulation mRNA-Splicing

3.2 Bestitigung ausgewihlter immunreaktiver Interaktions-Partner
der Antiseren gegen Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori und Toxoplasma gondii anhand von Uber-

Expressions-Lysaten spezifisch transfizierter-HEK293-Zellen

Zur Bestitigung der Interaktionen der Erreger-spezifischen Antikérper mit einigen der Pro-
teine des AEXselec-Multiprotein-Arrays, wurden Western Blot Analysen mit kommerziell er-
hiltlichen hochkonzentrierten Proben dieser Molekiile durchgefithrt. Dabei handelte es sich
um Zell-Lysate von HEK293-Zellen, welche mit Expressions-Vektoren des jeweiligen Pro-
teins transient transfiziert worden waren. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde an-
schlieBend durch Western Blot-Analyse die Interaktion des jeweiligen Erreger-spezifischen
Antiserums mit dem entsprechenden Protein in folgenden Paarungen getestet: ASTN2 mit
Anti-Campylobacter jejuni-Antikorper, CPLX2 mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper, ERBB3
mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antik6rper, SY'T5 mit Anti-Campylobacter jejuni-Antikorper sowie
SY'T5 mit Anti-Helicobacter pylori-Antikorper. Um die Spezifitit der Bindung der verwendeten
Antiseren mit den tiberexprimierten Proteinen nachzuweisen, wurde zur Kontrolle auch ein

Zell-Lysat von nicht-transfizierten HEK293-Zellen untersucht.
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3.21 Western-Blot-Analyse mit transfizierten HEK293-Uberexpressions-Zell-

Lysaten
W o)
¥ © Q ) )
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Abbildung 10: Western Blot mit ASTN2-transfizierten, CPLX2-transfizierten-, ERBB3-transfizierten-
und SYT5-transfizierten HEK-293-Zell-Lysaten. (a) Immunbande des Anti-Helicobacter pylori-AntikSrpers
mit ASTN2-transfiziertem HEK293-Uberexpressions-Zell-Lysat. (b) Immunbande des Anti-Toxoplasma gondii-
Antikorpers mit CPLX2-transfiziertem HEK293-Uberexpressions-Zell-Lysat. (c) Immunbande des Anti-Borre-
lia burgdorferi-Antikérpers mit ERBB3-transfiziertem HEK293-Uberexpressions-Zell-Lysat. (d) Immunbande
des Anti-Campylobacter jejuni-Antikérpers mit SYT5-transfiziertem HEK293-Uberexpressions-Zell-Lysat. (€)
Immunbande des Anti-Felicobacter pylori-Antikérpers mit SYT5-transfiziertem HEK293-Uberexpressions-Zell-
Lysat.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, zeigt sich fiir ASTN2 eine deutliche Immunbande des Anti-
Helicobacter pylori-Antik6rpers bei unter 50 kDa was dem zu erwarteten Molekulargewicht die-
ses Proteins von 49,6 kDa entspricht. Ebenfalls zeigt sich fiir CPLX2 eine Immunbande des
Anti-Toxoplasma gondii-AntikOrpers bei unter 25 kDa. Dies entspricht ebenfalls dem erwarte-
ten Molekulargewicht von 15,4 kDa. Zu erkennen ist fiir ERBB3 eine deutliche Bande des
Anti-Borrelia burgdorferi-Antikorpers bei 150 kDa, was ebenfalls dem zu erwartenden Moleku-
largewicht von 148 kDa entspricht. Sowohl mit dem Anti-Campylobacter jejuni-Antikérper als
auch dem Anti-Helicobacter pylori-Antikérper kann fiir SYT5 bei unter 50 kDa eine starke

Bande erkannt werden, was dem erwarteten Wert fir dieses Protein von 42,9 kDa entspricht.

3.2.2 Nachweis der Expression ausgewihlter Proteine in verschiedenen Zell-
Linien

Um funktionelle Effekte der immunologischen Interaktionen Erreger-spezifischer Antiseren

auf zellulirer Ebene untersuchen zu kénnen, wurde zunichst die Expression ausgewahlter

Interaktions-Partner (ASTN2, CPLX2, ERBB3 und SYT5) in den Zell-Linien RBL-2H3,

SiMa, SH-SY5Y und T-47D durch ein- und zwei-dimensionale Western Blot Analyse sowie
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durch Immunfluoreszenz-Farbung untersucht. Bei der Western Blot-Analyse handelt es sich
um eine Auftrennung eines Protein-Gemisches nach dem Molekulargewicht der einzelnen
Proteine durch eine SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese. Bei der 2D-Gelelektrophorese
geht der SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese noch eine isoelektrische Fokussierung vo-
raus. Dies erlaubt eine differenziertere Auftrennung komplexer Proteingemische anhand
mehrerer proteinspezifischen Eigenschaften wie des Molekulargewichts und des isoelektri-
schen Punkts. Im vorliegenden Fall wurden bei beiden Verfahren die Proteine im Anschluss
an die Auftrennung auf PVDF-Membranen tibertragen, die dann mit spezifischen anti-mik-
robiellen-Antikérpern inkubiert wurden. Darauf folgte die Inkubation der Membranen mit
einem Peroxidase-gekoppelten sekundirem Antikorper, dessen Verteilung dann mit einer
ECL-Reaktion mit Réntgenfilmexposition detektierbar gemacht wurde. AnschlieBend wur-
den die Membranen mit einer 0,1 molaren NaOH-Losung behandelt, um gebundene Anti-
korper wieder von den Proteinen und den Membranen zu l6sen ($#ipping). Derart behandelte
Membranen wurden dann in einer zweiten Inkubationsrunde mit Protein-spezifischen Anti-
korpern inkubiert, um die untersuchten Proteine ASTN2, CPLX2, ERBB3 und SYT5 dar-
zustellen. Durch Uberlagerung der Ergebnisse mit den Erreger-spezifischen Antikorpern,
mit denen der proteinspezifischen Antikorper kann anhand der Ko-Lokalisation der Signale
die Interaktion der ersteren mit den letzteren aufgezeigt werden. Zur Kontrolle der Sekun-
dir-Antikérper wurden PVDF-Membranen nur mit Sekundar-Antikérper behandelt und
mittels ECL-Reaktion tiberpriift, ob unspezifische Bindungen mit den Proteinen der ver-
wendeten Zell-Lysate vorliegen. Dies war nicht der Fall. Als Molekulargewichts-Marker
wurde der Precision Plus Protein All Blue Standard (Bio-Rad, Munchen) verwendet und mit der

vom Hersteller angegebenen Grofienaufteilung dargestellt.
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3.2.3 Untersuchung der Expression identifizierter Interaktions-Partner Erreger-
spezifischer Antiseren in den Zell-Linien RBL-2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-

47D durch ein- und zwei-dimensionale Western-Blot-Analyse

RBL-2H3

kDa

50- o

250-

Abbildung 11: Interaktion der anti-mikrobiellen-Antikérper mit den Zell-Lysaten der Zell-Linien
RBL-2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-47D, dargestellt durch Western Blot-Analyse und 2D-Gelelektro-
phorese. (a-b) Falschfarben-Uberlagerung von ein- bzw. zwei-dimensionalen Western Blot Analysen mit Pro-
teinen der Zell-Linie RBL-2H3, die nacheinander zuerst mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérpern (blau) und
dann mit Anti-CPLX2-Antikorpern (rot) inkubiert worden sind. (c-d) Falschfarben-Uberlagerung von ein- bzw.
zwei-dimensionalen Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-Linie SH-SY5Y, die nacheinander zuerst
mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérpern (blau) und dann mit Anti-CPLX2-Antikrpern (rot) inkubiert worden
sind. (e-f) Falschfarben-Uberlagerung von ein-, bzw. zwei-dimensionalen Western Blot Analysen mit Proteinen
der Zell-Linie SH-SY5Y, die nacheinander zuerst mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikérpern (blau) und dann mit
Anti-ERBB3-Antikorpern (rot) inkubiert worden sind. (g-h) Falschfarben Ubetlagerung von ein-, bzw. zwei-
dimensionalen Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-Linie T-47D, die nacheinander zunichst mit Anti-

Borrelia burgdorferi-Antikérpern (blau) und dann Anti-ERBB3-Antikérpern (rot) inkubiert worden sind. (i-j)
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Falschfarben-Ubetlagerung von ein-, bzw. zwei-dimensionalen Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-
Linie SiMa, die nacheinander zunichst mit Anti-Campylobacter jejuni-Antikérpern (blau) und dann und Anti-
SYT5-Antikérpern (rot) inkubiert worden sind. (k-I) Falschfarben-Uberlagerung von ein-, bzw. zwei-dimensi-
onalen Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-Linie SiMa, die nacheinander zunichst mit Anti-Helicobac-
ter pylori-Antikérpern (blau) und dann mit Anti-SYT5-Antikérpern (rot) inkubiert worden sind. (m-n) Falsch-
farben-Uberlagerung von ein-, bzw. zwei-dimensionalen Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-Linie
SiMa, die nacheinander zunichst mit Anti-Helicobacter pylori-Antikérpern (blau) und dann mit Anti-ASTN2-
Antikérpern (rot) inkubiert worden sind. (o-p) Falschfarben-Uberlagerung von ein-, bzw. zwei-dimensionalen
Western Blot Analysen mit Proteinen der Zell-Linie SH-SY5Y die jeweils nur mit den Sekundir-Antikérpern
inkubiert worden sind. Im Uberlagerungsbild zeigt sich eine Ko-Lokalisation anhand der Pink-Firbung einzel-

ner Banden bzw. Protein-Spots.

Wie in Abbildung 11 zu sehen, zeigte sich fir den Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper (blau)
sowohl in RBL-2H3- (Abbildung 11; a, b) als auch in SH-SY5Y-Zellen (Abbildung 11; c, d)
eine Ko-Lokalisation mit einer/m von einem spezifisch gegen das Protein CPLX2 gerichte-
ten Antikérper markierten Bande bzw. Spot (rot) anhand der Violett-Firbung im Uberlage-
rungsbild. Das Molekulargewicht lag dabei bei etwas unter 25 kDa und der isoelektrische
Punkt etwa bei pH 5. Diese Werte decken sich in etwa mit den fir CPLX2 in der Literatur
berichteten Werten des Molekulargewichts von 15,4 kDa und einem isoelektrischen pH-
Wert von 4,99. Der Anti-Borrelia burgdorferi-Antikorper zeigte sowohl mit SH-SY5Y-Zellen
(Abbildung 11; e, f) als auch mit T-47D-Zellen (Abbildung 11; g, h) eine/n mit dem gegen
das Protein ERBB3 spezifisch gerichteten Antikorper ubetlagernde/n violett erschei-
nende/n Bande bzw. Spot bei einem Molekulargewicht von 150 kDa und einem isoelektti-
schen pH-Wert von 6, was den aus der Literatur fiir ERBB3 bekannten Werten eines Mole-
kulargewichts von 148 kDa und einem isoelektrischen pH-Wertes von 5,8 entspricht. Auch
die gegen die Bakterien Helicobacter pylor: (Abbildung 11; 1, j) und Campylobacter jejuni (Abbil-
dung 11; k, 1) gerichteten Antikérper weisen mit einem Zell-Lysat der SiMa-Zell-Linie jeweils
eine/n tbetlagernde/n Immunbande bzw. Spot mit dem spezifischen Antiképer gegen das
Protein SY'T5 mit einem Molekulargewicht von etwas unter 50 kDa und einem isoelektri-
schen pH-Wert von 9 auf. Dies entspricht den aus der Literatur bekannten Werten eines
Molekulargewichts von 43 kDa und einem isoelektrischen pH-Wert von 9,3. Eine Uberlage-
rung det/s Immunbande bzw. Spots eines Anti-Helicobacter pylori-Antikorpers und einem spe-
zifisch gegen das Protein ASTN2 gerichteten Antikérper (Abbildung 11; m, n) konnte bei
50 kDa dargestellt werden und liegt dabei nahe des isoelektrischen pH-Wertes von ASTN2
von 5,6. Negativ-Kontrollen mit dem Sekundir-Antikérper allein, wurden mit dem Lysat der
Zell-Linien RBL-2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-47D mit gleichem negativem Ergebnis durch-
gefithrt. Stellvertretend fiir alle Kontrolle-Ergebnisse wird hier das Ergebnis fir SH-SY5Y-
Zellen als Negativ-Kontrolle gezeigt (Abbildung 11; o, p).
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3.2.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit RBL-2H3-, SiMa-, SH-SY5Y- und T-
47D-Zellen

Als weiterer Expressionsnachweis und zur Bestimmung der subzelluliren Lokalisierung der
Proteine wurden Immunfluoreszenz-Aufnahmen von RBL-2H3-, SiMa-, SH-SY5Y- und T-
47D-Zellen erstellt, bei denen das jeweilige Antigen (ASTN2, CPLX2, ERBB3 oder SYT5)
mit entsprechenden Antikérpern markiert worden ist. Die Zellen wurden dafiir nach erfolg-
ter Fixierung mittels 4 % -Paraformaldehyd und Permeabilisierung mit einem Aceton/Me-
thanol-Gemisch mit den Protein-spezifischen Antikérpern primar inkubiert. Folgend auf
eine Inkubation mit einem Sekundir-Antikérper und Eindecken mit einem DAPI-haltigem
Mounting-Medium wurden Aufnahmen mit einem auf einem Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop
(Axiophot, Zeiss Jena, Deutschland) montierten digitalen Kamera-System (Axiocam Zeiss,
Jena, Deutschland) erstellt. Als Kontrollen wurden Aufnahmen von nur mit Sekundir-Anti-

korper behandelten Zellen erstellt.

RBL-2H3
CPLX2

Abbildung 12: Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit RBL-2H3-, SiMa-, SH-SY5Y- und T-47D-Zellen.
(a) ASTN2-Signal in SiMa-Zellen (griin). (b) SH-SY'T5-Signal in SiMa-Zellen (griin). (c) CPLX2-Signal in RBL-
2H3-Zellen (griin). (d) CPLX2-Signal in SH-SY5Y-Zellen (griin). (¢) ERBB3-Signal in SH-SY5Y-Zellen (griin).
(f) ERBB3-Signal in T-47D-Zellen (griin). Firbung der Zellkerne mit DAPT (blau).

Wie auf Abbildung 12 zu sehen ist, konnten starke Signale fiir ASTN2 (Abbildung 12; a) und
SYT5 (Abbildung 12; b) in SiMa-Zellen nachgewiesen werden. ASTN2 zeigt das starkste
Signal an der Oberfliche der SiMa-Zellen. SYT5 zeigt ein fir das Protein typisches Vertei-
lungsmuster, da es in der Zell-Peripherie in der Nihe von Zell-Zell-Kontakten akkumuliert.
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CPLX2 zeigt sowohl in RBL-2H3- (Abbildung 12; c) als auch bei SH-SY5Y-Zellen (Abbil-
dung 12; d) ein gesprenkelt-zytoplasmatisches Verteilungsmuster mit filament6s-fibrilliren
Akkumulationen. ERBB3 konnte in SH-SY5Y-Zellen (Abbildung 12; e) nur schwach posi-
tiv dargestellt werden, eine subzellulire Lokalisation ist nur eingeschrinkt beurteilbar. T-
47D-Zellen (Abbildung 12; f) zeigen hingegen ein starkes ERBB3-Signal, welches sich fein-
granulir in Zytoplasma und an der Zell-Oberfliche darstellt. Es wurden keine unspezifischen

Signale in der Sekundir-Antikérper-Kontrolle nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

3.3 Messung des Neuriten-Lingen-Wachstums von mit Antiseren
gegen ASTN2 und Helicobacter pylori behandelten SiMa-

Neuroblastom-Zellen

Die Ausbildung neuronaler Netzwerke durch das Auswachsen von Nerven-Zell-Fortsitzen,
sogenannten Neuriten, stellt eine wesentliche Grundlage fiir den synaptischen Informations-
Austausch des Nerven-Systems dar. Hinweise aus der Literatur deuten darauf hin, dass die
zuvor gezeigte Interaktion des Antiserums gegen Helicobacter pylori mit ASTN2 diesen Prozess
beeinflussen kénnte. Um einen derartigen Effekt der Interaktion des Antiserums gegen He-
licobacter pylori mit ASTN2 auf das Neuriten-Wachstum zu untersuchen, wurden daher SiMa-
Neuroblastom-Zellen mit dem Antiserum gegen Helzcobacter pylori vorbehandelt. Nach 12, 24
und 48 Stunden wurden dann mikroskopische Aufnahmen erstellt, auf denen anschlieSend
die Linge von jeweils 100 Neuriten mit einem Bild-Verarbeitungsprogramm (Image]) ver-
messen und mit einem Tabellenkalkulations-Programm (OpenOftice-Calc) statistisch ausge-
wertet wurden. Verglichen wurden die Neuriten-Lingen mit einer nicht vorbehandelten
SiMa-Neuroblastom-Zell-Kontrolle. Um den Effekt einer spezifischen Interaktion mit dem
Protein ASTN2 zur Kontrolle darzustellen, wurden SiMa-Neuroblastom-Zellen auch mit ei-
nem spezifischen Antiserum gegen dieses Protein vorbehandelt und die Neuriten-Lingen in
gleicher Weise vermessen und ausgewertet. Da eine Interaktion eines Antiserums gegen
Campylobacter jejuni mit dem Protein ASTN2 nicht nachgewiesen worden war, wurde als Spe-
zifitats-Kontrolle das Neuriten-Wachstum auch in SiMa-Neuroblastom-Zellen untersucht,

die mit einem Antikérper gegen Campylobacter jejuni vorbehandelt worden waren.
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Abbildung 13: Messung des Neuriten-Wachstums von nicht-behandelten und mit Anti- Campylobac-
ter jejuni-/ Anti- Helicobacter pylori- und Anti-ASTN2-Antikérper behandelten SiMa-Zellen. Neuri-
ten-Linge nach 48 Stunden, aufgenommen bei 20-facher Vergro3erung. (a) Unbehandelte SiMa-Zell-Kontrolle.
(b) Mit Antiserum gegen Helicobacter pylori behandelte SiMa-Zellen. (c) Mit Antiserum gegen Campylobacter jejuni
behandelte SiMa-Zellen. (d) Mit Antikérper gegen das Protein ASTN2 behandelte SiMa-Zellen. (e-f) Statisti-
sche Auswertung des Neuriten-Lingen-Wachstums von nicht-behandelten und mit Antiseren behandelten
SiMa-Zellen, Messungen jeweils nach 12, 24 und 48 Stunden.

Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, konnte eine Signifikante Reduktion des Neuriten-Wachs-
tums von mit Antiserum gegen Helicobacter pylori behandelten SiMa-Neuroblastom-Zellen
festgestellt werden (Abbildung 13; a, b, €). Dies zeigte sich in einer signifikant kiirzeren Neu-
riten-Linge um 1,21 um (40 %) nach zwolf Stunden bzw. um 1,67 um (46 %) und
1,36 um (45 %) jeweils nach 24 oder 48 Stunden (***p < 0,001). Fiir die mit Antiserum ge-
gen Campylobacter jejuni behandelten SiMa-Neuroblastom-Zellen (Abbildung 13; a, c, e)
konnte nach 12 bzw. 24 Stunden keine signifikante Anderung des Neuriten-Wachstums ge-
messen werden, bei der Messung nach 48 Stunden konnte eine signifikante Anderung der
Neuriten-Linge im Vergleich zur nicht-behandelten Kontrolle um 0,4 um (12 %) ermittelt
werden (*p < 0,05). Bei einem vergleichbaren Versuch mit ASTN2-Antiserum behandelten
SiMa-Neuroblastom-Zellen (Abbildung 13; a, d, f), konnte im Vergleich zur nicht-behandel-
ten Kontrolle ebenfalls eine signifikante Reduktion des Neuriten-Wachstums beobachtet

werden (***p < 0,001). Auch in diesem Fall zeigte sich eine kiirzere Neuriten-Linge von
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1,4 um (55 %) nach zwdlf Stunden bzw. von 1,75 um (48 %) und 1,6 um (53 %) nach 24

und 48 Stunden (***p < 0,001) (siehe auch Tabelle 13 und Tabelle 14).

Tabelle 13: Statistische Auswertung des Neuriten-Wachstums-Tests mit behandelten SiMa-Zellen.
Die Test-Ansitze (Testansdtze 1/2) mit nicht-behandelter Kontrolle und ASTN2-Antikorpet-behandelt sind

aufgetragen nach: Mittelwert der Neuriten-Linge in pm, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabwei-

chung.

SiMa- SiMa-

Kontrolle o-ASTN2

12h 24 h 48 h 12h 24 h 48 h
Mittelwert der Neuriten- | 3,062/ 3,66/ 3,06/ 1,657 1,91 1,451
Linge in um (Ansatz 1/2) 2,823 3,674 3786
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 100 % 100 % 54 % 52 % 47 %
P-Wert - - - < 0,001 < 0,001 < 0,001
Standardabweichung (An- | 0,761/ 0,88/ 0,84/ 0,629 0,497 0,564
satz 1/2) 1,05 1,26 1,04

Tabelle 14: Statistische Auswertung des Neuriten-Wachstums-Tests mit behandelten SiMa-Zellen.

Die Test-Ansitze mit Campylobacter jejuni-Antikérper-behandelt und Helicobacter pylori-Antikérper-behandelt sind

aufgetragen nach: Mittelwert der Neuriten-Linge in pm, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabwei-

chung.

SiMa- SiMa-

«-Cje12h 24h 48 h «-Hpy 12 h 24 h 48 h
Mittelwert der Neuriten- | 2,701 3,706 3,386 1,844/ 1984/ 1697/
Lange in um (Ansatz 1/2) 1,814 214 2413
Verhiltnis zur Kontrolle 96 % 99 % 88 % 60 % / 54 % / 55% /

64 % 58 % 64 %

P-Wert 0,121 0,49 0,003 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Standardabweichung  (An- | 0,693 1,387 0,944 0,592/ 0,593/ 0,564/
satz 1/2) 0,62 1,15 1,115
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3.4 FM1-43-Vesikel-Umsatz-Test mit SiMa- und SH-SY5Y-Zellen

Die Exozytose neurosynaptischer Vesikel in den synaptischen Spalt zwischen Pri- und Post-
synapse hinein sowie die Wiederaufnahme der Vesikel-Membran des entleerten Exosoms,
stellt die wesentliche Grundlage der Erregungsleitung zwischen Neuronen des zentralen und
peripheren Nervensystems dar. Ein komplexer Mechanismus aus Protein-Protein-Molekiil-
Interaktionen macht diesen Prozess moglich. Eine entscheidende funktionelle Rolle kommt
dabei dem SNARE-Komplex zu, einem Protein-Komplex, an dem unter anderem auch die
im vorangegangenen Kapitel identifizierten Interaktions-Partner Erreger-spezifischer Anti-
seren CPLX2 und SYT5 beteiligt sind. Um einen Effekt der Interaktion des Antiserums ge-
gen Toxoplasma gondii mit dem SNARE-Komplex-Protein CPLX2 und der Antiseren gegen
Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori mit dem SNARE-Komplex-Protein SYT5 auf die
Exo- und Endozytose-Leistung neuronaler Zell-Linien zu messen, wurde der FM1-43-Vesi-
kel-Umsatz-Test durchgefithrt. Der fluoreszierende Farbstoff FM1-43 ((N-(3-Triethylam-
moniumpropyl)-4-(4-(Dibutylamino)Styryl) Pyridinium-Dibromid) wird dabei von Exozy-
tose betreibenden Zellen infolge des anschlieBenden Vesikel-Recyclings aufgenommen und
kann dann mit dem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht und photographisch doku-
mentiert werden. Die Intensitit des Farbstoffes kann densitometrisch gemessen werden und
erlaubt so eine Aussage tiber die Exo- und Endozytose-Leistung der untersuchten Zellen.
Fir diese Untersuchungen wurden SH-SY5Y- und SiMa-Zellen jeweils fir zwolf Stunden
mit entsprechenden Antiseren vorbehandelt. Im Anschluss wurden die Zellen in eine Auf-
nahme-Kammer transferiert und permanent mit einer Standard-Perfusions-Losung bei
Raumtemperatur mit 5 ml/min perfundiert. FM1-43 wurde fur je 50 Sekunden zur Perfusi-
ons-Losung gegeben. Messungen wurden dabei sowohl mit nicht-stimulierten als auch mit
Acetylcholin stimulierten SH-SY5Y-und SiMa-Zellen durchgefithrt. Die Aufnahmen wurden
mit einem CCD-Kamera-System (Princeton Instruments, Trenton, NJ) montiert auf einem
Inversen Mikroskop mit Epi-Fluoreszenz (Axiovert, Zeiss, Jena) durchgefithrt. Fin ver-
gleichbares Experiment wurde auch mit SiMa-Zellen durchgefihrt, die mit einem spezifi-
schen Antiserum gegen SY'T5 vorinkubiert worden waren. Als Kontrolle wurden nicht-be-
handelte SH-SY5Y-und SiMa-Zellen verwendet.
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Abbildung 14: FM1-43-Exo/Endozytose-Vesikel-Umsatz-Assay mit nicht-behandelten und mit Anti-
seren gegen Campylobacter jejuniund Helicobacter pylorivorbehandelten SiMa-Zellen. Aufnahme bei
20-facher VergroBerung. (a-c) Nicht-Acetylcholin stimulierte SiMa-Zellen zur Bestimmung der Hintergrundin-
tensitdt. (a) Nicht-behandelte SiMa-Kontrolle. (b) Mit Anti-Campylobacter jejuni-Antikérper behandelte SiMa-
Zellen. (c) Mit Anti-Helicobacter pylori-Antikérper behandelte SiMa-Zellen. (d-f) Acetylcholin stimulierte SiMa-
Zellen. (d) Nicht-behandelte SiMa-Kontrolle stimuliert mit Acetylcholin. (¢) Mit Anti-Campylobacter jejuni-Anti-
kérper behandelte SiMa-Zellen stimuliert mit Acetylcholin. (f) Mit Anti-Helicobacter pylori-AntikSrper behandelte
SiMa-Zellen stimuliert mit Acetylcholin. (g) Statistische Auswertung des Intensititsverhiltnisses des FM1-43
Farbstoffs in SIMA-Zellen mit oder ohne Acetylcholin-Stimulation.

Wie in Abbildung 14 zu sehen, zeigen die dargestellten Aufnahmen und deren densitomet-
risch-statistische Auswertung eine hoch-signifikante Abnahme der Exozytoseaktivitit an-
hand des verminderten Vesikel-Recyclings in SiMa-Neuroblastom-Zellen, welche zuvor mit
Antiserum gegen Campylobacter jejuni ( Abbildung 14; a-d und g) und Helicobacter pylor: (Abbil-
dung 14; a, b, und e-g) vorbehandelt worden waren. Dabei konnte eine Abnahme um 11 % in
mit Helicobacter pylori-Antiserum und um 9,8 % in mit Campylobacter jejuni-Antiserum behandelt
SiMa-Zellen beobachtet werden (**p < 0,01) (siche auch Tabelle 15). Im Gegensatz dazu
zeigte sich in SH-SY5Y-Zellen, die mit Antiserum gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma
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gondiivorbehandelt worden waren, keine Anderung in der Acetylcholin-abhingigen FM1-43-
Aufnahme im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 15: Statistische Auswertung des FM1-43-Exo/Endozytose-Vesikel-Umsatz-Assay mit behan-
delten SiMa-Zellen. Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, Campylobacter jejuni-Antikrper-behan-
delt und Helicobacter pylori-AntikSrper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der FM1-43-Intensitit, Ver-

hiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

SiMa-Kontrolle SiMa-u-Cje SiMa-«-Hpy
Mittelwert FM1-43-Intensitit 120,057 108,287 106,966
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 90 % 89 %
P-Wert - 0,0029 0,0023
Standardabweichung 8,09 4,54 5,8

Um zu uberpriifen, ob eine spezifische Interaktion mit dem SNARE-Komplex-Protein
SYT5 zu einer Anderung der Exozytose-Leistung und des Vesikel-Recyclings fithren kann,
wurde ein vergleichbares Experiment mit SiMa-Zellen durchgefiihrt, die mit einem spezifisch

gegen SY'T5 gerichteten Antikorper vorbehandelt worden waren.

FM1-43-Vesikel-Umsatz in SiMa-
Zellen: Effekt der «-Hpy-/«-Syt5-
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Abbildung 15: FM1-43-Exo/Endozytose-Vesikel-Umsatz-Assay mit unbehandelten und mit Antiseren
gegen Helicobacter pylori oder SYT5 vorbehandelten SiMa-Zellen. Statistische Darstellung von mit An-
tiserum gegen Helicobacter pylori und SY'T'5 vorbehandelten SiMa-Zellen vor und nach Acetylcholin-Stimulation.
Als Kontrolle dienten nicht-behandelte SiMa-Zellen.

Wie auf dem Diagramm in Abbildung 15 zu sehen ist, konnte in SiMa-Neuroblastom-Zellen
durch eine Behandlung mit einem Antiserum gegen SY'T5 eine hoch-signifikante Abnahme
der Exozytose-Leistung bzw. des Vesikel-Recyclings um 15 % gemessen werden
(**p < 0,01). Damit konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion von SYT5-bindenden An-
tikorpern gegen Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und SYT5 zu einer Abnahme der Exo-
und Endozytose abhingigen Aufnahme von FM1-43-Farbstoff fithrt (siche auch Tabelle 16).
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Tabelle 16: Statistische Auswertung des FM1-43-Exo/Endozytose-Vesikel-Umsatz-Assay mit behan-
delten SiMa-Zellen. Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, SYT5-Antikorper-behandelt, und He-
licobacter pylori-Antik6rper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der FM1-43-Intensitdt, Verhiltnis zur
Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

SiMa-Kontrolle SiMa-a-SYT5 SiMa-«-Hpy
Mittelwert FM1-43-Intensitat 139,057 119,851 117,056
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 85 % 82 %
P-Wert - 0,001 < 0,0001
Standardabweichung 8,09 8,23 8,05

3.5 Untersuchung von Effekten Erreger-spezifischer Antikérper auf
Acetylcholin-abhingige intrazellulire Kalzium-Signale in SiMa-
Zellen mit dem Kalzium-abhingigen Fluoreszenzfarbstoffes
Fluo-3-AM

Eine suffiziente SNARE-Komplex-vermittelte Fusion von Vesikel und priasynaptischer
Membran zur Einleitung der Exozytose wird erst dann moglich, wenn eine Membran-De-
polarisierung zu einem ausreichenden Kalzium-Einstrom als Schlissel-Signal gefiithrt hat. Da
SYT5, wie auch andere Mitglieder der Synaptotagmin-Familie, als Kalzium-Sensor einen
wichtigen Bestandteil des SNARE-Komplexes darstellt, sollte eine aufgrund einer Antikor-
pet-Interaktion beeintrichtigte Funktionalitit von SYT5 letztlich zu einer verminderten
Exozytose-vermittelten synaptischen Ubertragung fithren, was letztlich auch zu einer ver-
minderten Kalzium-Konzentration in betroffenen Zell-Kulturen fithren sollte. In diesem
Abschnitt soll daher Giberprift werden, ob eine Behandlung von SiMa-Neuroblastom-Zellen
mit Antiseren gegen Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori einen Einfluss auf die synapti-
sche Aktivitit und den daraus resultierenden Kalzium Einstrom in diese Zellen hat. Ein sol-
cher Kalzium-Einstrom kann in SiMa-Zellen durch eine Stimulierung mit dem Neurotrans-
mitter Acetylcholin ausgel6st werden, und die daraus resultierende Anderung des intrazellu-
lir verfiigharen Kalziums mit dem Fluoreszenz-Indikator Fluo-3-AM mikroskopisch sicht-
bar gemacht und dann densitometrisch ausgewertet werden. Dafiir wurden auf Deckglisern
ausgesite SiMa-Neuroblastom-Zellen iiber Nacht fir zwolf Stunden mit Antiseren gegen
Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori vorbehandelt. Im Anschluss wurden die Zellen fiir
30 min bei Raumtemperatur mit Fluo-3-AM beladen. Die Zellen wurden fiir die Aufnahmen
in einer Aufnahme-Kammer permanent mit einer Standard-Perfusions-Lésung mit einer
Flussrate von 5 ml/min perfundiert. Die Aufnahmen wurden im Abstand von jeweils 5 Se-

kunden mit einem CCD-Kamera-System (Princeton Instruments, Trenton, NJ) montiert auf
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einem Inversen Mikroskop mit Epi-Fluoreszenz-Einrichtung (Axiovert, Zeiss, Jena) durch-
gefithrt. Die Fluoreszenz wurde bei 540 nm gemessen und mit dem Programm MetaFluor
und MetaMorph (Universal Imaging, West Chester, PA) ausgewertet. Zur quantitativen Ana-
lyse des intrazelluliren Kalziums wurde die Fluoreszenz-Intensitit mit Aufnahmen vor (Fo)
und wihrend einer Acetylcholin-Stimulation (F) festgehalten und dann mittels Densitometrie
quantifiziert. Aus beiden gemessenen Werten wurde schlielich ein Verhiltnis (F/Fg) berech-
net, das den Acetylcholin-abhingigen Kalzium-Einstrom wiedergibt. Als Kontrolle wurden
nicht-behandelte SiMa-Neuroblastom-Zellen verwendet. Das gesamte Experiment wurde

mindestens dreimal wiederholt.

Acetylcholin vermittelter Klazium-Influx:
Effekt der «Cje-/«-Hpy- Behandlung auf
Fluo3-Intensitit
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Abbildung 16: Fluo-3-AM-Fluoreszenz-Assay mit unbehandelten und mit Antiseren gegen Campy-
lobacter jejuni und Helicobacter pylori behandelten SiMa-Neuroblastom-Zellen. (a) Unbehandelte
nicht Acetylcholin stimulierte SiMa-Kontrolle. (b) Unbehandelte mit Acetylcholin stimulierte SiMa-Kontrolle.
(c) Mit Antiserum gegen Campylobacter jejuni behandelte Acetylcholin stimulierte SiMa-Neuroblastom-Zellen. (d)
Mit Antiserum gegen Helicobacter pylori behandelte Acetylcholin stimulierte SiMa-Neuroblastom-Zellen. () Di-
agramm der densitometrisch-statistischen Auswertung einer Versuchsserie wie in (b-d) gezeigt. Der Acetylcho-
lin-abhingige Kalzium-Einstrom in die Zellen, wie er durch die Fluoreszenz des Kalzium-Indikators Fluo-3
sichtbar wird, war in Zellen, die mit Antikérpern gegen Campylobacter jejuni oder Helicobacter pylori vorbehandelt

waren, im Vergleich zu nicht vorbehandelten und mit Acetylcholin stimulierten Zellen, signifikant vermindert.

Wie in Abbildung 16 zu erkennen, konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass eine

Vorbehandlung von SiMa Neuroblastom-Zellen mit Antikérpern gegen Campylobacter jejuni
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und Helicobacter pylori in einer hoch-signifikant verminderten Acetylcholin-abhingigen Kal-
zium-Antwort resultiert. Im Vergleich zu einer nicht vorbehandelten aber mit Acetylcholin
stimulierten Kontrolle konnte nach einer Vorbehandlung mit Anti-Campylobacter jejuni-Anti-
korper nach akuter Stimulation mit Acetylcholin ein um 26 % reduziertes intrazellulires Kal-
zium-Signal beobachtet werden (**p <0,01). Eine Vorbehandlung von SiMa-Neu-
roblastom-Zellen mit Anti-Helicobacter pylori-Antikorper fithrte ebenfalls zu einer Reduktion
des Acetylcholin-abhingigen Kalzium-Signals um 18 % (**p < 0,01) (siche auch Tabelle 17).

Tabelle 17: Tabelle 18: Statistische Auswertung des Fluo-3-AM-Fluoreszenz-Assay mit behandelten
SiMa-Zellen. Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, Campylobacter jejuni-Antikérper-behandelt und
Helicobacter pylori-Antikérper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der Fluo-3-AM Fluoreszenz-Intensi-
tit, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

SiMa-Kontrolle SiMa-a-Cje SiMa-o-Hpy
Mittelwert Fluo-3-AM Fluoreszenz-In- | 98967 73070 80655
tensitat
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 74 % 81 %
P-Wert - 0,002 0,0021
Standardabweichung 29183 25879 25259

Um eine direkte Beteiligung des Proteins SYT5 an einem solchen Effekt zu untermauern,
wurde das Experiment unter sonst identischen Bedingungen aber stattdessen mit einer Vor-

behandlung durch Antikorper gegen SY'T5 und Helicobacter pylori durchgefiihrt.

Acetylcholin vermittelter Klazinm-Influx :
Effekt der «Hpy-/«-Syt5 Behandlung auf
Fluo3-Intensitit
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Abbildung 17: Statistische Auswertung eines Fluo-3-AM-Fluoreszenz-Assays mit unbehandelten und
mit Antiseren gegen Campylobacter jejuniund Helicobacter pylori behandelten SiMa-Neuroblastom-
Zellen. Diagramm der densitometrisch-statistischen Auswertung eines Fluo-3-AM Fluoreszenz-Assays zur
Darstellung der Aceteylcholin-abhingigen intrazelluliren Kalzium-Konzentration nach einer Vorbehandlung
von SiMa-Neuroblastom-Zellen mit Antikérpern gegen Helicobacter pylori und SY'T5, im Vergleich zu nicht-

behandelten, aber akut mit Acetylcholin stimulierten Zellen.
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Wie auf dem Diagramm in Abbildung 17 zu sehen ist zeigte sich dabei, dass der direkt gegen
SYT5 gerichtete Antikorper dhnlich wie die ebenfalls SYT5-bindenden Antikérper gegen
Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori zu einer hoch-signifikant verminderten Kalzium-
Konzentration nach akuter Stimulation mit Acetylcholin fihrt. Durch die Vorbehandlung
mit Anti-SY'T5-Antikorper wurde eine Reduktion um 15,6 % im Vergleich zur nicht vorbe-
handelten Kontrolle gemessen (**p < 0,01) (siche auch Tabelle 19).

Tabelle 19: Statistische Auswertung des Fluo-3-AM-Fluoreszenz-Assay mit behandelten SiMa-Zellen.
Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, SYT5-Antikérper-behandelt und Helicobacter pylori-Antikor-
per-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der Fluo-3-AM Fluoreszenz-Intensitit, Verhiltnis zur Kon-
trolle, P-Wert und Standardabweichung.

SiMa-Kontrolle SiMa-«-SYT5 SiMa-o-Hpy
Mittelwert Fluo-3-AM Fluoreszenz-In- | 133970 113084 114526
tensitat
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 84 % 85 %
P-Wert - 0,0031 0,002
Standardabweichung 21138 27336 23926

3.6 Immunfluoreszenz-Intensitiat des Neuroblastom-Zell-Markers

Tyrosin-Hydroxylase in SiMa-Zellen

Das in Neuroblastom-Zellen exprimierte Enzym Tyrosin-Hydroxylase katalysiert den ge-
schwindigkeitsbestimmenden Reaktionsschritt der Katecholamin-Biosynthese, welche bei
diesen Zellen zur Bildung von Noradrenalin fithrt. Der Nachweis dieses Enzyms und seines
Produkts stellt von daher einen etablierten Marker zum Nachweis eines Neuroblastoms bei
Patienten dar. Die mittels Immunfluoreszenz gemessene Intensitit des Enzyms erlaubt dar-
tber hinaus einen Ruckschluss auf die Synthese-Leistung der zu untersuchenden Zellen und
damit auch auf deren Vitalitit. Dieser Zusammenhang wurde hier genutzt, um zu untersu-
chen, ob sich die Vorbehandlung der Zellen mit Erreger-spezifischen Antikérpern auf die
Zell-Vitalitit auswirkt. Hierfiir wurden SiMa-Neuroblastom-Zellen fir zwolf Stunden mit
Antikérpern gegen Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori behandelt. AnschlieBend wurde
eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie durchgefiithrt. Als Primar-Antikérper wurde ein Anti-
Tyrosin-Hydroxylase-Antikérper verwendet. Die Aufnahmen wurden mittels eines Auflicht-
Fluoreszenz-Mikroskops (Axiophot, Zeiss, Jena, Deutschland) und einem darauf montierten
digitalen Kamera-Systems (Axiocam, Zeiss, Jena, Deutschland) erstellt. Zur Uberpriifung der

Spezifitit von Primir- und Sekundirantikérper wurden Aufnahmen von nur mit Sekundar-
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Antikorper behandelten Zellen gemacht (SAO). Als Kontrolle fiir die Antikérper-Vorbe-
handlung wurden nicht vorbehandelte SiMa-Zellen verwendet. Pro Testreihe wurden acht
Aufnahmen densitometrisch mit dem Programm Image] untersucht bei denen dann jeweils

10 Einzelwerte pro Aufnahme erhoben wurden.

¢ Effekt der «Cje-/a-Hpy- Behandlung auf
TTH-Intensitit in SiMa-Zellen

150

100

50

0
Kon.

«-Cje «-Hpy |

T'H-Intensitit im Verhiltnis zur
unbehandelten Kontrolle in %

Abbildung 18: Intensitits-Messung des Enzyms Tyrosin-Hydroxylase in SiMa-Neuroblastom-Zellen.
Aufnahme bei 20-facher VergréBerung. (a) Spezifititskontrolle die nur mit Sekundir-Antikorper inkubiert
wurde (SAO). (b) Immunfluoreszenz-Aufnahme der Enzyms Tyrosin-Hydroxylase von nicht mit Antikérper
vorbehandelten SiMa-Zellen. (c) Mit Antiserum gegen Campylobacter jejuni behandelte SiMa-Zellen. (d) Mit An-
tiserum gegen Helicobacter pylori behandelte SiMa-Zellen. (¢) Diagramm der densitometrisch-statistischen Aus-
wertung einer Reihe von Versuchen wie in (b-d) gezeigt. Gezeigt ist das prozentuale Verhiltnis vorbehandelter

Zellen zu nicht-behandelten Kontrollzellen.

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, zeigte sich weder auf den Fluoreszenz-Aufnahmen noch
im Diagramm der densitometrisch-statistischen Auswertung des Experiments eine Antikor-
per-abhiingige Anderung des Fluoreszenzsignals fiir Tyrosin-Hydroxylase in mit Antiseren
gegen Campylobacter jejuni oder Helicobacter pylori vorbehandelten SiMa-Neuroblastom-Zellen.
Die Darstellung der Werte im Diagramm erfolgte dabei als prozentuales Verhiltnis zu einer
nicht vorbehandelten SiMa-Kontrolle. Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden, dass
sich die Antikérper-Vorbehandlungen nicht auf die generelle Vitalitit der Zellen auswirkt
(siche auch Tabelle 20).
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Tabelle 20: Statistische Auswertung der Tyrosin-Hydroxylase-Intensitit mit behandelten SiMa-Zel-
len. Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, Campylobacter jejuni-Antik6rper-behandelt und Helicobac-
ter pylori-Antik6rper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der Tyrosin-Hydroxylase-Intensitit, Verhilt-

nis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

SiMa-Kontrolle SiMa-u-Cje SiMa-a-Hpy
Mittelwert Tyrosin-Hydroxylase-Inten- | 29455 31055 30405
sitat
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 105 % 103 %
P-Wert - > 0,05 > 0,05
Standardabweichung 2448 3576 2702

3.7 MTT-Zell-Vitalitiats-Test mit RBL-2H3-, SiMa-, SH-SY5Y- und
T-47D-Zellen

Die mitochondriale Glykolyse-Leistung unter dem Einfluss der Antiseren gegen Borrelia burg-
dorferi, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni und Toxoplasma gondii wurde auch noch mittels
eines MTT-Zell-Vitalitits-Tests untersucht. Nicht-reduziertes MTT ((3-(4,5-Dimethyl-2-
Thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-Bromid) wird von vitalen Zellen aufgenommen und
im Mitochondrium in einer von der Glykolyse-Rate abhingigen Reaktion zu dunkel-bldulich
kristallinem Formazan reduziert. Die densitometrisch ermittelten Werte entsprechen dabei
der Menge an aufgenommenem und reduziertem Formazan und lassen damit einen Riick-
schluss auf den Energiehaushalt der untersuchten Zellen und damit letztlich der Zell-Vitalitit
zu. Die in 6-Well-Platten auf Deck-Glischen ausgesiten Zellen wurden tiber Nacht fiir zwolf
Stunden mit den genannten Antiseren vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
MTT-PBS-Losung fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Die Aufnahmen der Zellen wurden mit
einem Durchlicht-Mikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena, Deutschland) und einem darauf mon-
tierten digitalen Kamera-System (Axiocam, Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefuhrt und den-
sitometrisch mit dem Programm Image] ausgewertet. Pro Testreihe wurden jeweils 12 Auf-
nahmen erstellt, auf denen an jeweils 10 zufallig verteilten Punkten densitometrische Werte

erhoben wurden. Als Kontrolle wurden nicht-behandelte Zell-Linien benutzt.
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Abbildung 19: MTT-Zell-Vitalitits-Test mit nicht-behandelten und mit jeweils mit Antiseren gegen
Borrelia burgdorferiund Toxoplasma gondiivorbehandelten RBL-2H3- und SH-SY5Y-Zellen mit an-
schlieBender densitometrisch-statistischer Auswertung der Firbeintensitit des Reaktionsprodukts
Formazan. Aufnahme bei 40-facher VergroB3erung. (a-c) Mit MTT behandelte RBL-2H3-Zellen. (a) Unbehan-
delte RBL-2H3-Kontrollzellen. (b) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikérper behandelte RBL-2H3-Zellen. (c) Mit
Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper behandelte RBL-2H3-Zellen. (d) Diagramm der densitometrisch-statisti-
schen Auswertung der Formazan-Intensitit bei mit Antiseren vorbehandelten RBL-2H3-Zellen im prozentua-
len Verhiltnis zu nicht vorbehandelten RBL-2H3-Kontrollzellen. (e-g) Mit MTT behandelte SH-SY5Y-Zellen.
() Unbehandelte SH-SY5Y-Kontrollzellen. (f) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antik6rper vorbehandelte SH-
SY5Y-Zellen. (g) Mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper vorbehandelte SH-SY5Y-Zellen. (h) Diagramm der

densitometrisch-statistischen Auswertung der Formazan-Intensitit bei mit Antiseren vorbehandelten SH-

SY5Y-Zellen im prozentualen Verhiltnis zu nicht vorbehandelten SH-SY5Y-Kontroll-Zellen.

Die mit dem Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper behandelten RBL-2H3- Zellen zeigten eine
im Verhiltnis zur Kontrolle um 8 % geringere Formazan-Intensitit (**p < 0,01). Die gleiche
Wirkung konnte mit dem Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper bei der SH-SY5Y-Zell-Linie de-
monstriert werden. Die mit dem Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper inkubierten SH-SY5Y-
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Zellen zeigten eine um 9 % geringere Formazan-Intensitit (**p < 0,01). Die mit Borrelia burg-
dorferi-Antikorper behandelte Zell-Linie SH-SY5Y wies im Gegensatz zum Toxoplasma gondii-
Antikérper eine um 11 % erhéhte Formazan-Intensitat im Vergleich zur nicht-behandelten
Kontrolle auf (**p < 0,01). Die die mit den Antikérpern gegen Helicobacter pylori und Canmpy-
lobacter jejuni behandelten Zellen der Zell-Linien RBL-2H3, SiMa, SH-SY5Y und T-47D zeig-
ten keine signifikante Reduktion der Formazan Menge im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen (siche auch Tabelle 21).

Tabelle 21: Statistische Auswertung des MTT-Zell-Vitalitits-Tests mit RBL-2H3- und SH-SY5Y-Zel-
len. Die Test-Ansitze mit nicht-behandelter Kontrolle, Borrelia burgdorferi-Antik6rper-behandelt und Toxoplasma
gondii-Antikérper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der Formazan-Intensitit, Verhiltnis zur Kon-

trolle, P-Wert und Standardabweichung.

RBL-2H3- RBL-2H3- RBL-2H3- SY5Y- SY5Y- SY5Y-
Kontrolle o-Bbu «-Tgo Kontrolle o-Bbu a-Tgo
Mittelwert der Forma- | 9,25 9,526 8,50 8,976 9,96 8,18
zan-Intensitat
Verhiltnis zur Kontrolle | 100 % 102 % 92 % 100 % 111 % 91 %
P-Wert - 0,18 0,009 - 0,013 0,015
Standartabweichung 0,293-6 0,245 0,034-6 0,36 0,092-6 0,087-6

3.8 Untersuchungen zum Effekt von Antikérpern gegen Borrelia
burgdorferi, Toxoplasma gondii und CPLX2 auf die Exozytose-
Aktivitit von RBL-2H3-Zellen, anhand eines 3-Hexosaminidase-

Degranulations-Tests

Um zu Gberprifen, ob die Interaktionen der Antikérper gegen Borrelia burgdorferi und Toxo-
Pplasma gondii mit CPLX2, funktionelle Auswirkungen auf die Exozytose haben, wurden un-
behandelte und mit Antiseren vorbehandelte Kulturen der Mastzell-Linie RBL-2H3 auf ihre
Exozytose-Leistung hin untersucht. Bei einer Interaktion der beiden genannten Antikorper
mit CPLX2, wiirde man eine Minderung der Exozytose-Leistung erwarten. Um zu kliren,
ob dies tatsichlich der Fall ist, wurden RBL2H3-Zellen zunichst mit antimikrobiellen Anti-
korpern gegen das Gram-negative Bakterium Borrelia burgdorferi sowie gegen den einzelligen
Parasiten Toxoplasma gondii iber Nacht fiir zwolf Stunden vorinkubiert und anschlieBend mit
dem Mastzell-Stimulanz Compound 48/ 80 zur Degranulation gebracht. Der Begriff Degranu-
lation beschreibt dabei die Mast-Zell spezifische Exozytose von im Zell-Plasma gespeicher-

ten vesikuldren Granula. Unter Anderem exozytieren RBL-2H3-Zellen durch diesen zelluld-
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ren Vorgang das Enzym B-Hexosaminidase, dessen Aktivitit sich im Uberstand unter Zu-
gabe des Enzym-spezifischen Substrates 4-Nitrophenyl-N-Acetyl-3-D-Glucosaminid pho-
tometrisch messen ldsst. Anschliefend werden die Zellen mit einer 1 % -Triton-X-100-PBS-
Puffer-Losung lysiert und in diesem Lysat die Aktivitit der in den Zellen verbliebenen §3-
Hexosaminidase wie oben beschrieben bestimmt. Der aus beiden gemessenen Werten er-
rechnete Quotient aus intrazellulir verbliebenem und extrazellulir durch Exozytose abgege-
benem degranuliertem Enzym stellt ein Mal3 fir die Degranulations-Leistung der Zellen dar

(siche auch Formel 1).

B-Hexosaminidase-Freisetzung C48/80
stimulierter RBL-2H3-Zellen: Effekt der «-Bbu-
/«-Tgo- Behandlung

100

* 3k

B-Hexokinase Degranulation
zur Kontrolle+C48/80 in %o

Untr.+C48/80  o-Bbu+C48/80  a-Tgo+C48/80

Abbildung 20: 3-Hexosaminidase-Freisetzung Compound 48/80 stimulierter RBL-2H3-Zellen. Die
fir jede Behandlungsreihe photometrisch gemessene Freisetzung des Enzyms 3-Hexosaminidase wird als pro-

zentuales Verhiltnis zur Freisetzung aus nicht-behandelten RBL-2H3-Kontrollzellen dargestellt.

Wie auf dem Diagramm in Abbildung 20 zu sehen ist, weisen nicht-behandelte aber mit
Compound 48/80 stimulierte RBL-2H3-Kontroll-Zellen eine exozytotische Abgabe von
28 % der gesamten vesikulir gespeicherten 3-Hexosaminidase auf. Im Gegensatz dazu zei-
gen mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper vorbehandelte und dann mit Componnd 48/ 80 sti-
mulierte RBL-2H3-Zellen eine exozytotische Freisetzung von lediglich 21 % des gespeicher-
ten Enzyms. Dies entspricht einer signifikanten Abnahme der exozytotischen 3-Hexosami-
nidase-Freisetzung um 25 % der mit Anti- Toxoplasma gondii-Antikérper inkubierten mit Coms-
pound 48/ 80 stimulierten RBL-2H3- Zellen im Vergleich zur nicht vorbehandelten aber mit
Compound 48/ 80 stimulierten Kontrolle (**p < 0,01). Fur die mit Anti-Borrelia burgdorferi-An-
tikorper inkubierten mit Compound 48/80 stimulierten RBL-2H3Zellen zeigt sich hingegen

keine signifikante Abnahme der 3-Hexosaminidase-Freisetzung (siche auch Tabelle 22).
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Abbildung 21: 3-Hexosaminidase-Freisetzung Compound 48/80 stimulierter RBL-2H3-Zellen. Die
pro Testreihe photometrisch gemessene Freisetzung des Enzyms 3-Hexosaminidase wird im Verhiltnis zur
nicht-behandelten RBL-2H3-Kontrolle dargestellt.

In einem parallelen Versuchs-Durchlauf unter vergleichbaren Bedingungen (siche Abbildung
21 und Tabelle 22), wurden RBL-2H3-Zellen mit einem AntikOrper vorinkubiert, der direkt
gegen CPLX2 gerichtet war und anschlieBend mit Compound 48/ 80 zur Degranulation stimu-
liert. Dabei zeigte sich, dass diese Zellen ebenso wie Zellen, welche mit dem Antikorper
gegen Toxoplasma gondii inkubiert worden waren, eine im Vergleich zu stimulierten, aber nicht
vorbehandelten Kontroll-Zellen um 20 % signifikant verminderte 3-Hexosaminidase-Frei-
setzung aufwiesen (*p < 0,05) (sieche auch Tabelle 22).

Tabelle 22: Statistische Auswertung des 3-Hexosaminidase-Degranulations-Tests mit RBL-2H3-Zel-
len. Die Test-Ansitze nicht-behandelte Kontrolle, Borrelia burgdorferi-Antikérper-behandelt, CPLX2-Antikor-
per-behnadelt und Toxoplasma gondii-Antikérper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der 3-Hexosami-

nidase-Freisetzung, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

RBL-2H3- RBL-2H3- RBL-2H3- RBL-2H3-
Kontrolle o-Bbu o-CPLX2 a-Tgo
Mittelwert der 3-Hexosaminidase- 28,7 % 28,6 % 22,9 % 21,4 %
Freisetzung
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 99,7 % 79,7 % 74,4 %
P-Wert - 0,483 0,022 0,0025
Standardabweichung 0,467 3,007 2,83 1,8
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3.9 Untersuchungen zum Effekt von Antikérpern gegen Toxoplasma
gondii aufdie Exozytose-Aktivitit durch Bestimmung des Kern-
Zytoplasma-Verhiltnisses an Toluidin Blau-gefiarbten und mit
Compound 48/80 stimulierten RBL-2H3-Zellen

Mastzell-Granula ruhen bis zu ithrer Ausschiittung im Zytoplasma und machen dadurch ei-
nen erheblichen Anteil am Gesamtvolumen dieses Zellkompartiments aus. Die auf einen
Stimulus mit Componnd 48/ 80 hin erfolgende exozytotische Degranulation fihrt dann zu ei-
ner deutlichen Reduktion des Plasmavolumens dieser Zellen, wihrend sich das Volumen der
Zellkerne nicht verindert. Dadurch nimmt der relative Anteil des Kernvolumens am Ge-
samt-Zell-Volumen zu. Entsprechend fiihrt eine reduzierte Exozytose-Leistung zu einem
héheren Zytoplasma-Volumen-Anteil am Gesamt-Zell-Volumen, da mehr Granula im Zy-
toplasma verbleiben und damit das Zytoplasma-Volumen einen héheren Anteil am Gesamt-
Zell-Volumen behalt. Die im Zytoplasma gespeicherten Granula der Mastzell-Linie RBL-
2H3 lassen sich mit dem Farbstoff Toluidin Blau gezielt anfirben. Dabei entsteht eine vio-
lett-metachromatische Firbung der Mast-Zell-Granula, welche sich vom blau gefirbten Zy-
toplasma und dem blass-blauen gefirbten Zellkern abhebt. Dies erlaubt die morphometri-
sche Bestimmung der jeweils vom Zytoplasma und vom Zellkern eingenommenen Fliche
und daraus folgend die Berechnung des Kern-Plasma-Verhaltnisses. Die auf Deckglisern
ausgesiten RBL-2H3-Zellen wurden fiir zwo6lf Stunden tiber Nacht mit antimikrobiellen An-
tikorpern gegen das Gram-negative Bakterium Borrelia burgdorferi oder gegen den einzelligen
Parasiten Toxoplasma gondii vorinkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit dem Degranu-
lations-Stimulanz Compound 48/ 80 zur exozytotischen Degranulation gebracht, mit Toluidin-
Blau gefirbt und mit Glycerin auf Objekttrigern montiert. Fir die Bestimmung des Kern-
Plasma-Verhiltnisses wurden fir jede Zelle die Gesamtzellfliche und die Fliche des Zell-
kerns manuell mit dem Programm ZEN 3.2 (Blue Edition, Zeiss, Jena) niherungsweise ge-
messen und der Anteil des Zytoplasmas an der Gesamt-Zell-Fliche berechnet. Als Kontrolle
dienten nicht mit Antikérper behandelte RBL-2H3-Zellen, die entweder mit Conzpound 48/ 80
stimuliert wurden, oder nicht-stimuliert blieben. Das Experiment wurde drei-mal mit je 32

vermessenen Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 22: Messung des Kern-Zytoplasma-Verhiltnisses von mit Toluidin Blau gefiarbten und mit
Compound 48/80 stimulierten RBL-2H3-Zellen. Lichtmikroskopische Aufnahmen bei 63-facher Vergto-
Berung. (a-c) Nicht-C48/80 stimulierte RBL-2H3-Zellen. () Unbehandelte nicht-stimulierte RBL-2H3-Kon-
troll-Zellen. (b) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikrper behandelte nicht-stimulierte RBL-2H3-Zellen. (c) Mit
Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper behandelte nicht-stimulierte RBL-2H3-Zellen. (d-f) C48/80 stimulierte RBL-
2H3-Zellen. (d) Unbehandelte C48/80-stimulierte RBL-2H3-Kontrollzellen. (e) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-An-
tikdrper behandelte C48/80-stimulierte RBL-2H3-Zellen. (£) Mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikétper behandelte
C48/80-stimulierte RBL-2H3-Zellen. (g) Diagramm der statistischen Auswertung des Anteils des Zytoplasmas
am Gesamt-Volumen von C48/80-stimulierten RBL-2H3-Zellen.

Wie auf Abbildung 22 zu sehen ist, zeigen Toluidin-Blau-gefirbte nicht vorbehandelte RBL-
2H3-Zellen nach einer Compound 48/ 80 stimulierten exozytotischen Degranulation eine deut-
liche Flichen-Reduktion des Zytoplasmas, das bei diesen Zellen noch einen Anteil von
47,3 % der Gesamtfliche ausmacht. Im Gegensatz dazu lag der Anteil des Zytoplasmas an
der Gesamtfliche von RBL-2H3-Zellen, die mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper vorbe-
handelt und dann mit Compound 48/ 80 stimuliert worden waren, bei einem deutlich héheren

Wert von 64,6 %. Dies entspricht einer um 17,3 % hoch-signifikant reduzierten Exozytose-
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Rate bei Zellen, die mit diesem Antikérper vorbehandelt waren, im Vergleich zu nicht vor-
behandelten aber mit Compound 48/80 stimulierten Kontrollzellen (**p < 0,001). Auch mit
Anti-Borrelia burgdorferi-Antikorper vorbehandelte, Componnd 48/80 stimulierte RBL-2H3-
Zellen wiesen eine leicht reduzierte Exozytose-Rate auf. Diese Reduktion betrug jedoch nur
3 % im Vergleich zu nicht vorbehandelten Kontrollzellen war aber nichtsdestotrotz signifi-
kant (*p < 0,05). Demnach verbleibt bei mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper vorbehandel-
ten und mittels Compound 48/80 zur exozytotischen Degranulation gebrachten RBL-2H3-
Zellen, eine deutlich héhere Menge an Mastzell-Granula im Zellinneren was als ein weiteres
Indiz dafiir gelten kann, dass die Interaktion des Antiserums gegen Toxoplasma gondii mit

CPLX2 zu einer Beeintrichtigung der Exozytose fiihrt (siche auch Tabelle 23).

Tabelle 23: Statistische Auswertung des Tests zum Zytoplasma-Volumens-Anteil mit Toluidin Blau
gefirbten RBL-2H3-Zellen. Die Test-Ansitze nicht-behandelte Kontrolle, Borrelia burgdorferi-Antik6rper-be-
handelt und Toxoplasma gondii-Antikérper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert des Zytoplasma-Volu-

men-Anteils, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

RBL-2H3- RBL-2H3- RBL-2H3-
Kontrolle «-Bbu o-Tgo
Mittelwert des Zytoplasma-Volumen-An- | 47,3 % 50,7 % 64,6 %
teils
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 107 % 136 %
P-Wert - 0,04 0,0003
Standardabweichung 1,54 1,31 2,1

3.10 Fluoreszenz-Mikroskopische Untersuchung des Einflusses eines
Antiserums gegen Borrelia burgdorferiund Toxoplasma gondii
auf Expression und subzellulire Lokalisation von CPLX2 in mit
Compound 48/80 stimulierten RBL-2H3-Zellen

Der Effekt einetr Compound 48/ 80 vermittelten Stimulation von unbehandelten und mit dem
Antiserum gegen Toxoplasma gondii behandelten RBL-2H3-Zellen auf die subzelluldre Loka-
lisation des Proteins CPLX2 wurde immunfluoreszenz-mikroskopisch untersucht. Die auf
Deckplatten ausgesiten RBL-2H3-Zellen wurden tiber Nacht mit den Antiseren gegen Bor-
relia burgdorferi und Toxoplasma gondii inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Compound
48/80 zur Degranulation gebracht. Zur Fixierung wurde eine 4 % -Paraformaldehyd-Loésung
verwendet und die Zellen mit einem 50 % Aceton-Methanol-Gemisch permeabilisiert. Als

Primir-Antikoper wurde ein Anti-CPLX2-Antiképer verwendet. Die Aufnahmen der Zellen
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wurden mittels eines Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskops (Axiophot, Zeiss, Jena Deutschland)
und eines darauf montierten digitalen Kamera-Systems (Axiocam, Zeiss, Jena, Deutschland)
erstellt und anschlieBend die Intensitit des CPLX2-spezifischen Fluoreszenzsignals mit dem
Programm Image] densitometrisch ausgewertet. Es wurden sowohl nicht-behandelte RBL-
2H3-Zellen als auch mit dem Antikérper gegen Borrelia burgdorferi vorbehandelte Zellen als
Kontrollen verwendet. Letzterer deswegen, weil dafiir keine Interaktion mit dem Protein
CPLX2 nachgewiesen werden konnte. Aufnahmen wurden von mit Compound 48/80 stimu-
lierten und nicht-stimulierten RBL-2H3-Zellen angefertigt. Pro Testreihe wurden jeweils 96

densitometrische Werte erhoben.
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Abbildung 23: CPLX2-Intensitits-Bestimmung Post- Compound 48/80-Stimulation in RBL-2H3-Zel-
len. Aufnahmen bei 63-facher VergroBerung. (a-c) Nicht mit Componnd 48/ 80 stimulierte RBL-2H3-Zellen. (a)
Unbehandelte RBL-2H3-Kontrolle. (b) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikérper behandelte RBL-2H3-Zellen. (c)
Mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper behandelte RBL-2H3-Zellen. (d-f) Compound 48/80 stimulierte RBL-
2H3-Zellen. (d) Unbehandelte Compound 48/80 stimulierte RBL-2H3-Kontrollzellen. (¢) Mit Anti-Borrelia burg-
dorferi-Antikérper behandelte Compound 48/80 stimulierte RBL-2H3-Zellen. (f) Mit Anti-Toxoplasma gondii-An-
tikdrper behandelte Componnd 48/80 stimulierte RBL-2H3-Zellen. (g) Diagramm der statistischen Auswertung
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der Fluoreszenz Intensititen des Anti-CPLX2-Antikérpers an RBL-2H3-Zellen in Abhingigkeit von der jewei-
ligen Vorbehandlung bzw. der Stimulierung der Zellen.

Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, konnte im Vergleich zu nicht-behandelten mit Compound
48/80 stimulierten RBL-2H3-Kontroll-Zellen, bei mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikbrper
vorbehandelten und mit Compound 48/80 stimulierten RBL-2H3-Zellen eine um 15 % signi-
fikant verminderte CPLX2-Intensitit (***p < 0,0001) nachgewiesen werden. Eine deutlich
starkere ebenfalls signifikante Reduktion von ca. 50 % zeigte sich bei mit Anti-Toxoplasma
gondii-Antikorper vorbehandelten RBL-2H3-Zellen (***p < 0,0001). zellmorphologisch fiel
dabei (Abb. 18d, e) eine verinderte Fortsatzbildung der unbehandelten RBL-2H3-Kontrolle
und der mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikrper behandelten RBL-2H3-Zellen auf. Im Gegen-
satz dazu ist bei mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper behandelten RBL-2H3-Zellen (Abb.
18f) keine Fortsatzbildung erkennbar. Es zeigt sich jedoch eine im Vergleich zu den anderen
Behandlungen auffillige granulire Verteilung der CPLX2-Immunreaktivitit (siche auch Ta-
belle 24).

Tabelle 24: Statistische Auswertung des CPLX2-Immunfluoreszenz-Tests von mit Compound 48/80
stimulierten RBL-2H3-Zellen. Die Test-Ansitze nicht-behandelte Kontrolle, Borrelia burgdorferi-Antikérper-
behandelt und Toxoplasma gondii-AntikSrper-behandelt sind aufgetragen nach: Mittelwert der CPLX2-Intensitit,

Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung

RBL-2H3-Kontrolle RBL-2H3-x-Bbu RBL-2H3-«-Tgo
Mittelwert der CPLX2- 69663 59371 34945
Intensitit
Verhiltnis zur Kontrolle 100 % 85 % 50 %
P-Wert - 0,014 0,0002
Standardabweichung 12096 8992 5427
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3.11 Ki-67-Zell-Proliferations-Test mit SH-SY5Y- und T-47D-Zellen

Die mitotische Zellteilung und die damit einhergehende Vermehrung der Zellen, die soge-
nannte Zell-Proliferation ist abhingig von externen Stimuli wie den Wachstumsfaktoren. Die
Protein-Familie der Epithelial Growth Factor Receptors umfasst auch die die Gruppe der ERBB-
Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche in der Lage sind, spezifische Wachstumsfaktoren als Lig-
anden zu binden und iber die resultierende Aktivierung der intrazellulir liegenden Kinase-
Domine eine wachstums- und proliferationsfordernde Signalkaskade in Gang zu setzen. Mit
dem Ki-67-Zell-Proliferations-Test sollte von daher geklirt werden, ob die Interaktion des
Antiserums gegen Borrelia burgdorferi mit ERBB3 einen Effekt auf die Tyrosin-Kinase-Aktivi-
tit dieses Rezeptors und damit auf die Proliferation von SH-SY5Y- und T-47D-Zellen hat.
Ki-67 ist dabei ein Protein, das im Zellkern aktiv sich teilender Zellen gebildet wird, so dass
tber dessen Nachweis die Proliferationsrate einer Zellpopulation durch Immunfluoreszenz
untersucht werden kann. Daftir wurden SH-SY5Y- und T-47D-Zellen auf Deckgldsern aus-
gesit und tiber Nacht mit den Antiseren gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii fir
zwOlf Stunden vorinkubiert. Als Primir-Antikorper wurde ein Antikorper gegen das Protein
Ki-67 eingesetzt. Als Gegenfirbung zur Ermittlung der Gesamt-Zell-Zahl wurde eine DAPI-
Fluoreszenz-Firbung benutzt. Als Kontrolle wurden nicht vorinkubierte SH-SY5Y- und T-
47D-Zellen genutzt. Als Kontroll-Antikorper bei der Vorbehandlung der Zellen wurde der
Anti-Toxoplasma gondii-Antikorper verwendet, da dieser nachweislich keine Interaktion mit
dem Protein ERBB3 aufweist. Die Aufnahmen der Zellen wurden mit einem Auflicht-Fluo-
reszenz-Mikroskope (Axiophot, Zeiss, Jena, Deutschland) und einem darauf montierten di-
gitalen Kamera-System (Axiocam, Zeiss, Jena, Deutschland) erstellt, und die Ki-67-postiven

Zellen sowie die Gesamtzellzahl durch manuelle Auszihlung ermittelt.
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Abbildung 24: Bestimmung der Expression des Proliferations-Markers Ki-67 von SH-SY5Y- und T-
47D-Zellen. Aufnahmen bei 40-facher VergroBerung. (a-c) Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in
SH-SY5Y-Zellen (a) Unbehandelte SH-SY5Y-Kontrolle. (b) Mit Anti-Borrelia burgdorferi- Antikérper behandelte
SH-SY5Y-Zellen. (c) Mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper behandelte SH-SY5Y-Zellen. (d) Diagramm der
statistischen Auswertung einer Serie von Aufnahmen wie in den Bildern (a-c) gezeigt. Prozentuales Verhiltnis
der Ki-67 positiven Zellkerne der mit Antiseren gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii behandelten SH-
SY5Y-Zellen. (e-g) Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in T-47D-Zellen (¢) Unbehandelte T-47D-
Kontrolle. (f) Mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikérper behandelte T-47D-Zellen. (g) Mit Anti-Toxoplasma gondii-
Antikoérper behandelte T-47D-Zellen. (h) Diagramm der statistischen Auswertung einer Serie von Aufnahmen
wie in den Bildern (e-g) gezeigt. Prozentuales Verhiltnis der Ki-67-positiven Zellkerne der mit Antiseren gegen
Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii behandelten T-47D-Zellen.

Wie auf Abbildung 24 zu schen ist, zeigt der mittels Fluoreszenz-Mikroskopie ausgewertete
Ki-67-Zell-Proliferations-Test fiir die nicht-behandelte SH-SY5Y-Kontrolle einen Anteil
von 30 % Ki-67-positiver Zellkerne und damit nicht in der Go-Phase befindlicher proliferie-
render Zellen. Die mit den Antiseren gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii vorbe-

handelten SH-SY5Y-Zellen zeigen demgegeniiber eine Abnahme des Anteils Ki-67-positiver
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Zellkerne, wobei nur die Vorbehandlung mit dem Anti-Borrelia burgdorferi- Antikorper eine
signifikante Abnahme von 25 % im Vergleich zur nicht-behandelten SH-SY5Y-Kontrolle
auszulosen vermag (*p < 0,05). Fir die unbehandelte T-47D-Kontrolle konnte ein im Ver-
gleich zur SH-SY5Y- Kontrolle héheres Verhiltnis an Ki-67-positiven Zellkernen von
51 % ermittelt werden. Fur die mit den Antiseren gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma
gondii behandelten T-47D-Zellen konnte keine signifikante Abnahme des Verhiltnisses der
Ki-67-positiven Zellkerne im Vergleich zur unbehandelten T-47D-Kontrolle gezeigt werden
(siche auch Tabelle 25).

Tabelle 25: Statistische Auswertung zum Ki-67-Zell-Prolifertaions-Tests mit SH-SY5Y- und T-47D-
Zellen. Die Test-Ansitze nicht-behandelte Kontrolle, Borrelia burgdorferi-AntikSrper-behandelt und Toxoplasma
gondji-AntikSrper-behandelt sind aufgetragen nach Mittelwert des Verhiltnis Ki-67-positiver zu DAPI-positiven
Zellkernen, Verhiltnis zur Kontrolle, P-Wert und Standardabweichung.

SH-SY5Y- SH-SY5Y- SH-SY5Y- T-47D- T-47D- T-47D-
Kontrolle a-Bbu «-Tgo Kontrolle «-Bbu a-Tgo
Mittelwert des Verhilt- | 0,308 0,231 0,229 0,516 0,454 0,479
nis Ki-67-positiver zu
DAPI-positiven  Zell-
kernen
Verhailtnis zur Kontrolle | 100 % 75 % 74 % 100 % 88 % 93 %
P-Wert - 0,023 0,052 - 0,14 0,27
Standardabweichung 0,045 0,028 0,055 0,088 0,021 0,048

3.12 Auszihlung der Mitosefiguren von DAPI-gefiarbten SH-SY5Y-
und T-47D-Zellen als weitere Methode zur Bestimmung der

Proliferationsrate

Als Mitosefiguren werden charakteristische Anordnungen der zelluliren Chromosomen
wihrend der Zellteilung bezeichnet. Je nach Mitosephase (Pro-, Meta- und Anaphase) kon-
nen verschieden Figuren identifiziert werden. Da nur Mitose betreibende und damit aktiv
proliferierende Zellen Mitosefiguren aufweisen, kann eine Zahlung der Mitosefiguren einen
Rickschluss auf die Proliferationsrate einer Zell-Linie geben. Mittels der Mitosefigur-Zah-
lung wurde der Effekt des Antiserums gegen Borrelia burgdorfer: auf die Proliferationsrate von
SH-SY5Y- und T-47D erneut untersucht. Die auf Deckglischen ausgesiten Zellen wurden
dafir iber Nacht mit den Antiseren gegen Borrelia burgdorferi und Toxoplasma gondii vorbehan-
delt. Die Zellen wurden dann fixiert und mit einem speziellen Eindeckmedium, das den Flu-

oreszenzfarbstoff DAPI enthielt auf Objekttrigern aufgebracht. Die manuelle Auszihlung
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der Zellen wurde mit einem Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena,
Deutschland) durchgefiihrt. Es wurden pro Test-Ansatz 50 Hauptgesichtsfelder ausgezahlt,
in Mitose-Figuren pro mm® umgerechnet und im Verhiltnis zur nicht-behandelten Kontrolle
dargestellt. Als Kontrolle wurden nicht-vorbehandelte SH-SY5Y- und T-47D-Zellen ge-
nutzt. Als Kontroll-Antikérper fir die Vorbehandlung diente der Anti-Toxoplasma gondii-An-
tikérper, der keine Interaktion mit dem ERBB3-Rezeptor aufweist.

a Effekt der «-Bbu-/«-Tgo- Effekt der «-Bbu-/u-T'go-
Behandlung auf Mitosefigur- Behandlung auf Mitosefigur-
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Abbildung 25: Statistische Auswertung der Mitose-Figuren-Anzahl pro mm2 in DAPI-gefirbten SH-
SY5Y- und T-47D-Zellen. (a) Diagramm der statistischen Auswertung der Zahl an Mitosefiguren in SH-
SY5Y-Zellen in Abhingigkeit von der Vorbehandlung mit Erreger-spezifischen Antiseren. (b) Diagramm der
statistischen Auswertung der Zahl an Mitosefiguren in T-47D-Zellen in Abhingigkeit von der Vorbehandlung
mit Erreger-spezifischen Antiseren. Dargestellt ist jeweils das prozentuale Verhiltnis der Anzahl an Mitosefi-
guren bei mit Antikérpern vorbehandelten Zellen zur Anzahl an Mitosefiguren in nicht vorbehandelten Kon-

troll-Zellen.

Wie die beiden Diagramme in Abbildung 25 zeigen, weisen DAPI-gefirbte SH-SY5Y-Zellen,
die mit Anti-Borrelia burgdorferi-Antikérper vorbehandelt worden waren, im Vergleich zu nicht
vorbehandelten Kontrollzellen eine hochsignifikante Abnahme der Mitosefiguren um
33 % (**p < 0,01) auf. Eine vergleichbare signifikante Abnahme an Mitosefiguren, um
20 % (*p < 0,05) konnte auch in mit Anti-Toxoplasma gondii-Antikérper behandelten SH-
SY5Y-Zellen festgestellt werden. Fur die Zell-Linie T-47D waren im Gegensatz dazu keine
signifikanten Effekte einer Vorbehandlung mit den beiden Erreger-spezifischen Antiseren
auf die Rate an Mitosefiguren beobachtbar (siche auch Tabelle 206).
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Tabelle 26: Statistische Auswertung zur Mitosefiguren-Rate mit SH-SY5Y- und T-47D-Zellen. Die
Test-Ansitze nicht-behandelte Kontrolle, Borrelia burgdorferi-Antik6rper-behandelt und Toxgplasma gondii-Anti-
korper-behandelt sind aufgetragen nach DAPI-positiven Mitosefiguren pro mm2, Verhiltnis zur Kontrolle, P-

Wert und Standartabweichung.

SH-SY5Y- SH-SY5Y- SH-SY5Y- T-47D- T-47D- T-47D-
Kontrolle «-Bbu a-Tgo Kontrolle «-Bbu o-Tgo
DAPI-positive Mitose- | 15,9 10,5 13 15 14,5 144
figuren pro mm?
Verhiltnis zur Kon- | 100 % 67 % 82 % 100 % 97 % 96 %
trolle
P-Wert - 0,017 0,052 - 0,44 0,41
Standartabweichung 1,8 1,6 0,7 3,1 2,7 1,2

3.13 ERBB3-Phosphorylierungs-Assay mit SH-SY5Y- und T-47D-Zell-
Lysat

Eine weitere Moglichkeit Effekte eines Antiserums gegen Borvelia burgdorferi auf den Tyrosin-
kinase-Rezeptor ERBB3 sichtbar zu machen, besteht in der Bestimmung des Phosphorylie-
rungsgrades dieses Rezeptors nach einer Stimulierung mit seinem spezifischen Liganden
NRG-1. Eine Liganden-abhingige Aktivierung von ERBB3 fiihrt dabei zu einer Phosphory-
lierung der intrazelluliren Domine des Rezeptors an verschiedenen Aminosduren, darunter
auch des an Position Y1289 gelegenen Tyrosins. Eine Anderung des Aktivierungs-Grades
der Rezeptor-Domine z.B. aufgrund einer Interaktion mit einem antibakteriellen Antiserum
sollte von daher zu einer verinderten Tyrosin-Phosphorylierung an Position Y1289 fiihren.
Zur Quantifizierung der Phosphorylierung von ERBB3 an Position Y1289 wurde ein Anti-
korper verwendet, der spezifisch an das Epitop mit phosphoryliertem Tyrosin in Position
Y1289 bindet.
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Abbildung 26: Phosphorylierungs-Assay der Rezeptor-Tyrosinkinase ERBB3 von behandelten SH-
SY5Y- und T-47D-Zellen. (a) Signal der Phosphotylierung des Tyrosins an Position Y1289 von behandelten
SH-SY5Y-Zellen. (b) Signal der Phosphorylierung des Tyrosins an Position Y1289 von behandelten T-47D-
Zellen. (c-d) Kontroll-Immun-Detektion zum Nachweis des Proteins ERBB3.

Wie in Abbildung 26 zu sehen, wiesen die mit Antiserum gegen Borrelia burgdorferi und Toxo-
plasma gondii behandelten SH-SY5Y-und T-47D-Zellen keine Anderung des Phosphorylie-
rungs-Grades des Tyrosins an Position Y1289 auf. Zwar konnte in den untersuchten Zell-
Linien eine Expression der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3 in unterschiedlichem Grad
nachgewiesen werden. In SH-SY5Y-Zellen zeigte sich jedoch keine Bindung des spezifischen
Antikoérpers gegen phosphoryliertes ERBB3. Lediglich bei der Zell-Linie T-47D war eine
ausgeprigte Reaktion auf eine Stimulation des ERBB3-Rezeptors mit NRG-1 hinsichtlich
einer Phosphorylierung an Position Y1289 sichtbar. Eine quantifizierbare Anderung dieser
Stimulierung in mit Erreger-spezifischen Antiseren vorbehandelten Zellen konnte aber in

keinem der Versuche nachgewiesen werden.

Um zu tUberpriifen, ob eine Bindung eines spezifisch gegen ERBB3 gerichteten Antiképers
zu einer Anderung des Phosphorylierungs-Grades der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3
fihrt, wurde der Versuch mit Anti-ERBB3-Antiserum vorbehandelten SH-SY5Y- und T-

47D-Zellen unter sonst gleichen Bedingungen wiederholt.
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Abbildung 27: Phosphorylierungs-Assay der Rezeptor-Tyrosinkinase ERBB3 von SH-SY5Y- und T-
47D-Zellen. (a) Signal der Phosphorylierung des Tyrosins an Position Y1289 von behandelten SH-SY5Y-Zel-
len. (b) Signal der Phosphorylierung des Tyrosins an Position Y1289 von behandelten T-47D-Zellen.



Ergebnisse 78

Wie in Abbildung 27 zu sehen, konnte auch in diesem Fall in mit Antiserum gegen ERBB3
vorbehandelten SH-SY5Y- und T-47D-Zellen keine Anderung des Phosphorylierungs-Gra-
des der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3 nachgewiesen werden. Es konnte kein phospho-
ryliertes ERBB3 in SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen werden. Die Zell-Linie T-47D zeigte
keine Anderung des Phosphorylierungs-Grades in den mit dem Antiserum gegen ERBB3

vorbehandelten Test-Ansatzen.

3.14 Epitop-Kartierung mittels Bepipred Linear Epitope Prediction
2.0und DiscoTope 2.0 der Immune Epitope Database

Eine mégliche Antwort auf die Frage, wie es tiberhaupt zu den hier beschriebenen Interak-
tionen antibaktetieller Antiseren mit humanen fétalen Proteinen kommen kann, besteht im
Auftreten strukturell ahnlicher Dominen, die sowohl in humanen fotalen als auch in bakte-
riellen Proteinen vorkommen. Aufgrund solcher Ahnlichkeiten wiren antibakterielle Anti-
korper nicht mehr in der Lage zwischen bakteriellen und humanen Antigenen zu unterschei-
den und wiirden somit an beide Proteinklassen binden, ein Mechanismus, der mit dem Be-
griff der molekularen Mimikry umschrieben wird. Um der Frage nachzugehen, ob dieses
Phinomen auch auf die hier untersuchten Proteine zutreffen kénnte, wurden diese mit den
Programmen Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und DiscoTope 2.0 der Immune Epitope Data-
base auf das Vorliegen struktureller Ahnlichkeiten zu Proteinen der Pathogene, gegen welche
die hier verwendeten Erreger-spezifischen Antiseren gerichtet waren (Borrelia burgdorferi,

Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und Toxoplasma gondii) untersucht.

Dazu wurden zunichst die Aminosiure-Sequenzen der Proteine ASTN2, ERBB3 und SYT5
mit dem Programm Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 auf Epitope untersucht. Dieses Pro-
gramm ist aufgrund eines speziellen Algorithmus in der Lage lineare (kontinuierliche)
Epitope in der Primir-Struktur von Proteinsequenzen zu erkennen, welche fur eine Erken-
nung durch Antikérper besonders pridestiniert sind. Die Sequenzen der Proteine ASTN2,
CPLX2, ERBB3 und SYT5 wurden dafiir im sog. F.ASTA-Format verwendet. Die von Be-
pipred Linear Epitope Prediction 2.0 identifizierten Epitope wurden dann noch mit dem Pro-
gramm DiscoTope 2.0 untersucht, das in der Lage ist aus diskontinuierlichen Sequenzen rdum-
lich zusammengesetzte Epitope in drei-dimensionalen Proteinstrukturen zu erkennen. Die
drei-dimensionalen Protein-Strukturen der hier untersuchten Proteine wurden dafiir mittels
PDB-Codes (Protein Data Bank) in dieses Programm eingegeben und auf die statistische
Epitop-Wahrscheinlichkeit der gefalteten Aminosiure-Sequenz, die rdumliche Orientierung
der beteiligten Aminosaure-Restgruppen und schlieBlich deren Oberflichen-Zuginglichkeit
fir Antikorper hin untersucht. Leider standen fur diese Untersuchungen nur die Strukturen
der Proteine ASTN2, ERBB3 und SYT5 zur Verfligung, da eine eindeutige kristallographi-
sche Entschlisselung des Proteins CPLX2 bislang nicht vorliegt. Die ermittelten Epitop-
Sequenzen der fétalen Proteine wurden dann mithilfe des Algnment-Tools BLAST auf Se-
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quenz-Ahnlichkeiten von Proteinen der Pathogene Borrelia burgdorfers, Campylobacter jejuni, He-
licobacter pylori und Toxoplasma gondii untersucht. Die mit den Epitopen fétaler Proteine tiber-
einstimmenden Sequenzen von der Erreger-Proteinen wurden ebenfalls anhand der Pro-
gramme Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und DiscoTope 2.0 auf die statistische Wahrschein-
lichkeit Teil eines Epitopes zu sein Giberprift. Dabei wurde das Proteom von Borrelia burg-
dorferi (Taxonomic-1D: 139), Campylobacter jejuni (Taxonomic-1D: 197), Helicobacter pylori (Ta-
xonomic-1D: 210) und Toxoplasma gondii (Taxonomic-ID: 5811) mittels BL.AST tuberpriift.
Als Kontrolle wurde das Verfahren mit struktur-dhnlichen f6talen Proteinen wiederholt, wel-

che keine Interaktionen mit den Erreger-spezifischen Antiseren aufwiesen.
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Abbildung 28: Epitop-Kartierung des humanen Proteins ERBB3 mittels Bepipred Linear Epitope Pre-
diction 2.0 und DiscoTope 2.0. (a) Riumliche Struktur der Extrazellulir-Domine des Proteins ERBB3,
dargestellt im Jmol-Format. Gelb leuchtende Aminosiure-Reste entsprechen den mittels DiscoTope 2.0 identifi-
zierten diskontinuierlichen Epitopen. Der rot-eingerahmte Teil der Abbildung stellt das Epitop zwischen Ami-
nosdure-Position 366 und 378 dar. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Jmol: an gpen-
source Java viewer for chemical structures in 3D. (b) Die mit Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 identifizierten linearen
Epitope des Proteins ERBB3 sind als gelbe Fliche dargestellt. Der rot-eingerahmte Teil der Abbildung stellt
das Epitop zwischen Aminosiure-Position 366 und 378 dar. (c) Aminosiure-Sequenz des Epitopes von Ami-
nosdure-Position 366 bis 378 des Proteins ERBB3. (d) Aminosiure-Sequenz des Epitopes von Aminosdure-
Position 87 bis 93 des Proteins Erp Lipoprotein. (e) Die mit Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 identifizierten
linearen Epitope des Proteins Erp Lipoprotein sind als gelbe Fliche dargestellt. Die Nutzung der Abbildungen
(b) und (e) erfolgt mit freundlicher Genehmigung der IEDB und der Autoren des Programms Bepipred Linear
Epitope Prediction 2.0.
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Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, konnte im Ergebnis immerhin eine Epitop-Sequenz [366-
THR-GLY-LEU-ASN-GLY-ASP-PRO-TRP-HIS-LYS-ILE-PRO-ALA-378] des Proteins
ERBB3 sowohl als ein lineares (kontinuierliches) Epitop als auch als das einzig groflere dis-
kontinuierliche (rdumliche) Epitop identifiziert werden, welches auch ein Pendant auf einem
Protein des zugehorigen Erregers Borrelia burgdorferi autwies. Es zeigte sich dabei, dass durch
das Programm BI.AST zunichst mehrere Proteine des Bakteriums Borrelia burgdorferi mit
Epitopen identifiziert werden konnten, die eine zum ERBB3 Epitop dhnliche Sequenz auf-
weisen. Von diesen Proteinen konnte jedoch mit dem Programm Bepipred Linear Epitope Pre-
diction 2.0 nur fur das bakterielle Protein Erp family outer-surface-Lipoprotein (INCBI Reference
Sequence: WP_106007531.1) ein sowohl in der Sequenz [87-THR-GLY-LEU-ASN-VAL-
ASP-PRO-93] als auch in der dreidimensionalen Struktur iibereinstimmendes Epitop mit

ausreichender Bindungswahrscheinlichkeit nachgewiesen werden.

Zwar konnte auch auf dem Protein ASTN2 ein oberfliachliches Epitop ermittelt werden, das
mit einem Protein des Bakteriums Helicobacter pylori strukturelle Ahnlichkeiten aufweist. Da-
bei schlug jedoch die Kontrolluntersuchung mit dem verwandten Protein ASTN1 fehl, da
das gefundene Epitop auch bei diesem Protein gefunden werden kann, obwohl eine Interak-
tion des Antiserums gegen Helicobacter pylori mit diesem Protein nicht nachgewiesen wurde.
Eine Bindung des Antiserums gegen Helicobacter pylori an ASTN2 tber dieses Epitop ist von
daher aufgrund der fehlenden Spezifitit zwar grundsitzlich méglich, jedoch wenig spezifisch.
Dem Protein SYT5 konnte kein eindeutiges oberflichliches Epitop auf einem Protein des

Bakteriums Helicobacter pylori zugewiesen werden.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen die Bindung verschiedener Bakterien-spezi-
fischer Antikérper an unterschiedliche neuronale Antigene, deren funktionelle Konsequen-
zen dann anhand einzelner ausgewihlter Beispiele genauer charakterisiert wurden. Die Er-
gebnisse dieser Versuche legen den Schluss nahe, dass ein solcher Mechanismus sehr wahr-
scheinlich an der Auslésung neuronaler Auto-Immun-Erkrankungen beteiligt ist. Im Folgen-
den sollen daher einerseits verschiedene bereits bekannte Mechanismen pathologischer An-
tikorper-Interaktionen im Kontext mit den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen disku-
tiert werden. Andererseits soll auch eine kritische Auseinandersetzung mit den verwendeten
Methoden sowie mit den in diesem Zusammenhang auftretenden wissenschaftlich-ethischen

Fragestellungen erfolgen.

4.1 Antibakterielle Antikorper als Ausléser von Auto-Immun-
Enzephalitiden und ihr Einfluss auf die f6tale
Gehirnentwicklung

Aufgrund bakterieller Infektionen gebildete maternale Antikorper des IgG-Subtyps kénnen
transplazentar in das fétale Blut gelangen und dadurch mit Proteinen des fotalen Gehirns in
Kontakt kommen. Binden solche Antikérper an ein solches Protein kénnen sie aufgrund
dieser Kreuz-Reaktivitit als neuronale Auto-Antikorper agieren und dadurch die Funktion
des betroffenen Proteins beeintrichtigen. Dies wiederum kann die Funktionalitit ganzer
Zell-Gruppen, welche das entsprechende Protein exprimieren, beeintrichtigen. Im Extrem-
fall kann dadurch aufgrund der Aktivierung weiterer immunologischer Mechanismen eine
Enzephalitis ausgel6st werden, welche zum Untergang betroffener Zellen und Hirn-Areale
fithren kann. Auch eine durch Auto-Antikérper ausgeléste Stérung der Proliferation neuro-
naler Vorlduferzellen wihrend der frithen Gehirnentwicklung wire denkbar, welche langfris-
tig zu Veranderungen der Struktur des adulten Gehirns beitragen kann. Eine solche Storung
wird als entwicklungsbiologische Grundlage einer Vulnerabilitit betroffener Patienten ange-
sehen, im spiteren Leben an einer neuropsychiatrischen Erkrankung wie der Schizophrenie
zu erkranken. Bei Vorliegen einer solchen Vorbelastung kann es dann, wie im sog. Diathese-
Stress-Modell postuliert, bei erthohter psychischer Belastung der Betroffenen zur Manifesta-
tion einer Psychose kommen, obwohl zu diesem Zeitpunkt kein aktiver Entziindungs-Pro-
zess und kein auslésendes Agens mehr nachgewiesen werden kann. Mit der modernen Bild-
gebung konnen strukturelle und funktionelle Anderungen im Gehirn von Schizophrenie-
Patienten nachgewiesen werden. Diese umfassen unter anderem eine ausgedehnte Volumen-
Abnahme grauer Materie im Neokortex und in subkortikalen Regionen sowie eine reduzierte
Aktivitit des medialen prafrontalen Kortex, des linken Hippocampus, des posterioren Gyrus
cinguli und des Precunens (Birur et al. 2017). Méglicherweise konnten diese Anderungen auf

eine wihrend der Neurogenese stattgehabte immunologische Beeinflussung hindeuten.
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In den folgenden Abschnitten soll der Frage nachgegangen werden, wie maternal produzierte
Antikérper mit méglichen Ziel-Antigenen jenseits der fotalen Blut-Hirn-Schranke (BHS) in
Kontakt treten kénnen, welche Auswirkungen bereits bekannte neuronale Auto-Antikorper
auf das ZNS haben und wie die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Antikérper-

Interaktionen in diesen Kontext einzuordnen sind.

411 Die Blut-Hirn-Schranke und ihre Uberwindung durch Auto-Antikérper

Damit Auto-Antikérper mit ihren Ziel-Antigenen interagieren kénnen und zu einer Beein-
flussung der ZNS-Funktion oder einer Enzephalitis fithren, miissen die Immunglobuline zu-
nichst einmal in das ZNS gelangen. In dieses System zu gelangen ist jedoch fir Antikérper
nicht trivial, so stellt das ZNS ein immunologisch privilegiertes System dar, welches sich
selbst durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und die Blut-Liquor-Schranke (BLS) vor dem
Eindringen von Plasma-Proteinen wie den Immunglobulinen schiitzt. Im Folgenden werden
die Eigenschaften der adulten sowie der fotalen BHS als auch der BLS dargelegt und welche
Wege zur Uberwindung durch Auto-Antikérper bekannt sind.

4.1.1.1 Die adulte Blut-Hirn-Schranke

Viele Eigenschaften der fétalen BHS sind noch nicht genau verstanden oder erforscht. Ei-
nige Eigenschaften der fotalen Blut-Hirn/Liquor-Schranken iiberschneiden sich mit denen
der adulten, weshalb sich einige der Erkenntnisse tber die adulte Barriere-Funktion auch auf
die fotale BHS anwenden lassen. Die adulte BHS stellt eine hoch-selektive Barriere zwischen
dem Blutkreislauf und dem ZNS dar. Nihstoffe und Metabolite werden streng reguliert tiber
Endothel-Zellen ausgetauscht. Ein parazellulirer Transport von Molekiilen tber die fétale
als auch die adulte BHS kann durch dichte Zell-Zell-Kontakt-Proteine, die Tight-Junctions,
verhindert werden. Wahrend bisher kein aktiver Antikdrper-Transport identifiziert wurde,
konnten verschiedene Zustinde, die zu einer gesteigerten Permeabilitit der BHS fihren, be-
reits belegt werden. Entziindungsprozesse im Rahmen von Infektionen, Auto-Immun-Er-
krankungen oder Tumoren, welche zur Ausschiittung verschiedener inflammatorischer Zy-
tokine wie IL-16, TNF-o, CCL-2 und IL-17A fithren, konnen Gber eine Modifikation der an
der Barriere-Funktion beteiligten Proteine die Integritit der BHS beeinflussen (Platt et al.
2017). Auto-Antikdrper selbst sind in der Lage die Permeabilitit der BHS zu manipulieren.
Auto-Antikérper gegen den NR2-Glutamat-Rezeptor, wie sie bei Menschen die an einem
systemischem Lupus Erythematodes leiden, zu finden sind, fithren zu einer vermehrten Aus-
schiittung von permeabilisierenden Zytokinen und zu einer gesteigerten Expression von
VCAM-1 und ICAM-1, welche die Infiltration von Lymphozyten erleichtern (Yoshio et al.
2013). Dartiber hinaus ist das Endothel der zentral nervésen zirkum-ventrikuliren Organe

fenestriert und weist daher eine erhéhte Permeabilitit auf (Morita und Miyata 2012).
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4.1.1.2 Die adulte Blut-Liquor-Schranke

Die BLS stellt eine Barriere zwischen dem Blut-Kreislauf und den zentral nervosen Liquor-
Ridumen dar. Die Zellen des Plexus Choroidens bilden diese Barriere und produzieren einen
Grof3teil des Liquors. Die BLS besitzt im Unterschied zur Blut-Hirn-Schranke teilweise
fenestrietes Endothel, Blut-Proteine und Immunglobuline kénnen daher leichter durch pas-
sive Diffusion diese Barriere Giberwinden und in den Liquor gelangen (Tumani et al. 2018).
Auto-Antikérper wie sie unter anderem bei der NMDAR-Enzephalitis zu finden sind, tiber-
winden diese Barriere und werden im Rahmen einer Basis-Diagnostik im Liquor der Be-
troffenen nachgewiesen (Zuliani et al. 2012). Doch kénnen Antikorper, welche in den Liquor
gelangen auch direkt mit neuronalem Gewebe interagieren? Hinweise fiir diese These liefern
Experimente mit Auto-Antikérpern, die aus menschlichem Serum isoliert worden sind.
Auto-Antikorper gegen Aquaporin-4, die auslésenden Immunglobuline der Erkrankung
Neuromyelitis Optica kénnen direkt aus dem Liquor in das Hirn-Parenchym gelangen und
Erkrankungs-spezifische Symptome auslésen (Morch et al. 2018). Eine Bestitigung eines

solchen Effektes mit Immunglobulinen in Foten steht bisweilen aus.

4.1.1.3 Die fotale Blut-Hirn-Schranke

Der funktionelle Zustand der fotalen BHS ist ein Gegenstand kontroverser Diskussionen.
Die frithere Annahme, dass die BHS des fétalen Gehirns noch nicht voll funktionsfihig ist,
hat sich nicht bestatigt. Versuche mit Saugetieren haben gezeigt, dass unter nicht-pathologi-
schen Bedingungen Plasma-Proteine die f6tale BHS nicht in signifikanten Mengen tiberwin-
den. Die Barriere-Funktion ist damit bereits effektiv an das sich entwickelnde ZNS angepasst
(Saunders et al. 2012). Demgegeniiber steht jedoch eine hohere Fragilitit der fotalen zereb-
ralen Blut-Kapillaren und damit der fétalen BHS. Eine systemische Stérung wie z.B. eine
Entziindung kann daher sehr viel leichter als beim adulten Gehirn zu einer mechanischen
Stérung der Barriere-Funktion fithren und es so Plasma-Proteinen ermdglichen in das ZNS
einzudringen. Dieser pathologische Prozess konnte bereits in Tierversuchen fur Kapillaren
in der weillen Hirn-Substanz nachgewiesen werden (Stolp et al. 2005; Stolp und Dzie-
gielewska 2009).

4.1.1.4 Die fotale Blut-Liquor-Schranke

Eine weitere mogliche Eintrittsstelle von Plasma-Proteinen wie den Immunglobulinen in das
fotale ZNS konnte dhnlich wie bei Erwachsenen deren Aufnahme aus dem Liquor sein. Ein
fotaler Protein-Transfer aus dem Blut in den Liquor iiber den Plexus choroideus ist seit ei-
niger Zeit belegt (Seller und Adinolfi 1975). In Experimenten mit Ratten konnte nachgewie-
sen werden, dass manche Plasma-Proteine aus dem Liquor direkt in das ZNS gelangen kon-
nen (Dziegielewska et al. 2000). Die Menge an aufgenommenen Proteinen aus dem Liquor
korreliert dabei positiv mit der Stirke eines Entziindungsprozesses und fuhrt zu einer ge-
storten Entwicklung des fétalen Kortex in Mausen (Stolp et al. 2011). Jedoch bleibt nach wie

vor unklar, welche Mengen an Plasma-Proteinen und Immunglobulinen durch Uberwindung
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der BHS oder durch den direkten Transfer aus dem Liquor in das ZNS gelangen kénnen

und wie folgenschwer das Ausmal3 eines verursachten Schadens ist.

4.2 Neuronale Auto-Antikérper

Ein breites Spektrum an neuronalen Auto-Antikérpern ist bereits bekannt, ihre Entstehung
und deren pathologische Mechanismen sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Man kann
diese Antikérper in obligat Tumor assoziierte und fakultativ Tumor assoziierte Auto-Anti-
korper einteilen. Fakultativ Tumor assoziierte Auto-Antikérper konnen auch ohne nachweis-
bare Tumor-Erkrankung auftreten, die Ziel-Antigene dieser AntikOrper liegen meist memb-
ran-gebunden auf Zell-Oberflichen vor und kénnen somit leichter mit Antikérpern intera-
gieren. Obligat Tumor assoziierte Antikérper treten im Rahmen eines paraneoplastischen
Syndroms bei Tumor-Erkrankungen auf und sind immunologisch gegen Tumor-Antigene
gerichtet, hdufig sind die auto-immunologischen Ziel-Antigene intrazellulir gelegen. In den
folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Experimente zu den Proteinen ASTN2 und
ERBB3 als Membran-gebundene Ziel-Antigenen und zu den Proteinen SYT5 und CPLX2

als intrazellulir gelegene Ziel-Antigene diskutiert.

4.2.1 Auto-Immun-Enzephalitiden ausgelost durch Antikérper-Interaktionen mit

Membran-Proteinen

Fakultativ Tumor assoziierte Auto-Antikorper sind vor allem gegen membranstindige Anti-
gene gerichtet und fihren zu Auto-Immun-Enzephalitiden, welche auch in Abwesenheit ei-
ner tumordsen Erkrankung auftreten kénnen. Die immunologische Atiologie dieser Anti-
korper ist noch nicht genau geklirt, neben dem Hauptfaktor einer Tumor-Erkrankung lassen
Studien-Ergebnisse einen Zusammenhang mit systemischen Infektionen wie einer Herpes
Simplex-Infektion vermuten (Pruss et al. 2012). Im Gegensatz zu den gegen intrazellulire
Antigene gerichteten Antikorpern, ist bei dieser Form die direkt pathogene Wirkung der An-
tikorper gegen membranstindige Oberflichen-Antigene von Bedeutung. Die Interaktion der
Auto-Antikorper mit diesen Antigenen fithrt zu einer direkten Stérung der Funktion des
betroffenen Proteins, wodurch funktions-abhingige spezifische Symptome entstehen (Lan-
caster und Dalmau 2012). Die betroffenen Menschen profitieren dariiber hinaus mehr von
einer immunsuppressiven Therapie als solche mit nicht direkt pathogenen Auto-Antikérpern
gegen intrazelluldre Antigene (Lancaster 2016). Der bekannteste Vertreter der Auto-Immun-
Enzephalitis auslosenden Antikorper ist der NMDA-Rezeptor-Antikérper. NMDA-Rezep-
toren sind Glutamat-Rezeptoren in postsynaptischen Membranen im ZNS und sind beteiligt
an der synaptischen Plastizitit, welche einen wesentlichen Prozess zur Gedichtnis-Bildung
darstellt. Studien zeigen, dass ca. 1 % der Bevélkerung eine klinisch asymptomatische Sero-
Privalenz aufweisen. Bei diesen Antikdrpern handelt es sich ebenfalls gréBtenteils um pla-
zentagingige Antikérper vom Sub-Typ IgG (Dahm et al. 2014). Interessanterweise wurde

ein erhoéhter Titer hdufiger bei Menschen gefunden, die an einer schizophrenen Psychose
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litten (Steiner et al. 2013). Diese Erkenntnisse fithrten zu der Frage, ob diese spezifische
Auto-Immunitit ebenfalls durch die miitterliche Leih-Immunitit in Form von transplazentar
transferierten IgG-Antikérpern auf Foten tibertragen werden kann. In Tierversuchen mit
Miusen konnte ermittelt werden, dass von Mutter-Tieren produzierte Anti-NMDAR-Anti-
korper ebenfalls transplazentar in den Blutkreislauf des Fotus gelangen und zu einer redu-
zierten Dichte der Rezeptoren auf Neuronen fiihrte. In der Folge konnte eine gestorte neu-
ronale Entwicklung mit manifesten Spitfolgen wie Verhaltens-Anderungen und einer Volu-
men-Minderung von Kleinhirn, Mittelhirn und Hirnstamm bis in das Erwachsenen-Alter des
Nachwuchses festgestellt werden. Es wird daher angenommen, dass diese Effekte zur Ent-
stehung von neuropsychiatrischen Erkrankungen wie der Schizophrenie beitragen kénnen
(Jurek et al. 2019).

Ein solcher Mechanismus kénnte auch bei den in der vorliegenden Arbeit identifizierten
Proteinen ASTN2 und ERBB3 eine Rolle spielen, da es sich bei beiden Proteinen um memb-
ranstindige Oberflichen-Proteine handelt, welche wihrend der Neurogenese funktionell
von besonderer Bedeutung sind. Wahrend fir Auto-Antikérper gegen den NMDA-Rezeptor
auf exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen bereits spezifische Symptome wie Psycho-
sen, Bewusstseinseintritbungen und epileptischen Anfille nachgewiesen wurden, stellt sich
die Frage, welche Konsequenzen Interaktionen der entsprechenden Antikérper mit den
Oberflichen-Proteinen ASTN2 und ERBB3 haben kénnten.

4.2.2 Antikorper-Interaktion mit dem neuronalen Transmembran-Protein ASTIN2

Bei dem Protein ASTN2 handelt es sich um einen integralen Bestandteil von Membranen
migrierender Neuronen. Funktionell scheint es durch Regulation des ihm strukturell dhneln-
den Proteins ASTN1 zur Ausbildung neuronal-glialer-Bindungen beizutragen und férdert so
die neuronale Migration und Wuchsrichtung (Wilson et al. 2010). Aufgrund des in dieser
Arbeit erbrachten Nachweises einer spezifischen Bindung des Antikorpers gegen Helicobacter
Pylori an das neuronale Protein ASTN2 mittels AE Xse/ect-Multiprotein-Array (siehe Abbildung
8) und mit den Methoden Western Blot und 2D-Gelelektrophorese (siehe Abbildung 10 und
Abbildung 11), wollten wir iiberpriifen, ob diese Bindung zu einer spezifischen funktionellen

Konsequenz auf zellulirer Ebene fiihrt.

4.2.2.1 Neuriten-Langen-Wachstum in SiMa-Zellen

Interessanter Weise konnten wir darstellen, dass eine Behandlung mit Helicobacter pylori-Anti-
korper, nicht aber mit Campylobacter jejuni-Antikorper zu einer verminderten Wuchslidnge von
Neuriten in SiMa-Neuroblastom-Zellen fihrt. Im Vergleich zur nicht-Antikérper behandel-
ten Kontrolle zeigten mit Helicobacter pylori-Antikérper behandelte SiMa-Zellen eine im Ver-
gleich zur Kontrolle verkiirzte Neuriten-Lange von 40 % (1,21 um) nach zw6lf Stunden bzw.
von 46 % (1,67 um) nach 24 Stunden und 45 % (1,36 um) nach 48 Stunden (***p < 0,001)
(siche Abbildung 13). Die These, dass eine Bindung des Helicobacter pylori-Antiserums zu die-
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ser spezifischen funktionellen Auswirkung fiihrt, stiitzt sich auf die folgenden Beobachtun-
gen. Zum einen konnten wir zeigen, dass ein spezifischer gegen ASTN2 gerichteter Antikor-
per zu einem vergleichbaren verminderten axonalen Wachstum fiihrt. Unspezifische Effekte
wie eine Minderung der mitochondrialen Leistungsfihigkeit, welche mittels MTT-Assays
tberprift wurde, kann nicht in Zusammenhang mit dieser Beobachtung gebracht werden,
da mit Antiserum gegen Helicobacter pylori keine reduzierte mitochondriale Leistung gemessen
werden konnte. Ebenso konnte anhand der Tyrosin-Hydroxylase-Intensitit gezeigt werden,
dass die Synthese-Leistung von spezifisch neuronalen Proteinen nicht durch Helicobacter py-
lori-Antiserum beeinflusst wird, wodurch sich ebenfalls eine verminderte ASTN2-Aktivitit
hitte erkliren lassen. Wir konnten durch diese Experimente zeigen, dass eine spezifische
Beeinflussung des membran-stindigen Proteins ASTN2 zu einer geanderten Funktion und
damit zu einem verminderten Wachstum von Axonen fiuhrt. Dieses Ergebnis ldsst sich unter
dem Aspekt, dass sich eine geinderte ASTN2-Funktion tatsichlich auch in Pateinten, welche
an Schizophrenie und anderen neuronalen Entwicklungsstorungen leiden, finden ldsst, in
den aktuellen Stand der Forschung einbeziehen. So konnte ein Zusammenhang zwischen das
ASTN2-Gen betreffenden chromosomalen Aberrationen und dem Auftreten von Schizo-
phrenie und anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen aus dem Bereich der Autismus
Spektrum Erkrankungen oder ADHD beobachtet werden (Vrijenhoek et al. 2008; Lionel et
al. 2014). Eine Beeinflussung des Proteins ASTN2 koénnte jedoch auch noch Auswirkungen
auf die Hirnfunktion nach bereits abgeschlossener Neurogenese zu haben, da ASTN2 im
Kleinhirn von Erwachsenen den dynamischen Vesikel-Verkehr von synaptischen Proteinen

und damit auch die synaptische Plastizitit zu regulieren scheint (Behesti et al. 2018).

4.2.3 Antikorper-Interaktion mit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3

Das Protein ERBB3 ist Teil der Protein-Klasse der Epithelial-Growth-Factor-Like-Proteinen
und fungiert als Rezeptor-Tyrosin-Kinase. Der Ligand NRG1 fihrt zu einer Aktivierung von
ERBB3, was zu einer Hetero-Dimerisierung mit anderen ERBB-Klasse-Proteinen fiihrt. Die
Hetero-Dimerisierung ist ein entscheidender Faktor des Aktivierungs-Weges, da ERBB3
keine phosphorylierende Aktivitit aufweist. Eine Heterodimer abhingige Phosphorylierung
vor allem durch ERBB2 fihrt tber eine Aktivierung des PI3K/Akt- und des MAPK-Signal-
Weges zur Weitergabe Zell-proliferativer Signale (Steinkamp et al. 2014). Durch diese Sig-
nalwege ist ERBB3 an der Proliferation und Differenzierung von kardiomuskulirem, epithe-
lialem und neuronalem Gewebe beteiligt (Meyer und Birchmeier 1995; Bueter et al. 2000;
Mei und Nave 2014; Fock et al. 2015). Mit den von uns durchgefithrten Experimenten, woll-
ten wir eine mogliche Auswirkung einer Borrelia Burgdorferi-Antikérper-Behandlung auf die
Proliferation in Neuronen untersuchen, um so einen Zusammenhang mit einer gestorten
zentral nervosen Entwicklung zu untersuchen. Eine spezifische Interaktion des Antiserums
gegen Borrelia burgdorferi mit dem fétalen Protein ERBB3 konnten wir erstmalig mittels
hEXselect-Multiprotein-Array aufdecken (siche Abbildung 6). Mittels Western-Blot und 2D-

Gelelektrophorese konnten wir eine spezifische Interaktion des Antikérpers gegen Borrelia
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burgdorferi mit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3 bestitigen (siche Abbildung 10 und Ab-
bildung 11).

4.2.3.1 Zell-Proliferations-Tests und ERBB3-Phosphorylierungs-Assay mit SH-SY5Y- und
T-47D-Zellen

Funktionell konnten wir mit der Bestimmung der Expression von Ki-67 als eines Zell-
Proliferations-Markers und der direkten Zihlung von Mitose-Figuren ebenfalls zeigen, dass
eine Behandlung mit Borrelia burgdorferi-Antikorper zu einer signifikanten Abnahme der Zell-
Proliferation in SH-SY5Y- nicht aber in T-47D-Zellen fihrt. Die mit Borrelia burgdorferi-An-
tikorper behandelten SH-SY5Y-Zellen zeigten eine um 25 % signifikant reduzierte Expres-
sion des Zell-Proliferations-Markers Ki-67 (*p < 0,05) (siche Abbildung 24). Auch wiesen
mit Borrelia burgdorferi-Antikorper behandelte SH-SY5Y-Zellen eine im Vergleich zur nicht-
behandelten Kontrolle eine um 33 % geringere Rate an Mitose-Figuren auf (**p < 0,01)
(siche Abbildung 25). Eine Kontrolle mit spezifischem ERBB3-Antikérper, um den prolife-
rations-hemmenden Effekt mit dem Protein ERBB3 zu bestitigen, konnte aufgrund techni-

scher Limitationen nicht umgesetzt werden.

Ein anderer Effekt, der die Zell-Proliferation beeinflussen kann, wire eine Minderung des
Energie-Levels der Zellen. Der von uns durchgefiihrte MTT-Test zeigte jedoch keinen sol-
chen Effekt fir den Borrelia burgdorferi-Antikérper in SH-SY5Y- und T-47D-Zellen aus, da
keine signifikante Reduktion des mitochondrialen Energie-Levels gemessen werden konnte
(p > 0,05) (siche Abbildung 19). Unter der Annahme, dass die Ergebnisse der Zell-Prolife-
rations-Tests sich durch eine Inhibition der Rezeptor-Liganden-Interaktion erkliren lassen,
so hdtte man erwarten kénnen, dass im ERBB3-Phosphorylierungs-Assay ein ahnliches Er-
gebnis resultiert. Jedoch konnte mit den von uns verwendeten Methoden kein direkter Zu-
sammenhang einer Borrelia burgdorferi-Antikorper Behandlung von SH-SY5Y und T-47D-Zel-
len und einer zur Aktivierung nachgeschalteter Signal-Wege benétigten Phosphorylierung
der Tyrosin-Domine des Proteins ERBB3 nachgewiesen werden. Es konnte keine signifi-
kant gednderte Signalstirke der Phosphorylierung des Proteins ERBB3 in mit Borrelia burg-
dorferi-Antikorper behandelten T-47D-Zellen festgestellt werden, wie es die zuvor durchge-
fihrten Tests zur Zell-Proliferation ebenfalls haben vermuten lassen (siche Abbildung 20).
Verschiedene Griinde kénnten den fehlenden Effekt einer Borrelia burgdorferi-Antikrper Be-
handlung in T-47D-Zellen erkliren. Zum einen kénnten verschiedene Protein-Modifikation
in der Brustkrebs-Zell-Linie T-47D zu einer reduzierten Affinitit der Antikorper fiir das
Protein ERBB3 fiithren, cine Interaktion wiirde unter diesem Umstand nicht in einer Blo-
ckierung der Rezeptor-Funktion resultieren. Ein weiterer Grund kénnte trotz Inhibition des
Antikoérpers der Rezeptor-Domine des Proteins ERBB3 eine nicht auszuschlieBende He-
tero-Dimerisierung von ERBB3 mit tiber NRG-1 aktiviertem ERBB4 sein, welche ebenfalls
einer Phosphorylierung der ERBB3-Kinase-Domine bewirken kann (Wandinger et al. 2010).
Obwohl die Ergebnisse der Proliferations-Tests mit SH-SY5Y-Zellen vielversprechend wa-

ren, konnte eine spezifische Beeinflussung des Proteins ERBB3 durch den Borrelia burgdorferi-
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Antikorper insofern nicht nachgewiesen werden, als in dieser Zell-Linie kein Phosphorylie-
rungs-Signal von auswertbarer Stirke gemessen werden konnte (siche Abbildung 26 und Ab-
bildung 27). Dies kann zum einen dhnliche Griinde wie im Zusammenhang mit der Zell-
Linie T-47D haben. Zugleich konnte die methodische Sensitivitit durch eine unterschiedli-
che Affinitit des von uns verwendeten pERBB3-Antikérpers an verschiedenen Zell-Linien
gemindert sein. Wahrend die Zell-Linie T47-D in dem von uns durchgefiihrten ERBB3-
Phosphorylierungs-Assay ein zuverldssig starkes Signal liefert, konnte unabhingig von der
verwendeten Protein-Menge kein Signal mit dem pERBB3-Antikérper bei SH-SY5Y-Zellen
gemessen werden. FEine andere Erklirung wire eine fehlende Expression von ERBB3 in SH-
SY5Y-Zellen. Dagegen spricht, dass wir mittels Western Blot und 2D-Gelelektrophorese ein
detektierbares Signal im Lysat dieser Zell-Linie nachweisen konnten. Quellen belegen eben-
falls die regelmifige Expression des Proteins ERBB3 in der Zell-Linie SH-SY5Y in messba-
ren Konzentrationen (Ho et al. 2005).

4.2.3.2 Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und DiscoTope 2.0

Wir konnten mit den 7 silico-Methoden Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 und DiscoTope 2.0
zur Epitop-Kartierung einige Aminosiure-Sequenzen im humanen Protein ERBB3 ermit-
teln, welche in ihrer Sequenz und Epitop-Wahrscheinlichkeiten am ehesten mit dem memb-
ranstindigen Erp family outer-surface-Lipoprotein des Bakteriums Borrelia burgdorferi Gberein-
stimmen. Diese Ubereinstimmung konnte erkldren, wie es zu einer Auto-Reaktion der Borre-
lia burgdorferi-Antik6rper gegen das Protein ERBB3 kommt. Interessanterweise konnte be-
reits im Tierversuch mit Miusen nachgewiesen werden, dass eine Immunantwort gegen den
Erreger Borrelia burgdorferi unter anderem durch eine starke IgG-Antikorper-Sekretion mit
einer spezifischen Affinitit fur das Enp family outer-surface-Lipoprotein vermittelt wird (Bris-
sette et al. 2008). Aus dieser Untersuchung ergibt sich die Vermutung, dass Antikérper vom
Typ IgG, welche gegen ein Epitop auf dem Erp family outer-surface-Lipoprotein gerichtet sind,
auto-reaktiv mit der extrazellulir gelegenen ERBB3-Rezeptor-Domine interagieren und da-
mit sterisch die Bindung des ERBB3-Liganden NRG-1 inhibieren kénnten.

Zusammenfassend konnten wir keinen direkten Nachweis erbringen, dass der gegen Borrelia
burgdorferi gerichtete AntikOrper die Aktivitit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3 beein-
flusst, jedoch konnten wir zeigen, dass der AntikGrper in der Lage ist das Protein zu binden.
Eine durchgefihrte 7 silico-Epitop-Kartierung konnte eine mogliche Bindungsstelle an der
extrazelluliren Rezeptor-Domine von ERBB3 aufdecken, was die Vermutung nahelegt, dass
eine Interaktion des Borrelia burgdorferi-Antikorpers tatsdchlich in der Lage sein konnte, eine
Liganden-Bindung von NRG-1 an ERBB3 zu inhibieren. Wir konnten ebenfalls zeigen, dass
eine Borrelia burgdorferi-Antikorper-Behandlung in neuronalen SH-SY5Y-Zellen zu einer sig-
nifikanten Abnahme der Zell-Proliferation fithrt. Wihrend es bisher sehr wenige Erkennt-
nisse zur Beteiligung des Proteins ERBB3 an der Hirn-Entwicklung und Entstehung von

neuropsychiatrischen Erkrankungen gibt, ist die neuronale Proliferation und Differenzierung
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aller im zentralen Nervensystem beteiligten Geweben ein fundamental bedeutender Vor-
gang, wobei eine Beeinflussung zu verschiedensten Stérungen der fétalen Hirn-Entwicklung
fithren kann und damit an der Entstehung neuropsychiatrischer Erkrankungen wie Autis-
mus, Epilepsie, Schizophrenie oder zerebraler Malformationen beteiligt sein konnte (Guer-
rini und Dobyns 2014; Selemon und Zecevic 2015; Pirozzi et al. 2018).

4.3 Interaktion der Antikérper mit intrazelluliren Antigenen

Neben den membranstindigen Proteinen konnen auch intrazellulire synaptische Proteine
Ziel einer Immunantwort im Rahmen einer Enzephalitis sein. Auto-Antikérper gegen intra-
zellulire Antigene werden haufig bei Menschen nachgewiesen, die an einem klassischen pa-
raneoplastischen Syndrom leiden. Intrazellulir gelegene Proteine wie CPLX2 oder SYT5 sind
fir Antikorper schwer zu erreichen. Wie kénnten Antikérper und Immun-Zellen dennoch
in Kontakt mit diesen Antigenen kommen? Dazu kommen verschiedene Mechanismen in-

frage, welche im Folgenden diskutiert werden

4.3.1 Interaktionen mit intrazelluldren synaptischen Proteinen

Aus der Gruppe intrazellulirer Antigene gibt es eine besondere Gruppe von Proteinen, die
synaptischen Proteine. Diese Proteine sind u.a. an der exozytotischen Entleerung synapti-
scher Vesikel im Zuge der Neurotransmitter-Freisetzung beteiligt sowie an der anschlieBen-
den endozytotischen Wiederaufnahme dieser Vesikel als Vorbereitung auf eine erneute Aus-
schleusung. Die Beteiligung an diesen Vorgingen und die dafiir benétigte Lokalisierung an
synaptischen Membranen kann als mogliche Erklirung genutzt werden, wie Antikérper in
direkten Kontakt mit diesen Proteinen kommen koénnte. Die intrazelluliren synaptischen
Proteine Amphiphysin und GADG5 stellen Ziel-Antigene fir Antikérper im Rahmen eines
paraneoplastischen Syndroms dar. Eine Antikérper-Interaktion mit diesen Proteinen kann
zu typischen neurologischen Syndromen wie dem Stiff-Person-Syndrom oder der zerebella-
ren Ataxie fithren (Pittock et al. 2005; Arifio et al. 2014). Antikorper gegen das Antigen Am-
phiphysin kénnen zudem bei Menschen die an einem kleinzelligen Bronchial-Karzinom lei-
den zu einer limbischen Enzephalitis fihren (Tanaka et al. 2020). Es wurde die Vermutung
aufgestellt, dass diese Proteine durch Endo- und Exozytose fiir kurze Zeit an der extrazellu-
liren Zell-Oberfliche exponiert und somit fir Antikorper zuginglich sind. Dieser Mecha-
nismus der voriibergehenden Oberflichen-Exposition tragt den Namen Transzent Moonlighting
und wurde bereits am Beispiel des Proteins Amphiphysin untersucht (Irani 2016; Werner et
al. 2016). Bei den Proteinen CPLX2 und SYT5 handelt es sich ebenfalls um synaptische
Proteine, die an Exo- und Endozytose-Vorgingen beteiligt sind. Ein solcher Transient Moon-
lighting-Mechanismus koénnte daher eine mégliche Erklirung sein, wie Auto-Antikérper mit
diesen intrazelluldren synaptischen Proteinen interagieren konnten. Bisher gibt es jedoch
keine experimentellen Studien zu einem Transient Moonlighting-Effekt bei den Proteinen
CPLX2 und SYT5.
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4.3.2 Nicht-spezifische intrazellulire Aufnahme von IgG-Antikérpern

Wie aber konnten Antikérper ihre intrazelluliren Ziel-Antigene erreichen, sollten diese auch
keine transiente Zell-Oberflichen Exposition aufweisen? Hinweise aus der Literatur auf eine
intrazellulire Antikérper-Aufnahme in zerebelliren Purkinje-Zellen ldsst einen gewissen
Aufschluss dartiber zu. Zerebellire Purkinje-Zellen sind oft Ziel einer Auto-Antikérper-Re-
aktion im Rahmen eines paraneoplastischen Syndroms. Ein hiufiges Zeil-Antigen ist das in-
trazellulidre nicht-synaptische Yo-Antigen und fihrt im Rahmen des Anti-Yo-Syndroms zur
zerebelliren Degeneration. Eine 7z vitro-Untersuchung an Purkinje-Zellen von Ratten konn-
ten zeigen, dass diese Antikorper nicht iiber einen Oberflichen-vermittelten Mechanismus
wirken, sondern von Purkinje-Zellen aufgenommen werden, und so in der Zelle direkt mit
dem Yo-Antigen interagieren konnen. Dies fihrt letztlich trotz Abwesenheit zytotoxischer
T-Zellen und Makrophagen zum Zell-Untergang der Purkinje-Zellen (Hill et al. 2009; Gre-
enlee et al. 2015).

4.3.3 Zellulir vermittelte Zytotoxizitit

Immunzellen sind im adulten wie auch im fétalen zentralen Nervensystem anzutreffen.
Schon im fotalen Hirn-Parenchym lassen sich CD4" T-Zellen, CDs" T-Zellen, B-Zellen und
reichlich Mikroglia-Zellen finden. Diese Immun-Zellen unterstiitzen nicht nur das normale
Hirn-Wachstum in Bezug auf Vaskularisation sowie Proliferation und Migration von Neu-
ronen und myelinisierenden Glia-Zellen, sondern sind auch bei Infektionen oder Auto-Im-
mun-Reaktionen an der Ausbildung einer Entzindungs-Reaktion beteiligt (Morimoto und
Nakajima 2019). Einige Viren sowie Bakterien und Parasiten wie Borrelia burgdorferi und To-
xoplasma gondii versuchen sich dem Zugriff des Immunsystems zu entziehen, indem sie in
Zellen eindringen und sich so vor einer direkten humoralen oder zelluliren Immunantwort
schiitzen. Gegen eine solche Strategie exprimieren alle kernhaltigen Zellen ein Peptid-Pra-
sentations-Protein, den Major-Histo-Compatibility complex-1 (MHC-1). Die MHC-1 Proteine
prasentieren an der Zell-Oberfliche ein genaues Abbild der intrazellulir synthetisierten Pro-
teine in Form von Peptid-Fragmenten. Dadurch kénnen entartete oder infizierte Zellen von
Immun-Zellen, wie den zytotoxischen CDs" T-Zellen erkannt und eine Apoptose eingeleitet
werden, die zum Zell-Tod fithrt. Antigene auf Zell-Trimmern im Extrazelluldr-Raum, wel-
che als fremd erkannt werden, kénnen von Mikroglia-Zellen phagozytiert und von einem
weiteren Vertreter der Peptid-Prisentations-Proteine gebunden werden, dem Major-Histo-
Compatibility Complex-2 (MHC-2). Das vom MHC-2 prisentierte Antigen kann von CD," T-
Zellen erkannt werden und so eine Entziindungs-Reaktion gegen dieses Antigen eingeleitet
werden. Eine Antigen-Erkennung auf MHC-1/2 kann somit zu einer weiteren Infiltration
von Immun-Zellen wie Tu17-Zellen und Granulozyten sowie zu einer Zytokin-Ausschiit-
tung fithren, wodurch eine Neuro-Inflammation ausgeldst wird. Durch diese bekannten Me-
chanismen koénnen auch intrazellulir gelegene Proteine Auto-Immun-Reaktionen auslésen,
welche mit einer erheblichen Schidigung derjenigen Zell-Populationen einhergehen, welche

das entsprechende Antigen exprimieren.
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4.3.4 Antikorper-Interaktion mit dem synaptischen Protein SYT5

Die Freisetzung von Neurotransmittern in neuronalen Netzwerken stellt den grundlegenden
Mechanismus zur synaptischen Zell-Zell-Kommunikation im zentralen wie auch im periphe-
ren Nervensystem dar. Diese exozytotische Ausschiittung von Neurotransmittern wird unter
anderem durch die SNARE-Proteine vermittelt. Der Ablauf der SNARE-Protein gestltzten
Verschmelzung von Neurotransmitter-haltigen Vesikeln mit der prisynaptischen Membran
ist dabei abhingig von einem ausreichenden Kalzium-Einstrom und dessen Bindung an eine
Gruppe Kalzium detektierender Proteine, den sog. Synaptotagminen (Saegusa et al. 2002).
Die Lokalisierung dieser Proteine als transmembrane Bestandteile synaptischer Vesikel er-
moglicht ihre Beteiligung an einem Transient Moonlighting-Mechanismus im Zuge der Bindung
von Antikorpern infolge einer antibakteriellen Immunantwort. Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit zeigen eine solche Interaktion von SYT5 mit Antikérpern in Antiseren gegen
Campylobacter jejuni und Helicobacter pylori die mit dem hEXselect-Multiprotein-Array nachge-
wiesen wurde (siche Abbildung 7 und Abbildung 8). Auch Western-Blots und 2D-Gelelekt-
rophoresen konnten diese Interaktionen bestitigen (siche Abbildung 10 und Abbildung 11).

4.3.4.1 FM1-43-Vesikel-Umsatz-Assay und Fluo-3-AM-Calcium-Imaging

Unter der Annahme, dass eine Interaktion der Antiseren mit dem Protein SYT5 eine Aus-
wirkung auf die Exozytose-Leistung und die synaptische Aktivitit von neuronalen Zellen
haben sollte, wurden anhand des FM1-43-Vesikel-Umsatz-Assay und dem Fluo-3-AM-Cal-
cium-Imaging diese Parameter an der humanen Neuroblastom-Zell-Linie SiMa untersucht.
Die Ergebnisse des FM1-43-Vesikel-Umsatz-Assays zeigen eine Reduktion des Vesikel-Um-
satzes von 9,8 % in mit Campylobacter jejuni-Antiserum behandelten SiMa-Zellen und von
11 % in mit Helicobacter pylori-Antiserum behandelte SiMa-Zellen (**p < 0,01) (siche Abbil-
dung 14). Die Resultate des Fluo-3-AM-Calcium-Imaging zeigen eine signifikante Reduktion
der intrazellulire Kalzium-Verfigbarkeit von 26 % in mit Campylobacter jejuni-Antiserum be-
handelten SiMa-Zellen und von 18 % in mit Helicobacter pylori-Antiserum behandelten SiMa-
Zellen (**p < 0,01) (siche Abbildung 16). Diese Beobachtung kann im Kontext der verwen-
deten Methode verschiedene Grinde haben. Zum einen kénnte ein Transient Moonlighting-
Effekt zu einer voriibergehenden Freilegung des Proteins SYT5 an der Zell-Oberfliche und
damit zu einer direkten Interaktion mit den Antiseren fihren. Eine Interaktion mit SYT5
koénnte in diesem Zusammenhang eine Hemmung des exo- und endozytotischen Vesikel-
Umsatzes bewirken, ein Effekt, den wir anhand des FM1-43-Vesikel-Umsatz-Assays bereits
messen konnten. Interessanterweise konnten wir in mit Campylobacter jejuni- und Helicobacter
Pylori-Antiserum behandelten SiMa-Zellen mit dem Fluo-3-AM-Calcium-Imaging eine ver-
ringerte intrazelluldre Kalzium-Konzentration messen. Zwar kann eine Minderung der intra-
zelluldren Kalzium-Konzentration auch aus Interaktionen der Antiseren mit anderen Prote-
inen an der Zell-Oberfliche resultieren, da jedoch der gleiche Effekt auch in mit SYT5-An-
tikrper behandelten SiMa-Zellen auftritt, scheint sehr wahrscheinlich ein spezifischer das

SYT5-Protein betreffender Mechanismus vorzuliegen.
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Zwar ist die Rolle von SYT5 an der Genese der Schizophrenie oder anderen neuropsychiat-
rischen Erkrankungen bisher wenig erforscht; Hinweise auf eine mégliche Beteiligung am
Krankheits-Geschehen konnten jedoch einige Studien zeigen. So konnte ein Zusammenhang
einer geminderten SYT5-Expression und Schizophrenie unter anderem in einer post mortern-
Gen-Expressions-Studie gefunden werden (Maycox et al. 2009). Eine anti-psychotische The-
rapie im Rahmen einer schizophrenen Erkrankung scheint ebenfalls einen Effekt auf die
Expression von SYT5 im prifrontalen Kortex in Ratten zu haben (Kontkanen et al. 2002).
Zudem scheint nicht nur SYT5 als Vertreter der Synaptotagmine eine Rolle in der Genese
neuropsychiatrischer Erkrankungen zu spielen, sondern auch SYT11 konnte als ein an der

Entstehung von Schizophrenie beteiligtes Protein identifiziert werden (Yan et al. 2020).

4.3.5 Antikorper-Interaktion mit dem synaptischen Protein CPLX2

Das Protein CPLX2 ist ebenso wie SYT5 an synaptischen Prozessen wie der Exozytose be-
teiligt. Eine CPLX2 regulierte Exozytose, welche zu einer gesteigerten Vesikel-Freisetzung
fihrt, wurde in vielen Exozytose betreibenden Zellen nachgewiesen, darunter auch Neuro-
nen und Mast-Zellen (Tadokoro et al. 2005; Zhou et al. 2017). Funktionell reguliert CPLX2
eine zur Exozytose benotigte SNARE-Protein-Komplexierung und foérdert damit eine syn-
chronisierte Freisetzung von Vesikeln nach einer Stimulation (Ramakrishnan et al. 2020). Ein
verindertes zentral nervoses Expressions- und Aktivititsmuster von CPLX2 wurde im Zu-
sammenhang mit verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen gefunden. So u.a. bei
der Alzheimer-Demenz, der Chorea-Huntington, bei bipolarer affektive Storung und bei der
Schizophrenie (Begemann et al. 2010). Die vorliegende Arbeit zeigt nun erstmalig anhand
des hEX(select-Multiprotein-Arrays, dass ein Antiserum gegen Toxoplasma gondii mit dem sy-
naptischen Protein CPLX2 interagiert (siche Abbildung 9), eine Interaktion die auch mittels
Western-Blot und 2D-Gelelektrophorese bestitigt werden konnte (siche Abbildung 10 und
Abbildung 11).

4.3.5.1 Einfluss des Toxoplasma gondii-Antikorpers auf Mast-Zell-Degranulation und

neuronalen Vesikel-Umsatz

Fir die Untersuchung der funktionellen Konsequenzen einer Interaktion eines Antiserums
gegen Toxoplasma gondii mit CPLX2 wurden RBLL-2H3-Zellen als Exozytose-Modell ausge-
wihlt. Diese Zellen entstammen einer basophilen Ratten-Leukdmie-Zell-Linie, und zeigen
ebenso wie Neuronen eine durch den SNARE-Komplex vermittelte und CPLX2-anhingige
Exozytose. Zudem weisen sie viele Charakteristiken menschlicher Mast-Zellen auf (Passante
und Frankish 2009). Neben der zentralen Bedeutung der Mast-Zellen in der Entstehung von
Typ-1-Allergien, ist eine Mast-Zell-Aktivierung unter anderem auch Bestandteil der immu-
nologischen Reaktion auf eine Infektion mit Protozoen wie Toxoplasma gondii (Lu und Huang
2017). Doch welche Auswirkung hat eine Toxoplasma gondii-Infektion auf Mast-Zellen? In
vitro-Studien zeigen, dass bis zu 70 % infektiéser Toxoplasma gondii-Tachyzoiten bei Mast-

Zell-Kontakt untergehen, wenn sie zuvor durch IgG-Immunglobuline opsoniert wurden.
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Ohne IgG-Opsonierung konnte keine effiziente Immunantwort der Mast-Zellen auf Toxo-
Pplasma gondii-Tachyzoiten beobachtet werden (Joulia et al. 2015). Auch konnte gezeigt wer-
den, dass Toxoplasma gondii in der Lage ist, die Immunantwort bewirkende Mast-Zell-Degra-
nulation um bis zu 50 % zu reduzieren, indem sie die Kalzium-Mobilisierung bei intrazellu-
lirer Mast-Zell-Infektion mindern. Auch nicht intrazellulir-infizierte Mast-Zellen werden in
ithrer Aktivitat beeinflusst, eine Adhdsion der Toxoplasma gondii-Tachyzoiten an der Mast-Zell-
Oberfliche reicht aus, um die Degranulations-Leistung um 32 % zu reduzieren (Smith et al.
2013).

Mit unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass IgG-Immunglobuline gegen Toxo-
Pplasma gondii ohne Anwesenheit des Erregers ebenfalls zu einer reduzierten Mast-Zell-Degra-
nulation fithren. Dabei wurde untersucht, ob dieser Effekt mit einer spezifischen Interaktion
der Antikérper mit dem Protein CPLX2 zusammenhingen konnte. Die photometrisch be-
stimmte Degranulations-Leistung der RBL-2H3-Zellen nahm um 25 % (**p < 0,01) unter
vorheriger Toxoplasma gondii-Antikorper- als auch unter CPLX2-Antikérper-Behandlung um
20 % (*p < 0,05) signifikant ab, andere Antikérper vom Typ IgG zeigten keinen solchen Ef-
fekt (siche Abbildung 20 und Abbildung 21). Die Beobachtung, dass der Toxoplasma gondii-
Antik6rper einen moglichen inhibierenden Effekt auf die Degranulations-Leistung von sti-
mulierten RBL-2H3-Zellen haben kénnte, wurde durch Bestimmung des Kern-Zytoplasma-
Verhiltnisses Toluidin-Blau gefarbter Zellen bestitigt, da die mit Toxoplasma gondii-Antikor-
per behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle ein um 36 % groferes zytoplasmatisches
Volumen nach einer Stimulation mit Compound 48/ 80 aufwiesen und dieses Volumen mit der
relativen Menge intrazellulir verbleibender Granula korreliert (***p < 0,001) (siche Abbil-
dung 22). Eine auf Stimulation mit Compound 48/ 80 folgende CPLX2-Translokation mit ein-
hergehender fluoreszenz-mikroskopischer Intensititszunahme an der Zell-Membran der
RBL-2H3-Zellen sowie einer typischen Anderung der Zell-Morphologie welche zuvor be-
reits beschrieben wurde, blieb bei mit Toxgplasma gondii-Antikérper behandelten RBL-2H3-
Zellen allerdings aus (Tadokoro et al. 2005). Mit Toxoplasma gondii-Antikérper behandelte
RBL-2H3-Zellen zeigten eine im Vergleich zur nicht-behandelten Kontrolle um 50 % nied-
rigere CPLX2-Intensitit (***p < 0,0001) (siche Abbildung 23). Ein durchgefihrter MTT-
Test zur Bestimmung des Energie-Haushaltes und der Zell-Vitalitit zeigt, dass RBL-2H3-
Zellen eine um 8 % und SH-SY5Y-Zellen eine um 9 % reduzierte mitochondriale Aktivitdt
aufweisen, sofern sie zuvor mit Toxoplasma gondii-Antikérper behandelt wurden (¥*p < 0,01)
(siche Abbildung 19). Dieser Effekt kann ebenfalls zu einer geringeren Exozytose-Leistung
fithren, wobei jedoch erwihnt werden muss, dass behandelte SH-SY5Y-Zellen keine signifi-
kante Anderung der Exozytose-Leistung im FM1-43-Test trotz gemindertem Energie-Level
zeigten. Diese Abweichung kénnten unter anderem neben einer methodischen Divergenz
zwischen dem verwendeten B-Hexosaminidase-Degranulations-Test mit RBL-2H3-Zellen
und FM-1-43-Vesikel-Umsatz-Test mit SH-SY5Y-Zellen, auch durch den Umstand hervor-
gerufen werden, dass es bei allen Ubereistimmungen auch einige Unterschiede zwischen

Mast-Zell-Degranulation und neuronaler Exozytose gibt. Im Gegensatz zur neuronalen



Diskussion 94

Exozytose, bei der jeder Vesikel selbststindig mit der Plasmamembran wechselwirkt, konnen
Mast-Zell-Granula zu komplexen Oberflichen-Kanilen fusionieren, um dadurch die soge-

nannte Compound-Exozytose effizienter ablaufen zu lassen (Lorentz et al. 2012).

Wir konnten zwar keine direkte Beeinflussung des Proteins CPLX2 in neuronalen Zell-Li-
nien beobachten, dennoch scheint der Toxoplasma gondii-Antikorper einen Einfluss auf den
Energie-Level neuronaler SH-SY5Y-Zellen zu haben. Dieser Effekt kénnte in der Tat dazu
beitragen, die zentral nervése Entwicklung zu stéren, so stellt die Bereitstellung von Energie
in Form von ATP einen zentralen Aspekt der Verknipfung neuronaler Netzwerke dar
(Vergara et al. 2019). Aufgrund des im Vergleich zu anderen Geweben sehr hohen Energie-
Verbrauchs von Neuronen, reagieren diese Zellen sensibler auf Schwankungen des Zell-Me-
tabolismus (Ames 2000). Dartiber hinaus konnte eine spezifische Beeinflussung von CPLX2
in RBL-2H3-Zellen durch den Toxoplasma gondii-Antikorper gezeigt werden. Dies ist von im-
munologischer Relevanz, da Toxoplasma gondii auch eine immunmodulatorische Wirkung in
Bezug auf Allergien besitzt. Mit Toxoplasma gondii infizierte Miuse zeigen eine geringere Al-
lergen-spezifische T-Zell-Proliferation sowie eine geringere IgE-Immunglobulin-Synthese
(Fenoy et al. 2009; Fenoy et al. 2015). Eine zusitzliche Beeinflussung von Mast-Zellen durch
Toxoplasma gondii spezifische IgG-Immunglobuline kénnte damit einen synergistischen Ef-
fekt auf diese Immunmodulation bei einer Infektion besitzen. Eine weitere Erforschung die-
ses Effektes konnte dazu beitragen, die immunmodulatorische Komponente einer Toxo-
Pplasma gondii-Intektion und die Rolle der Mast-Zellen bei der Erreger-Abwehr besser zu ver-

stehen.

4.4 Die Rolle des Proteins SSPO in der Genese des Hydrozephalus

Ein Hydrozephalus bei Neugeborenen stellt eine schwerwiegende und bis heute in ihrer Ge-
nese nicht genau geklirte Komplikation bei einer kongenitalen Toxoplasma gondi-Infektion
dar. Hiufig fihrt eine Obstruktion des Aqguaeductus mesencephali zur Stauung des Liquors, es
konnen aber auch weitere Kompartimente des Ventrikel-Systems betroffen sein wie die Fo-
ramina interventricnlaria (Hutson et al. 2015). Der genaue Mechanismus dieser Obstruktion ist
bislang jedoch nicht wirklich verstanden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern nun
einen ersten Hinweis auf einen moglichen immunologischen Zusammenhang zwischen der
Entstehung eines Neugeborenen-Hydrozephalus und maternal-tibertragenen Toxoplasma gon-
dir-Antikorpern. So konnte eine Bindung des Toxoplasma gondii-Antikorpers an das Protein
SSPO mehrfach auf dem AEXselc-Multiprotein-Array nachgewiesen werden (siche Abbil-
dung 9). Leider konnten im Zuge der vorliegenden Arbeit zu diesem Zusammenhang keine
weiterfiihrenden Experimente durchgefiihrt werden, da nach derzeitigem Stand auf dem
freien Markt weder polyklonale Antikérper gegen SSPO, noch entsprechende rekombinante
Proteine oder Uberexperssions-Lysate zur Verfiigung stehen, mittels derer eine solche Inter-

aktion eingehender erforscht werden konnte.
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Doch welche Bedeutung konnte eine Interaktion zwischen dem Toxoplasma gondii- Antikorper
und dem SSPO-Protein in der Genese des Hydrozephalus bei Neugeborenen theoretisch
haben? SSPO oder auch SCO-Spondin ist ein vom im dritten Ventrikel gelegenen Subcom-
missural-Organ in das Liquor-System sezerniertes Protein. Im Liquor interagieren SSPO-
Proteine untereinander und bilden einen Hauptbestandteil der sog. Reissner-Faser. Die Reis-
sner-Faser durchzieht ausgehend vom Subcommissural-Organ, den Aqguaeductus mesencephall,
den vierten Ventrikel und den Canalis centralis Munoz et al. 2019). Eine zentrale Aufgabe der
Reissner-Faser ist dabei unter anderem die Erhaltung der Integritit des Neural-Rohres. Ex-
perimente mit verschiedenen Wirbeltieren zeigen tatsichlich, dass eine gestorte Ausbildung
des SSPO-Reissner-Faser-Komplexes zu einer Obliteration des Aquaeductus mesencephali fihrt.
Die Folge eines solchen obstruierten .Aguaeductus mesencephali ist ein eingeschrankter Liquor-
Abfluss und ein dadurch hervorgerufener obstruktiver Hydrozephalus (Aboitiz und Montiel
2021). Eine solche Stérung der Reissner-Faser-Ausbildung kénnte auch durch maternal pro-
duzierte und transplazentar auf Ften tibertragene Antikorper vom Typ IgG zustande kom-
men. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Ratten-Foten einen obstruktiven Hydrozepha-
lus entwickeln, sofern die Mutter-Tiere zuvor gegen ein Reissner-Faser-Glykoprotein immu-
nisiert wurden. Die IgG-Antikérper verhinderten eine Zusammenlagerung der Reissner-Fa-
ser-Proteine, was in der Folge zu einer Obliteration des Aguaeductus mesencephali fihrte (Vio
et al. 2000). Dieser Mechanismus bietet damit die Méglichkeit eine Hypothese zur Entste-
hung eines Neugeborenen-Hydrozephalus bei Kindern von Toxoplasma gondii infizierten Mut-
tern zu formulieren. Die mit dem SSPO-Protein kreuz-reagierenden Toxoplasma gondii-Anti-
korper kénnten im fotalen Liquor die Assemblierung der SSPO-Proteine zur Reissner-Faser
blockieren und tber eine folgende Obliteration des Aguaeductus mesencephali zu einem Neuge-

borenen-Hydrozephalus fithren.

4.5 Effekte einer maternalen Immunantwort auf die fotale
Neurogenese und deren Auswirkungen auf die psychische

Vulnerabilitit

Im Folgenden Abschnitt wird die komplexe Antikorper-gestitzte Immun-Antwort naher be-
leuchtet, welche durch ihre unterschiedlichen Eigenschaften einen Einfluss auf einen Fotus
haben kann. Auch wird der Frage nachgegangen, inwiefern eine mogliche schidigende Wir-
kung der maternal transferierten Antikérper auf den Fétus minimiert werden kann. Abschlie-
Bend wird im Kontext der Gen-Umwelt-Interaktion bei psychischen Erkrankungen ein Et-
klarungs-Modell zur unterschiedlichen Manifestation von psychiatrischen Erkrankungen for-

muliert.

4.5.1 Immunantwort vermittelt durch komplexe Antikérper-Gemische

Wiahrend wir durch unsere Untersuchungen vor allem die Wirkung spezifischer Antikorper

und Antiseren gerichtet gegen spezifische Erreger auf die Funktion einzelner Proteine oder
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Zell-Mechanismen untersuchen konnten, muss erwihnt werden, dass dies nur modellhaft die
physiologischen Verhiltnisse im Menschen widerspiegeln kann. Im menschlichen Blutkreis-
lauf findet sich ein komplexes Gemisch aus Antikorpern gegen Erreger, Allergene und zum
Teil auch gegen kommensale Mikroorganismen, also jene Organismen, welche mit dem Men-
schen ein symbiotisches Verhiltnis bilden (Beutgen et al. 2021). Es lassen sich ab der Geburt
bis in das hohe Lebensalter auch sogenannte natiitliche Antikorper finden, welche ohne vor-
herige Immunisierung des Organismus von B1-Lymphozyten sekretiert werden und damit
eine schnelle und multispezifische Reaktion des adaptiven Immunsystems darstellen (Palma
et al. 2018). Finige der in gesunden Individuen zirkulierenden Antikérper besitzen auto-re-
aktive Figenschaften, die Existenz dieser Antikorper ist jedoch nicht obligat von pathologi-
scher Natur, so scheinen diese Antikérper an verschiedenen physiologischen Aufgaben be-
teiligt zu sein (Berlin et al. 2007; Silosi et al. 2016). Dazu gehoren unter anderem regulatori-
sche Funktionen wie die Verhinderung einer iiberschieBenden Immunreaktion (Zohar et al.
20006). Hiufig ist ein Ansteigen der Konzentration von Auto-Antikérpern wihrend akuter
Infektionen zu beobachten, wobei angenommen wird, dass dieser Anstieg ganz wesentlich
durch die sog. Molekulare Mimikry verursacht wird (Rivera-Correa und Rodriguez 2018).
Zwar bietet die Produktion von potenziell auto-reaktiven Antikérpern immunologische Vor-
teile, wodurch sich ihr zahlreiches Vorkommen erkliren lassen kénnte, die potenziell patho-
logische Wirkung eben jener Antikérper kann jedoch auch auf Féten tbertragen werden
(Ciobanu et al. 2020). Aus diesen Erkenntnissen leitet sich ab, dass ein sehr breites Spektrum
an IgG-Antikérpern mit potenziell auto-reaktiven Eigenschaften in die Blut-Zirkulation des
Fotus gelangen kann. Es ist daher wahrscheinlich, dass nicht nur einzelne Interaktionen zwi-
schen Antikérpern und spezifischen fétalen Proteinen stattfinden, sondern ein komplexes
Muster an Interaktionen mit verschiedenen Antigenen entsteht, welches die Diversitit der
IgG-Immunglobuline mitsamt der auto-reaktiven Immunglobuline der Mutter widerspiegelt.
Unterstiitzt wird diese These auch durch Ergebnisse der vorliegenden Arbeit insofern, als
die durchgefiihrten Inkubationen des AEXselc-Multiprotein-Arrays ebenfalls je nach ver-
wendetem Antiserum Erreger-spezifische komplexe Interaktions-Muster zeigten. Zudem
wird sie auch dadurch untermauert, dass neuronale Auto-Immunerkrankungen nicht nur
durch einzelne Interaktionen, sondern durch eine Vielzahl an Interaktionen von Auto-Anti-

korpern mit neuronalen Epitopen charakterisiert sind (Cojocaru et al. 2010).

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit kénnen wir zwar einige wesentliche Aspekte der Interak-
tion von Antiseren gegen spezifische Erreger aufdecken, um ein méglichst genaues Bild der
Interaktionen mit fétalen Proteinen und einer daraus resultierenden Beeinflussung zellulirer
Funktionen zu erhalten, misste die Gesamtheit der Wirkung des komplexen Immunglobu-

lin-Gemisches auf fotales Gewebe untersucht werden.
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4.5.2 Der maternale Nest-Schutz

Trotz der bestehenden Moglichkeit einer Ubertragung von Antikérpern mit fiir den Fétus
potentiell schidigenden Eigenschaften, stellt der transplazentare Transfer von IgG-Antikor-
pern im Rahmen des Nest-Schutzes grundsitzlich eine wichtige immunologische Funktion
zum Schutz des Fétus dar! Aufgrund des sich noch in Entwicklung befindlichen Immunsys-
tems des Fotus bzw. des Neugeborenen, muss die maternal ,,gespendete® passive Immunitit
wesentliche Aufgaben zur Erreger-Abwehr iibernehmen. Konnatal und perinatal erworbene
Infektionen stellen bis heute weltweit eine ernsthafte Bedrohung fiir das Ubetleben von
Embryonen und Foten dar. Virale oder bakterielle Infektionen sind bis in die heutige mo-
derne Zeit weltweit zwischen 10 % in Lindern mit hohem Wohlstands-Grad und bis zu
50 % in Landern mit niedrigerem Wohlstands-Grad fir das Auftreten von Tot-Geburten
verantwortlich (Goldenberg et al. 2010). Um eine letale Gefahr fir das Kind abzuwenden
und gleichzeitig potenziell schidigende Immunreaktionen zu verhindern oder zumindest zu
verkirzen, ist eine wirkungsvolle und schnelle Erreger-Eradikation von entscheidender Be-
deutung. Zum einen sollte bei wihrend der Schwangerschaft bestehender Infektion eine ziel-
gerichtete Therapie eingeleitet werden, diese kann zum einen supportiv oder durch antibio-
tische Verfahren geschehen. Ein weiterer wichtiger Aspekt von zentraler Bedeutung ist eine
zielgerichtete und effiziente Immunantwort der Mutter. Diese kann vor einer bestehenden
Schwangerschaft mittels Immunisierung optimiert werden. Eine Immunisierung kann ent-
weder durch vorherigen Erreger-Kontakt und iberstandener Infektion oder im Gegensatz
dazu bei hochst-moglicher Sicherheit durch Impfungen erfolgen (Dudley et al. 2020). So
konnte auch die These, dass Impfungen zu neuropsychiatrischen Erkrankungen wie Autis-
mus fihren, unzweifelhaft widerlegt werden (Taylor et al. 2014). Eine Immunisierung fithrt
zur Ausbildung eines immunologischen Gedichtnisses, welches bei einer erneuten Konfron-
tation des Organismus mit einem Erreger durch das Vorhandensein hoch Antigen-spezifi-
scher B- und T-Zellen zu einer hoch-spezifischen und effektiven Immunantwort fithrt. Der
immunologische Schutz besteht dabei fiir den Fotus als auch fiir mehrere Monate nach der

Geburt fiir das Neugeborene.

Weiterhin muss erwihnt werden, dass nicht jede Infektion mit dem Potential kreuz-reagie-
rende Antikorper oder Immun-Zellen zu erzeugen, tatsichlich auch wihrend der Schwan-
gerschaft zu einer ausgeprigten Auto-Immun-Reaktion fiihrt. Das maternale Immunsystem
ist nicht nur daftr verantwortlich, dass eine ausreichende Immunantwort gegen Erreger be-
steht, sondern auch, dass eine immunologische Toleranz gegeniiber dem Fotus an sich be-
steht, da dieser nicht als kérpereigen erkannt wird. Dafiir ist eine feine Balance zwischen
reaktiven Immun-Zellen wie den Tx17-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Tre,) verant-
wortlich, welche sich wihrend einer Schwangerschaft deutlich in Richtung der tolerierenden
Treg-Zellen verschieben muss (Aluvihare et al. 2004; Osborne et al. 2019). Diese erhohte
Toleranz besteht dabei auch bei analog ablaufenden Auto-Immun-Prozessen, so zeigt sich

unter anderem bei Schwangeren, dass sich Symptome von Auto-Immun-Erkrankungen wie



Diskussion 98

der multiplen Sklerose oder auch der rheumatoiden Arthritis verbessern und diese Erkran-
kungen eine geringere Aktivitit aufweisen (Figueiredo und Schumacher 2016). Das Vorliegen
von potenziell auto-reagierender Bestandteilen des Immunsystems muss daher wihrend der
Schwangerschaft nicht zwangsldufig zu einer schidigenden Wirkung am Fétus fihren, vo-
rausgesetzt, die tolerierende Wirkung des maternalen Immunsystems ist nicht gestért und

wird aufrechterhalten.

4.5.3 Zerebrale Phinotypen und Gen-Expressionsmuster neuropsychiatrischer

Erkrankungen

Wie kénnen verschiedene Einwirkungen auf das menschliche Gehirn zu unterschiedlichen
neuropsychiatrischen Erkrankungen fithren? Neuropsychiatrische Erkrankungen manifestie-
ren sich haufig in verschiedenen Hirn-Regionen mit individuellen Funktionen. So konnte
mittels moderner Bildgebung gezeigt werden, dass Menschen, die an einer Schizophrenie
leiden im Vergleich zu solchen mit einer bipolaren Stérung eine signifikante Abnahme des
Volumens prifrontaler, temporaler und occipitaler Hirnregionen aufweisen und zudem eine
verringerte kortikale Dicke im anterioren und posterioren Gyrus cinguli sowie in Bereichen
der Insula zeigen. Menschen mit einer bipolaren Stérung zeigen dagegen eine ausgedehntere
kortikale Reduktion im linken superioren und mittleren temporalen Kortex, im superior-
frontalen und orbito-frontalen Kortex sowie im rechten parahippocampalen Gyrus (Madre et
al. 2019). Diese phinotypischen Verianderungen der Erkrankungen korrelieren dabei auch
mit genotypischen Abweichungen. So korrelieren strukturelle Anderungen aufgrund einer
Abnahme grauer Substanz kortikaler, hippocampaler und zerebellirer Regionen bei Men-
schen mit einer Schizophrenie oder einer bipolaren Stérung, unter anderem auch mit Poly-
morphismen des Gens NRG1, dem Liganden der ERBB3-Tyrosin-Kinase (Kurnianingsih et
al. 2011).

Man konnte daraus die Hypothese formulieren, dass bekannte Risiko-Gene vitetlicher- oder
mitterlicherseits an den Nachwuchs weitergegeben werden, wobei maternal-prinatale Um-
welt-Einflisse Effekte auf die Expression jener Gene im Fotus und damit Auswirkungen auf
die Aktivitit dieser Gene in unterschiedlichen Hirn-Regionen haben kénnte. Somit kénnten
unterschiedliche Hirn-Regionen wiederum vulnerabel fiir humorale oder zytotoxische Inter-
aktionen vermittelt durch Antikorper, Zytokine und/oder Immun-Zellen folgend auf eine
Immunantwort durch akute oder latente Infektionen sein. Dabei wire die Ausprigung der
einzelnen Faktoren entscheidend fiir die Penetranz der Vulnerabilitit neuropsychiatrischer
Erkrankungen wie der Schizophrenie oder den bipolaren Stérungen. Wihrend einige Schi-
digungen des ZNS direkt mit einer Beeinflussung der zentral nervosen Funktionalitit wie
kognitiven Defiziten, Demyelinisierungen oder zerebraler Paralyse einhergehen, treten neu-
ropsychiatrische Erkrankungen nur auf, sobald im Verlauf ihres Lebens die Betroffenen zu-
sitzlich zur erthdhten Vulnerabilitit auch einem erhéhten Stress-Level durch Trigger-Fakto-
ren und unzureichende Coping-Strategien zur Kompensierung ausgesetzt sind. Damit kénnte

im Rahmen des Vulnerabilitats-Stress-Coping-Modells die Verzégerung einer Manifestation
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der Erkrankungen erklart werden. Zu kliren wire in diesem Zusammenhang auch die Frage
ob Genmutationen auch zu einer verinderten Immun-Reaktivitit bestimmter Proteine bei-
tragen konnen und damit das Risiko fiir eine Auto-Immunreaktion erhéhen, was letztlich zu
einer erthohten Vulnerabilitit betroffener Menschen fiihren kdnnte an einer mit dem betref-

fenden Protein assoziierten Storung zu erkranken.

4.6 Limitierung der verwendeten Methoden und Materialien

4.6.1 Methoden der Proteomik

Multi-Protein Arrays wie der von uns verwendete h1E X select-Multiprotein-Array oder auch die
Methoden Western-Blot und 2D-Gelelektrophorese sind seit vielen Jahren anerkannte und
zuverlassige wissenschaftliche Methoden der Proteomik und der Proteinanalyse mit metho-
denspezifischen qualitativen und quantitativen Vor- und Nachteilen. Wihrend die Multipro-
tein-Array Methode einen hohen Verarbeitungssatz aufweist, ist die tatsdchliche Spezifitit
der Interaktionen nicht von gleicher Qualitit wie die der Verfahren Western-Blot und 2D-
Gelelektrophorese. Daher wurden die Antikérper-Interaktionen der mit dem AEXselec-Mul-
tiprotein-Array identifizierten Proteine jeweils auch noch zusatzlich durch eine Western-
Blot-Analyse und eine 2D-Gelelektrophore untersucht. Obwohl sich viele der Ergebnisse
des hEXselect-Multiprotein-Arrays durch Western-Blot und 2D-Gelelektrophorese haben re-
produzieren lassen, wiesen einige Proteine bei Verwendung dieser Methoden keine Interak-
tionen mehr mit den von uns verwendeten Antikorpern auf. Eine mégliche Erklirung dafiir
liefert die unterschiedliche Herstellung und Gewinnung der Proteine auf den hEXselect-Mul-
tiprotein-Arrays im Vergleich mit den fiir die Western-Blot-Analyse und die 2D-Gelelektro-
phorese verwendeten Zell-Lysaten. Zwar stammen die Sequenzen der Proteine auf dem
hEXselect-Multiprotein-Array von einer cDNA-Bank, welcher ein humanes fétales Genom
zugrunde liegt, die daraus gewonnenen Proteine werden jedoch auf einer PVDF-Membran
durch ein E.co/i-basiertes bakterielles zn-vitro-Translations-System erzeugt. Die Ko- oder Post-
translationalen Modifizierungen der mit diesem bakteriellen System hergestellten Proteine
koénnen von daher erheblich von jener in eukaryotischen Zellen abweichen. Dies kann sich
auch auf die Antikérper-Bindungsstirke und die Interaktions-Fahigkeit mit diesen Proteinen
auswirken. Die verwendeten Zell-Lysate und Zell-Uberexpressions-Lysate sind bis auf die
Ratten-Zell-Linie RBL-2H3 humaner Herkunft, weisen aber insgesamt ein eukaryotisches
Modifikations-Level auf. Eine Verwendung dieser Lysate liefert damit spezifischere Ergeb-
nisse und dient als qualitative Bestitigung der identifizierten Antikérper-Protein-Interaktio-

nen.

4.6.2 Ethische Fragestellungen

Die Experimente der vorliegenden Arbeit, wie z.B. die Untersuchungen mit dem hEXselect-

Multiproteins-Array, oder auch die Untersuchungen mit diversen Antiseren und Zell-Lysaten
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werfen neben der Frage nach der Verlasslichkeit der gewonnen Ergebnisse, auch grundsitz-
liche ethische Fragestellungen auf. So wurden im Zuge der durchgefithrten Experimente
kommerziell erhiltliche Antiseren und Blut-Bestandteile verwendet, die aus Siugetieren ge-
wonnen wurden. Auch die Verwendung der AE Xse/ec+-Multiprotein-Arrays birgt ein ethisches
Problem, da die den Gen-Daten zugrundeliegende cDNA-Bank aus Gewebe-Material ge-
wonnen ist, welches von zwei im Rahmen der gesetzlich vorgegebenen Regelungen durch-
gefithrten Schwangerschafts-Abbriichen stammt. Wir haben uns in beiden Fillen fiir eine
Verwendung dieser Materialien entschieden, da es bislang keine etablierten Alternativen gibt,
um polyklonale Antikérper oder sonstige Blut-Bestandteile herzustellen. Auch gibt es bis
heute keine andere Moglichkeit, ein méglichst genaues Abbild des Proteoms des fotalen Ge-
hirns darzustellen. Die Verwendung dieser Materialein ist daher von unschitzbarem Wert
nicht nur fir diese Arbeit, sondern ganz allgemein fiir die internationale Forschungsgemein-

schaft.

4.6.3 Die Bedeutung der Verwendung von nicht-menschlichen Antikérpern und

in vitro-Experimenten

Neben den ethischen Fragestellungen, die sich bei der Verwendung von menschlichen und
tierischen Zellen und Geweben eréffnen, ist auch die Frage, ob man Antiseren aus Kanin-
chen und 7 vitro-Experimente an Zell-Kulturen tiberhaupt als experimentelles Modell fir die

formulierte Fragestellung dieser Arbeit verwenden kann.

4.6.3.1 Immunglobuline des Kaninchens

Bei der Betrachtung einer Immunreaktion zwischen Art-fremden Immunglobulinen und Ge-
weben muss berticksichtigt werden, dass sich die Affinitit der Immunglobuline gegentiber
ihren Ziel-Antigenen je nach Organismus unterscheiden kann. So zeigen monoklonale Ka-
ninchen-Immunglobuline eine generell hohe Affinitit gegeniiber ihren Ziel-Antigenen und
eine im Vergleich zu Maus-Immunglobulinen erhohte Affinitit gegen humane Antigene
(Spieker-Polet et al. 1995). Dennoch bietet die Ahnlichkeit des Immunsystems des Kanin-
chens mit dem des Menschen insbesondere in Bezug auf die Immunantwort auf Infektionen
eine gute Anniherung an die immunologischen Verhiltnisse im Menschen und damit die
besondere Moglichkeit, Kaninchen-Immunglobuline in experimentellen Modellen der Im-
munantwort zu verwenden (Esteves et al. 2018). Die Interaktion zwischen Antikérpern und
den von uns identifizierten Proteinen des fétalen Gehirns musste zur weiteren Absicherung
der Ergebnisse jedoch noch mit Antikérpern gegen die untersuchten Erreger bestitigt wer-

den, welche aus humanen Seren gewonnen worden sind.

4.6.3.2 In vitro-Experimente mit Zell-Kulturen

Die Verwendung von Zell-Kulturen anstelle von komplexen Geweben wie dem ZNS bietet
sowohl Vor- als auch Nachteile. Wahrend die hier verwendeten Neuroblastom-Zell-Linien

SH-SY5Y und SiMa, welche aus Neoplasien nervésen Ursprungs stammen, eine Moglichkeit
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bieten mit geringem experimentellem Aufwand reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, kon-
nen damit nur annihernd die komplexen Verhiltnisse wihrend der Gehirnentwicklung 7
vivo dargestellt werden. Weder kann damit der Einfluss der Blut-Hirn-Schranke noch der
Einfluss regulatorischer Mechanismen als fundamentale Bestandteile des Immunsystems un-
tersucht werden. Zwar ist die Verwendung von 7z vitro-Experimenten unverzichtbar fir die
Erforschung zell-biologischer Mechanismen und kann auch bis zu einem gewissen Grad die
Auswirkung von extrazelluliren Wirkmechanismen auf zellulirer Ebene darstellen; eine Be-
statigung der physiologischen und pathologischen Bedeutung jener Mechanismen kann je-
doch nur durch entsprechende 77 vivo-Experimente und letztlich anhand klinischer randomi-

sierter Studien erreicht werden.
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5 Zusammenfassung

Schizophrene Erkrankungen betreffen ca. 1 % der weltweiten Bevélkerung und gehen mit
einer starken Einschrinkung der psychischen und koérperlichen Gesundheit einher. Bis heute
ist, ahnlich wie bei vielen anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen keine eindeutige Ge-
nese bekannt, Hinweise lassen eine gestorte fotale Hirn-Entwicklung vermuten, welche die
Vulnerabilitat fir schizophrene Erkrankungen erhoht. Epidemiologische und experimentelle
Studien zeigen zudem, dass diese gestorte Hirn-Entwicklung eine auto-immunologische
Grundlage hat. Dabei sind die maternal gebildeten und in das Blut des Fétus transferierten
Antikérper vom Sub-Typ IgG von besonderer Relevanz. Eine unbalancierte maternale Im-
mun-Toleranz und eine fragile fotale Blut-Hirn-Schranke kénnen dazu fihren, dass auto-
reaktive IgG-Antikérper mit fétalem neuronalem Gewebe in Kontakt kommen. Ahneln £6-
tale neuronale Proteine auf Grundlage der molekularen Mimikry strukturell oder sequenziell
den Erreger-spezifischen Epitopen, kann es zu einer auto-reaktiven Interaktion und zur St6-

rung der fétalen Hirn-Entwicklung kommen.

Die vorliegende Arbeit untersucht dafiir Interaktionen Erreger-spezifischer Antikorper mit
fotalen neuronalen Proteinen. Untersucht wurden die Antiseren gerichtet gegen Borrelia burg-
dorferi, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori und Toxoplasma gondii. Zur Interaktions-Identifi-
kation wurden A Xselect-Multiprotein-Arrays, welche in Form von 23.806 cDNA-Klonen ca.
10.000 Proteine des prinatalen fétalen ZNS im ersten Trimenon prisentieren. Durch die
Inkubation der hJEXselect-Multiprotein-Arrays mit den Erreger-spezifischen Antiseren konn-
ten wir 31 Interaktions-Partner des Borrelia burgdorferi-Antiserum identifizieren, darunter die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase ERBB3, welche an Zell-proliferativen Prozessen beteiligt ist. Fiir
das Campylobacter jejuni-Antiserum wurden 107 Interaktions-Partner identifiziert. Das synap-
tische Protein SYT5 konnte dabei als Interaktions-Partner von sowohl Campylobacter jejuni-
als auch Helicobacter pylori-Antiserum identifiziert werden. Das Helicobacter pylori-Antiserum
wies Interaktionen mit 99 fotalen Proteinen auf, darunter konnte auch ASTN2 identifiziert
werden, ein neuronales Oberflichen-Protein, welches an Wachstums-Prozessen von Dend-
riten beteiligt ist. 32 Interaktions-Partner konnten fir das Toxoplasma gondii-Antiserum iden-
tifiziert werden, darunter das synaptische Protein CPLX2 und das neuronale Struktur-Pro-
tein SSPO. Die Interaktionen konnten fir ASTN2, CPLX2, ERBB3 und SYT5 mittels Wes-
tern Blot und 2D-Gelelektrophorese bestitigt werden.

Funktionelle Tests wurden mit der Mast-Zell-Linie RBL-2H3, den neuronalen Zell-Linien
SiMa und SH-SY5Y sowie mit der Brust-Krebs-Zell-Linie T-47D durchgefiihrt. Bei mit He-
licobacter pylori-Antiserum behandelten SiMa-Zellen konnten wir ein reduziertes Dendriten-
Wachstum messen. Anhand des FM1-43- und des Fluo-3-AM-Assays konnten wir eine re-
duzierte Freisetzung von synatischen Vesikeln in mit Campylobacter jejuni- und Helicobacter py-
lori-Antiserum behandelten SiMa-Zellen nachweisen. Mittels MTT-Assay konnten wir eine
reduzierte mitochondriale Leistung in mit Toxoplasma gondii-Antiserum behandelten RBL-
2H3- und SH-SY5Y-Zellen nachweisen. RBL-2H3-Zellen-zeigten unter Toxoplasma gondir-
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Antiserum Behandlung ein post-stimulatorisch verindertes Kern-Zytoplasma-Verhaltnis
und eine mittels 3-Hexosaminidase-Degranulations-Test photometrisch bestimmte vermin-
derte Exozytose-Leistung sowie eine verinderte intrazellulire CPLX2-Fluoreszenz-Intensi-
tat. In mit Borrelia burgdorferi-Antiserum behandelten SH-SY5Y-Zellen konnte sowohl mittels
KI-67-Assay als auch mittels Mitose-Figuren-Rate eine verminderte Zell-Proliferation ge-
messen werden. Mit den Epitop-Kartierungs-Programmen Bepipred Linear Epitope Prediction
2.0 und DiscoTope 2.0 im Abgleich mit der Sequenz-Datenbank BIL.AST, konnten wir eine
Aminosaure-Sequenz-Homologie zwischen dem menschlichen Protein ERBB3 und dem

Borrelia burgdorferi-Protein Erp family outer-surface-Lipoprotein entdecken.

Die erhobenen Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine experimentelle Grundlage fiir die tiefere
Erforschung der Genese neuropsychiatrischer Erkrankungen im Kontext auto-immunologi-
scher Reaktionen dar. Die praktische Relevanz dieser Ergebnisse muss aber noch in der Zu-

kunft durch weitere klinische und zz-vivo-Studien bestitigt werden.
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