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Forschung

Analyse von Wirt-Pathogen Interaktionen

in Mausmodellen

Die Infektionschallenge Plattform am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung

Bastian Pasche, Ursula Frischmann, Marina Greweling, Silke Mateika, Achim D. Gruber, Andreas Lengeling und Werner Muller

Die Gesellschaft fir Biotechnologische For-
schung (heute: Helmholtz-Zentrum fiir Infekti-
onsforschung) in Braunschweig hat im Jahr 2000
beschlossen, sich in Richtung Infektionsfor-
schung weiterzuentwickeln. Als ein wesentlicher
Baustein dieser Neuorientierung wurde eine
LInfektionschallenge” Plattform (ICP) aufge-
baut, eine Infrastruktur, die sich nur mit Hilfe des
Nationalen Genomforschungsnetzes realisieren
lieB und die sowohl strukturell als auch inhalt-
lich eng mit der German Mouse Clinic (GMC) in
Minchen verbunden ist (Gailus-Durner et al.,
2005). Im Folgenden wird beschrieben, wie die
Infrastruktur der ICP aufgebaut ist und welche
wissenschaftlichen Fragestellungen mit Hilfe
dieser in Europa einzigartigen Infrastruktur be-
antwortet werden kénnen.

Infektionskrankheiten haben unsere Welt
mehr beeinflusst, als wir auf den ersten Blick
wahrnehmen. Durch die Entdeckung neuer Kul-
turen durch Europder wurde zum Teil die einhei-
mische Bevélkerung durch die mitgebrachten
Infektionskrankheiten regelgerecht ausgerottet.
GroBe Epidemien, wie zum Beispiel Influenza
oder die Pest, haben bis zu einem Drittel der
Bevolkerung in Europa ausgeldscht. Auch heute
beeinflussen Infektionskrankheiten unser Leben
und sind fiir mehr als ein Viertel aller Todesfalle
weltweit verantwortlich. Die Interaktion zwi-
schen Erreger und Wirt fiihrt dber lange Zeit zur
Selektion von genetischen Merkmalen, die noch
heute in unseren Genomen nachweisbar sind.

Um Ursachen und Pathogenese von Infekti-
onskrankheiten besser untersuchen zu konnen,
haben sich Tiermodelle bewéahrt. Insbesondere in
der Maus konnten in der Vergangenheit Mecha-
nismen aufgeklart werden, die in der Folge auch
in der Humanmedizin Einzug fanden und so Fort-
schritte in Diagnostik, Behandlung und Praven-
tion ermdglichten.

Die ,Infection Challenge

Platform” (ICP) in Braunschweig

In der ICP werden gezielt Wechselwirkungen
zwischen Erreger und Wirt untersucht. Fir die
Funktionalitat der ICP ist es von groBer Bedeu-
tung, dass mdglichst gleiche Bedingungen von

Experiment zu Experiment sichergestellt werden.
Nur so ist es mdglich, die Ergebnisse von ver-
schiedenen Experimenten miteinander zu verglei-
chen. Besonders wichtig fiir die Analyse von
Immunfunktionen ist ein sehr hoher Hygienesta-
tus in der Tierhaltung. Um den Einfluss von nicht
erwiinschen Erregern zu minimieren, werden alle
Tiere in individuell beliifteten Kafigen gehalten,
die ausschlieBlich unter speziellen Sterilbdnken
gedffnet werden diirfen. Der Hygienestatus wird
regelmdBig durch interne und externe Kontrollen
gemal internationalen Vorgaben (Federation of
European Laboratory Animal Science Associati-
ons; FELASA, http://www.felasa.eu/) (berpriift.
Der Zutritt zur ICP ist streng reglementiert und
erfolgt durch eine Luftdusche, in der jede Person
durch ein starkes Gebldse von kleinsten Partikeln
befreit wird. AnschlieBend muss noch Schutzklei-

dung inklusive Kopfhaube und Mundschutz ange-
legt werden. Auf diese Weise konnte der Hygie-
nestatus der Tierhaltung (ber die letzten finf
Jahre aufrechterhalten werden. Ein ebenso wich-
tiger Faktor in der ICP ist die native Keimbesied-
lung des Wirtes, insbesondere im Darmtrakt. Die
Flora des Darms ist von entscheidender Bedeu-
tung flir die Entwicklung von Infektionskrankhei-
ten. Wir arbeiten daher mit einer genau definier-
ten Darmflora (der so genannten modifizierten
Schaedler-Flora), um den Einfluss von Mikroorga-
nismen auf die Experimente zu reduzieren. Ein
weiterer wichtiger Faktor ist die genaue Festle-
gung der Durchfiihrung der Experimente. Wir
haben sogenannte , Standardized Operating Pro-
cedures” (SOPs) entwickelt und als Validierung
Phanotypisierungsdaten von vier haufig verwen-
deten Maus-Inzuchtlinien aufgenommen (siehe

Abb. 1: Schematische Darstellung der Infektions-Challenge Plattform. In der ICP kénnen Méuse verschiedener Herkunft
phanotypisiert werden. Bei der Sanierung per Embryotransfer wird eine definierte Darmflora generiert. Die eigentliche
Phanotypisierung findet in drei Stufen statt. Die primaren Screens sind blutbasierende Untersuchungen, mit den erweiter-
ten priméren Screens kann die Immunreaktion von Makrophagen néher untersucht werden. In den sekundéren Screens
wird schlieBlich der Verlauf von in vivo Infektionen genauer analysiert. Dazu werden die Tiere mit den verschiedenen
Pathogenen infiziert und der Krankheitsverlauf mit verschiedenen Methoden aufgenommen und ausgewertet.
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Abb. 2: Charakterisierung der verwendeten bakteriellen Erreger. Die zurzeit in der ICP verwendeten Bakterien
unterscheiden sich in verschiedenen Eigenschaften voneinander. Dadurch deckt die Phanotypisierung ein breites
Spektrum von Immunreaktionen ab. Jede Kurzbeschreibung eines Erregers wird durch eine elektronen-mikrosko-
pische Aufnahme sowie einen typischen pathologischen Befund nach der entsprechenden Mausinfektion ergénzt.

Infobox). Diese Datenbasis ist unsere Grundla-
ge flr die Analyse von Mausmutanten und er-
laubt uns, auBergewdhnliche Resistenzen oder
Empfindlichkeiten gegeniber Infektionserre-
gern sicher zu entdecken.

Um die Verbindung von genetischen Fakto-
ren und der Auspragung der Immunantwort zu
analysieren, gehen wir in der ICP zwei Wege.

Vom Genotyp zum Phédnotyp

Die vielfdltigen Méglichkeiten, das Genom
der Maus zu manipulieren, machen es mdglich,
die Funktion einzelner Gene aufzuklaren. Ein klas-
sischer Weg ist es, gezielt ein bestimmtes Gen in
der Maus auszuschalten und die neu erhaltene
Mausmutante anschlieBend genau zu untersu-
chen (zu phanotypisieren). Diese ,Knockout"-
Mause kénnen beispielsweise in ihrer Empfind-
lichkeit gegentiber Pathogenen verandert sein
oder eine abweichende Immunreaktion nach
Infektion zeigen. Man kann auf diese Weise fest-
stellen, welche Gene beim Infektionsgeschehen
eine wichtige Rolle spielen. Mit Hilfe sogenannter
konditionaler Knockout”-Mause konnen Gene
sogar nur in bestimmten Zellen, beispielsweise T-
Zellen oder Makrophagen, ausgeschaltet werden,

wahrend andere Kdrperzellen der Maus genetisch
unverandert bleiben. Damit kann nicht nur die
Rolle des entsprechenden Gens, sondern darliber
hinaus auch der beteiligte Zelltyp naher unter-
sucht werden.

Doch nicht nur die phanotypische Analyse
einer gezielt generierten Mausmutante ist mog-
lich, auch der umgekehrte Weg vom Phénotyp
zum Genotyp wird in der ICP beschritten.

Vom Phénotyp zum Genotyp

Die Analyse von Inzuchtstdmmen zeigt, dass
zwischen einzelnen Mausinzuchtstdmmen oft
groBe Unterschiede in der Infektionsempfindlich-
keit bestehen. Diese Unterschiede kann man nut-
zen, um die genetische Ursache dafir zu finden.
Durch Riickkreuzungen und die damit verbunde-
nen Rekombinationsereignisse, aber auch durch
Nutzung von bereits etablierten ,Rekombinanten
Inzuchtstdmmen” ist es mdglich, sogenannte
,Quantitative Trait Loci” (QTL) zu identifizieren.
Das sind chromosomale Regionen, die mit hoher
statistischer Wahrscheinlichkeit mit einer be-
stimmten Merkmalsausbildung assoziiert sind.

Mit Hilfe einer Feinkartierung kann man
anschlieBend herausfinden, welche Gene inner-

halb des QTLs fiir die Merkmalsausbildung ver-
antwortlich sind und beispielsweise die Abwehr
von Infektionen steuern kénnen. In der Regel sind
mehrere QTL an der Ausprdgung einer In-
fektionsempfindlichkeit beteiligt. Hier bietet die
Maus als Tiermodell mit ihrer gut etablierten
Genetik viele Méglichkeiten, die Genvarianten zu
identifizieren, die diesen QTLs zugrunde liegen.
Zum Beispiel koénnen speziell geziichtete ,Re-
kombinante Inzuchtstamme” verwendet werden,
die in ihrem Genom mosaikartig verstreut kleine
Anteile der resistenten und empfindlichen Eltern-
stdmme tragen. Die Feinkartierung dieser geneti-
schen Mosaike zusammen mit der Korrelation
zum Phanotyp erlaubt es, die Mechanismen kom-
plexer Vererbung aufzuschliisseln. Diese Arbeiten
sind sehr wichtig, da sie nicht so leicht in hetero-
genen, menschlichen Populationen zu bewerk-
stelligen sind. Sehr wohl beruhen aber die meisten
multifaktorellen Erkrankungen des Menschen auf
der Kombination gerader solcher krankheitspra-
disponierender Genvarianten. Dieses gilt insbe-
sondere auch fiir Infektionserkrankungen, wo
durch Interaktion von Umweltfaktoren mit gene-
tischen Faktoren das individuelle Krankheitsrisiko
bestimmt oder Uber die Schwere eines Krank-
heitsverlaufs entschieden wird.

Ménnliche und Weibliche

Méuse unterscheiden sich

Bei der Erhebung von Basisdaten in ver-
schiedenen Mausinzuchtstdmmen beobachteten
wir groBe Unterschiede zwischen mannlichen und
weiblichen Méausen. Interessanterweise sind
weibliche Mduse in Infektionen mit dem intrazel-
luldren Erreger Listeria monocytogenes viel star-
ker betroffen als mannliche Mause (Pasche et al.,
2005). Weibchen verschiedener Mausinzucht-
stdmme zeigen nach Infektion hohere Keimbela-
stungen in betroffenen Organen und stérkere
histopathologische Veranderungen im Vergleich
zu den Mannchen. Dies geht einher mit Verande-
rungen in der Anzahl und Zusammensetzung von
Lymphozyten im peripheren Blut. So entwickeln
weibliche Mause nach Infektion eine starkere
Lymphopenie (Mangel an Lymphozyten in Blut) als
die Mannchen. Uberraschenderweise zeigen die
Weibchen nach Infektion auch héhere Serumkon-
zentrationen des anti-inflammatorisch wirkenden
Zytokins Interleukin-10. Durch seine immunsup-
primierende Wirkung scheint dieses Zytokin ge-
schlechtsspezifisch die mit der Infektion einher-
gehenden Entziindungsreaktionen zu unter-
driicken (Pasche et al., 2005). Folglich kénnen die
Weibchen den Erreger nicht so gut eliminieren wie
die Mannchen. Dieser Befund in der Maus kann
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auch eine Bedeutung fiir humane Infektionser-
krankungen haben. Auch hier gibt es Beispiele fir
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Prava-
lenz einiger Infektionserkrankungen.

Infektion in der Maus,

maglichst nah an der

Infektion beim Menschen

Wir sind zunachst an den grundlegenden
Mechanismen der Infektabwehr interessiert und
kénnen in der Maus sowohl die Antigenunab-
hangige Infektabwehr, z. B. durch Makrophagen,
Neutrophile oder Granulozyten, als auch die Anti-
gen-abhdngige Immunantwort, getragen von B-
und T-Lymphozyten, untersuchen. Die von uns
gewdhlten Infektionsmodelle erlauben die Analy-
se beider Typen der Inmunabwehr.

Die Erreger, die fir uns Menschen relevant
sind, sind in der Regel jedoch andere als die Erre-
ger, die eine Maus naturlicherweise infizieren kon-
nen. Manche dieser Erreger kénnen auf Grund
spezifischer Infektionswege und der dabei ver-
wendeten Adaptermolekiile die Maus nicht infi-
zieren. In der ICP ist uns aber daran gelegen Infek-
tionsmodelle aufzubauen, die auch fiir den Men-
schen von Bedeutung sind. Aus diesem Grund ver-
folgen wir drei verschiedene Strategien: (1) die
Verwendung von Mauspathogenen, die in der
Maus ein vergleichbares Krankheitsbild hervorru-
fen wie das entsprechende Humanpathogen beim
Menschen, (2) die Maus-Adaption humaner Erre-
ger sowie (3) die Humanisierung von Mausen, so
dass die Verwendung von Humanpathogenen in
diesem Tiermodell moglich wird.

So verwenden wir z. B. als parasitaren Erre-
ger den mauspathogenen Nematoden Trichuris
muris. Beim Menschen gibt es eine weit verbrei-
tete Erregergruppe, die in ihrer Biologie diesem
Maus-Erreger sehr ahnlich ist. Die Untersuchung
des Infektionsverlaufes in der Maus gibt uns somit
Hinweise auf die Wirkung der entsprechenden
Erreger auf den Menschen. Eine andere Strategie
haben wir bei Listerien verfolgt. Eine Infektion der
Maus auf der natdrlichen Infektionsroute, namlich
oral, ist nicht méglich, da das Adaptermolekdil
Internalin-A der Listerien nicht an das Zielmolekil
der Maus, das E-Cadherin, binden kann. Daher
wurde das Internalin-A-Molekil in einer Weise
verandert, die eine hochaffine Bindung an das
murine E-Cadherin zuldsst. Dies ermdglicht es
jetzt, den natlrlichen Infektionsweg der Listerien
in der Maus im Detail zu untersuchen (Wollert et
al., 2007).

SchlieBlich kann die Maus so verandert wer-
den, dass sie empfindlich wird fiir Erreger des
Menschen. Dieser experimentelle Ansatz steht

momentan noch am Anfang seiner Entwicklung.
Ziel dieser Humanisierung ist es unter anderem,
dass schwer therapierbare virale Infektionen des
Menschen in der Maus studiert werden kénnen.
Diese Experimente finden am HZI als Teil der von
der Bill und Melinda Gates-Stiftung ins Leben
gerufenen ,Grand Challenge”-Initiative statt
(siehe Infobox).

Ausblick

Die ICP ist durch substantielle Unterstitzung
des Nationalen Genomforschungsnetzes zur zen-
tralen Forschungsstation am Helmholtz-Zentrum
fur Infektionsforschung geworden. Das spezielle
Design dieser Phanotypisierungsplattform und die
unterschiedlichen, mit der ICP verbundenen Tech-
nologien (siehe Abbildung 1) erlauben die detail-
lierte Analyse von Infektionen in der Maus. Mit
Hilfe verschiedener experimenteller Tools wird es
in Zukunft maglich werden, Infektionserkrankun-
gen des Menschen noch besser in der Maus nach-
zubilden. Zurzeit sind in der ICP Experimente bis
zur Sicherheitsstufe 2 moglich, es ist aber bereits
ein weiteres Tierhaus im Bau, das auch Infekti-
onsexperimente bis zur Sicherheitsstufe 3 zulas-
sen wird. Diese neue Einheit wird in der Zukunft
sehr wichtig sein, um auch Erkrankungsmecha-
nismen von kritischen humanen Infektionserre-
gern in geeigneten Mausmodellen zu untersu-
chen (z.B. hochpathogene Influenza Viren). Mit
der bisher geschaffenen speziellen Infrastrukur
und den geplanten Erweiterungen ist die ICP zu
einer sehr wichtigen AuBenstation der German
Mouse Clinic geworden. Hier kénnen, in Koope-
rationen mit Partnern aus dem NGFN, Mechanis-
men zum Verstandnis von Immunitat und Errege-
rabwehr studiert werden.
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Dr. Bastian Pasche

Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung,
Braunschweig

AG Infektionsgenetik, Abteilung

fir Experimentelle Mausgenetik

E-Mail: bastian.pasche@helmholtz-hzi.de

Info-Box mit Internet-Links

Assoziierte Projekte der ICP:
German Mouse Clinic:
www.mouseclinic.de

MUGEN (Network of Excellence in
Mouse Immunology):
WWW.mugen-noe.org/
EUMORPHIA: www.eumorphia.org
EUMODIC: www.eumodic.eu

Phénotyp-Datenbanken & SOPs:
EMPReSS: empress.har.mrc.ac.uk
Europhenome:
www.europhenome.org
Interphenome:
www.interphenome.org

Humanisierungsprojekte:

Grand Challenges in Global Health:
www.gcgh.org/Projects/CreateNewVac-
cines/TestsForVaccineEvaluation/
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