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Einleitung

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Immunabwehr gegen den obligat intrazelluldren
Parasiten Toxoplasma gondii. Im Folgenden soll deshalb ein Uberblick iiber die, fiir die Arbeit
relevanten Mechanismen des Immunsystems gegeben werden, auBerdem wird der Parasit und
seine klinische Relevanz vorgestellt.

1.1. Der Parasit Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein obligat intrazelluldrer Parasit, der erstmals 1908 beschrieben
wurde. Er erhielt seinen Namen aufgrund der gebogenen Form (toxon, griechisch= Bogen; plasma,
griechisch= Form) und dem Nagetier Ctenodactylus gundi, in dem er zuerst entdeckt wurde
(Frenkel, 1970). Taxonomisch kann T. gondii innerhalb der Protozoen dem Stamm der Apicomplexa
zugeordnet werden. Zu den Vertretern dieses Stammes zdhlt beispielsweise auch der
humanpathogene Erreger der Malaria, Plasmodium falciparum. Namensgebend fiir den Stamm der
Apicomplexa ist eine einzigartige Struktur, der Apikalkomplex, den alle Einzeller innerhalb dieses
Phylums besitzen. Er besteht aus einem komplexen mikrotubuldaren Element, dem Conoid und
verschiedenen sekretorischen Organellen. Diese Elemente sind an der Invasion in die Wirtszelle
beteiligt und ermoglichen das Etablieren einer parasitophoren Vakuole in der sich der Parasit
entwickeln und vermehren kann (Dubey et al., 1998). Toxoplasma gondii kann im Stamm der
Apicomplexa weiter der Unterklasse der zystenbildenden Coccidien und der Unterordnung der
Eimeria zugeordnet werden. Zu dieser Unterordnung gehoren auch die humanpathogenen
Parasiten Isospora belli, Isospora natalensis und Cryptosporidium parvum, die beim Menschen
starke Diarrhoe auslosen konnen. Aullerdem befindet sich in der Unterordnung der Eimeria der
tierpathogenen Erreger Neospora caninum, welcher der haufigste Verursacher von Aborten bei
Rindern ist (Beck et al., 2009).

1.1.1. Lebenszyklus

Der Parasit Toxoplasma gondii durchlauft wahrend seines Lebenszyklus verschiedene Stadien
(Abbildung 1.1). Die sexuelle Vermehrung findet ausschlieBlich im Endwirt, der Hauskatze und
andere Mitgliedern der Familie der Felidae statt (Frenkel, 1970). Nach der oralen Aufnahme von T.
gondii Zysten, welche sich im Gewebe infizierter Beutetiere befinden, wird die Zysten-Wand durch
proteolytische Enzyme im Magen und Dinndarm der Katze aufgelost und die darin befindlichen
Bradyzoiten entlassen. Diese dringen dann in die Epithelzellen des Diinndarms ein und entwickeln
sich hier zu finf morphologisch verschiedenen Stadien. Nach der Replikation dieser Parasiten
(Merogonie) kommt es zur Differenzierung in weibliche und mannliche Gameten (Gametogonie).
Die Verschmelzung der Gameten fiihrt zur Bildung einer diploiden Oozyste. Nach dem Aufplatzen
der infizierten Darmepithelzelle wird diese unsporulierte Oozyste in das Dinndarm-Lumen
freigesetzt und mit dem Fazes des Endwirtes in die Umwelt ausgeschieden. T. gondii Oozysten sind
sehr widerstandsfahig und bleiben in feuchter Umgebung bei Temperaturen zwischen 0 und 45°C
Uber einen langen Zeitraum intakt. Abhangig von Temperatur und Sauerstoffsattigung beginnt die
Sporulation der Oozysten ein bis fiinf Tage nach der Exkretion und resultiert in der Bildung von zwei
Sporoblasten mit je vier hochinfektiosen haploiden Sporozoiten. Die sporulierten Oozysten kénnen
dann oral, Uber kontaminierte Nahrung, Trinkwasser oder Erde von zahlreichen Zwischenwirten
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aufgenommen werden. Im Darm des Zwischenwirtes werden die acht Sporozoiten aus der Oozyste
freigesetzt und entwickeln sich zu Tachyzoiten, die sich durch schnelle Replikation auszeichnen.
Tachyzoiten dringen aktiv in die Zellen des Darmepithels ein (Dobrowolski und Sibley, 1996) und
befinden sich nach der Invasion in einer parasitophoren Vakuole, welche den Parasiten vor dem
endolysosomalen System der Wirtszelle schiitzt (Suss-Toby et al., 1996). Wahrend der akuten Phase
der Infektion vermehren sich die Tachyzoiten innerhalb der parasitophoren Vakuole rasant und die
Wirtszelle zerreilSt, wenn sie nicht mehr genug Platz fir die steigende Anzahl an Parasiten bietet.
Die Tachyzoiten werden in groRer Zahl freigesetzt, konnen das Darmepithel durchdringen und
gelangen Uber den Blutstrom und das lymphatische System in alle Organe des Zwischenwirts.
Tachyzoiten kdnnen sich in nahezu allen Zellen des Korpers vervielfaltigen, jedoch sind in der akuten
Phase der Infektion besonders die Leber und die Lunge von der Invasion betroffen (Frenkel, 1988).
Um sich der Immunantwort zu entziehen, die im Fortschritt der akuten Infektion vom
Wirtsorganismus initiiert wird, differenzieren die Tachyzoiten im Rahmen einer Stadienkonversion
zu Bradyzoiten. Diese zeichnen sich durch langsame Replikation, einen verminderten Metabolismus
und das Vorliegen in einer Zystenhille aus. Sie sind verantwortlich fir die Manifestation der
chronischen Infektionsphase. Durch die Vermehrung der Bradyzoiten wachst die Zyste an und kann
je nach Alter und Gewebe mehrere hundert Parasiten beinhalten. Intakte Zysten induzieren keine
inflammatorische Immunantwort und konnen Uber die gesamte Lebensdauer des Wirtes im
Gewebe persistieren ohne klinische Symptome zu verursachen.

Nimmt der Endwirt oral Gewebezysten auf, die sich im Fleisch von Beutetieren befinden, schliefst
sich der Zyklus und ein neuer Infektionskreislauf wir initiiert. Menschen kénnen sich zum einen
durch den Verzehr von rohem oder ungarem Fleisch, welches T. gondii Gewebezysten enthilt,
infizieren. Zum anderen stellen sporulierte Oozysten in der Umwelt, beispielweise in Trinkwasser,
Erde und Nahrungsmitteln eine zweite wichtige Infektionsquelle dar.
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Abbildung 1.1: Lebenszyklus von Toxoplasma gondii. Modifiziert nach Hunter und Sibley 2012. Die Vermehrung des
Parasiten unterteilt sich in eine sexuelle und eine asexuelle Phase. Die sexuelle Replikation findet ausschliefSlich im Endwirt,
der Katze, statt. Die dabei entstehenden QOozysten werden mit dem Fdzes als unsporulierte Oozysten in die Umwelt
ausgeschieden und durchlaufen hier den Prozess der Sporulation. Die sporulierten Oozysten kénnen dann oral durch
kontaminierte Nahrung oder Trinkwasser von diversen Zwischenwirten, einschlieflich Nutztieren, aufgenommen werden.
Kurz nach der oralen Aufnahme entwickeln sich die Sporozoiten der Oozysten zu schnell replizierenden Tachyzoiten, die
sich im Zwischenwirt ungeschlechtlich vermehren. Diese asexuelle Vermehrung des Parasiten kennzeichnet die akute
Phase der Infektion. Darauf folgt die Stadienkonversion des Parasiten, welche durch die Bildung und Persistenz von Zysten
charakterisiert ist und die chronische Infektionsphase darstellt. Der Verzehr von T. gondii infizierten Beutetieren durch die
Katze schliefst den Zyklus. Menschen kénnen sich zum einen durch den Verzehr von ungekochtem Fleisch, welches
Gewebezysten enthdlt infizieren. Zum anderen stellen sporulierte Oozysten in der Umwelt und im Trinkwasser
Infektionsquellen dar. Eine Erstinfektion wéhrend der Schwangerschaft kann zur kongenitalen Ubertragung auf den Fétus
und zu Fehlbildungen und Fehlgeburten fiihren. In immunsupprimierten Patienten kann eine, von Zysten ausgehende
Reaktivierungstoxoplasmose zu einer Enzephalitis, Pneumonie oder Myokarditis fiihren.

1.1.2. Ubertragungswege und globale Verbreitung von T. gondii

Aufgrund seines extrem breiten Wirtsspektrums ist T. gondii einer der weltweit am haufigsten
vorkommenden Parasiten und kann nahezu alle warmbliitigen Vertebraten, einschlieBlich
Haustiere und Nutztiere infizieren. Die Infektion dieser Zwischenwirte erfolgt (iber die orale
Aufnahme von T. gondii Oozysten, die ausschliellich von Katzen und katzenartigen Raubtieren
(Feliden) ausgeschieden werden. Die Rate infizierter Tiere unter den wildlebenden Vertretern der
Familie der Felidae ist mit bis zu 100% sehr hoch, wahrend die globale Seropravalenz von T. gondii
in Hauskatzen zwischen 30 und 40% liegt (EImore et al., 2010). Menschen kénnen sich ebenfalls
Uber die orale Aufnahme der Oozysten aus der Umwelt infizieren. Risikofaktoren fiir eine Infektion
mit T. gondii Oozysten sind dabei beispielsweise das Spielen in Sandkasten und auf Spielplatzen
(dos Santos et al., 2010), Kontakt mit Erde und Gartnern bzw. Farmarbeit ohne Handschuhe (Cook
et al.,, 2000), kontaminiertes (Trink-) Wasser (Karanis et al., 2013) sowie der Verzehr von
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ungeniligend gewaschenem Gemise und Obst (Kapperud et al.,, 1996). Eine der wichtigsten
Infektionsquellen fiir Menschen stellt jedoch die Prdsenz von T. gondii Zysten im Fleisch von
Nutztieren und der Konsum von rohem oder ungarem Fleisch dar (Schliter et al.,, 2014). Die
Pravalenz von T. gondii Gewebezysten unterscheidet sich stark zwischen verschiedenen Spezies
und weist auBerdem grofRe regionale Schwankungen auf. In Deutschland wurde 2003 eine relativ
hohe T. gondii Seropravalenz von 20,3% in Schweinen beobachtet, die bis zum Jahr 2008 auf 4,1%
sank (Dubey, 2009). Bei Gefliigel lag die Pravalenz 2011 bei 20,2% fir Truthdhne (Koethe et al.,
2011), 5,7% fir Enten und 25,2% fiir Ganse (Maksimov et al., 2011). Schatzungen nach ist ein Drittel
der humanen Weltbevolkerung mit T. gondii infiziert, wobei starke regionale, geographische und
ethnische Schwankungen zu verzeichnen sind. Wahrend die Infektionsrate bei Menschen in
feuchtwarmen und heilRen Regionen der Erde, beispielsweise Westafrika und Stidamerika bei bis zu
80% liegt, sind in den gemaRigten Klimazonen wie Zentraleuropa (einschlieflich Deutschland) etwa
40-60% der Bevolkerung mit T. gondii infiziert. In den kalteren skandinavischen Landern liegt die
Infektionsrate dagegen bei nur ca. 30% (Tenter et al., 2000).

1.2. Sekretorische Organellen und Proteine von T. gondii

Der Parasit Toxoplasma gondii besitzt drei einzigartige, funktionell unterschiedliche sekretorische
Organellen, die Mikronemen, die Rhoptrien und die Dichte Granula, die eine Vielzahl verschiedener
Proteine enthalten (Abbildung 1.2). Diese Proteine erméglichen dem Parasiten die Invasion in die
Wirtszelle, die Etablierung einer parasitophoren Vakuole, das Uberleben darin sowie die Evasion
von T. gondii aus der Wirtszelle (Baum et al., 2006).

1.2.1. Mikronemen und Mikronemen Proteine

Die Mikronemen sind langliche Organellen, die vor allem am apikalen Pol des Parasiten lokalisiert
sind. Sie sind die ersten sekretorischen Organellen, die bei der Invasion des Parasiten in die
Wirtszelle ihren Inhalt, die Mikronemen Proteine (MIC Proteine) freisetzen. Verschiedene Studien
deuten darauf hin, dass MIC Proteine wahrend der Invasion von T. gondii die Adhdsion zwischen
dem Parasiten und der Wirtszellmembran vermitteln (Lovett et al., 2002). Des Weiteren
ermoglichen die MIC Proteine dem Parasiten ein Substrat-abhadngiges Gleiten auf der Oberflache
von Wirtszellen (Sibley et al., 1998).

1.2.2. Rhoptrien und Rhoptrien Proteine

Die Rhoptrien besitzen eine lang gezogene, keulendhnliche Form und sind ausschliefllich am
apikalen Pol des Parasiten zu finden. Sie enthalten die Rhoptrien Proteine (ROP Proteine), die
sowohl fiir die Invasion von T. gondii in die Wirtszelle wichtig sind, als auch fiir dessen Uberleben
innerhalb einer parasitophoren Vakuole. Einige ROP Proteine werden unmittelbar nachdem eine
feste Verbindung zwischen dem Parasit und der Wirtszelle vorhanden ist ins Zytoplasma der
Wirtszelle sekretiert (Carruthers und Sibley, 1997), andere binden an die Membran der
parasitophoren Vakuole. ROP Proteine sind essentiell fiir die Etablierung und den Fortbestand der
parasitophoren Vakuole wahrend der Infektion (Bradley und Sibley, 2007). So kdnnen
beispielsweise Subtypen von ROP18 und ROP5 den antiparasitdren Effektormechanismus der
»lmmune Related” GTPasen (IRGs) und der Guanylat-bindenden Proteine (GBPs) aufheben

(Degrandi et al., 2007; Khaminets et al., 2010; Martens et al., 2005). Des Weiteren konnte gezeigt
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werden, dass ROP16 mit ,Signal transducer and activator of transcription” 3 (STAT3) und ,Signal
transducer and activator of transcription” 6 (STAT6) wechselwirken kann und so Signalwege in der
Wirtszelle manipuliert (Ong et al., 2010; Yamamoto et al., 2009).

1.2.3. Dichte Granula und Dichte Granula Proteine

Die Dichte Granula sind kugelférmige Organellen mit einem Durchmesser von ca. 200 nm, die von
einer Membran begrenzt sind und gleichmaRig verteilt auf beiden Seiten des Nukleus vorliegen.
Den Namen erhielten sie auf Grund ihrer dicht aneinander gepackten granuldren Bestandteile,
welche darauf hinweisen, dass die Dichte Granula dem Parasiten als Proteindepot dienen (Mercier
und Cesbron-Delauw, 2015). Die Proteine der Dichte Granula (GRA Proteine) werden am Ende des
Invasionsprozesses sekretiert, wenn die Etablierung der parasitophoren Vakuole (PV) bereits
stattgefunden hat (Carruthers und Sibley, 1997). Nach ihrer Sekretion sind die meisten GRA
Proteine innerhalb der PV zu finden, wo sie entweder frei |6slich vorliegen oder mit dem
intravakuoldaren Membran-Netzwerk bzw. der PV Membran assoziiert sind (Carruthers, 1999). Diese
Verteilung lasst darauf schlieRen, dass die GRA Proteine eine wichtige Rolle bei die Reifung der PV
zu einem metabolisch aktiven Kompartiment spielen und sie auBerdem wichtig sind fiir die
Transformation der PV in die persistierende Zystenform von T. gondii (Mercier und Cesbron-
Delauw, 2015). Einige GRA Proteine verlassen die PV und lokalisieren in den Nukleus der Wirtszelle,
wo sie die Genexpression des Wirtes manipulieren kdnnen (Bougdour et al.,, 2014). Bis zum
heutigen Zeitpunkt wurden 16 GRA Gene sowie deren codierte GRA Proteine identifiziert: GRA1-9,
GRA12, GRA14, GRA19-21 sowie GRA23 und GRA25. Die genaue Funktion der einzelnen GRA
Proteine konnte bisher nicht aufgedeckt werden, jedoch wird auf Grund ihrer Lokalisation
angenommen, dass sie wichtige strukturelle Funktionen innerhalb der PV (ibernehmen. AulRerdem
erlaubt die spezielle Lokalisation der GRA Proteine an der Schnittstelle zwischen Wirtszelle und
Parasit ihre Interaktion mit Wirtszellmechanismen (Mercier und Cesbron-Delauw, 2015). So wird
den ,excreted secreted antigens” (ESAs), die hauptsachlich aus GRA Proteinen bestehen,
beispielweise eine immunogene Eigenschaft zugeschrieben: Tiere, die mit ESAs immunisiert
werden, Uberleben eine ansonsten letal verlaufende Infektion mit T. gondii (Darcy et al., 1988). In
der vorliegenden Arbeit wurden auf Grund dieser immundominanten Eigenschaft, die Relevanz der
GRA Proteine GRA1, GRA2, GRA7 und GRA9 als Zielstrukturen fiir die B- und T-Zellantwort
analysiert. AuRerdem wurde das, als immundominant beschriebene Antigen surface antigen 1
(SAG1) (Darcy et al., 1992), welches auf der Oberflache von T. gondii Tachyzoiten exprimiert wird,
sowie das Bradyzoiten Antigen BAGL1 in die Analysen mit einbezogen. Besondere Eigenschaften der
verwendeten GRA Proteine sind im Folgenden nadher beschrieben.

GRA1: 190 Aminosauren; 22 kD

GRA1 liegt nach seiner Sekretion aus den Dichte Granula als I6sliches Protein in der PV vor. Als
einziges der GRA Proteine besitzt GRA1 mehrere Calcium-bindende Doménen (EF-Motive), die eine
potentielle Integration in die Wirtszellmembran erméglichen, sodass GRAL auch an der Invasion
des Parasiten in die Wirtszelle beteiligt sein konnte (Cesbron-Delauw et al., 1989).

GRA2: 185 Aminosauren; 20 kD

GRA2 liegt nach seiner Sekretion teilweise l6slich vor, ist jedoch auch assoziiert mit dem
intravakuoldaren membrandsen nanotubuldrem Netzwerk (MNN) nachweisbar, welches die
Parasiten innerhalb der PV miteinander verbindet. Um die Bindung an diese Membran zu
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ermoglichen, beinhaltet die Aminosauresequenz von GRA2 drei amphiphile a-Helix Domanen
(Mercier und Cesbron-Delauw, 2015).

GRA7: 236 Aminosauren; 26 kD

Neben der |6slichen Form von GRA7 innerhalb der PV, kann dieses Protein auch auRerhalb der PV
gefunden werden, wo es im Zytoplasma der Wirtszelle assoziiert an tubuldaren Strukturen vorliegt.
Um seinen Nahrstoffbedarf innerhalb der PV zu decken, nutzt T. gondii das endolysosomale System
der Wirtszelle. Dazu rekrutiert der Parasit aktiv mikrotubuldre Strukturen der Wirtszelle, was zur
Attraktion von Endolysosomen zur PV fiihrt. Einstllpungen in der PV Membran dienen als Kanale
fir die Aufnahme der Endolysosomen in die PV. An diesen Kanalen ist unter anderem das GRA7
Protein lokalisiert, welches als eine Art ,,Garotte” den Inhalt der endozytischen Organellen in die PV
Uberfiihrt (Coppens et al., 2006).

GRA 9: 318 Aminosauren; 35 kD

Auch GRA9 liegt nach seiner Sekretion aus den Dichte Granula zum einen I6slich und zum anderen
membrangebunden vor. Wie GRA2 ist das Protein dabei am MNN assoziiert und die
Aminosauresequenz von GRA9 beinhaltet ebenfalls eine amphiphile a-helikale Domane (Adjogble
et al., 2004).
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Abbildung 1.2: Organellen von Toxoplasma gondii. Modifiziert nach Baum et. al 2006. Die schematisch dargestellte
Vergréflerung eines T. gondii Tachyzoiten zeigt die wichtigsten ultrastrukturellen Merkmale mit Fokus auf die drei
sekretorischen Organellen, die Mikronemen, die Rhoptrien und die Dichte Granula.

Um die Relevanz der genannten GRA Proteine bzw. die von BAG1 und SAG1 als Zielstrukturen fiir
die B- und T-Zellantwort zu analysieren, wurden diese Antigene rekombinant in E. coli hergestellt.
Die Gensequenzen stammten dabei aus dem Genom eines T. gondii Typ | (RH).
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1.3. Typische und atypische T. gondii Stamme

Die geschlechtliche Vermehrung von T. gondii ist auf die Vertreter der Familie der Felidae
beschrankt und verantwortlich fiir die Entstehung verschiedener Stamme des Parasiten. Dabei kann
in Europa und Nordamerika grob zwischen drei klonalen Stammen, Typ I, Typ I, Typ lll und
»atypischen” Stammen, die keiner der drei Gruppen zuzuordnen sind, unterschieden werden.

1.3.1. Klonale T. gondii Stamme

Die Mehrheit der T. gondii Stamme, die in Nordamerika und Europa vorkommen, lassen sich den
drei Haupt-Genotypen Typ |, Typ Il oder Typ lll zuordnen (Howe und Sibley, 1995). Die
verschiedenen Stamme unterscheiden sich vor allem in ihrer akuten Virulenz fir Mause: T. gondii
Typ |, zu dem die Stamme RH und BK zdhlen, besitzt eine hohe Virulenz. Schon die experimentelle
Infektion mit einem einzigen Typ | Parasiten flhrt zu einer einhundert prozentigen Mortalitat der
Tiere (LD1oo = 1) (Sibley und Boothroyd, 1992). T. gondii Typ Il, dem der Stamm ME49 zuzuordnen
ist, ist als mittel virulent definiert und induziert ein vollstandiges Versterben infizierter Mause ab
einer Dosis von mehr als 10° Parasiten pro Tier (LD1oo > 103). T. gondii Typ Il (z.B. NED) besitzt eine
niedrige Virulenz, sodass die einhundert prozentige Todesrate infizierter Mause erst ab einer
Anzahl von 10° Parasiten pro Maus erreicht wird (LD1go> 10°) (Melo et al., 2011).

Die Virulenz des Parasiten T. gondii variiert zusatzlich in den verschiedenen Maus Stammen, die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. So versterben M3use des C57BL/6 Stammes,
nicht jedoch Balb/c Mé&use in der chronischen Phase der T. gondii (ME49) Infektion an Toxoplasma-
Enzephalitis. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass sich Balb/c und
C57BL/6 genetisch anhand ihrer MHC-Klasse | Haplotypen unterscheiden (Sturge und Yarovinsky,
2014).

1.3.2. T. gondii Virulenzfaktoren

Als genetische Grundlage der groRen Virulenzunterschiede zwischen den drei verschiedenen
klonalen T. gondii Stammen, wurde unter anderem der Gen-Lokus, der fiir die ROP-Kinase ROP18
codiert, identifiziert (Saeij et al., 2006; Taylor et al., 2006). Wahrend der Invasion in die Wirtszelle,
entlassen die Rhoptrien, wie oben beschrieben, verschiedene Proteine in die Wirtszelle. Eines
dieser Proteine ist ROP18, eine aktive Serin/Threonin-Protein-Kinase, die nach ihrer Sekretion in die
Wirtszelle an der Oberflache der parasitophoren Vakuole zu finden ist. ROP18 ist ein polymorphes
Protein, dessen Expressionslevel zwischen starker Expression in Typ | und Typ Il Stdmmen und
schwacher Expression in Typ Il Stdmmen variiert. Das niedrige ROP18 Expressionslevel in Typ IlI
Stammen ist auf die Prasenz einer einzigartigen Region upstream der ROP18 codierenden Sequenz
(UPS-ROP18) zuruickzufiihren. Diese Region fehlt in Typ | und Typ Il Stdmmen (= UPS-ROP18 Typ I/I1)
(Khan et al., 2009). Ein weiterer Gen-Lokus, der mit den Virulenzunterschieden der drei klonalen T.
gondii Stamme assoziiert ist, codiert fir ROP5 (Behnke et al., 2011; Reese et al., 2011). Dieses
Protein wird ebenfalls bei der Invasion von T. gondii in die Wirtszellen sekretiert und reguliert als
polymorphe Pseudokinase die Aktivitat von ROP18. Wahrend Typ | und Typ Ill ROPS5 die Aktivierung
von ROP18 verstarkt, scheint Typ Il ROP5 keine verstarkende Aktivitat auf ROP18 zu besitzen. Die
Proteine ROP18 und ROP5 agieren also gemeinsam und es wird angenommen, dass die beiden Gen-
Loki ROP18 und ROP5 ca. 90% der akuten Virulenzunterschiede zwischen den drei verschiedenen
Stammen erkldren (Hunter und Sibley, 2012).
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Als weitere Gene, die fir die unterschiedliche Virulenz der drei klonalen Stamme verantwortlich
sind, wurden ROP16 (Saeij et al., 2007), und GRA15 (Rosowski et al., 2011) identifiziert. Das
Genprodukt ROP16 beeinflusst dabei die Aktivitatsdauer der Wirtszell-Transkriptionsfaktoren
»Signal transducer and activator of transcription” 3 (STAT3) und ,,Signal transducer and activator of
transcription” 6 (STAT6) und damit das Ausmal3 der IL-12 Induktion, welches die Tyl Zytokinantwort
stimuliert (Ong et al., 2010; Yamamoto et al., 2009): Im Gegensatz zu Typ || ROP16, verlangern Typ
| und Typ Ill ROP16 die STAT3 und STA6 Aktivitat. Somit wird die Induktion von IL-12 herunter
reguliert und die protektive Tyl Zytokinantwort des Wirtes limitiert.

GRA15, ein Protein der Dichte Granula beeinflusst tber die Aktivierung von NF-kB ebenfalls die IL-
12 Expression der Wirtszelle (Rosowski et al., 2011). Typ Il GRA15 aktiviert NF-kB, wodurch die
Produktion von IL-12 und letztendlich die Tyl Zytokinantwort des Wirtes gesteigert wird.

Typ | und Typ Il GRA15 besitzt eine solche aktivierende Funktion nicht. In der folgenden Tabelle
(Tabelle 1.1) sind die Stamm-spezifischen Virulenzfaktoren und ihre Auswirkung auf die murine
Immunantwort zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 1.1: Stamm-spezifische Virulenzfaktoren und ihre Auswirkungen auf die murine Immunantwort modifiziert nach
Sibley und Hunter 2012.

Stamm  Variante des Virulenzfaktors Effekt im Wirt Phanotyp
ROP18 ROP5 ROP16 GRA15
Typ I: starke  Typ I/11l: Typ I/Il: verldngert ~ Typ I/IIl: niedrige IL-12
| Expression verstarkt ROP18  STAT3/STAT6 aktiviert NF-xkB Produktion/ hoch
Aktivitat Aktivierung nicht reduzierte virulent
Parasitenabwehr
Typ Il: starke  Typ Il: verstarkt  Typ Il: verlangert Typ II: aktiviert hohe IL-12
1] Expression ROP18 Aktivitait  STAT3/STAT6 NF-kB Produktion/ mittel
nicht Aktivierung nicht moderate virulent
Parasitenabwehr
Typ Ill: sehr — Typ I/11: Typ I/Il: verldngert  Typ I/IIl: niedrige IL-12
1l schwache verstiarkt ROP18 STAT3/STAT6 aktiviert NF-kB Produktion/ niedrig
Expression Aktivitat Aktivierung nicht erhohte virulent

Parasitenabwehr

IL-12, Interleukin-12; NF-kB, nuklearer Faktor-kB; STAT, ,Signal transducer and activator of transcription”

Zusatzlich zu den hier genannten Genen, sind weitere Genregionen (z.B. BTUB und PK1) als
Grundlage der Virulenzunterschiede bekannt, deren Gene bisher jedoch nicht identifiziert wurden.

1.3.3. Atypische T. gondii Stimme

In den Vertretern der Familie der Felidae kann eine sexuelle Rekombination verschiedener T. gondii
Stamme erfolgen, wenn der Endwirt simultan mit unterschiedlichen Parasiten Stammen infiziert ist.
Somit kénnen atypische T. gondii Genotypen entstehen, die sich von den drei klonalen Genotypen
(Sibley et al., 1992) unterscheiden. Im Gegensatz zu Nordamerika und Europa, sind in Mittel- und
Sidamerika, besonders in Brasilien, eines der Lander mit der hochsten T. gondii Seropravalenz,
hauptsachlich diese atypischen Stamme zu finden (Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2008; Lehmann
et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Immunabwehr gegen verschiedene atypische T. gondii Stamme
untersucht, welche von Dr. Gereon Schares und dem Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald-Insel
Riems isoliert und zur Verfliigung gestellt wurden (Herrmann et al., 2012). Die genotypisch und
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phanotypisch unterschiedlichen Parasiten Stimme waren aus einer einzigen Katzenkot Probe
isoliert worden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass in der Katze sexuelle Rekombination
unterschiedlicher T. gondii Stamme stattgefunden hatte. In der folgenden Tabelle (Tabelle 1.2) sind
die, in der Arbeit verwendeten atypischen Isolate mit ihrer Virulenz fir Balb/c Mause und der
jeweiligen Variante des Virulenzfaktors UPS-ROP18 dargestellt. Zum Vergleich sind die klonalen T.
gondii Stamme RH, ME49 und NED ebenfalls aufgefiihrt.

Tabelle 1.2: Stamm-spezifische Variante von UPS-ROP18 und Virulenz in Balb/c Méusen.

Bezeichnung UPS-ROP18 Phénotyp in Balb/c

RH Typ I/l hoch virulent

klonale T. gondii Stamme ME49 Typ I/11 mittel virulent
NED Typ Il niedrig virulent
28H Typ 1l niedrig virulent
. L 2C10 Typ I/l niedrig virulent

atypische T. gondii Stéamme . .

A7 Typ Il mittel virulent

B6H6 Typ I/l hoch virulent

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Virulenz der isolierten atypischen Klone nicht immer mit der
Prasenz (Typ lll) und Absenz (Typ I/Il) von UPS-ROP18 ibereinstimmt (orange hinterlegt): Der
Stamm A7 besitzt trotz der Anwesenheit von UPS-ROP18 keine anzunehmende niedrige, sondern
eine mittlere Virulenz in Balb/c M&usen. Auch fir den niedrig virulenten Stamm 2C10 trifft die hohe
bzw. mittlere Virulenz-Vorhersage, basierend auf der Abwesenheit von UPS-ROP18, nicht zu.

1.4. Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen und Molekiile, die im Korper
miteinander wechselwirken, um die Erkennung und Beseitigung von Pathogenen und entarteten
Zellen zu gewahrleisten. Zu diesem Zweck existieren zum einen Mechanismen, die zur angeborenen
Immunitat gehoren und solche, die der adaptiven (erworbenen) Immunitat zugeordnet werden
kdénnen.

Zellen der angeborenen Immunitat ibernehmen die erste Abwehrphase nachdem Pathogene
natirliche, physikalische und chemische Korperbarrieren, beispielsweise epitheliale Oberflachen
Uberwunden haben. Sie erkennen dabei vor allem kdrperfremde, konservierte Pathogenstrukturen.
Die adaptive Immunantwort wird dann initiiert, wenn sich ein Pathogen erfolgreich dem Zugriff der
angeborenen Immunabwehr entziehen konnte. Effektormechanismen der adaptiven Immunitat
werden durch die Aktivierung hoch spezifischer Lymphozyten realisiert. Die grofSe Mehrzahl dieser
Effektorzellen wird nach dem Uberwinden der Infektion eliminiert, wihrend eine kleine Population
von Gedachtniszellen erhalten bleibt. Diese Population erméglicht bei einer Infektion mit dem
gleichen Pathogen die Einleitung einer raschen, effektiven und hoch spezifischen Immunantwort
(Murphy et al., 2008).
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1.4.1. Die angeborene Immunitat

Effektorzellen der angeborenen Immunitdt sind vor allem Gewebemakrophagen, neutrophile
Granulozyten und Dendritische Zellen (DCs). Diese tragen keimbahnkodierte Rezeptoren, die
»pattern recognition receptors” (PRRs), mit denen sie Pathogene anhand konservierter
Oberflachenstrukturen (,pathogen associated molecular patterns”, PAMPs) als korperfremd
erkennen. Durch die Bindung der PAMPs an die PR-Rezeptoren, gehen die Zellen in den aktivierten
Zustand Uber und sezernieren verschiedene pro-inflammatorische Zytokine und antimikrobielle
Molekiile, wodurch eine Entziindung ausgeldst und das Pathogen abgetotet werden kann (Kumar
et al., 2011). AuRerdem kdnnen die sezernierten Zytokine spezielle Lymphozyten, die Natlrlichen
Killerzellen (NK-Zellen) aktivieren, die beispielsweise Virus infizierte Zellen vernichten kénnen.

Die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa), Interleukin-
1-R (IL1-B) und Interleukin-12 (IL-12) erméglicht den Ubergang zur frithen induzierten
Immunantwort, da Zellen der adaptiven Immunitat chemotaktisch angelockt und aktiviert werden
(Murphy et al., 2008).

1.4.2. Die adaptive Immunitat

Ein riesiger Pool von Lymphozyten mit hoch spezifischen Rezeptoren ermdoglicht der adaptiven
Immunantwort die Erkennung einer enormen Vielfalt unterschiedlicher Antigene. Bei einer
Infektion missen diejenigen T- und B-Zellen ausgewahlt werden, die die richtige Rezeptorspezifitat
fir die Antigene des vorhandenen Pathogens besitzen. Eine solche Erkennung aktiviert zum einen
den Prozess der klonalen Expansion, in deren Rahmen nur die Zellen proliferieren und zu
Effektorzellen ausdifferenzieren, welche Rezeptoren fiir die Antigene des vorhandenen Pathogens
tragen. Zum anderen wird ein ,immunologisches Gedachtnis” gebildet.

Abhangig von Art und Lokalisation des Pathogens wirken unterschiedliche Effektormechanismen
der adaptiven Immunantwort: Liegt das Pathogen extrazellular vor, fungieren Plasmazellen als
Effektorzellen, indem sie groRe Mengen an Antikérpern (Immunglobulinen) sezernieren. Diese
vermitteln humorale Effektormechanismen zur Eliminierung des Pathogens. Als Effektorzellen zur
Beseitigung intrazelluldrer Pathogene dienen T-Zellen, die als zytotoxische T-Zellen (CTL) die
Apoptose infizierter Zellen einleiten. Deren antigenspezifische Rezeptoren erkennen
Fremdantigene nur dann, wenn sie gemeinsam mit ,major histocompatibilty complex” Antigenen
(MHC) prasentiert werden.

Neben ihrer Funktion als Vermittler der angeborenen Immunabwehr, sind DCs und Makrophagen
potente antigenprasentierende Zellen (APZ). In der friihen Phase einer adaptiven Immunantwort
prozessieren sie aufgenommene Antigene und prasentieren diese iber MHC-Klasse | oder Il in den
peripheren lymphatischen Organen, wo die Aktivierung der entsprechenden antigenspezifischen T-
Zellen stattfindet.

MHC-Klasse | Molekiile prasentieren generell Peptide endogenen Ursprungs, die im Zytosol
generiert werden. Jedoch kénnen DCs auch aufgenommene Antigene exogenen Ursprungs Uber
MHC-Klasse | Molekiile prasentieren, was als Kreuzprdsentation bezeichnet wird. Komplexe aus
MHC-Klasse | Molekil und gebundenem Antigen werden vom Rezeptorkomplex naiver CD8* T-
Zellen erkannt. Durch costimulatorische Signale der APZ kommt es daraufhin zur Aktivierung der
zytotoxischen T-Zellen, die im Rahmen der klonalen Expansion proliferieren und zu Effektorzellen
differenzieren. Dieser Zelltyp kann zum einen die Lyse infizierter Zellen vermitteln und sezerniert
zum anderen Zytokine wie Interferon y (IFNy).
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Antigene exogenen Ursprungs werden nach ihrer Aufnahme im Endosom prozessiert und von MHC-
Klasse Il Molekilen auf der Oberfliche professioneller, antigenprasentierender DCs und
Makrophagen prasentiert. MHC-Klasse 1l/Antigen-Komplexe werden von antigenspezifischen T-Zell
Rezeptoren naiver CD4* T-Helfer-Zellen (Tu-Zelle) erkannt. In Abhdngigkeit costimulatorischer
Signale, die APZ an antigenspezifische naive Ty-Zellen vermitteln, werden diese aktiviert und ihre
klonale Expansion eingeleitet. Polarisierende Signale der APZ, die abhdngig vom jeweiligen
Zytokinmilieu sind und an die naive Tu-Zelle weitergeleitet werden, entscheiden schlief3lich
dariber, zu welchem Effektortyp sich die aktivierte Tu-Zelle (CD4* T-Zelle) entwickelt. Tu-
Effektorzellen lassen sich je nach Zytokinrepertoire den verschiedenen Subtypen Tul, Tu2, Tul7
oder einer Gruppe regulatorischer Ty-Zellen (Treg) zuordnen. Wahrend Twl, Tw2 und Tyl7 andere
Zellen des Immunsystems durch die Sekretion Subtypen-abhadngiger Zytokine typischerweise dazu
aktivieren Effektormechanismen auszulésen, supprimieren regulatorische Ty-Effektorzellen die
spezifische Immunantwort.

Zum Zytokinrepertoire einer Tyl-Zelle gehéren beispielsweise , Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor” (GM-CSF), dessen Sekretion die Bildung von Granulozyten, Makrophagen und
DCs stimuliert, Interleukin-2 (IL-2), das die Proliferation von T-Zellen induziert und vor allem IFNy,
welches andere Korperzellen aktiviert. Die wichtigste Aufgabe einer Ty2-Zelle ist die Aktivierung
naiver B-Zellen im Lymphknoten. Der Ty2-Zelle steht ein breites Zytokinspektrum zur Verfligung,
um die Aktivierung bzw. Proliferation der B-Zellen zu initiieren und den spezifischen Phanotyp der
zuvor naiven B-Zelle zu determinieren (z.B. Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-5 (IL-5)). T417-Zellen
bilden hauptsachlich IL-17 und kénnen darliber die Aktivitat von Zellen der angeborenen Immunitat
beeinflussen. Regulatorische Ty-Zellen sezernieren anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4,
Interleukin-10 (IL-10) und ,Transforming Growth Factor-R“ (TGF-R), die suppressiv auf eine
spezifische Immunantwort wirken kénnen.

1.5. Immunabwehr gegen T. gondii

Bei einer Infektion mit T. gondii determinieren die Komponenten des angeborenen Immunsystems
die initiale Suszeptibilitdt der infizierten Organismen. Dagegen ist die adaptive Immunantwort
letztendlich fir das Uberleben der chronischen Phase der Infektion essentiell (Sturge und
Yarovinsky, 2014).

Eine primare Infektion mit T. gondii stimuliert Zellen des angeborenen Immunsystems dazu, groRe
Mengen an IL-12 und IFNy zu produzieren. Die kombinierte Wirkung der beiden Zytokine ist fiir die
Resistenz gegen den Parasiten essentiell. So zeigen infizierte IFNy- bzw. IFNy-Rezeptor-defiziente
Mause eine extrem hohe Suszeptibilitdt (Deckert-Schllter et al., 1996; Scharton-Kersten et al.,
1996) und auch IL-12-defiziente Tiere versterben rasch an einer T. gondii Infektion. IL-12 und IFNy
induzieren eine starke Tyl-basierte und CD8* T-Zell-vermittelte Immunantwort, die ebenfalls durch
eine starke Produktion von IL-12 und IFNy gekennzeichnet ist. Um eine (berschieSende
Immunreaktion zu verhindern, wird den pro-inflammatorischen Effekten dieser Zytokine durch die
Produktion anti-inflammatorischer Zytokine, beispielsweise IL-10, TGF-B, IL-4 und Interleukin 27 (IL-
27) entgegen gewirkt (Miller et al., 2009).

Das, fiir das Uberleben essentielle Zytokin IFNy wird bei einer T. gondii Infektion sowohl von Zellen
der angeborenen, als auch von Zellen der adaptiven Immunantwort sezerniert und induziert
antiparasitare Effektormechanismen.

11



Einleitung

1.5.1. Angeborene Immunitat gegen T. gondii

In der frilhen Phase einer murinen T. gondii Infektion detektieren in erster Linie Dendritische Zellen
mit Hilfe der Toll-like-Rezeptoren (TLR)11 und TLR12 ein T. gondii-spezifisches Profilin-dhnliches
Protein (Yarovinsky et al., 2005). Des Weiteren wurden TLR7 und TLR9 mit der Detektion von T.
gondii RNS bzw. genomischer DNS in Verbindung gebracht (Andrade et al., 2013). Zusétzlich zu den
endosomalen TLRs, sind wahrend der Infektion die, an der Zelloberflache gebundenen, TLR2 und
TLR4 an der Detektion von Toxoplasma-spezifischem Glykosylphosphatidylinositol (GPI) beteiligt
(Debierre-Grockiego et al., 2007). In Folge der TLR-Aktivierung kommt es lber das Adapterprotein
»myeloid differentiation factor 88“ (MYD88) schlieRlich zur Produktion der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1 und IL-12 (Scanga et al., 2002). Obwohl die genannten Rezeptoren auch auf anderen
Zellen vorkommen, sind wahrend der murinen Infektion mit T. gondii dennoch Dendritische Zellen
die primére Quelle der friihen IL-12 Produktion (Scanga et al., 2002; Yarovinsky et al., 2005). Im
menschlichen Genom ist TLR11 ein nicht funktionelles Pseudogen und TLR12 fehlt vollstandig.
Spezifische Sensoren, mit deren Hilfe die Zellen der angeborenen Immunantwort eine T. gondii
Infektion detektieren, sind fiir das Humansystem bisher nicht bekannt.

Die infektionsbedingte Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-12 aktiviert unter anderem
NK-Zellen. Diese wirken jedoch nicht nur direkt zytotoxisch auf T. gondii infizierte Zellen, sondern
vermitteln ihren protektiven Effekt auch liber die Sekretion von IFNy. (Denkers et al., 1993; Sher et
al., 1993). Dies l6st einen positiven ,Feedback Mechanismus” aus, wodurch die inflammatorische
Umgebung moduliert wird: Das, von NK-Zellen sezernierte IFNy stimuliert die Reifung von DCs und
inflammatorischen Monozyten, verstarkt die IL-12 Sekretion Dendritischer Zellen und bewirkt
letztendlich auch die Attraktion von Makrophagen (Goldszmid et al., 2012).

Aktivierte Makrophagen sind die wichtigsten phagozytierenenden Zellen wahrend der Infektion mit
T. gondii und limitieren die initiale Verbreitung des Parasiten. Nach dessen Phagozytose sezernieren
Makrophagen verschiedene Zytokine, beispielsweise TNFa, was lber einen positiven , Feedback
Mechanismus” die IFNy Sekretion erhéht und somit die Immunantwort verstarkt.

Des Weiteren nehmen neutrophile Granulozyten eine Rolle bei der friihen Produktion von IFNy
wahrend einer T. gondii Infektion ein. Die IFNy Sekretion dieses Zelltyps scheint nicht von IL-12 und
TLR-Aktivierung abzuhangen, sondern stattdessen durch TNF und IL1-RB reguliert zu sein (Sturge et
al., 2013). Die Mechanismen, welche die IFNy Produktion von Neutrophilen im Rahmen der T. gondii
Infektion regulieren sind jedoch nicht vollstandig bekannt.

Durch die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL1-8 und IL-12 werden Zellen der
adaptiven Immunitat, beispielsweise unreife Dendritische Zellen, zum Ausgangspunkt der Infektion
rekrutiert und aktiviert, sodass der Ubergang zur adaptiven Immunantwort stattfinden kann.

1.5.2. Adaptive Immunitat gegen T. gondii

Nach ihrer Migration zum Infektionsherd, kénnen unreife Dendritische Zellen entweder aktiv von
T. gondii infiziert werden oder sie nehmen den Parasiten durch Phagozytose auf. Werden DCs aktiv
infiziert, erfolgt die Bildung einer parasitophoren Vakuole. Trotz dieser Barriere zwischen Parasit
und Wirtszelle kdnnen T. gondii Antigene im Lymphknoten tGber MHC-Klasse | auf der Oberflache
der Dendritischen Zellen prasentiert werden (Gubbels et al., 2005). Gelangt der Parasit dagegen
durch Phagozytose in das Phagosom der Dendritischen Zellen, werden parasitare Antigene liber
MHC-Klasse Il prasentiert.
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1.5.2.1. Zelluldre Immunantwort

Anhand von Infektionsstudien an immundefizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass sowohl
die Aktivierung von CD4* als auch die von CD8* T-Zellen fiir die Kontrolle einer T. gondii Infektion
essentiell ist. So fuhrte die gleichzeitige Depletion CD4* und CD8" T-Zellen wahrend einer
chronischen T. gondii Infektion zur Reaktivierung des Parasiten und zum Versterben des Wirtes
(Gazzinelli et al., 1992). AuBerdem versterben SCID-Mause, die keine T-Zellen besitzen, beim
Ubergang von der akuten in die chronische Phase einer T. gondii Infektion (Johnson, 1992).

Rolle CD8* T-Zellen

CD8* T-Zellen spielen eine komplexe Rolle bei der Kontrolle einer T. gondii Infektion: Sie sezernieren
zum einen IFNy und kdénnen zum anderen spezifisch infizierte Zellen abtoten. So konnten
verschiedene Studien zeigen, dass antigenspezifische CD8* T-Zellen in vitro direkt zytotoxisch auf
infizierte Zellen wirken kénnen (Kasper et al., 1992; Khan et al., 1988b) und dass diese Zytotoxizitat
abhangig von der Prasentation der Antigene tiber MHC-Klasse | ist (Hakim et al., 1991).

Rolle CD4* T-Zellen

Nach der Phagozytose des Parasiten werden T. gondii Antigene von APZ liber MHC-Klasse Il
prasentiert und im lymphatischen Gewebe vom Rezeptorkomplex naiver Ty-Zellen erkannt. Da das
Zytokinmilieu bei der Aktivierung der APZ vornehmlich durch IL-12 und IFNy gepragt ist, entwickelt
sich die grolRe Mehrzahl, der von diesen APZ aktivierten naiven Ty-Zellen zu Tyl-Effektorzellen
(CD4*). Somit induziert die Infektion mit T. gondii eine starke adaptive Thl-vermittelte
Immunantwort und damit eine hohe Produktion des antiparasitar wirkenden Zytokins IFNy.

intrazelluldre
T. gondii Infektion |

parasitophorer
Vesikel \ Zerstorung .
. \ 4 des Parasiten \ 4
3 ® o Profilin 7 = /)
W s o (4 2 aktiviert fiir
» \® -4 y \ |intrazelluldres
N ' freier N /| Abtéten
A . Tachyzoit y C
Q - / S /
Makrophage

CD8* T-Zelle

infizierte DC

Abbildung 1.3: Zellulére Quellen von IFNy wéhrend der Infektion mit T. gondii. Modifiziert nach Yarovinsky 2014. IFNy
ist essentiell fiir das Uberleben einer T. gondii Infektion. Die Produktion von IFNy durch NK-Zellen ist abhéingig von der
TLR11-vermittelten Erkennung von T. gondii Profilin durch Dendritische Zellen (DCs). Sowohl die IFNy Produktion von CD4*
Zellen, als auch das IFNy, welches von CD8* Zellen sezerniert wird, ist essentiell fiir die Resistenz gegen T. gondii wédhrend
der chronischen Phase der Infektion. Die Aktivierung von CD8* Zellen wird tiber T. gondii Antigene vermittelt, die von
infizierten DCs prdsentiert werden. Neutrophile, die zum angeborenen Immunsystem zéhlen, stellen ebenfalls eine
wichtige IFNy Quelle dar.
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Rolle regulatorischer T-Zellen

Obwohl IFNy-abhingige pro-inflammatorische Reaktionen essentiell fiir das Uberleben einer T.
gondii Infektion sind, fihrt eine unkontrollierte tGberschieRende Immunreaktion zum Versterben
des Wirtes. Dieser muss daher die Immunreaktion ausbalancieren, um einerseits eine maximale
Eliminierung des Parasiten zu erreichen, andererseits aber eine pathologische Inflammation zu
verhindern (Yap et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass das anti-inflammatorische Zytokin IL-
10 essentiell fr die Limitation der inflammatorischen Immunantwort gegen T. gondii ist. So waren
IL-10-defiziente Mause nicht in der Lage den inflammatorischen Effekten von IFNy, IL-12 und TNFa
entgegenzuwirken, sodass die Tiere wahrend der akuten Phase an einer Uberschiellenden
Entziindungsreaktion verstarben (Gazzinelli et al., 1996). Ein anderes anti-inflammatorisches
Zytokin, das an der Regulation der Immunpathologie beteiligt ist, ist TGF-B. Das Zytokin TGF-R wird
besonders von intestinalen Lymphozyten sezerniert und kontrolliert die intestinale Pathologie nach
einer oralen T. gondii Infektion (Mennechet et al., 2004).

1.5.2.2. Humorale Immunantwort

Der Parasit T. gondii induziert neben der zelluldren auch eine starke humorale Immunantwort. Mit
Hilfe von CD4* Ty-Zellen wird die Aktivierung naiver B-Zellen im lymphatischen Gewebe induziert.
Aktivierte B-Zellen sezernieren dann grolle Mengen an spezifischen Antikérpern, die an T. gondii
binden und so dessen Beseitigung aus dem Korper ermoéglichen (Murphy et al., 2008). Die humorale
Immunantwort scheint vor allem in der akuten Phase einer T. gondii Infektion eine wichtige Rolle
einzunehmen: Die Antikorper Produktion in CD4-defizienten Mausen ist wahrend einer T. gondii
Infektion extrem eingeschrinkt und die Tiere zeigen eine stark verminderte Uberlebensrate.
Zusatzlich erhoht der Transfer von Serum, welches T. gondii spezifische Antikérper enthalt, die
Resistenz gegen eine akute Infektion (Johnson und Sayles, 2002). In der chronischen Phase einer T.
gondii Infektion scheint die humorale Immunantwort dagegen keinen bedeutsamen protektiven
Effekt zu vermitteln, da eine latente Toxoplasmose bei immunsupprimierten Patienten trotz
vorhandener, spezifischer Antikdrper reaktiviert werden kann.

1.6. IFNy-vermittelte Abwehrmechanismen gegen T. gondii

Das Zytokin IFNy, welches als Konsequenz einer T. gondii Infektion sowohl von Zellen der
angeborenen als auch von Zellen der adaptiven Immunantwort produziert wird, induziert starke
antiparasitare Mechanismen in infizierten Zellen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
IFNy das wichtigste Effektormolekiil ist, das die Eliminierung von T. gondii in infizierten humanen
Makrophagen und somit die Resistenz des Wirtes gegen die parasitdre Infektion vermittelt (Murray
et al., 1985; Nathan et al., 1983).

Als IFNy-vermittelte protektive Mechanismen wurde bisher unter anderem die Produktion des
mikrobioziden Molekils NO (Stickstoffmonoxid) beschrieben. Das Wachstum des Parasiten kann
aber auch durch den IFNy-vermittelten Abbau von Tryptophan eingeschrankt werden. Aulerdem
induziert IFNy die Aktivierung der antiparasitdar wirkenden GTPasen (Abbildung 1.4). Diese drei
Effektormechanismen gegen T. gondii sind im Folgenden naher beschrieben.
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1.6.1. Induktion der Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO)

Pfefferkorn et al. konnte bereits 1984 zeigen, dass IFNy das T. gondii-Wachstum in humanen
Fibroblasten supprimiert, indem es die Wirtszelle dazu aktiviert Tryptophan abzubauen
(Pfefferkorn, 1984). Dieser antiproliferative Effekt von IFNy auf den Parasiten wird durch die
Induktion des IDO Enzyms vermittelt (Pfefferkorn et al., 1986), welches Tryptophan in Anwesenheit
von Sauerstoff zu N-Formylkynurenin umsetzt. Da T. gondii Tryptophan-auxotroph ist, Tryptophan
also nicht selbst synthetisieren kann, flihrt der Abbau der essentiellen Aminosdure zur
Wachstumsinhibierung des Parasiten. Die IDO-Aktivitat kann durch den Inhibitor 1-Methyl-
Tryptophan (1MT) gehemmt werden, wodurch das T. gondii-Wachstum wieder ungehindert
erfolgen kann. AulRerdem lasst sich der IDO-vermittelte, antiparasitare Effekt durch die Zugabe von
Tryptophan antagonisieren.

Wahrend die Aktivitdt des IDO Enzyms seither in vielen verschiedenen humanen Zelltypen, unter
anderem in Makrophagen (Murray et al., 1989), mesenchymalen Stammzellen (Meisel et al., 2011)
und Glioblastomzellen (Ddubener et al., 1993) nachgewiesen wurde, scheint das Enzym in murinen
Zellkulturen keine antiparasitare Aktivitat zu vermitteln.

Neben T. gondii, kénnen auch andere Tryptophan-auxotrophe Mikroorganismen durch einen IDO-
vermittelten Abbau der essentiellen Aminosaure in ihrem Wachstum gehemmt werden. Dazu
zahlen Bakterien, beispielsweise Chlamydien (Pantoja et al., 2000) oder Staphylokokkus aureus
(Schroten et al., 2001), auRerdem Viren wie das Herpes simplex Virus (Adams et al., 2004) und
andere Parasiten, z.B. Neospora caninum (Spekker et al., 2009).

Neben seiner antimikrobiellen Funktion, besitzt das IDO Enzym auch immunmodulierende
Eigenschaften. Die Bedeutung der Immunregulation durch IDO wurde erstmals 1998 von Munn und
seinen Mitarbeitern anhand von murinen Schwangerschaftsmodellen gezeigt. Dabei fiihrte die
Blockade der IDO-Aktivitdat durch 1MT zur AbstoRung allogener, nicht jedoch syngener Foten. Es
konnte gezeigt werden, dass IDO durch den Abbau von Tryptophan die Proliferation maternaler T-
Zellen hemmt und so Immuntoleranz gegeniiber allogener Foten induziert (Munn et al., 1998).
Spater konnte gezeigt werden, dass Dendritische Zellen, Makrophagen und viele Gewebezellen in
der Lage sind, durch einen IDO-vermittelten Abbau von Tryptophan die Aktivierung von T-Zellen zu
inhibieren (Meisel et al., 2004; Mellor und Munn, 2004; Munn et al., 1999). Die IDO-vermittelte
Hemmung der T-Zell-Proliferation und -Aktivitat wird nicht nur durch die Tryptophan-Verarmung
ausgelost, sondern auch durch die, beim Abbau der Aminosaure entstehenden Tryptophan-
Metabolite, wie z.B. Kynurenin (Fallarino et al., 2002; Grohmann et al., 2003). Zusatzlich fordert das
IDO Enzym durch den Abbau von Tryptophan und die Produktion von Kynurenin die Entstehung
hoch suppressiver regulatorischer T-Zellen (Grohmann et al., 2003).

1.6.2. Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)

Ein weiterer antiparasitarer Mechanismus, der durch IFNy vermittelt wird, ist die Induktion des
Stoffwechselweges, der L-Arginin zu NO umsetzt (Adams et al., 1990). Dieser Umsatz wir durch die
Aktivierung der induzierbaren ,Nitric Oxide Synthase” (iNOS) katalysiert. NO wirkt mikrobiozid auf
eine Vielzahl unterschiedlicher intrazellularer Pathogene, einschlieRlich T. gondii. NO Intermediate
sind aullerdem in der Lage die parasitophore Vakuole zu durchdringen und kénnen hier Proteine
des Parasiten modifizieren. Insbesondere die Inhibierung metabolischer Enzyme durch NO hat
einen wichtigen zytostatischen Effekt auf mikrobielle Pathogene (Fang, 2004). Zusatzlich zum
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zytostatischen Effekt der iINOS wirkt der Abbau des Edukts Arginin wachstumsinhibierend auf die
streng Arginin-auxotrophen Toxoplasmen (Fox et al., 2004).

Die Induktion der NO Produktion vermittelt in murinen in vitro und in vivo Experimenten einen
wichtigen antiparasitaren Effekt. Fir die Kontrolle des Parasiten-Wachstums in humanen in vitro
Systemen spielt sie jedoch keine Rolle. Wahrscheinlich wird die T. gondii Proliferationskontrolle hier
von alternativen IFNy-abhadngigen Stoffwechselwegen und insbesondere durch die IFNy-vermittelte
Induktion der IDO realisiert (Yarovinsky, 2014).

1.6.3. IFNy-induzierbare IRGs und GBPs

Die ,Immune Related” GTPasen (IRGs) bilden eine Familie von IFNy-induzierbaren Proteinen und
sind essentiell fir die Resistenz des Wirtes gegen unterschiedliche intrazellulare Pathogene,
einschlieRlich T. gondii (Taylor et al.,, 2004). Unter Normalbedingungen befinden sich die
verschiedenen IRG Proteine in unterschiedlichen zelluldren Kompartimenten oder im Zytosol. Die
Infektion mit T. gondii resultiert in einer hoch koordinierten Rekrutierung der IRGs an die
parasitophore Vakuole (PV) (Khaminets et al., 2010). Die Ansammlung der IRG Proteine an der PV
flhrt zur Zerstorung der Vakuole, wodurch der Parasit ins Zytosol der Wirtszelle freigesetzt und hier
in Autophagosom-ahnliche Vesikel eingeschlossen wird. Diese fusionieren mit Lysosomen, in denen
T. gondii schlieRlich eliminiert wird (Ling et al., 2006; Martens et al., 2005).

Im Gegensatz zur ihrer Bedeutung in der Maus, wird Uber eine Rolle flir IRGs in humanen Zellen
noch diskutiert. Im humanen Genom ist nur ein einziges IRG Homolog vorhanden (Bekpen et al.,
2005), welches jedoch keine enzymatische Wirkung besitzt. Eine Rolle des Genproduktes bei der
Abwehr von T. gondii in humanen Zellen konnte bisher nicht gezeigt werden.

Die p65 Guanylat-bindenden Proteine (GBPs) sind eine andere Gruppe von Enzymen, die durch IFNy
induziert werden und zur Immunabwehr gegen T. gondii beitragen (Degrandi et al., 2007). GBPs
werden sowohl in murinen als auch in humanen Zellen exprimiert (Cheng et al., 1991) und es wird
vermutet, dass diese Proteine an der T. gondii-spezifischen Immunantwort bzw. an der IFNy-
vermittelten Eliminierung des Parasiten durch die Kooperation mit IRGs beteiligt sind (Degrandi et
al., 2013; Haldar et al., 2013; Selleck et al., 2013; Yamamoto et al., 2012).

Anders als die IRGs sind die p65 GTPasen in Vertebraten weit verbreitet, was darauf hindeutet, dass
sie nicht nur in der Maus eine Aufgabe bei der Abwehr gegen Mikroorganismen tbernehmen
kénnen.

Die Bedeutung der Interaktion zwischen den IRGs/GBPs der Wirtszelle und dem Parasiten, lasst sich
anhand der unter 1.3.2. beschriebenen T. gondii Virulenzfaktoren ROP5 und ROP18 belegen.
Zusammengefasst produzieren Vertreter des hoch virulenten Typ | Stammes Proteine, die das
Beladen der PV durch IRGs und GBPs verhindern und somit ihrer Eliminierung entgegenwirken.
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Abbildung 1.4: Effektormechanismen der IFNy-vermittelten Eliminierung von T. gondii in infizierten Zellen. Modifiziert
nach Yarovinsky 2014. IFNy induziert die Expression der inhibitorischen Proteine IDO und iNOS sowie die Expression der
IRG und GBP Effektorproteine und bewirkt damit eine reduzierte Parasitenreplikation bzw. die Eliminierung von T. gondii.
IDO katalysiert den Abbau von Tryptophan, das essentiell fiir das Wachstum des Tryptophan-auxotrophen Parasiten ist.
iNOS generiert zum einen hoch toxisches NO und beschrdnkt ebenfalls die Replikation von T. gondii, indem das Enzym die
Aminosdure Arginin abbaut, welche fiir das T. gondii-Wachstum ebenfalls essentiell ist. IRGs und GBPs sind verantwortlich
fiir die Zerstérung der parasitophoren Vakuole und erméglichen so den Abbau des Parasiten.

1.7. Humane Toxoplasmose

Obwohl eine Infektion mit T. gondii bei Menschen sehr verbreitet ist, verursacht der Parasit als
Erreger der Toxoplasmose nur in bestimmten Risikogruppen ernsthafte klinische Symptome, wobei
zwischen pranataler (kongenitaler) und postnataler Toxoplasmose unterschieden werden kann.

1.7.1. Postnatale Toxoplasmose

In immunkompetenten Individuen verlauft die Erstinfektion mit einem T. gondii Stamm fir
gewohnlich asymptomatisch. Gelegentlich treten schwache grippedhnliche Symptome, wie
Kopfschmerzen, leichtes Fieber und Gliederschmerzen auf. Die wichtigste klinische Manifestation
ist jedoch eine schmerzlose Lymphadenopathie, d.h. eine VergréBerung der Lymphknoten (Bowie
et al., 1997). Schwere klinische Symptome, wie Enzephalitis, Myokarditis oder Pneumonie kénnen
in Folge einer T. gondii Erstinfektion zwar auftreten, sind in immunkompetenten Menschen jedoch
sehr selten. Relativ hdufig ist neueren Erkenntnissen nach dagegen die Manifestation einer
okuldren Toxoplasmose (Bowie et al., 1997; Saffra et al., 2013), die sich meist als Chorioretinitis,
also eine Entziindung von Chorioidea (Aderhaut) und Retina (Netzhaut) duRert. Der Schweregrad
des Krankheitsbildes ist dabei abhangig von der Lokalisation der Lasionen (zentrale oder periphere
Retina) und der Intensitdt der Entziindung, welche zum einen von Alter und Immunstatus des
Patienten (Saffra et al., 2013) und zum anderen vom Genotyp des Parasiten (Boothroyd und Grigg,

17



Einleitung

2002) abhangt. Bei der groRen Mehrzahl der immunkompetenten Individuen entstehen nur geringe
Netzhaut-Ldsionen, die innerhalb von zwei bis vier Monaten abheilen und lediglich kleine Narben
hinterlassen, sodass die okuldare Toxoplasmose meist asymptomatisch verlauft und haufig
unbemerkt bleibt (Bosch-Driessen et al., 2002).

Verschiedene Studien belegen, dass Infektionen mit atypischen T. gondii Genotypen schwere
Toxoplasmose Verlaufe bei immunkompetenten Menschen auslésen kdnnen (Carme et al., 2009;
Pomares et al., 2011; Sobanski et al., 2013) und dass diese Stamme haufig flir die Manifestation
einer schwerwiegenden okuldren Toxoplasmose verantwortlich sind (Boothroyd und Grigg, 2002;
Khan et al., 2006).

Wie bereits erwahnt, resultiert die Erstinfektion mit T. gondii in einer schiitzenden Immunantwort
und der Ausbildung von persistierenden T. gondii Gewebezysten. Da diese sich besonders in
neuronalem Gewebe, speziell im Auge aber auch im Gehirn entwickeln, wird ein Zusammenhang
zwischen latenten T. gondii Infektionen und verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen,
wie Depressionen, Schizophrenie und Parkinson (Fabiani et al., 2013; Henriquez et al., 2009; Hinze-
Selch et al., 2010) sowie Personlichkeits- und Verhaltensverdanderungen (Flegr, 2013) diskutiert.

Bei immunsupprimierten Menschen kann eine chronische T. gondii Infektion reaktiviert werden. In
Folge einer Immunsuppression kommt es beispielsweise bei Transplantat-Empfangern oder Tumor-
Patienten zur Manifestation einer okularen Toxoplasmose (Holland, 1989). Der Krankheitsverlauf
ist sehr viel schwerer als bei immunkompetenten Individuen und aufert sich in klinischen
Symptomen, wie starken Entziindungen und Nekrose der Netzhaut, die letztlich zum Erblinden
flihren konnen. Weitere klinische Symptome einer reaktivierten T. gondii Infektion sind Enzephalitis
und Pneumonie. Eine Immundefizienz liegt auch bei AIDS-Patienten vor, bei denen die
Reaktivierung der ausgebildeten T. gondii Gewebezysten im Gehirn zu Toxoplasma-Enzephalitis
flhrt (Chirch und Luft, 2007). Weltweit sind davon bis zu 40% aller AIDS-Patienten betroffen, jedoch
ist diese Zahl aufgrund neuer Behandlungsmethoden riicklaufig (Tenter et al., 2000).

1.7.2. Kongenitale Toxoplasmose

Erfolgt die Erstinfektion mit T. gondii kurz vor oder wahrend einer Schwangerschaft kann es zur
vertikalen Ubertragung von T. gondii auf den Fétus kommen. Die Manifestation einer kongenitalen
Toxoplasmose kann auf vier verschiedenen Wegen erfolgen.

— Die erste Moglichkeit der Ubertragung des Parasiten auf den Fotus stellt eine miitterliche
Erstinfektion wahrend der Schwangerschaft dar. Erfolgt die Infektion mit einem der drei
typischen T. gondii Genotypen wird generell angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit
einer vertikalen Transmission des Parasiten mit dem Fortschritt der Schwangerschaft steigt,
das Risiko einer ersthaften Schadigung des Fotus jedoch sinkt (Lindsay und Dubey, 2011).
Demnach treten die schwersten Schadigungen bei der vertikalen Transmission von T. gondii
im ersten Trimenon der Schwangerschaft auf, dagegen ist nur eine milde klinische
Manifestation der Toxoplasmose zu beobachten, wenn die Infektion des Ungeborenen im
dritten Trimenon erfolgt. Uber die Erstinfektion mit atypischen T. gondii Genotypen
wahrend der Schwangerschaft und die Folgen der kongenitalen Toxoplasmose fir das
infizierte Kind ist deutlich weniger bekannt. Jedoch scheint eine kongenitale Toxoplasmose,
verursacht durch einen atypischen T. gondii Genotyp, schwerer zu sein, als eine kongenitale
Toxoplasmose, die von einem typischen Stamm ausgelost wird (Ajzenberg et al., 2002;
Delhaes et al., 2010). AuBerdem kann die mitterliche Erstinfektion mit einem atypischen
Genotyp im dritten Trimenon in einer schweren klinischen Manifestation der kongenitalen

18



Einleitung

Toxoplasmose resultieren, was bei Infektion mit den typischen T. gondii Genotypen eher
unwahrscheinlich ist (Delhaes et al., 2010).

— Der zweite Weg der Manifestation einer kongenitalen Toxoplasmose ist die vertikale
Ubertragung des Parasiten von immunkompetenten Schwangeren, bei denen die Infektion
mit T. gondii nur wenige Monate vor der Schwangerschaft erfolgte. Diese Transmission ist
dann moglich, wenn die Persistenz des Parasiten im Blut (Parasitamie) bis zur Empfangnis
und der Etablierung der Schwangerschaft anhalt (Boumahni et al., 2004; Dollfus et al., 1998;
Vogel et al., 1996). Uber Unterschiede beziiglich der Dauer der Parasitamie typischer und
atypischer T. gondii Genotypen und die Rolle, die dies fiir die kongenitale Toxoplasmose
spielen koénnte, ist bisher kaum etwas bekannt.

— Eine dritte Méglichkeit der vertikalen Ubertragung von T. gondii auf den Fétus bietet sich
bei Reaktivierung der Toxoplasmose in HIV infizierten Frauen (Azevedo et al., 2010;
Bachmeyer et al., 2006; Fernandes et al., 2012) oder Schwangeren, die aufgrund von
Autoimmunerkrankungen oder Tumoren des hdmatologischen Systems, erniedrigte
Immun-Funktionen besitzen (Lindsay und Dubey, 2011). Die Relevanz des T. gondii
Genotyps und die Wahrscheinlichkeit, mit der die Reaktivierung unterschiedlicher
Genotypen in immunsupprimierten Schwangeren erfolgt, ist bisher nicht bekannt.

— Beim vierten Weg geht die vertikale T. gondii Ubertragung von Miittern aus, die Immunitit
gegen einen typischen Genotyp besitzen, sich wahrend der Schwangerschaft jedoch mit
einem atypischen Genotyp infizieren. Dieser kann auf das Ungeborene (ibertragen werden
und schwere fotale Schadigungen verursachen (Lindsay und Dubey, 2011). Uber die
Fahigkeit eines atypischen Stammes protektive Immunitat bei einer erneuten Infektion mit
einem atypischen oder typischen T. gondii Genotyp zu vermitteln, ist bisher nichts bekannt.

Die Konsequenzen einer Infektion des Ungeborenen variieren je nach Zeitpunkt der Infektion und
dem Genotyp des Parasiten zwischen milden Symptomen bis hin zu schwersten Schadigungen, die
zu Aborten, Totgeburten und neonataler Letalitat fihren kénnen. Klassische klinische Symptome
der kongenitalen Toxoplasmose sind die Entwicklung eines Hydrocephalus, cerebrale Kalzifizierung
und Chorioretinitis. Die meisten pranatal infizierten Neugeboren sind bei ihrer Geburt
asymptomatisch. Klinische Symptome wie geistige Retardierung, Chorioretinitis mit drohender
Erblindung, und Taubheit treten erst Monate oder Jahre nach der Geburt auf (Tenter et al., 2000).

1.8. Diagnose einer T. gondii Infektion

Den serologischen Tests kommt bei der Diagnose einer pra- und postnatalen T. gondii Infektion
nach wie vor die groRte Bedeutung zu. Die Diagnose einer T. gondii Infektion erfolgt meist tGber den
serologischen Nachweis Parasiten-spezifischer Immunglobulin G (IgG)- und Immunglobulin M
(IgM)-Antikorper. Die alleinige Prasenz T. gondii-spezifischer IgG-Antikorper gilt als Hinweis auf eine
latente bzw. chronische T. gondii Infektion. Sind zusatzlich spezifische IgM-Antikoérper detektierbar,
weist dies auf eine akute oder reaktivierte Infektion hin. AuRerdem werden Toxoplasmen-
spezifische IgA- und IgE-Antikérper zur Diagnostik herangezogen, die ebenso wie IgM-Antikorper,
Indikatoren fiir eine kiirzlich erworbene Infektion sind (Pinon et al., 1990; Takahashi und Rossi,
1994).

In der Routinediagnostik wird haufig der indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) verwendet, der auch
in dieser Arbeit fiir die Unterscheidung T. gondii infizierter und nicht infizierter humaner
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Blutspender genutzt wurde. Mit Hilfe des IIFT kénnen Toxoplasmen-spezifische 1gG-, IgM- und IgA-
Antikorper mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat nachgewiesen werden. Fir das Testverfahren
werden abgetotete T. gondii Tachyzoiten auf Objekttragern fixiert, die dann mit verschiedenen
Verdlinnungen des zu testenden Patientenserums inkubiert werden. Mittels Fluoreszin-beladener
anti-human-Immunglobulin-Antikérpern und einer Evans Blau Gegenfarbung kann die Prasenz T.
gondii-spezifischer Antikorper nachgewiesen werden: Im Fluoreszenzmikroskop sind nur dann griin
fluoreszierenden Tachyzoiten zu erkennen, wenn eine Bindung spezifischer Antikdrper aus dem
Serum eines infizierten Patienten an die fixierten T. gondii Tachyzoiten stattgefunden hat.

Obwohl sich eine T. gondii Infektion mit Hilfe des genannten Tests in den meisten Fallen zuverlassig
nachweisen lasst, haben alle serologischen Methoden auch Nachteile. So ist das serologische
Nachweisverfahren nur ein indirekter Hinweis auf eine Infektion und gibt weiterhin keinen
Aufschluss iber das Vorhandensein T. gondii-spezifischer T-Zellen, die fiir das Uberleben wahrend
der Infektion essentiell sind (Gazzinelli et al., 1992; Johnson, 1992).

Der serologische Nachweis Toxoplasmen-spezifischer Antikorper ist flr die Diagnose einer
kongenitalen Toxoplasmose mit einigen Schwierigkeiten verbunden: T. gondii-spezifische
mitterliche IgG-Antikérper, die liber die Plazenta auf das Ungeborene Ubertragen werden,
persistieren mindestens sechs Monate nach der Geburt im Blut des Kindes. Im Gegensatz dazu ist
beim Fehlen spezifischer IgM-Antikorper im Blut des Neugeborenen eine kongenitale Infektion
nicht ausgeschlossen (Patel et al., 1993; Wilson et al., 1980). Auch bei AIDS-Patienten und
Immunsupprimierten ist es haufig, aufgrund des Immunstatus, trotz einer Infektion nicht moglich
Toxoplasmen-spezifische Antikdrper im Serum nachzuweisen.

Obwohl bei diesen Patientengruppen eine besondere Therapiedringlichkeit besteht, ist der
Nachweis der T. gondii Infektion daher mittels serologischer Methoden nur bedingt geeignet.

Als eine hoch sensitive und spezifische Methode kann bei nicht eindeutigen serologischen
Ergebnissen eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Diagnose herangezogen werden, mit deren
Hilfe Toxoplasmen-DNS im Liquor, Fruchtwasser oder in Gewebeproben detektiert werden kann.
Der Nachteil dieser Methode ist der hoch invasive Eingriff zur Gewinnung der Proben, die mittels
PCR analysiert werden sollen.

1.9. Zielsetzung der Arbeit

Die Toxoplasmose ist eine der weltweit am haufigsten vorkommenden Zoonosen, von der
Schatzungen nach ca. 30% der Weltbevolkerung betroffen sind. Die Reaktivierung einer
Toxoplasmose ist eine der haufigsten Ursachen fir die Auspragung einer Infektion im zentralen
Nervensystem bei Immunsupprimierten und AIDS-Patienten. AuBerdem verursacht eine pranatale
T. gondii Infektion den Abort des Ungeborenen oder einen schweren Krankheitsverlauf bei
Neugeborenen, der bis hin zur Erblindung fihren kann. Die serologische Diagnose einer T. gondii
Infektion gestaltet sich gerade bei diesen Risikogruppen als schwierig.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb die Moglichkeit einer T-Zell-basierten Diagnose der
parasitdaren Infektion evaluiert werden. Im Zuge dessen wird analysiert, ob ausgewadhlte
sekretorische T. gondii Antigene, die rekombinant hergestellt werden, als Zielstrukturen fiir die
humane T-Zellantwort fungieren kénnen.

Eine wichtige Infektionsquelle fir Menschen stellt die Prasenz von T. gondii Zysten im Fleisch von
Nutztieren und der Konsum von rohem oder ungarem Fleisch dar. Der Nachweis einer T. gondii
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Infektion in Nutztieren kénnte den Verzehr von kontaminiertem Fleisch einschranken und somit
das Risiko einer Infektion herabsetzen. Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb tberpriift werden, ob
sich eine T. gondii Infektion bei Schweinen durch eine T-Zell-basierte Diagnostik unter Verwendung
der ausgewahlten, rekombinant hergestellten T. gondii Antigene nachweisen |3sst.

Ein besonders wichtiger Zwischenwirt fir T. gondii ist die Maus, da sie das bevorzugte Beutetier des
Endwirtes, der Katze ist. Nach der oralen Aufnahme infizierter Mause durch den Endwirt, wird ein
neuer T. gondii Infektionskreislauf initiiert. Deshalb dient die Maus in der Toxoplasmen-Forschung
haufig als Modellorganismus. Aus diesem Grund werden die oben beschriebenen T-Zell-Analysen
im dritten Teil der Arbeit auf die Maus Ubertragen. Dabei wird zusatzlich der Einfluss des
immunmodulatorischen Enzyms IDO auf die T-Zellantwort von T. gondii infizierten Ma&usen
untersucht.

IDO vermittelt neben seiner immunmodulatorischen Funktion im Maus-System, antiparasitare
Effekte in humanen Zellkulturen: Nach IFNy-Stimulation exprimiert eine Vielzahl humaner Zellen,
darunter Makrophagen, Glioblastomzellen und Fibroblasten das Enzym IDO, welches den Abbau
von Tryptophan katalysiert und somit das Wachstum des Tryptophan-auxotrophen Parasiten T.
gondii hemmt. Diese IDO-vermittelte Wachstumshemmung ist bisher vor allem fiir humane Zellen
und den hoch virulenten T. gondii Stamm Typ | beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wird deshalb
untersucht, ob das Enzym IDO auch antiparasitare Effekte in porcinen Zellkulturen vermitteln kann.
AulRerdem soll analysiert werden, inwiefern sich die niedriger virulenten T. gondii Typ Stamme |l
und Il sowie verschiedene atypische Parasiten Stamme durch die IDO-Aktivitdt hemmen lassen.

In murinen Zellkulturen spielt das IDO Enzym eine untergeordnete Rolle bei der Parasitenabwehr.
Hier ist eine Familie von IFNy-induzierbaren GTPasen essentiell fir die Resistenz gegen T. gondii.
Virulenzfaktoren der drei Typ-Stamme determinieren dabei die Effektivitat der GTPasen-
vermittelten Abwehr. So kénnen nur Vertreter des hoch virulenten Typ | Stammes nicht, aber die,
der niedriger virulenten Typ Il und Typ Il Stamme der Eliminierung durch GTPasen entgegenwirken.
Im Rahmen der Arbeit soll die Effektivitat der GTPasen vermittelten Abwehr gegen verschiedene
atypische Parasiten Stamme, die sich durch eine nicht typische Zusammensetzung der
Virulenzfaktoren auszeichnen, analysiert werden.
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2. Material

2.1. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Deckglaser (@ 13 mm)
Einfrierréhrchen
Einmalspritzen (1-50 ml)
Einwegkivetten

Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Glasfaser-Filter
Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Kanilen Sterican® (versch. GroRen)
Neubauer-Zahlkammer improved
Objekttrager

Pipettenspitzen TipOne®
Plastikhillen

Polypropylen-Saule
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)

Sterilfilter
Zellkulturflaschen (25, 75, 165 cm?)
Zellkulturplatten (6, 24, 96 Vertiefungen)

Zellsieb (40 um)
Zentrifugen-Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Zentrifugenbecher (500 ml, 50 ml)

VWR International, West Chester (USA)
NUNC GmbH, Wiesbaden (Deutschland)

B. Braun, Melsungen (Deutschland)

Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)

Corning Incorporated, Tewksbury (USA)
Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim
(Deutschland)

Hirschmann Techcolor, Eberstadt
(Deutschland)

B. Braun, Melsungen (Deutschland)
Marienfeld, Lauda-Konigshofen (Deutschland)
Engelbrecht, Edermiinde (Deutschland)
StarLab, Hamburg (Deutschland)

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
(Deutschland)

Qiagen, Hilden (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland); Sarstedt,
Nimbrecht (Deutschland)

Millipore, Eschborn (Deutschland)

Corning Incorporated, Tewksbury (USA)
Greiner Bio-one, Frickenhausen (Deutschland)
Corning Incorporated, Tewksbury (USA)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)

Greiner Bio-one, Frickenhausen (Deutschland)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)

Beckman Coulter, Krefeld (Deutschland)

2.2. Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

1-L-Methyl-Tryptophan
3H-Thymidin (Aktivitat 0,74 Mbg/ml)
3H-Uracil (Aktivitat 1,23 Mbg/ml)
4-(Dimethylamin)benzaldehyd
(Ehrlich’s Reagenz)
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Ampicillin

Aqua dest. 0,5 | steril

Bovines Serumalbumin (BSA)
Brefeldin A (Img/ml in Ethanol)
Concanavalin A

Coomassie Brilliant Blue R250

DAPI
Dimethylsulfoxid (DMSO)
€780 Viabilitatsfarbstoff

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Amersham, Braunschweig (Deutschland)
Amersham, Braunschweig (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
(Deutschland)

Roche, Mannheim (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
eBioscience, San Diego (USA)
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EDTA

Eisessig (Essigsdure 96%)
Erythrozyten-Lyse-Puffer
Ethanol (70%)

Ficoll 400

Fixation Buffer

Fluoromount-G SBA

Fotales Kalberserum (FCS)
Gelantine
Guanidinhydrochlorid

HCI (Salzsaure)

Heparin

IMDM

Imidazol

Insulin

IPTG

Kaliumchlorid

L-Glutamin (200 mM)
L-Tryptophan

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Ni-NTA-Agarose
Paraformaldehyd

PBS 0,5 | steril

PBS Chemikalienpulver
Penicillin/Streptomycin (PenStrep)
Permeabilization Wash Buffer
Red Blood Cell Lysis Buffer

Roti Phenol/Chloroform-Losung
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid)
RPMI

See Blue® Plus 2 Prestained Standard
SEB

Stopplosung (ELISA)
Substratlosung (ELISA)
Szintillationsflissigkeit

Tetramethyldiamin (TEMED)
Trichloressigsaure (30%)
Tris

Trypanblau Lésung 0,4%
Tween 20

Urea

X-Vivo-15

Ziege-Normal Serum (NGS)

Fluka Chemie AG, St. Gallen (Schweiz)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Morphisto, Frankfurt/Main (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

GE Healthcare, Chalfont St Giles
BioLegend, San Diego (USA)
Southern Biotech, Birmingham (USA)
Lonza, Rockland (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Ratiopharm, Ulm (Deutschland)
Lonza, Rockland (USA)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Thermo Scientific, Rockford (USA)
Riedel-deHaén, Seelze (Deutschland)
Biochrom, Berlin (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Qiagen, Hilden (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Biochrom, Berlin (Deutschland)
BioLegend, San Diego (USA)

Roche, Mannheim (Deutschland)
Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Pan Biotech, Aidenbach (Deutschland)
life technologies, Darmstadt (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

R&D Systems, Minnesota (USA)

R&D Systems, Minnesota (USA)
Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
(Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Lonza, Rockland (USA)

Daco, Glostrup (Ddnemark)
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2.3. Medien und Puffer

Medium/Puffer

Bestandteile

Coomassie-Farbeldsung

0,5 g Coomassie 250
100 ml Eisessig
500 ml Ethanol
500 ml Wasser

Einfriermedium

FCS
10% DMSO

Entfarbeldsung

74,5 ml Eisessig
200 ml Ethanol
725,5 ml Wasser

LB-Medium

10 g/ | Bacto-Trypton
5 g/ | Hefeextrakt

10 g/ | NaCl

ad 1000 ml mit H,O
pH 7; autoklaviert

Organverdaupuffer

6% (v/v) Collagenase Typ VIII
1% (v/v) DNAse | Losung
97% (v/v) PBS

Phosphate-buffered saline

13,7 mM NaCl

2,7 mM KCI

80,9 mM Na;HPO,
1,5 mM KH;PO4
pH 7,4

Proteinaufreinigungs-Puffer A

6 M Guanidinhydrochlorid

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris/HCI

pH 8

Proteinaufreinigungs-Puffer B

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris/HCI

pH 8

Proteinaufreinigungs-Puffer C

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris/HCI

pH 6,3

Proteinaufreinigungs-Puffer E

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris/HCI

0,25 M Imidazol

pH 6,3

SDS-Probenpuffer (5x)

10% SDS

0,4 M Tris/HCl pH 6,8
25% Glycerol

5% R-Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau

Stopp-Puffer (Milz-Zell-Isolierung)

1xPBS
10 mM EDTA
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Tris-Glycerin-Elektrophorese-Puffer 60 g Tris
288 g Glycin
0,1% SDS
ad 10 I mit H,O
2.4. Enzyme
Enzym Bezugsquelle
Collagenase Typ VIl Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
DNAse | Roche, Mannheim (Deutschland)

Trypsin-EDTA (0,05%)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

2.5. Zytokine

Zytokin

Bezugsquelle

humanes IFNy
humanes IL-7
murines IFNy
porcines IFNy

R&D Systems, Minnesota (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)

2.6. Antikorper

Antikorper Verwendung Bezugsquelle

Maus a CD4 (human) 1:10 FACS BioLegend, San Diego (USA)
Maus a CD40L (human) 1:50 FACS BioLegend, San Diego (USA)
Maus o IFNy (human) 1:25 FACS BD Biosciences, Heidelberg

Maus a T. gondii SAG1
Kaninchen a mGBP2

Ziege a Kaninchen Cy2-gekoppelt
Ziege a Maus Cy3-gekoppelt

1:1000 Immunfluoreszenz
1:500 Westernblot

1:1000 Immunfluoreszenz
1:1000 Immunfluoreszenz

(Deutschland)

Abcam, Cambridge (UK)
Eurogentec, Seraing
(Belgien)

dianova, West Grove (USA)
dianova, West Grove (USA)

2.7. Kits

Kit

Bezugsquelle

BCA™ Protein Assay Kit

Dual-Farben ELISpot IFNy/IL-4 (human)
IFNy DuoSet® ELISA (murin)

IFNy DuoSet® ELISA (porcin)

Thermo Scientific, Rockford (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)
R&D Systems, Minnesota (USA)

2.8. Zell-Linien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Humane Vorhautfibroblasten (HFF)
PCP-R Zellen

Murine mesenchymale Stammzellen (mMSC)

ATTC, Wesel (Deutschland)

Prof. Dr. Schroten, Heidelberg (Deutschland)
(Schroten et al., 2012)

Dr. Ozer Degistirici, Diisseldorf (Deutschland)
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2.9. Parasiten Stamme

Bezeichnung

Bezugsquelle

Toxoplasma gondii Stamm RH
Toxoplasma gondii Stamm ME49
Toxoplasma gondii Stamm BK
Toxoplasma gondii Stamm 28H
Toxoplasma gondii Stamm 2C10
Toxoplasma gondii Stamm A7
Toxoplasma gondii Stamm B6H6
Toxoplasma gondii Stamm NED
Toxoplasma gondii Stamm BoB

ATTC, Wesel (Deutschland)

ATTC, Wesel (Deutschland)

ATTC, Wesel (Deutschland)

Gereon Schares, Insel Riems (Deutschland)
Gereon Schares, Insel Riems (Deutschland)
Gereon Schares, Insel Riems (Deutschland)
Gereon Schares, Insel Riems (Deutschland)
Gereon Schares, Insel Riems (Deutschland)
in dieser Arbeit isoliert

2.10. Versuchstiere

Verwendete Mauslinie

Bezugsquelle

C57BL/6
1160 (IDO7") C57BL/6 Hintergrund
Balb/c

Janvier, Saint Berthevin Cedex (Frankreich)
Jackson Laboratories, Maine (USA)
Janvier, Saint Berthevin Cedex (Frankreich)

2.11 Geridte

Gerat

Hersteller

Beta-Counter, 1205 Betaplate

Binokular Leica MZ 16
Digitalkamera KY-F70B
Drehrad Model L28

Ein- und Multikanalpipetten (Finnpipetten)
Feinwaage Chyo JL 180
Geltrockner Model 583
Inkubator BBD 6220
Inkubator Hera cell 240

LSR Fortessa

Magnetriihrer IKAMAG RCT
Mikroskop Axiovert 100
pH-Messgerat MP 225
Photometer Sunrise
Pipettierhilfe Pipetus
Schittler 3015

Schittler 3019

Spannungsgeber Power Pac 300
Sterilbank HeraSafe

Taumler Polymax 1040
Thermoblock

Tischmikroskop
Trockenschrank

Vortexer MS1 Minishaker
Waage Precisa 400

Wasserbad Laktotherm 1

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim
(Deutschland)

Leica, Wetzlar (Deutschland)

JVC, Yokohama (Japan)

Labinco BV, Breda (Niederlande)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Welabo, Diisseldorf (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Heraeus, Hanau (Deutschland)

BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
IKA Works, Wilmington (USA)

Zeiss, Oberkochen (Deutschland)
Mettler Toledo, Columbus (USA)

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Hirschmann Laborgerate (Deutschland)
Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel
(Deutschland)

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
(Deutschland)

Bio-Rad, Hercules (USA)

Heraeus, Hanau (Deutschland)

Heidolph, Kelheim (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Zeiss, Oberkochen (Deutschland)

Binder, Tuttlingen (Deutschland)

IKA Works, Wilmington (USA)

Oehmen Labortechnik, Essen (Deutschland)
Winkelberg, Gablingen (Deutschland)
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Wasserbad Typ 1002

Zeiss LSM 780 (Konfokal-Mikroskop)
Zellerntegerat Basic 96 Harvester

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge J2-21 (Rotoren JA-10, JA-20)
Zentrifuge Megafuge 1.0

Zentrifuge mini Spin

Zentrifuge Sorvall RC-4

Zentrifuge Universal 32 R

Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
(Deutschland)

Zeiss, Oberkochen (Deutschland)

Zinser Analytic Skatron, Frankfurt
(Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Beckman Coulter, Krefeld (Deutschland)
Heraeus, Hanau (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen (Deutschland)
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3. Methoden

3.1. Zellkulturmethoden

3.1.1. Isolierung mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

Fiir die Gewinnung humaner Peripherer Blut Mononukledrer Zellen (PBMC) wurden ca. 50 ml
antikoaguliertes vendses Vollblut von gesunden Spendern mit deren Einverstandnis verwendet. Die
Isolierung der Zellen erfolgte mittels Ficoll-Dichtegradienten-Separation. Dazu wurde das Blut
zunachst in 50 ml Réhrchen tGberfiihrt und 1:2 mit PBS verdiinnt. Mit dem Blut-PBS-Gemisch wurde
dann 15 ml Ficoll in einem 50 ml R6hrchen vorsichtig Gberschichtet und anschlieend fir 30 min
bei 1300 g ohne Bremse und bei RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere Phase,
das Blutplasma, abgenommen und verworfen. Die mononukledren Zellen, die sich in der Interphase
oberhalb des Ficolls befanden, wurden mit Hilfe einer Glaspipette geerntet und in ein neues
Rohrchen Uberfiihrt. Die Ubrigen Bestandteile (Erythrozyten, Ficoll, Granulozyten und restliches
Plasma) wurden verworfen. Die Réhrchen, in denen sich die geernteten Zellen der Interphase
befanden, wurden mit PBS auf 50 ml aufgefiillt und die Zellen sedimentiert (10 min, 730 g, RT). Es
folgten zwei Wasch-Schritte. Dazu wurde der Uberstand der pelletierten Zellen entfernt, das
Rohrchen auf 50 ml mit PBS aufgefillt und fiir 10 min bei 320 g und RT zentrifugiert. Nach dem
zweiten Wasch-Schritt erfolgte die Zentrifugation flir 10 min bei 140 g und RT. Die sedimentierten
Zellen wurden dann in 1 ml X-Vivo Medium aufgenommen, mittels Neubauer-Kammer gezahlt und
fir Versuche eingesetzt.

Die Gewinnung der Blutproben experimentell infizierter Schweine erfolgte in Kooperation mit Frau
Prof. Dr. Astrid Tenter und der Tierarztlichen Hochschule in Hannover. Fir die Blutentnahme am
Vortag der unter 3.1.8. beschriebenen Analysen (ca. 20 ml Blut pro Tier) wurden heparinisierte
Rohrchen verwendet, die per Post und bei RT Gber Nacht von Hannover nach Diisseldorf geschickt
wurden. Die Isolierung der porcinen PBMC erfolgte nach dem oben beschriebenen Protokoll der
Isolierung humaner mononuklearer Zellen.

3.1.2. Aufreinigung von murinen Milz-Zellen

Mause wurden mittels zervikaler Dislokation getétet. Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen
entnommen und in 2-3 ml Organverdaupuffer in die Vertiefungen einer Zellkulturplatte mit sechs
Vertiefungen Uberfiihrt. Dann wurde das Organ mit Hilfe zweier steriler Pipettenspitzen grob
zerkleinert und anschlieBend fiir 30 min bei 37 °C und 10% CO; inkubiert. Der Verdauprozess wurde
durch Zugabe von 5 ml Stopp-Puffer beendet, dann wurde so lange resuspendiert, bis eine
homogene Suspension entstanden war. Diese wurde tiber ein 40 um Zellsieb in ein 50 ml R6hrchen
Uberfiihrt und anschlieBend fiir 5 min bei 350 g und RT zentrifugiert. Dann erfolgte die Lyse der, im
Zellpellet befindlichen, Erythrozyten. Dazu wurden die Zellen 1-3 min mit 1-3 ml (abh&ngig von der
GrolRe der Zellpellets) in Erythrozyten-Lyse-Puffer inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10 ml FCS-
haltigem Medium abgestoppt, dann wurden die Zellen fir 5 min bei 350 g und RT erneut
sedimentiert. Die pelletierten Milz-Zellen wurden in 1 ml Medium aufgenommen, mittels
Neubauer-Kammer gezahlt und konnten dann fir Versuche eingesetzt werden.
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3.1.3. Kultivierung von humanen Vorhautfibroblasten

Humane Vorhautfibroblasten (HFF) wurden in IMDM-Medium mit 10% FCS bei 37 °C und 10% CO,
in 165 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Wenn die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet
hatten, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die
Kulturflasche zwei Mal mit PBS ausgewaschen. Um die Adhdsion der Zellen am Boden der
Zellkulturflasche aufzuheben, wurden sie fir 5-10 min mit Trypsin-EDTA (0,05%) inkubiert und
durch anschlieBendes Schlagen gegen die Flasche abgeldst. Durch Hinzufligen von FCS-haltigem
Medium wurde die Reaktion abgestoppt. Die Zellen wurden in ein 50 ml Réhrchen tberfihrt und
sedimentiert (10 min, 350 g, RT). Das Pellet wurde anschlieBend in frischem Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellen wurden in einem Verhéltnis von 1:4 auf neue Kulturflaschen verteilt oder
flir Versuche eingesetzt.

3.1.4. Kultivierung von murinen mesenchymalen Stammazellen (mMSC)

mMSC wurden in IMDM-Medium mit 5-10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (PenStrep) bei 37
°C und 10% CO, in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Das Passagieren und Ernten der Zellen
erfolgte nach dem gleichen Protokoll, welches unter 3.1.3. flir HFF angegeben ist.

3.1.5. Kultivierung von porcinen epithelialen Zellen (PCP-R Zellen)

PCP-R Zellen wurden in IMDM-Medium mit 10% FCS, 0,05% Insulin (Stock 10 mg/ml) und 1%
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) bei 37°C und 10% CO; in 165 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
Wenn die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, wurden sie passagiert. Nachdem
das Medium abgesaugt und die Kulturflasche mit PBS ausgewaschen worden war, wurden die Zellen
flr 15 min bei 37 °Cund 10% CO, in Anwesenheit von Trypsin-EDTA (0,05%) inkubiert. Anschlieend
wurde die Reaktion mit FCS-haltigem Medium abgestoppt, die Zellen in ein 50 ml Réhrchen
Uberfihrt und fir 5 min bei 350 g und RT zentrifugiert. Die sedimentierten PCP-R Zellen wurden
dann in einem Verhaltnis von 1:3 auf neue Kulturflaschen ausplattiert oder fiir Versuche eingesetzt.

3.1.6. Kultivierung von Toxoplasma gondii

Die Parasiten aller verwendeten T. gondii Stamme wurden im Tachyzoiten-Stadium in HFF in IMDM
mit 10% FCS kultiviert und vermehrt. Die Parasiten Stamme BK, RH, ME49 und B6H6 erhielten
keinen Antibiotikum-Zusatz. Dem Kulturmedium der T. gondii Stamme 28H, 2C10, A7, NED und BoB
wurde 1% PenStrep zugesetzt. Zur Kultivierung und Vermehrung der Parasiten wurde ein
konfluenter HFF-Monolayer in 25 cm? Zellkulturflaschen mit ca. 10° Tachyzoiten des jeweiligen
Stammes infiziert. Nach drei bis vier Tagen hatten die T. gondii Tachyzoiten die Wirtszellen
vollstandig lysiert und konnten zur weiteren Kultivierung bzw. flir Versuche genutzt werden. Dazu
wurde der Inhalt der Zellkulturflasche mit einer Glaspipette entnommen, in ein 15 ml Réhrchen
Uberfihrt und anschliefend fir 10 min und 90 g zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurden
verbliebene Wirtszellbestandteile aufgrund ihrer Dichte pelletiert, die leichteren Parasiten
befanden sich im Uberstand. Dieser Uberstand wurde in eine neues 15 ml Réhrchen tberfihrt,
anschliefend erfolgte die Sedimentation der Parasiten fiir 10 min bei 2200 g und RT. Die geernteten
Tachyzoiten wurden dann in Medium oder PBS aufgenommen. SchlieRlich wurde ihre Anzahl
mittels Neubauer-Zahlkammern ermittelt und sie konnten fiir die in vitro Infektionen bzw. die in
vivo Infektionen von Mausen verwendet werden.
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3.1.7. Einfrieren und Auftauen von Zellen/Parasiten

Die verschiedenen Zellen und Parasiten Stamme wurden wie beschrieben geerntet und
sedimentiert. Die Pellets wurden dann in Einfriermedium (FCS mit 10% DMSO; steril filtriert)
aufgenommen, in Einfrierréhrchen (iberflhrt und ziigig bei -80 °C gelagert. Am nachsten Tag
wurden die Rohrchen in flissigen Stickstoff Gberfihrt und hier dauerhaft aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die Einfrierréhrchen dem Stickstoff entnommen. Die Zellen wurden bei
Raumtemperatur angetaut, dann in FCS-haltigem Kulturmedium aufgenommen und in 15 ml
Rohrchen Uberfiihrt. Es folgte die Sedimentierung der Zellen bzw. Parasiten, die anschlieBend im
jeweiligen Kulturmedium aufgenommen und in Zellkulturflaschen bzw. auf einen konfluenten HFF-
Monolayer ausgesat wurden.

3.1.8. Induktion der proliferativen T-Zellantwort durch TLA bzw. rAG (Zell-Proliferationsassays)

Um die immunologische Bedeutung verschiedener sekretorischer Antigene des Parasiten
Toxoplasma gondii als Zielstrukturen fiir die T-Zellantwort zu ermitteln, wurden in vitro
Stimulationsversuche durchgefiihrt. Dabei wurde analysiert, ob latent infizierte Spender T-Zellen
besitzen, die TLA (siehe 3.2.2.) bzw. T. gondii Antigene (siehe 3.2.3) erkennen. In verschiedenen T-
Zell-Proliferationsassays wurden PBMC (Mensch, Schwein) bzw. Milz-Zellen (Maus) in Anwesenheit
von TLA oder der rekombinant hergestellten Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1, SAG1
kultiviert. Wenn sich in der PBMC- bzw. Milz-Zell-Kultur T-Zellen befanden, welche TLA bzw. die zu
testenden Antigene erkannten, wurden sie in deren Anwesenheit aktiviert und zum Wachstum
angeregt. Zur Kontrolle wurden Zellen nicht infizierter (seronegativer) Spender mitgefihrt.

Humane PBMC wurden in einer Zelldichte von 1,5x10° in 200 pl X-Vivo-15-Medium in Rundboden-
Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) ausplattiert. Porcine PBMC und murine Milz-Zellen wurden in
gleicher Zellzahl in 200 pl IMDM mit 5% FCS und 1% PenStrep ausgesat. Die Zellen wurden mit
verschiedenen Verdiinnungen von TLA (1072, 5x1072, 1073, 5x1073, 104, 5x10*, 10, 5x10° s. 3.2.2)
oder mit je einem der genannten rekombinanten Antigen (1 pug/ml) pro Ansatz versetzt. AuBerdem
wurden Zellen in Zellkulturmedium kultiviert (Negativ-Kontrolle). Zur Uberpriifung der
Proliferationskapazitat (Positiv-Kontrolle) wurden humane PBMC mit dem monoklonalen anti-CD3
Antikorper, OKT3 (Endkonzentration 1:3000) stimuliert. Die Proliferationskapazitdt porciner PBMC
und muriner Milz-Zellen erfolgte durch Stimulation der Zellen mit Concanavalin A (ConA;
Endkonzentration 1 pg/ml). Das Lektin aus der Jackbohne stimuliert als Mitogen die T-Zell-
Proliferation. Alle Ansatze erfolgten in dreifacher Ausfiihrung. Die Zellen wurden dann fir drei, finf
oder sieben Tage bei 37 °C und 10% CO, kultiviert. Danach wurden 7,4 kBq radioaktiv markiertes
Thymidin (3HT) zugegeben und weitere 24 Stunden bei 37° C und 10% CO; inkubiert. Dann wurden
die Ansatze eingefroren und bis zur Auswertung bei -20 °C gelagert.

3.1.9. Analyse der Immunsuppression in murinen Milz-Zellkulturen

Untersucht wurde, ob die Milz-Zellen von Tieren, die sich in der frilhen Phase einer T. gondii
Infektion befanden, immunsuppressiv auf die Zellen naiver Tiere wirken konnten. Dabei sollte zum
einen die Rolle I6slicher Faktoren (im Zellkulturiiberstand) und zum anderen die Bedeutung von
Zell-Zell-Kontakt (in Co-Kulturen) fur die Vermittlung einer moglichen Immunsuppression analysiert
werden.
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3.1.9.1. Generierung von murinen Milz-Zelliiberstanden

C57BL/6 Mause wurden intraperitoneal mit 10° ME49 Tachyzoiten infiziert oder blieben
unbehandelt. In der friihen Phase der Infektion (Tag 7-11) erfolgte die Entnahme der Milzen und
die anschliefende Isolierung der Milz-Zellen. Diese wurden dann in der Anwesenheit von ConA
(Endkonzentration 1 ug/ml) bzw. in Zellkulturmedium in einer Zelldichte von 1,5x10° in 200 pl
IMDM-Medium mit 5% FCS und 1% PenStrep in Rundboden-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen)
kultiviert. Nach finf Tagen wurde der Uberstand (US) der Zellkulturen entnommen und
gruppenweise gepoolt (US von Zellen infizierter Tiere bzw. US von Zellen naiver Tiere). Die
Uberstinde wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurden
sie in den, im Folgenden beschriebenen, Versuchen eingesetzt.

3.1.9.2. Kultivierung muriner Milz-Zellen in Anwesenheit von Milz-Zelliiberstanden

Milz-Zellen naiver M3use wurden mit einer Zelldichte von 1,5x10° in einem Gesamtvolumen von
200 pl IMDM-Medium mit 5% FCS und 1% PenStrep in Rundboden-Mikrotiterplatten (96
Vertiefungen) ausplattiert und mit den oben beschriebenen, verdiinnten Uberstinden
(Endkonzentration 1:5, 1:15, 1:30) versetzt. Zur Kontrolle wurden Zellen in Zellkulturmedium
kultiviert. Alle Kulturen wurden mit 1 ug/ml ConA (Endkonzentration) versetzt und fir drei Tage bei
37 °Cund 10% CO; inkubiert. Am dritten Tag erfolgten die Zugabe von 7,4 kBq *HT und eine weitere
Inkubation von 24 Stunden. Dann wurden die Zellkulturplatten eingefroren und bis zur Auswertung
bei -20 °C gelagert.

3.1.9.3. Co-Kultivierung der Milz-Zellen naiver und T. gondii infizierter Mause

C57BL/6 M&use wurden intraperitoneal mit 10° ME49 Tachyzoiten infiziert. In der friihen Phase der
Infektion (Tag 7-11) erfolgte die Entnahme der Milzen und die anschlieRende Isolierung der Milz-
Zellen. Parallel dazu wurden Milz-Zellen nicht infizierter Tiere isoliert. Beide Zelltypen wurden dann
in unterschiedlichen Kombinationen co-kultiviert. Dazu wurden 1,5x10° Zellen infizierter Tiere bzw.
1,5x10° Zellen naiver Tiere als Basis der Kultur in einem Volumen von 100 pl IMDM-Medium mit 5%
FCS und 1% PenStrep in Rundboden-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) ausplattiert. Zu den Basis
Zellen wurden dann 1x10°, 3x10* oder 8x103 Zellen infizierter Tiere; 1x10°, 3x10* oder 8x103 Zellen
naiver Tiere oder keine weiteren Zellen in einem Volumen von weiteren 100 pl hinzugefiigt. Alle so
entstandenen (Co)-Kulturen wurden mit 1 pg/ml ConA versetzt und drei Tage lang bei 37 °C und
10% CO; inkubiert. Am dritten Tag wurde 7,4 kBq 3HT hinzugegeben und die Kulturen fir weitere
24 Stunden bei 37 °C und 10% CO; inkubiert. Dann wurden die Ansatze eingefroren und bis zur
Auswertung bei -20 °C verwahrt.

3.1.10. Nachweis/Quantifizierung der Zell-Proliferation

Die Messung der T-Zell-Proliferation erfolgte tGber den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin
(3HT), welches als Basenanalogon bei Vermehrung der Zellen in die DNS eingebaut wird. Die
Haufigkeit dieses Einbaus kann an einem Beta-Counter gemessen werden und dient zur
Quantifizierung der Zell-Proliferation.

Die Mikrotiterplatten, welche die zu analysierenden Zellen enthielten, wurden bei RT aufgetaut.
Die Zellen wurden dann mit Hilfe eines Zellerntegerats auf Glasfaser-Filter (ibertragen. Die Filter
wurden fliir 30 min bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet, anschliefend in 10 ml
Szintillationsflissigkeit getrankt und in Plastikhiillen eingeschweilit. Die so praparierten Filter
wurden schlieRlich in daflir vorgesehenen Kassetten eingespannt und in einem Beta-Counter
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ausgewertet. Bei dieser Art der Auswertung wird die sogenannte Cerenkow-Strahlung gemessen.
Sie entsteht beim radioaktiven Zerfall des Tritiums (3H) in der Szintillationsflissigkeit und wird als
»counts per minute” (cpm) angegeben.

3.1.11. Generieren von Zellkulturiiberstinden

Humane und porcine PBMC bzw. murine Milz-Zellen wurden wie unter 3.1.8. beschrieben
ausplattiert, stimuliert und bei 37 °C und 10% CO; inkubiert. Nach sechs Tagen wurden die
Zelliiberstinde steril entnommen. Die Uberstinde aus Dreifachbestimmungen wurden in 1,5 ml
ReaktionsgefalRen vereinigt und bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert. Das Auftauen erfolgte
bei RT, Reste der aufgetauten Uberstiande wurden bei 4 °C verwahrt und innerhalb einer Woche fiir
weitere Experimente verwendet.

3.1.12. Stimulation von HFF und PCP-R Zellen mit anschlieBender T. gondii Infektion

3.1.12.1. Stimulation mit IFNy

1,5x10* HFF bzw. PCP-R Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 200 ul in Flachboden-
Mikrotiterplatten im jeweiligen Tryptophan-supplementierten Medium ausgesit und mit
rekombinantem humanen bzw. porcinen IFNy stimuliert. Die Endkonzentration ist jeweils in der
Legende der Abbildungen im Ergebnisteil angegebenen. Nach 72-stiindiger Kultivierung bei 37 °C
und 10% CO; erfolgte der Nachweis von Kynurenin aus 160 pl der Zellkulturliberstande mittels der
Ehrlich-Methode (siehe 3.2.1.), die restliche Kultur wurde verworfen.

Parallel zur Kynurenin-Messung wurden die HFF bzw. PCP-R Zellen, die in einer weiteren
Flachboden-Mikrotiterplatte wie in diesem Kapitel, oben beschrieben stimuliert worden waren, mit
T. gondii infiziert. Dazu wurden die Parasiten der unterschiedlichen T. gondii Stamme wie in 3.1.6.
beschrieben geerntet, sedimentiert und anschlieBend in 1 ml Tryptophan-freiem RPMI-Medium
resuspendiert. Nach Ermittlung der Parasitenzahl wurden 10° T. gondii Tachyzoiten in 10 pl
Tryptophan-freiem Medium zu den HFF bzw. PCP-R Zellen hinzugegeben. Die infizierten Zellen
wurden dann bei 37 °C und 10% CO; kultiviert. Sobald parasitdre Vakuolen in den Zellen erkennbar
waren (ca. 24 Stunden nach der Infektion) wurden 0,012 MBq radioaktiv markiertes Uracil ((HU)
zugegeben und die Mikrotiterplatten weiterhin bei 37 °C und 10% CO, inkubiert. Sobald die
vollstandige Lyse der Wirtszellen stattgefunden hatte und die Parasiten extrazellular vorlagen,
wurden die Mikrotiterplatten eingefroren und bis zur weiteren Auswertung bei -20 °C aufbewahrt.

3.1.12.2. Stimulation mit PBMC-Uberstinden

HFF bzw. PCP-R Zellen wurden in einer Zelldichte von 3x10* in einem Gesamtvolumen von 200 pl in
Flachboden-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) im jeweiligen Medium (siehe 3.1.3. bzw. 3.1.5.)
ausplattiert und in Anwesenheit von PBMC-Uberstinden kultiviert. Die Endkonzentration der
Uberstdnde ist im Legendentext des jeweiligen Experiments angegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 72 Stunden bei 37 °C und 10% CO; wurden 160 ul des Zellkulturiiberstandes entnommen und
fiir den Nachweis von Kynurenin (siehe 3.2.1.) verwendet. Die in den Vertiefungen verbliebenen
Zellen wurden im Folgenden, wie oben beschrieben (3.1.12.1.), mit 5x10* Parasiten in 50 pl
Tryptophan-freiem RPMI-Medium infiziert.
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3.1.13. Antagonisierung IDO-vermittelter Effekte

1-L-Methyl-Tryptophan (1MT) wurde als spezifischer kompetitiver IDO-Inhibitor verwendet. Dazu
wurden die jeweiligen Zellkulturen wie unter 3.1.12.1. und 3.1.12.2. beschrieben vorbereitet.
AnschlieBend wurden die Zellen in jeder Vertiefung mit einer Konzentration von 100 pg/ml 1MT
versetzt. Die Konzentration der Stocklésung von 1-Methyl-Tryptophan betrug 4 mg/ml. Zur
Herstellung wurden 200 mg 1MT in einem 50 ml R6hrchen in 1 ml 1 M NaOH bei 56 °Cim Wasserbad
gelost. Dann wurde das Rohrchen mit Tryptophan-freiem RPMI-Medium auf 50 ml aufgefullt, die
Losung steril filtriert und in 5 ml Aliquots bei -20 °C eingefroren. Aufgetautes 1MT wurde mit
Tryptophan-freiem Medium auf eine Konzentration von 2 mg/ml verdinnt und in der Zellkultur
eingesetzt.

Tryptophan diente zum einen als Substrat des IDO Enzyms zur Bestimmung von dessen Aktivitat.
Daflir wurden Zellen wie beschrieben ausplattiert und stimuliert, dann erfolgte die Zugabe von
Tryptophan (Endkonzentration 100 pg/ml) in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte. Zum anderen
wurde durch den Zusatz von Tryptophan die IDO-induzierte, antiparasitdr wirkende Tryptophan-
Verarmung aufgehoben. Dazu wurden pro Vertiefung 100 ug/ml Tryptophan zum Zeitpunkt der T.
gondii Infektion der Zellen zugegeben. Die Stocklésung (4 mg/ml) wurde durch das Lésen von 200
mg Tryptophan in 50 ml Tryptophan-freiem RPMI-Medium bei 56 °C im Wasserbad und
anschlieRender Sterilfiltration hergestellt. Die Losung wurde dann in 5ml Aliquots eingefroren, nach
dem Auftauen auf 2 mg/ml verdiinnt und konnte dann in der Zellkultur verwendet werden.

3.1.14. Quantitativer Nachweis der T. gondii-Proliferation

Die Messung der Parasiten-Proliferation erfolgte tiber den Einbau von radioaktiv markiertem Uracil
(3HU), (Pfefferkorn und Pfefferkorn, 1977) welches von T. gondii mit Hilfe des Enzym Uracil-
Phosphoribosyl-Transferase in die RNS eingebaut wird. Die Haufigkeit dieses Einbaus kann an einem
Beta-Counter gemessen werden und dient zur Quantifizierung des Wachstums von T. gondii.

Die T. gondii infizierten Kulturen wurden mit Hilfe eines Zellerntegerats auf Glasfaser-Filter
aufgebracht. Es folgte die Trocknung der Filter fiir 30 min und 100 °C im Trockenschrank. Die
getrockneten Filter wurden dann mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit versehen, in Plastikhillen
eingeschweillt und anschliefend im Beta-Counter ausgezahlt. Gemessen wurde die Cerenkow-
Strahlung, welche durch den radioaktiven Zerfall des Tritiums in der Szintillationsflissigkeit
entsteht und als ,,counts per minutes” (cpm) angezeigt wird.

3.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.1. Bestimmung der IDO-Aktivitdt nach Ehrlich (Kynurenin-Messung)

Zur Bestimmung der Aktivitdt des Enzyms Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) in stimulierten PCP-R
Zellen bzw. HFF wurde die Prasenz von Kynurenin im Uberstand der Zellkulturen analysiert, da die
Konzentration dieses Tryptophan-Abbauproduktes mit der Aktivitat der IDO korreliert (Daubener
et al.,, 1994). Der Nachweis von Kynurenin erfolgte mit Hilfe von Ehrlich’s Reagenz (4-
(Dimethylamin)benzaldehyd). 160 upl der Zellkulturiiberstainde wurde in eine Spitzboden-
Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) Gberfiihrt und zur Fallung der Proteine mit 10 pl
Trichloressigsdure (30%) versetzt. Wahrend der darauf folgenden dreiigminitigen Inkubation bei
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50 °C im Wasserbad wurde N-Formyl-Kynurenin zu Kynurenin hydrolysiert. Die Platten wurden
dann fiir 10 min bei 560 g und RT zentrifugiert. AnschlieRend wurden 100 pl des Uberstandes in die
Vertiefungen einer Flachboden-Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) Gberfihrt und mit 100 pl
Ehrlich’s Reagenz (1,2% w/v 4-(Dimethylamin)benzaldehyd in Eisessig; fiir jede Messung frisch
angesetzt) versetzt. Die daraus resultierende Reaktion zwischen Kynurenin und dem Ehrlich’s
Reagenz fuhrte zur Bildung eines gelben Azofarbstoffes, dessen Absorption bei 492 nm im
Photometer gemessen werden konnte. Die Intensitat der Absorption bei 492 nm korreliert dabei
mit der Menge an vorhandenem Kynurenin und damit mit der Aktivitdt des IDO Enzyms. Die
Absorption, die in Uberstinden unstimulierter Zellen gemessen wurde, diente als Negativ-
Kontrolle.

3.2.2. Herstellung von Toxoplasma Lysat Antigen (TLA)

Zur Herstellung von Toxoplasma Lysat Antigen wurden extrazelluldre Parasiten der verschiedenen
T. gondii Stamme wie unter 3.1.6. beschrieben geerntet. 10® Tachyzoiten wurden dann in 1 ml
destilliertem Wasser aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfihrt. Durch zweimaliges
Einfrieren in flissigem Stickstoff und anschlieRendem Auftauen im Wasserbad (37 °C) wurden die
Parasiten lysiert. Die so entstandenen Toxoplasma Lysat Antigene der unterschiedlichen T. gondii
Stamme wurden in Aliquots bei -20 °C gelagert.

3.2.3. Denaturierende Proteinaufreinigung aus E. coli

Zunichst wurde eine Ubernacht-Kultur von transformierten E. coli Stimmen angelegt, welche das
Gen fir das jeweilige, zu isolierende Protein enthielten. Dazu wurden 5 ml LB Medium mit Ampicillin
(100 pg/ml Endkonzentration) versetzt und mit E. coli aus dem entsprechenden Glycerinstock
beimpft. Diese Vorkultur wurde tber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. AuBerdem wurden
je 500 ml LB-Medium in Kolben Gberfihrt, mit Ampicillin versetzt (100 pg/ml Endkonzentration)
und ebenfalls tiber Nacht bei 37 °C vorgewarmt. Am nachsten Tag wurde das vorgewarmte LB-
Medium mit jeweils der Halfte der Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln bis zu
einer ODgoonm Von 0,5 inkubiert. Nach Entnahme einer Probe fiir die spatere Analyse im Coomassie-
Gel, wurde die Proteinexpression durch die Zugabe von IPTG (2 mM Endkonzentration) induziert.
Die IPTG-versetzte Kultur wurde weitere vier Stunden inkubiert, dann wurde erneut eine Probe fiir
die Coomassie-Gel-Analyse entnommen. AnschlieBend wurde die Bakterienkultur in
Zentrifugenbecher Uberfiihrt und fir 15 min bei 11500 g und RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurden die sedimentierten Bakterien in 15 ml Puffer A resuspendiert und in ein 50 ml
Rohrchen Gberfiihrt. Um die Bakterien zu lysieren, wurde die Suspension dann in flissigen Stickstoff
eingefroren und anschlieBend im Wasserbad bei 37 °C wieder aufgetaut. Dann erfolgte eine
dreiBigminutige Inkubation bei RT auf dem Drehrad. Die Probe wurde bis auf 1 ml erneut in einen
Zentrifugenbecher Gberfiihrt und fiir 15 min bei 22700 g zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich
die l6slichen Proteine befanden, wurde entweder bei -20 °C eingefroren oder direkt weiter
verarbeitet. Die, nach Inkubation auf dem Drehrad, zurlickgestellte Probe (1 ml) wurde in ein 1,5
ml Reaktionsgefald tiberfiihrt und fir 10 min bei 5680 g und RT zentrifugiert. Sowohl der dabei
entstandene Uberstand als auch das in 1 ml Puffer A resuspendierte Pellet, wurde fiir die spitere
Analyse im Coomassie-Gel verwahrt.

Fiir die anschlieRende Proteinaufreinigung erfolgte zunichst die Aquilibration der Ni-NTA-Agarose.
Dazu wurden 600 pl Ni-NTA-Agarose in ein 2 ml Reaktionsgefal (iberfiihrt, mit 1 ml Puffer A versetzt
und durch mehrfaches Invertieren sorgfaltig vermischt. Dann erfolgte eine Zentrifugation fiir 1 min
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bei 5700 g und RT. Der Uberstand wurde entfernt und verworfen, die sedimentierte Ni-NTA-
Agarose erneut sorgfaltig in 1 ml Puffer A resuspendiert. Das Gemisch wurde wiederum fiir 1 min
bei 5700 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die dquilibrierte Ni-NTA-Agarose
konnte dann dem Uberstand des Bakterien Lysates zugegeben werden. Waihrend der
anschlieRenden einstlindigen Inkubation bei RT auf dem Drehrad konnte das Protein, welches aus
dem Bakterien Lysat isoliert werden sollte, mit seinem His-Tag an die Ni-NTA-Agarose binden. Dann
wurde das Gemisch auf eine Polypropylen-Saule tUberfihrt und darin fir finf Minuten inkubiert,
wodurch das Absetzten der Agarose ermdoglicht wurde. AnschlieRend wurde die Sdule gedffnet und
der Durchlauf in einem 15 ml R6hrchen aufgefangen. Dieser Durchlauf wurde verwahrt und spater
im Coomassie-Gel auf die Prasenz des zu isolierenden Proteins analysiert. Der Saule wurden dann
in drei Wasch-Schritten je 10 ml Puffer A, Puffer B und Puffer C zugefiihrt, der Durchlauf wurde
jeweils aufgefangen und ebenfalls fir die spatere Coomassie-Gel-Analyse aufbewahrt. Dann wurde
das Protein, welches an die Ni-NTA-Agarose gebunden war von der Saule eluiert. Dazu wurde in
zehn Elutions-Schritten je 0,5 ml imidazolhaltiger Puffer E (pH 4.0) auf die Sdule gegeben und das
Eluat in 1,5 ml Reaktionsgefaflen aufgefangen.

3.2.4. Trichloressigsaure-Fallung der isolierten Proteinen

Um zu lberprifen, ob das Protein in den Eluaten bzw. in den anderen, genommenen Proben (s.o0.)
vorhanden war, wurden diese fiir eine anschlieBende Analyse im Coomassie-Gel aufbereitet. Dazu
wurden je 50 ul der Proben in 1,5 ml ReaktionsgefaRe Uberfiihrt und mit 5 ul Trichloressigsaure
(TCA; 10% Endkonzentration) versetzt. Es folgte eine dreiBigmindtige Inkubation bei -80 °C, danach
wurden die Proben angetaut und anschlieend fiir 15 min bei 15400 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die pelletierten Proteine wurden in 70% eiskaltem Ethanol
aufgenommen und erneut fiir 15 min bei 15400 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt, das Pellet bei RT vollstdandig getrocknet und anschlieRend in 20 pl PBS aufgenommen.

3.2.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese sollte die Prasenz des Proteins in den verschiedenen
Proben analysiert werden. Die Methode ermoglicht es Proteine ihrer GroRe nach aufzutrennen und
Proteine mit Hilfe eines GroBRenmarker-Vergleichs zu identifizieren. Dazu wurden zunachst SDS-
Polyacrylamid-Gele gegossen, deren Inhaltsstoffe und Zusammensetzung im Folgenden angegeben
sind:

Das 9,5 prozentige Trenngel bestand aus 8,5 ml destilliertem, entgastem Wasser, versetzt mit 6,3
ml Rotiphorese Gel 30, 5 ml Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8) sowie 100 pl SDS (10%). Durch die Zugabe von
200 pl APS (10%) und 25 pl TEMED wurde die Vernetzung des Polymers induziert.

Fur das Sammelgel wurden 6,5 ml destilliertes, entgastes Wasser mit 2,5 ml Tris/HCI (0,5 M; pH
6,8), 1 ml Rotiphorese Gel 30, sowie 100 pl SDS (10%) versetzt. Durch die Zugabe von 150 pl
Ammoniumperoxidisulfat (APS; 10%) und 15 ul Tetramethyldiamin (TEMED) wurde auch hier die
Vernetzung des Polymers induziert.

Die Proben wurden 1:5 mit SDS-Lade-Puffer versetzt und fiir 10 min bei 100 °C aufgekocht, wodurch
die Proteine denaturieren. Gleichzeitig lagert sich Natriumdodecylphosphat (SDS) an die
hydrophoben Bereiche der Proteine an, wodurch eine gleichmaRige Ladung der Proteine zustande
kommt und die Protein-Eigenladung Uberdeckt wird.
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Als Lauf-Puffer fir die Gelelektrophorese diente Tris-Glycerin-Puffer. Zur Auftrennung der Proteine
wurde Uber Nacht eine Spannung von 40 V angelegt.

3.2.6. Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Zum Anfarben der Proteine wurden die Gele nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in
Coomassie-Farbebader gelegt und darin iber Nacht bei RT inkubiert. Als Triphenylmethan-Farbstoff
lagert sich Coomassie an die basischen Seitenketten der Aminosauren an und farbt die Proteine
somit unspezifisch an. Am nachsten Tag wurde die Farbelosung entfernt und das Gel mehrfach mit
Wasser gespilt. Dann erfolgte die Inkubation des Gels in einer Entfarbelésung. Diese wurde
mehrfach gewechselt, die Inkubation erfolgte so lange, bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen
waren. Die Entfarbe-Reaktion wurde dann mit Wasser abgestoppt und das Gel in einem Geltrockner
getrocknet.

3.2.7. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Protein Assay

Anhand der GroRBe der Proteinbanden, die durch Coomassie-Farbung der SDS-Gele sichtbar
gemacht wurden, konnte ermittelt werden, in welchen Elutionen sich das gewliinschte
rekombinante Protein befand. Die entsprechenden Elutionen wurden vereinigt, dann wurde die
Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA™ Protein Assay Kits von Thermo Scientific nach den
Angaben des Herstellers ermittelt. Fiir den Standard wurde BSA in Puffer E gelost und in
Konzentrationen von 0-2000 pg/ml verwendet.

Die Gensequenzen der aufgereinigten Proteine stammten aus dem Genom eines T. gondii Typ |
(RH). Neben diesem Stamm existieren jedoch weitere T. gondii Stimme, sodass die Testpersonen,
deren humorale und zellulare Immunantwort auf die rekombinant hergestellten Antigene in der
vorliegenden Arbeit analysiert werden sollte, potentiell mit unterschiedlichen T. gondii Stammen
infiziert sein kdnnten. Aus diesem Grund wurden die Sequenzen der verwendeten Antigene mit
Hilfe der ,Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST)-Funktion auf der Homepage des , National
Center flr Biotechnology Information” (NCBI) in Typ | und Typ Il T. gondii Stimmen verglichen.
Wihrend sich fir GRA2 und BAG1 eine einhundert prozentige Ubereinstimmung ergab, wurde fiir
GRA1, GRA7 und SAG1 eine Abweichung von je 3% und fir GRA9 eine Abweichung von 1%
festgestellt.

3.2.8. Immunfluoreszenzanalyse

Um die Lokalisation von mGBP2 in T. gondii infizierten murinen mesenchymalen Stammzellen
(mMSC) zu analysieren, wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt. Zunachst wurden die
Vertiefungen einer Mikrotiter-Flachbodenplatte (24 Vertiefungen) mit sterilen Deckgldschen
besttlickt, die dann fir 30 min bei RT mit Gelatine (0,02%) beschichtet wurden. Murine MSC wurden
wie in 3.1.4. beschrieben geerntet, ihre Zellzahl mittels Neubauer-Kammer bestimmt und dann in
einer Zelldichte von 3x10* - 5x10* in 500 pl IMDM-Medium mit 10% FCS und 1% PenStrep auf die
Deckglaschen ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden, in denen sich die Zellen
absetzten und adharent wurden, erfolgte die Stimulation mit murinem IFNy (Endkonzentration 100
U/ml): Pro Vertiefung wurden zuséatzlich 500 pl Medium mit der entsprechenden Menge an IFNy
versetzt und den Zellen hinzugefiigt. Zur Kontrolle blieben Zellen unstimuliert und erhielten 500 pl
Zellkulturmedium. Darauf folgte eine Inkubation fiir 16 Stunden bei 37 °C und 10% CO,.
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AnschlieBend erfolgte die Infektion der mMSC mit verschieden T. gondii Stammen (28H, 2C10, A7,
B6H6, NED, Me49, RH, BK, BoB). Dazu wurden die Parasiten wie unter 3.1.6. beschrieben geerntet,
sedimentiert und in mMSC-Kulturmedium aufgenommen. Die Parasitenzahl wurde mit Hilfe der
Neubauer-Kammer bestimmt. Dann wurden die stimulierten Zellkulturen in jeder Vertiefung mit
3x10° Toxoplasmen in 100 pl Medium versetzt. Der Infektionsansatz wurde fiir 2-3 Stunden bei 37
°C und 10% CO; inkubiert und mikroskopisch kontrolliert.

Sobald die Parasiten mikroskopisch innerhalb der mMSC detektiert werden konnten, erfolgte die
Farbung der Zellen. Alle, im Folgenden beschriebenen Inkubations-Schritte erfolgten auf dem
Taumler. Zunédchst sollten die extrazelluldr verbliebenen Parasiten entfernt werden. Dazu wurde
das Medium aus den Vertiefungen abgesaugt, diese mit PBS aufgefiillt und fir 5 min bei RT
inkubiert. Nach Entfernen des Uberstandes erfolgte die Fixierung der infizierten Zellen mittels
Inkubation in 3% Paraformaldehyd (PFA) in PBS (20 min bei RT). Im Anschluss daran wurde das PFA
entfernt und die Zellen fiir 5 min bei RT mit PBS gewaschen. Dann wurden die Wirtszellen und die
Parasiten fur die anschlieRende Farbung permeabilisiert. Dazu wurden die Vertiefungen mit 0,02%
Saponin in PBS versetzt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach Entfernen der
Permeabilisierungslosung wurden die Zellen fiir 5 min bei RT mit PBS gewaschen. AnschlieRend
erfolgte die Blockierung, bei der unspezifische Bindestellen besetzt werden sollten. Dazu wurde
0,002% Saponin in PBS mit 2% Ziegenserum (= Block-Losung) versetzt und die Proben darin
entweder fir 20 min bei RT oder U.N. bei 4 °C inkubiert. Dann wurde eine 1:10 mit PBS verdiinnte
Block-Losung hergestellt und mit den Primarantikorpern SAG1 (1: 1000) bzw. mGBP2 (1: 500)
versetzt. Die Antikérpermischung wurde zu den infizierten Zellen hinzugegeben, diese fiir 1 Stunde
bei RT inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen (5 min bei RT). Dann erfolgte eine
45-mintige Inkubation der Zellen bei RT (lichtgeschiitzt) in Anwesenheit der Fluoreszenzmarker-
gekoppelten Sekundarantikérper Cy2 und Cy3 (1:1000 Endkonzentration; in PBS mit 10% Block-
Losung). Die Proben wurden im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen (lichtgeschiitzt, 5 min bei
RT) und dann fiir 5 min mit DAPI (Endkonzentration 0,5 pg/ml) inkubiert. Nach einem letzten
Wasch-Schritt fir 5 min bei RT, wurden die Deckglaschen den Vertiefungen entnommen.
Verbleibende Fliissigkeit wurde auf einem Papiertuch abgetrocknet und die Deckglaschen mittels
Fluoromount-G auf Objekttragern fixiert. Diese wurden bis zur Auswertung lichtgeschiitzt bei 4 °C
gelagert. Die Analyse und Fotografie der Praparate erfolgte mit dem Konfokalmikroskop LSM 780
von Zeiss. Die reprasentativen Bilder im Ergebnisteil wurden mit der Software Zen 2012 bearbeitet.

3.2.9. Lineblot-Analysen

Die Lineblot-Analysen wurden von Dr. Andrea Hotop (Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Universitdtsmedizin in Gottingen) durchgefiihrt. Fir den Lineblot-Assay werden verschiedene
rekombinant hergestellte T. gondii Antigene manuell auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die
Membran wird dann mit dem zu analysierenden Serum inkubiert, um die Bindung spezifischer 1gG
bzw. IgM Antikorper an die rekombinanten Antigen (rAG) zu ermdglichen. AnschlieRend erfolgt die
Zugabe eines Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrpers, welcher mit IgG bzw.
IgM-Antikdrpern reagiert. Die Peroxidase setzt dann ein Chemilumineszenz-Substrat um. Die
daraus resultierende Lichtemission kann mit Hilfe einer Lumineszenz-Apparatur nachgewiesen
werden. Der Lineblot-Assay kann unter Verwendung von Computerprogrammen quantifiziert
werden. Die Werte, die sich dabei ergeben werden als , Antikérperindex” ausgedriickt. Eine
detaillierte Beschreibung des Vorgehens findet sich in der Veroffentlichung (Hotop et al., 2014).
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3.2.10. Diagnose der T. gondii Infektion humaner Blutspender

Die Diagnose der T. gondii Infektion erfolgte am Institut flir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene (Abteilung Diagnostik). Den Spendern, deren PBMC wie unter 3.1.8.
beschrieben analysiert wurden, wurde ca. 5 ml Blut entnommen und daraus das Serum gewonnen.
Dazu wurde das Vollblut in ein Plastikréhrchen Gberfiihrt und iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Vollblut zweimal fiir 10 min bei 350 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand
(das Serum) wurde entnommen, in ein 15 ml Rohrchen tberfihrt und der Abteilung fiir Diagnostik
Ubergeben. Hier erfolgte die serologische Diagnostik (iber den Nachweis spezifischer IgG und IgM
Antikorper gegen T. gondii mittels indirektem Immunfluoreszenztest (IIFT). Titer, die im IIFT-Test
mindestens 1:16 betrugen galten als Nachweis einer T. gondii Infektion des jeweiligen
Blutspenders. Das restliche Serum wurde bei -20 °C gelagert und spater fir die Lineblot-Analysen
verwendet.

3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. Immunmarkierung und Durchflusszytometrie (FACS)

Auch hier sollte die immunologische Bedeutung verschiedener sekretorischer Antigene des
Parasiten T. gondii als Zielstrukturen flir die T-Zellantwort ermitteln werden. T-Zellen in der PBMC-
Kultur seropositiver Spender wurden dazu mit TLA bzw. die rekombinant hergestellten Antigene
GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1, SAG1 stimuliert. Stimulierte T-Zellen exprimieren dann zum einen
verschiedene Aktivitatsmarker, beispielsweise CD40L, und produzieren zum anderen Zytokine, z.B.
IFNy. Dies kann nach Immunmarkierung und einer intrazelluldren Zytokinmarkierung
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.

In eine Rundboden-Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) wurden je 100 pl RPMI mit 1% Glutamin und
1% PenStrep vorgelegt. Dieses Medium war zuvor mit einer 102 Verdiinnung von TLA oder mit je
einem Antigen (1 pg/ml Endkonzentration) pro Ansatz versetzt worden. Zur Negativ-Kontrolle
diente Kulturmedium, zur Positiv-Kontrolle wurde Medium mit Staphylokokkus Enterotoxin B (SEB)
in einer Endkonzentration von 15 pg/ml verwendet. Alle Ansitze erfolgten in dreifacher
Ausfiihrung. Fiir den Versuch wurden ca. 3 ml antikoaguliertes vendses Vollblut von gesunden
Spendern mit deren Einverstdndnis entnommen. Das Vollblut wurde in ein 15 ml Réhrchen
Uberfuhrt und mit 20 ng/ml IL-7 versetzt. Je 100 pl davon wurden dann die Vertiefungen der oben
genannten Mikrotiterplatten pipettiert und fiir ca. 3 Stunden bei 37 °C und 10% CO; inkubiert. Dann
wurde jede Vertiefung der Mikrotiterplatte mit 0,5 pl einer 1 mg/ml konzentrierten Brefeldin A-
Losung versetzt und weitere 15 Stunden inkubiert. Brefeldin A verhindert als Transport-Inhibitor
letztlich das Freisetzten der Zytokine, die damit intrazelluldar akkumulieren und dadurch detektiert
werden kdnnen.

Nach einer Gesamt-Inkubationszeit von 18 Stunden erfolgt die Inmunmarkierung und intrazellulare
Zytokinfarbung: Die Mikrotiterplatte wurde dem Brutschrank entnommen und in einer
Plattenzentrifuge fiir 5 min bei 390 g und 4 °C zentrifugiert, dann wurde der Uberstand mit einer
Mehrkanalpipette entnommen. Der Viabilitdtsfarbstoff €780 wurde in PBS 1:100 verdinnt.
AnschlieBend wurden 0,5 ul dieser Verdiinnung in jede Vertiefung pipettiert und alle Ansatze
grindlich gemischt. Nach einer Inkubation fiir 15 min bei RT (lichtgeschiitzt) wurden 180 pul PBS
zugegeben und die Platte fiir 5 min bei 390 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes
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erfolgte die Lyse der Erythrozyten: Die Zellen wurden sorgfiltig in je 100 ul Lyse-Puffer
resuspendiert und lichtgeschitzt fir 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fiir 5
min bei 390 g und 4 °C sedimentiert. Nach einem zweiten, identischen Lyse-Schritt folgte das
Waschen der Zellen durch die Zugabe von 180 pul PBS und eine anschlieende Zentrifugation fiir 5
min bei 390 g und 4 °C. Der Uberstand wurde entnommen, die Ansitze mit 100 pl ,Fixation Buffer”
versetzt, bis zur Schaumbildung resuspendiert und fir 15 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation
der Mikrotiterplatte (5 min bei 500 g und 4 °C) wurde sie iber einem AbfallgefdR ausgeschlagen
und anschlieBend auf einem Papiertuch abgeklopft, um den Uberstand restlos zu entfernen. Es
folgte die Permeabilisierung und das Waschen der Zellen: Dazu wurde zunachst der
»,Permeabilization Wash Buffer” (PermWash) 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Dann wurden
je 180 ul dieses Puffers in die Vertiefungen pipettiert, die Zellen darin resuspendiert und
anschlieRend fiir 5 min bei 500 g sedimentiert. Um die Uberstiande restlos zu entfernen, erfolgte
erneut das Ausschlagen der Platte Gber einem Abfallgefa und das anschlieRende Abklopfen auf
einem Papiertuch. Die Zellen konnten dann mit Antikdrpern gefarbt werden. Zur Herstellung der
Antikorpermischung wurde das verdinnte PermWash mit unterschiedlichen Mengen dreier
verschiedener spezifischer Antikorper versetzt: So wurden pro Ansatz 0,5 pl anti-CD4, 0,1 pl anti-
CD40L, und 0,2 pl anti-IFNy in einem Gesamtvolumen von 5 pl hinzu pipettiert. Dann wurden die
Zellen fir 30 min lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert. In einem letzten Wasch-Schritt wurde 180 pl
PermWash in die Vertiefungen gegeben, die Platten fiir 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand durch Ausschlagen und Abklopfen restlos entfernt. Die gefirbten Zellen wurden in
80 pl PBS aufgenommen und konnten anschlieffend am Durchflusszytometer analysiert werde. Die
FACS-Analyse wurde mit dem Gerat LSR Fortessa und der Software FACS Diva Il durchgefiihrt.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Oberflichenmolekiile und intrazelluldare Zytokine von
Zellen detektiert und quantifiziert werden. Die hierzu verwendeten Antikdrper binden an das
jeweilige Antigen und sind mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert: anti-CD4 -> Brilliant
Violet (BV) 510, anti-CD40L -> Phycoerythrin (PE), anti-IFNy -> Violet (V) 450. Im
Durchflusszytometer werden die markierten Zellen einzeln durch eine Kapillare gefiihrt und in der
Messkammer mit einem Laser bestrahlt. Dies erzeugt in Abhangigkeit der Granularitat der Zelle ein
bestimmtes Seitwarts-Streulicht (SSC) und in Abhangigkeit der GroRRe ein Vorwarts-Streulicht (FSC).
AulRerdem werden durch die Laser die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt. SSC, FSC und die Fluoreszenz
der angeregten Farbstoffe werden detektiert und bezliglich des Farbspektrums und der Intensitat
ausgewertet. Jede einzelne Zelle wird anhand ihrer spezifischen Parameter von einer Software in
ein Koordinatensystem eingeordnet, was ihre individuelle Charakterisierung erlaubt. Durch das
Definieren von Analyse-Ausschnitten (,Gating”) kénnen spezifische Populationen, die naher
analysiert werden sollen, selektiert werden.

Somit ermoglichte die durchflusszytometrische Analyse zunachst die Identifizierung der
Lymphozyten-Population anhand ihrer spezifischen Grofle und Granularitat. Im Weiteren erfolgte
dann eine quantitative Bestimmung der Expression von CD40L sowie der Prdsenz von
intrazellularem IFNy in der Population der CD4 exprimierenden T-Zellen (siehe auch Gating
Strategie im Ergebnisteil).

3.3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels ELISA sollte die Menge an IFNy in den Uberstinden verschiedener Zellkulturen ermittelt
werden. Das Prinzip des hier verwendeten Sandwich-ELISAs beruht darauf, dass das im Uberstand
vorhandene IFNy an anti-IFNy Antikorper bindet, die auf einer Kunststoffplatte fixiert vorliegen
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(Erstantikorper). Ein zweiter IFNy-spezifischer biotinylierter Antikérper wird hinzugegeben und
bindet an das vom Erstantikdrper erkannte IFNy. Nach einem Wasch-Schritt erfolgt die Zugabe eines
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Konjugats, das durch das Biotin des IFNy-
spezifischen Zweitantikorpers gebunden wird. Die Peroxidase setzt dann das farblose Substrat
Tetramethylbenzidine (TMB) zu einem blauen Farbstoff um. Die Farbreaktion wird nach 30 min
durch die Zugabe von 2 N H,SO, abgestoppt, es kommt dann zu einem Farbumschlag von blau nach
gelb. Die Intensitat der Gelbfarbung steigt proportional zur Menge des gebundenen IFNy und kann
am Photometer bei 450 nm gemessen werden. Da gleichzeitig ein Standard mit definierter IFNy
Konzentration mitgefiihrt wird, kann anhand einer Standardkurve die genaue IFNy Konzentration
jeder Probe ermittelt werden. In der Arbeit wurden porcine und murine IFNy DuoSet® ELISA von
R&D Systems nach Angaben des Herstellers verwendet. Die zu analysierenden Proben wurden vor
der Zugabe in die Antikorper-beschichteten Platten 1:2, 1:10, 1:25, 1:50 oder 1:100 in PBS verdiinnt
und in Zweifachbestimmungen gemessen.

3.3.3. Enzyme Linked Immuno Spot Assay (ELISpot-Assay)

Mit Hilfe eines ELISpot-Assays kénnen individuelle Zellen, die spezifische Zytokine (hier IFNy und IL-
4) sekretieren, detektiert werden. Damit ermdglicht diese hoch sensitive Methode die Detektion
der Zell-Aktivierung auf Einzelzellniveau. Auch diese Methodik basiert auf einem Sandwich ELISA.
Im Fall des hier verwendeten ELISpots sind IFNy und IL-4-spezifische Antikérper an PVDF-
beschichteten Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) fixiert. Humane PBMC wurden wie unter 3.1.1.
beschrieben isoliert und in einem Gesamtvolumen von 100 ul X-Vivo Medium in einer Zelldichte
von 1x10° auf die ELISpot-Mikrotiterplatte ausgesit. Dann wurden die Zellen mit einer 102 TLA-
Verdinnung oder mit 1 pg/ml eines der Antigen (GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1, oder SAG1)
versetzt. Als Negativ-Kontrolle wurden PBMC in Zellkulturmedium inkubiert, als Positiv-Kontrolle
erfolgte die Kultivierung in Anwesenheit von OKT3 (Endkonzentration 1:3000). Die Zellen wurden
flr 24 Stunden bei 37 °C und 10% CO, kultiviert. Wahrend dieser Inkubationszeit binden die
immobilisierten IFNy- bzw. IL-4-spezifischen Antikérper, welche sich in der unmittelbaren
Umgebung aktivierter Zellen befinden, das sezernierte Zytokin. Nach Entfernen der Zellen in einem
Wasch-Schritt erfolgte die Zugabe eines IL-4-spezifischen biotinylierten Antikérpers und die Zugabe
eines IFNy-spezifischen Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Antikorpers. Beide binden an ihr
jeweiliges sezerniertes Zytokin. AnschlieRend wird ein Konjugat aus Streptavidin-Alkalischer
Phosphatase hinzugefiigt, welches durch das Biotin der IL-4 Antikorper gebunden wird. Die
Alkalische Phosphatase setzt das Substrat BCIP/NBT zu einem blau-schwarzen Bodensatz um,
welcher als blauer ,Spot“ auf der Membran sichtbar wird und IL-4-sezernierende Zellen
reprasentiert. Das Substrat AEC wird von der Meerrettich-Peroxidase zu einem roten Bodensatz
umgesetzt, der als roter ,Spot“ auf der PVDF-Membran sichtbar wird und IFNy-sezernierende Zellen
reprasentiert. Fur diese Analysen wurde ein Dual-Farben IFNy/IL-4 ELISpot von R&D Systems
verwendet, welcher nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt wurde. Alle Ansatze wurden in
doppelter Ausfiihrung analysiert. Die ,Spots”“ wurden mit Hilfe eines Binokulars gezahlt, die
exemplarisch gezeigten Fotos wurden mit einer Digitalkamera aufgenommen.
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3.4. Tierversuche

3.4.1. Mduse

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemaR des Tierschutzgesetzes
§ 8 und wurden vom Landesamt fir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz NRW der
Bezirksregierung Dusseldorf genehmigt (Projektnummer G271/13).

3.4.1.1. Tierhaltung

Die Tiere wurden in der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der
Universitat Diisseldorf im S2-Bereich unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die Erndhrung
erfolgte mit Standardfutter und Wasser ad libitum.

3.4.1.2. Infektion mit Toxoplasma gondii Tachyzoiten

Die intraperitoneale Infektion der Tiere erfolgte im Alter von 7-9 Wochen. Toxoplasma gondii
Tachyzoiten wurden dazu wie in 3.1.6. beschrieben geerntet und sedimentiert. Das Parasitenpellet
wurde in 1 ml PBS aufgenommen und die Anzahl der Tachyzoiten bestimmt. Die jeweilige Anzahl
an Parasiten, die zur Infektion eines Versuchstiers eingesetzt werden sollte, wurde dann in 200 pl
PBS eingestellt. Die individuelle Parasitenzahl sowie der T. gondii Stamm mit dem die Tiere in den
unterschiedlichen Versuchen infiziert wurden, ist im Legendentext der jeweiligen Abbildungen im
Ergebnisteil angegeben. In allen Versuchen wurde mindestens ein Kontroll-Tier mitgefihrt,
welchem 200 ul PBS injiziert wurde. Der Zustand und das Gewicht der Versuchstiere wurden taglich
gepriift, bei schweren Krankheitssymptomen wurden die Tiere schmerzfrei getotet.

3.4.2. Schweine

Die experimentelle Infektion von Schweinen mit T. gondii Zysten bzw. Oozysten sowie die
Gewinnung der Blutproben der Tiere erfolgte im Rahmen einer, durch das BMBF geférderten
Kooperation mit Frau Prof. Dr. Astrid Tenter an der Tierarztlichen Hochschule in Hannover.
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse der immunologischen Relevanz sekretorischer T. gondii Antigene als
Zielstrukturen fiir die humane T- und B-Zellantwort

Um die immunologische Bedeutung verschiedener sekretorischer Antigene des Parasiten
Toxoplasma gondii (T. gondii) als Zielstrukturen fir die T- und B-Zellantwort zu ermitteln, wurde
analysiert, ob infizierte (seropositive) Testpersonen T-Zellen besitzen, die spezifische Antigene von
T. gondii erkennen. AuBerdem sollte untersucht werden, inwiefern sich der Nachweis
antigenspezifischer T-Zellen fiir eine diagnostische Unterscheidung seropositiver und seronegativer
Testpersonen eignet. Im Zuge dieser Analysen wurden sowohl T-Zell-Proliferationsassays als auch
Zytokinbestimmungen durchgefiihrt.

Um die immunologische Relevanz verschiedener Antigene als Zielstrukturen fiir die zelluldre
Immunantwort zu ermitteln, wurden Periphere Blut Mononukledre Zellen (PBMC) infizierter
(seropositiver) Blutspender in in vitro Stimulationsversuchen eingesetzt. Dabei wurde analysiert, ob
sich im Pool der zirkulierenden Memory-T-Zellen verschiedener Spender T-Zellen befinden, welche
eine Toxoplasmen-Antigen-Spezifitat fiir die zu testenden Antigene aufweisen. Diese T-Zellen
kénnen dann in vitro reaktiviert werden. Der Nachweis einer solchen Aktivierung erfolgte zunachst
durch T-Zell-Proliferationsassays und spater anhand der Detektion der Interferon (IFN) vy
Produktion.

4.1.1. Analyse der Relevanz sekretorischer T. gondii Antigene als Zielstrukturen fiir die humane
T-Zellantwort durch Proliferationsassays

In ersten ,,Proof Of Principle”-Experimenten wurde die in vitro Aktivierbarkeit spezifischer T-Zellen
nachgewiesen. Abbildung 4.1 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen T-Zell-Proliferationsassays.
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Zellen des seropositiven Spenders proliferierten, wenn sie in Anwesenheit von Toxoplasma Lysat
Antigen (Stamm RH) kultiviert wurden. Das Ausmal} der Zell-Vermehrung war abhangig von der
Konzentration des TLAs im Stimulationsansatz und erreichte an Tag 5 seinen halbmaximalen Wert
bei einer Verdiinnung von 10° lysierten Parasiten pro ml (entspricht einer TLA-Verdiinnungsstufe
von 1073). Die TLA-spezifische Zell-Proliferation stieg auRerdem mit der Kultivierungsdauer der
Zellen an.

In der jeweils entsprechenden Zellkultur des seronegativen Spenders war, wie die Abbildung 4.1.
zeigt, nur eine geringe proliferative Antwort zu beobachten.

Um die prinzipielle Proliferationskapazitat der Zellen beider Spender nachzuweisen, wurde eine
polyklonale Stimulation mit dem anti-CD3-Antikérper OKT3 durchgefiihrt (Positiv-Kontrolle).
ErwartungsgemaR zeigten die Zellen beider Spender bereits an Tag 3 eine starke Proliferation, die
im Verlauf der Kulturdauer abnahm.

Als optimale Versuchsbedingung fiir die folgenden T-Zell-Proliferationsassays wurde die TLA
Konzentration definiert, bei der maximale Proliferation festgestellt werden konnte (10° lysierte
Parasiten pro ml; entspricht der Verdiinnungsstufe 102). Die Standard-Kultivierungsdauer der
Zellen wurde in den weiteren Experimenten auf 5 Tage festgelegt, da zu diesem Zeitpunkt eine
starke TLA-spezifische Proliferation und gleichzeitig eine geringe unspezifische Vermehrung der
Zellen in der Negativ-Kontrolle detektierbar war.

Abbildung 4.2 zeigt die TLA-spezifische Zell-Proliferation aller 68 Spender, die im Rahmen der Studie
untersucht wurden.
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Abbildung 4.2: TLA-spezifische Proliferation in Zellkulturen seropositiver und seronegativer Spender. PBMC
seropositiver Spender (n= 20) und seronegativer Spender (n= 48) wurden in Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro
ml (Stamm RH) kultiviert. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation (iber den Einbau von 3HT. In der
Graphik dargestellt sind die Einzelwerte der Spender (Punkte= Mittelwerte von Dreifachbestimmungen), sowie die
Mittelwerte beider Gruppen (schwarze Linien). Die Werte der Proliferation in der Negativ-Kontrolle sind jeweils abgezogen.
Die rote Linie gibt den ermittelten cut-off-Wert an. Die Proliferationskapazitéit beider Gruppen war signifikant
unterschiedlich (Student’s t-Test ***p < 0.0001).

Wurden PBMC seropositiver und seronegativer Spender in Anwesenheit von TLA kultiviert, konnte
im Vergleich der Mittelwerte beider Gruppen eine signifikant erhohte Proliferation in Zellkulturen
infizierter Spender nachgewiesen werden. Um TLA-spezifische T-Zell-Proliferation von
unspezifischen Hintergrundantworten abzugrenzen, wurde ein cut-off-Wert festgelegt. Dieser
ergab sich aus dem Mittelwert der Proliferation in TLA-stimulierten Zellkulturen seronegativer
Testpersonen, plus der zehnfachen Standardabweichung dieses Mittelwertes. 3HT Werte die
oberhalb des cut-offs lagen wurden als Nachweis fiir die Prasenz TLA-spezifischer T-Zellen gewertet,
Werte die darunter lagen hingegen als unspezifische Proliferation. Abbildung 4.2 zeigt, dass in 100%
der Zellkulturen seropositiver Spender nach Stimulation mit TLA spezifische T-Zellen nachgewiesen
werden konnten. In vier von achtundvierzig Zellkulturen seronegativer Spender (8,3%) waren
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ebenfalls TLA-reaktive T-Zellen detektierbar, jedoch waren diese Proliferationswerte
vergleichsweise niedrig.

Die bisher geschilderten Experimente wurden mit dem Lysat des hoch virulenten Toxoplasmen
Stammes RH (Typ 1) durchgefiihrt. Die Oberflichenantigene und sezernierten Proteine
verschiedener Toxoplasmen Stamme sind von ihrem Antigenaufbau unterschiedlich. Daher sollte
im Folgenden Uberpriift werden, ob die Lysate anderer typischer Parasiten Stamme (ME49= Typ Il
und NED=Typ Ill) und die Lysate verschiedener, atypischer T. gondii Stamme (28H, 2C10, A7, B6H6)
ebenfalls eine T-Zell-Proliferation in PBMC-Kulturen seropositiver Spender induzieren. Dazu wurde
die Zell-Proliferation nach Stimulation mit dem RH Lysat, mit der Vermehrung der Zellen nach
Stimulation mit Lysaten der anderen T. gondii Stamme verglichen. Abbildung 4.3 zeigt die
prozentuale Proliferation nach Stimulation mit den Lysaten der oben genannten T. gondii Stamme,
bezogen auf die Zell-Vermehrung in Anwesenheit des RH Lysats (= 100%).
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Abbildung 4.3: Zell-Proliferation seropositiver Spender nach Stimulation mit Tachyzoiten Lysaten verschiedener T.
gondii Stémme. Zellen von vier verschiedenen seropositiven Spendern wurden in Anwesenheit von Lysaten
unterschiedlicher Parasiten Stimme (106 Parasiten pro ml) kultiviert. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-
Proliferation (iber den Einbau von 3HT. Die Proliferation jedes einzelnen Spenders wurde aus Dreifachbestimmungen
gemittelt, die Werte der Zell-Vermehrung in der Negativ-Kontrolle wurden jeweils abgezogen. In der Graphik dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte der Proliferation +SEM der vier seropositiven Spender, bezogen auf die Zell-Vermehrung
in Anwesenheit des RH Lysats (= 100%).

Die Proliferation von Zellen seropositiver Spender in Anwesenheit der verschiedenen T. gondii
Lysate (Abbildung 4.3, blaue Balken) war vergleichbar mit der Zell-Vermehrung, die durch
Stimulation der Zellen mittels RH Lysat (roter Balken) zu detektieren war. Die Zellkulturen
seronegativer Spender zeigten bei vergleichbaren Stimulationsbedingungen nur eine geringe
Proliferation (Daten nicht gezeigt).

Da verschiedene Chargen von Toxoplasma Lysat Antigen nicht konstant produziert werden kdnnen,
wird im Folgenden analysiert, ob seropositive Testpersonen T-Zellen besitzen, welche spezifisch die
Toxoplasmen-Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 und SAG1 erkennen. Diese Antigene
stellen bekannte immundominante Antigene dar und kénnen in groBen Mengen in gleichbleibender
Qualitat rekombinant hergestellt werden.

Abbildung 4.4 zeigt die Proliferation von T-Zellen seropositiver und -negativer Testpersonen als
Antwort auf Stimulation mit den verschiedenen rekombinanten Antigenen (rAG) von T. gondii.
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Abbildung 4.4: Proliferation seropositiver und seronegativer Spender nach Stimulation mit rAG von T. gondii.
Zellkulturen seropositiver Spender (n= 20; blau) und Zellkulturen seronegativer Spender (n= 48; grau) wurden mit 1 ug/ml!
der rekombinant hergestellten T. gondii Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 oder SAG1 stimuliert. Nach fiinf Tagen
erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation (iber den Einbau von 3HT. In der Graphik dargestellt sind die Einzelwerte der
Spender (Punkte), sowie die Mittelwerte beider Gruppen (schwarze Linien). Die Werte der Proliferation in der
Mediumkontrolle sind jeweils abgezogen. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind mit Sternchen gekennzeichnet
(Student’s t-Test; *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001).

Bei Stimulation von PBMC seropositiver und seronegativer Spender mit GRA1, GRA2, GRA7, GRA9
und SAG1 konnte, im Vergleich der Mittelwerte beider Gruppen, eine signifikant erhdhte
Proliferation in Zellkulturen infizierter Spender nachgewiesen werden. BAG1 stimulierte keine
signifikant unterschiedliche Proliferation.

Auch hier wurde die rAG-spezifische Zell-Proliferation von unspezifischer Basalproliferation durch
die Festlegung von individuellen cut-off-Werten fiir jedes einzelne der getesteten Antigene
abgegrenzt. Diese cut-off-Werte ergaben sich aus dem jeweiligen Mittelwert der Proliferation in
rAG-stimulierten  Zellkulturen  seronegativer  Testpersonen, plus der zehnfachen
Standardabweichung dieser Mittelwerte. Wiederum wurden 3HT Werte die oberhalb des cut-off-
Wertes lagen, als Nachweis fir die Prasenz spezifischer T-Zellen gewertet, Werte die darunter lagen
galten als negativ. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 4.5 graphisch dargestellt und in
Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Abbildung 4.5: Bewertung der rAG-spezifischen T-Zell-Reaktivitit seropositiver Spender anhand individueller cut-off-
Werte. Zellkulturen seropositiver Spender (nummeriert von 1-20) wurden mit 1 ug/ml der rekombinant hergestellten T.
gondii Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 oder SAG1 stimuliert. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-
Proliferation (ber den Einbau von 3HT. In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte +SD, die sich aus
Dreifachbestimmungen ergaben. Die Werte der Proliferation in der Negativ-Kontrolle sind jeweils abgezogen. Die roten
Linien geben den jeweils individuellen cut-off-Wert an. Die in Abbildung 4.5 quantitativ dargestellten Werte sind in Tabelle
4.1 zur besseren Ubersicht qualitativ dargestellt.

Tabelle 4.1: Prdsenz (+) und Absenz (-) spezifischer T-Zellen in Zellkulturen seropositiver Spender

Spender # GRA1 GRA2 GRA7
1 - + -
2 + - -
3 + + -
4 + - +
5 + + -
6 + + +
7 + + -
8 + - -
9 + + +
10 - - -
11 + - -
12 - + -
13 + - -
14 - - -
15 + - +
16 + + -
17 + - -
18 + + -
19 - - -
20 + + +

negative 4 von 48 2 von 48 3von 48

n.d.= nicht durchgefiihrt

GRA9 BAG1 SAG1
- - +
+ - -
- + +
- - +
- - +
+ - -
- - +
+ - +
- - +
- - +
- n.d. +
+ n.d. +
+ n.d. +
- n.d. -
+ n.d. +
6 von 48 4 von 43 3von 48
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Die Spenderzellen unterschiedlicher seropositiver Testpersonen zeigten individuelle proliferative T-
Zellantworten, wenn sie mit den unterschiedlichen Antigenen kultiviert wurden. Am haufigsten
konnte die Prasenz GRA1-spezifischer T-Zellen (15 von 20), gefolgt von der SAG1-spezifischer T-
Zellen (12 von 20) nachgewiesen werden. In Zellkulturen von zehn der getesteten Spender konnte
GRA2-induzierte Proliferation beobachtet werden. Sechs von zwanzig Spendern besaBen GRA9-
spezifische, finf von zwanzig GRA7-spezifische T-Zellen. BAG1 I6ste nur in einer Probe eine T-Zell-
Proliferation aus. Keines der getesteten rekombinant hergestellten Antigene induzierte
proliferative T-Zellantwort in Zellkulturen von allen seropositiven Spendern.

Um zu analysieren ob sich der Nachweis antigenspezifischer T-Zellen fur die Identifizierung einer
sattgefundenen T. gondii Infektion eignet, wurde der prozentuale Anteil der Zellkulturen
seropositiver und seronegativer Spender ermittelt, in denen mindestens eines der getesteten
Antigene eine T-Zell-Proliferation induzierte. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 4.6
dargestellt.

100+

754 Bl seropositiv
@l seronegativ

50

in % aller
analysierten Spender

254

>1 >2

Anzahl erkannter Antigene

Abbildung 4.6: Anzahl der erkannten rekombinanten Antigene in Zellkulturen seropositiver und seronegativer Spender.
Zellkulturen seropositiver und seronegativer Spender wurden mit 1 ug/ml der rekombinant hergestellten T. gondii
Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRAY, BAG1 oder SAG1 stimuliert. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-
Proliferation (iber den Einbau von 3HT. Werte die oberhalb der gesetzten cut-off-Werte lagen wurden als spezifische
Proliferation gewertet. In der Graphik dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellkulturen, in denen ein oder mehr (>1)
bzw. zwei oder mehr (22) rekombinant hergestellte Antigene erkannt wurden.

In 95% aller Zellkulturen der seropositiven Testpersonen erkannten spezifische T-Zellen mindestens
eines der rekombinant hergestellten Antigene. 70% der infizierten Spender besalRen T-Zellen, die
zwei oder mehr Antigene erkannten. In Zellkulturen der meisten seronegativen Spender waren
keine rAG-spezifische T-Zellen detektierbar. In einigen seltenen Fillen (10/48) zeigten die
Spenderzellen seronegativer Testpersonen eine proliferative T-Zellantwort, die oberhalb der
gesetzten cut-off-Werte lag (siehe auch Tabelle 4.1).

Zusatzlich wurde die Prasenz rAG-spezifischer T-Zellen in Zellkulturen seropositiver Testpersonen
mit der Présenz von IgG Antikdrpern gegen diese Antigene (bestimmt mittels Lineblot Analyse) im
Serum der einzelnen Spender verglichen. Die Ergebnisse dieser Lineblots sind in Abbildung 4.7
graphisch dargestellt und in Tabelle 4.2 den Ergebnissen der zelluldren Immunantwort
gegenlibergestellt.
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Abbildung 4.7: Présenz von IgG Antikérpern gegen rekombinante T. gondii Antigene im Serum infizierter Spender. Die
Prdsenz von IgG Antikérpern gegen die rekombinanten T. gondii Antigene GRA1, GRA2, GRA7 und GRA9 sowie gegen BAG1
und SAG1 im Serum latent infizierter Spender (nummeriert von 1-14) wurde mittels Lineblot analysiert. AnschliefSend
wurden die Banden densitometrisch quantifiziert. Die Werte der Bandenintensitdt reprdsentieren die Menge an
antigenspezifischen IgG Antikérpern, was als ,Antikérperindex” ausgedriickt wird. Die roten Linien geben die jeweiligen
cut-off-Werte an. Die Ergebnisse wurden in Kooperation mit Dr. Andrea Hotop (Universititsmedizin Géttingen) erhalten.
Die in Abbildung 4.7 quantitativ dargestellten Werte sind in Tabelle 4.2 zur besseren Ubersicht qualitativ dargestellt.

Tabelle 4.2: Prdsenz (+) und Absenz (-) reaktiver T-Zellen (TZ) und IgG Antikérper (AK) gegen rAG von T. gondii

Spender# GRA1 GRA2 GRA7 GRA9 BAG1 SAG1
TZ AK TZ AK TZ AK TZ AK TZ AK TZ AK
1 - + + + - + - + - - - -
2 + + - + - + - + - - + -
3 + + + + - - - - - - - -
4 + + - + + - + - - - - -
5 + + + + - + - + + + + -
6 + + + - + - - - - - + -
8 + + - + - - - + - - + -
9 + + + + + - + - - - - -
10 - + - + - + - + - + + -
11 + + - - - - - - - - - -
12 - + + + - + - + - - - -
13 + + - + - + + + - - + -
14 - + - + - - - + - - + -

Der Vergleich der Prasenz antigenspezifischer IgG Antikdrper im Serum mit dem Vorhandensein
reaktiver T-Zellen in Zellkulturen der gleichen seropositiven Spender erlaubte die Einteilung der
getesteten T. gondii Antigene in drei Gruppen: In der ersten Gruppe befinden sich die Antigene
GRA1 und GRA2, die haufig sowohl von T-Zellen als auch von Antikérpern erkannt werden (in der
Tabelle grin markiert). GRA7 und GRA9 dienen vorwiegend als Zielstrukturen fir die humorale
Immunantwort und lassen sich daher einer zweiten Gruppe zuordnen (in der Tabelle rot markiert).
SAG1 wird ausschliellich von der zelluldaren Immunantwort erkannt und gehort damit einer dritten
Gruppe an (in der Tabelle dunkel blau markiert).
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Zusammenfassend ermoglichte der Nachweis der T-Zell-Aktivierung durch Proliferationsassays die
Erkennung T. gondii infizierter Spender: Infizierte Testpersonen konnten anhand der Starke ihrer
proliferativen T-Zellantwort auf Toxoplasma Lysat Antigen eindeutig von der nicht infizierten
Kontrollgruppe unterschieden werden. Seropositive Spender zeigten eine individuelle zellulare
Immunantwort auf die verwendeten rekombinanten Antigene. 95% aller latent infizierten
Testpersonen besaRen spezifische T-Zellen gegen mindestens eines dieser sechs Antigene. Keines
der getesteten rekombinant hergestellten Antigene induzierte eine proliferative T-Zellantwort in
Zellkulturen aller seropositiven Spender. Zusatzlich liel§ sich zeigen, dass insbesondere GRA1, GRA2
und SAG1 als Zielantigene fir T-Zellen wichtig sind, wahrend GRA7 und GRA9 eine grolRere
Bedeutung fir die humorale Immunantwort besitzen.

4.1.2. Nachweis der T. gondii-spezifischen T-Zell-Aktivierung durch Nachweis der IFNy Produktion

Trotz der positiven Ergebnisse, die durch Proliferationsassays generiert werden konnten, birgt diese
Art des Nachweises der T-Zell-Aktivierung in der Routinediagnostik auch einige Nachteile: Neben
der langen, sechstigigen Gesamtdauer des Assays, beinhaltet die Verwendung von radioaktiv
markiertem Thymidin potentielle Gefahren der Kontamination flir Laborpersonal und Umwelt.
Ferner gehoren proliferative T-Zell-Analysen nicht zu der Standardmethodik in mikrobiologisch-
diagnostischen Laboratorien.

Im Folgenden sollte deshalb alternativ die T-Zell-Aktivierung anhand von praxisndheren
Messmethoden nachgewiesen werden. Dabei wurde die Produktion von [IFNy durch
antigenspezifische T-Zellen zum einen mit Hilfe des ,,Enzyme Linked Immuno Spot Assay” (ELISpot)
und zum anderen mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) detektiert.

Detektion der IFNy Produktion mittels ELISpot

Mit Hilfe des ELISpot-Assays kdnnen individuelle Zellen, die spezifische Zytokine sekretieren,
detektiert werden. Damit ermdglicht diese Methode quantitative Aussagen zur antigenspezifischen
T-Zell-Aktivierung.

Zum Nachweis der T-Zell-Aktivierung wurde ein kommerziell erhiltliches Dual-Farben IFNy/
Interleukin 4 (IL-4) ELISpot-System verwendet, mit dessen Hilfe simultan die Frequenz IFNy- und IL-
4-sezernierender Zellen quantifiziert werden kann. Die Zytokin Produktion aktivierter Zellen wird
mittels Antikérpern als farbige Punkte (Spots) auf einer Membran sichtbar gemacht. Dabei
reprasentiert in erster Naherung jeder blaue Punkt eine IL-4-sezernierende Zelle, jeder rote Punkt
eine IFNy-sezernierende Zelle.

In Abbildung 4.8 ist exemplarisch das Ergebnis einer ELISpot-Untersuchung eines seropositiven
Spenders gezeigt. Die Ergebnisse sechs latent infizierter (Spender #2/ #5/ #6/ #7/ #8, s.0.) und
zweier nicht infizierter Testpersonen sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.
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Abbildung 4.8: Exemplarische
photographische Aufnahme eines
ELISpots. Zellen eines seropositiven
Spenders wurden mit 10° lysierten RH
Parasiten pro ml (TLA) oder 1 ug/ml
der rekombinant hergestellten T.
gondii Antigene GRA1, GRA2, GRA7,
GRA9, BAG1 oder SAGI1 versetzt. Als
Positiv-Kontrolle wurden die Zellen mit
OKT3 stimuliert, als Negativ-Kontrolle
dienten nicht stimulierte Zellen. Nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden
erfolgte die Entwicklung des ELISpots
nach Herstellerangaben. Dabei
reprdsentieren die blauen Spots IL-4
positive Zellen, die roten IFNy-
produzierende Zellen.

Tabelle 4.3: Quantifizierung IL-4 und IFNy positiver Zellen in Zellkulturen sechs seropositiver Testpersonen (sero*;
2/8/7/9/5/6) und zweier seronegativer Spender (sero”). PBMC wurden wie in Abbildung 4.8 beschrieben kultiviert und die
Spots mit Hilfe eines Binokulars visuell quantifiziert. In der Tabelle aufgefiihrt sind die Mittelwerte, die sich bei der
Auszdhlung von Zweifachansétzen ergaben. In der OKT3-Positiv-Kontrolle waren bei allen Spendern mehr als einhundert
blaue und rote Spots vorhanden (Daten in der Tabelle nicht gezeigt). Als cut-off-Wert wurde die héchste Anzahl an
detektierbaren Spots innerhalb der seronegativen Gruppe festgelegt (zwei Spots), sodass drei oder mehr Spots als
Nachweis der T-Zell-Aktivierung galten. Werte, die oberhalb des cut-offs lagen, sind in der Tabelle fett gedruckt.

# sero* 2 8 7 9 5 6 sero sero”
b r b r b r b r b r b r b r b r
Negativ-Kontrolle 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
TLA 5 9 5 20| 1 8 1 8 3 12| 6 43| 0 0 0 0
GRA1 3 8 6 9 0 0 1 0 3 7 7 31 0 0 0 0
GRA2 6 5 3 2 3 8 11 9 0 5 1 9 0 0 0 0
GRA7 2 0 0 0 2 8 0 0 0 0 2 2 1 0 0 0
GRA9 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
BAG1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0
SAG1 4 9|15 10/l0 olo o3 5|0 1o 2|0 o

Tendenziell konnten in nahezu allen Ansatzen mehr rote als blaue Spots und damit eine héhere
Frequenz IFNy-produzierender Zellen im Vergleich zur Frequenz IL-4-produzierender Zellen
detektiert werden. Da antiparasitdare Effekte hauptsachlich von IFNy-produzierenden Zellen
ausgelost werden, wird diesen Zellen in der Routinediagnostik besondere Bedeutung zugemessen.
In Zellkulturen aller seropositiven Spender bildeten sich nach Stimulation mit TLA mindestens 8 rote
Spots, die fir IFNy-produzierende T-Zellen stehen. Somit konnten in allen sechs Zellkulturen
seropositiver Spender eindeutig aktivierte, IFNy-produzierende T-Zellen nachgewiesen werden.
Zellen der seronegativen Kontrollgruppe dagegen blieben inaktiv und produzierten unter den
gleichen Kultivierungsbedingungen keine roten oder blauen Spots.
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Bei der Analyse der Reaktivitdat mit den rekombinanten Antigenen waren IFNy-produzierende Zellen
am haufigsten nach einer Stimulation mit GRA2 (5 von 6), GRA1 (4 von 6) und SAG1 (3 von 6)
detektierbar. Die besondere Bedeutung dieser Antigene fiir die zelluldre Immunantwort wurde
auch vorher anhand der Proliferationsassays (Tabelle 4.1) gezeigt. Die Kultivierung der Zellen
seropositiver Spender in Anwesenheit von BAG1 und GRA7 fiihrte in jeweils einer von sechs
Zellkulturen zur IFNy Sekretion. GRA9 konnte in keinem Fall eine IFNy Produktion auslésen. Keines
der getesteten, rekombinant hergestellten Antigene induzierte eine Aktivierung IFNy-
produzierender Zellen in Kulturen aller seropositiven Spender, jedoch besaRen alle infizierten
Testpersonen spezifische T-Zellen gegen mindestens eines der Antigene. PBMC der zwei
seronegativen Spender blieben nach Stimulation mit allen rAG inaktiv und produzierten kein IFNy.

Detektion der IFNy Produktion mittels Durchflusszytometrie (FACS)-Analyse

Eine weitere Methode um die Aktivierung von T-Zellen und die damit verbundene IFNy Produktion
nachzuweisen, bietet die durchflusszytometrische Analyse. Die Vorteile einer FACS-Messung
gegeniber Proliferations- und ELISpot-Assays liegen zum einen in der kurzen Gesamtdauer der
Analyse (ca. 24 Stunden) und zum anderen in der einfachen Handhabung: Im Gegensatz zu den
anderen beiden Methoden kann fiir die FACS-Analyse mit Vollblut gearbeitet werden, sodass die
zeitaufwandige Aufreinigung der PBMC entféllt. AuBerdem ist in durchflusszytometrischen
Analysen eine Quantifizierung aktivierter, IFNy-produzierender Zellen moglich.

Die Aktivierung der T-Zellen wurde anhand der Expression von CD40L erfasst. Durch Kultivierung
der Zellen in Anwesenheit eines Sekretionsinhibitors konnte gleichzeitig intrazelluldr die Produktion
von IFNy detektiert werden.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse von Zellen eines seropositiven Spenders sind exemplarisch in den
Abbildungen 4.9 und 4.10 dargestellt. Abbildung 4.11 vergleicht zusatzlich die Ergebnisse dieses
infizierten Spenders mit den Ergebnissen eines nicht infizierten Spenders.

0.042 0

FSC-H
SSC-A
CD40L

FSC-A FSC-A CD4 IFNy

0.021

Abbildung 4.9: Gating Strategie zur durchflusszytometrischen Detektion aktivierter, IFNy-produzierender T-Zellen.
Vollblut eines seropositiven Spenders wurde mit einem Viabilitdtsfarbstoff (ViaFS) sowie CD4, CD40L und IFNy-spezifischen
Antikérpern gefdrbt und am Durchflusszytometer analysiert. Im ersten Schritt wurde ,Forward Scatter Area” (FSC-A)
gegen , Forward Scatter Hight” (FSC-H) aufgetragen, um so Zell-Aggregate auszuschliefen und nur die Einzelzellen in die
Analyse einzuschliefsen. Anhand der Analyse der Einzelzellen im Kanal FSC-A gegen SSC-A wurden dann die Lymphozyten
anhand ihrer Granularitdt und GréfSe definiert. Mittels der Gegeniiberstellung von ViaFS gegen CD4 erfolgte die
Abgrenzung lebender, CD4 positiver T-Zellen. Anhand der Analyse der Farbstoffe fiir den CD40L und den IFNy Antikdrper
wurden schliefSlich CD40L/IFNy doppelt positive von CD40L bzw. IFNy einfach positiven und CD40L/IFNy doppelt negativen
T-Zellen unterschieden. Abgebildet sind hier Zellen eines T. gondii seropositiven Spenders, die nicht mit Antigenen aktiviert
wurden und somit die Negativ-Kontrolle darstellen.

Wurden die Zellen eines T. gondii infizierten Spenders ohne einen Stimulus kultiviert, konnten keine
aktivierten, IFNy-produzierenden Zellen detektiert werden.
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Abbildung 4.10: Expression von CD40L und IFNy Produktion nach Stimulation mit Toxoplasmen-Antigen. Vollblut einer
seropositiven Testperson wurde (iber Nacht in Anwesenheit der angegebenen, rekombinanten T. gondii Antigene bzw. in
Anwesenheit von Staphylokokkus Enterotoxin B (SEB; Positiv-Kontrolle) oder Toxoplasma Lysat Antigen (TLA) kultiviert.
Zusdtzlich wurden alle Kulturen mit dem Sekretionshemmer Brefeldin A versetzt. Am nédchsten Tag erfolgte die Férbung
der Zellen mit einem Viabilitdtsfarbstoff (ViaFS) sowie CD4, CD40L und IFNy spezifischen Antikérpern. AnschliefSend
wurden die Zellen am Durchflusszytometer analysiert. Die Gating Strategie erfolgte wie in Abbildung 4.9 beschrieben. Hier
dargestellt ist die Gegentliberstellung der CD40L und der IFNy Expression. Die in der Abbildung beispielhaft dargestellten

FACS Plots reprdsentieren die Ergebnisse aus drei unterschiedlichen Ansdtzen.

Nach Stimulation der PBMC mit Staphylokokkus Enterotoxin B (SEB), konnte in 1,17% der CD4
positiven T-Zellen sowohl die Expression des Aktivierungsmarkers CD40L als auch die Prasenz von

intrazellular angefarbtem IFNy nachgewiesen werden. Dies entsprach dem erwarteten Wert einer

SEB-Positiv-Kontrolle, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass sowohl die Kultivierung als

auch die Farbung der Zellen gelungen war und somit auch alle weiteren Messungen auswertbar

waren.

Bei Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von Toxoplasma Lysat Antigen exprimierten, bei

gleichzeitiger Produktion von IFNy, 0,25% der Zellen den Aktivierungsmarker CD40L. Die Frequenz

CD40L/IFNy doppelt positiver Zellen, die nach Stimulation der Zellen mit den verschiedenen

rekombinanten T. gondii Antigenen detektiert werden konnte, variierte: Die meisten aktivierten,

IFNy-produzierenden Zellen waren nach Kultivierung des Vollblutes in Anwesenheit von GRA1
(0,21%), gefolgt von Kultivierung in Anwesenheit von GRA2 (0,075%) detektierbar. Stimulation mit
GRA7 bzw. SAG1 induzierte eine geringere Anzahl von Zellen, die simultan CD40L exprimierten und
IFNy produzierten (0,027% bzw. 0,029%). Nach Inkubation des Vollbluts in Anwesenheit von GRA9
bzw. BAG1 waren kaum CD40L/IFNy doppelt positive Zellen detektierbar (0,013% bzw. 0,007%).
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Abbildung 4.11: Vergleichende Darstellung der Frequenz aktivierter, IFNy-produzierender Zellen eines seronegativen
und eines seropositiven Spenders. Vollblut einer infizierten (blau) und einer nicht infizierten Testperson (grau) wurde wie
in Abbildung 4.10 beschrieben kultiviert und anschliefSend durchflusszytometrisch analysiert. In der Graphik abgebildet ist
der prozentuale Anteil der CD4* T-Zellen, bei denen sowohl die Expression des Aktivierungsmarkers CD40L als auch die
Produktion von IFNy nachgewiesen werden konnte. Dargestellt sind die Mittelwerte #SD, die sich aus
Dreifachbestimmungen ergaben. n.d.= nicht detektierbar

Bei Kultivierung des Vollbluts beider Spender (T. gondii seropositiv und -negativ) in Anwesenheit
von SEB konnte ein vergleichbarer prozentualer Anteil an aktivierten Zellen detektiert werden, die
ebenso IFNy produzierten. In den Mediumkontrollen beider Testpersonen konnten dagegen keine
aktivierten, IFNy-produzierenden Zellen detektiert werden.

Wahrend 0,25% der Zellen des latent infizierten Spenders bei Kultivierung in Anwesenheit von TLA
den Aktivierungsmarker CD40L, bei gleichzeitiger IFNy Produktion exprimierten, waren in TLA-
versetzten Zellkulturen des nicht infizierten Spenders keine CD40L/IFNy doppelt positiven Zellen
messbar. Ebenso konnten in Zellkulturen des seronegativen Spenders nach Stimulation mit den
rekombinanten Antigenen, im Gegensatz zu Zellkulturen des seropositiven Spenders, keine
CD40L/IFNy doppelt positiven Zellen detektiert werden.

Zusammenfassend ermoglichte sowohl die ELISpot-Methode als auch die durchflusszytometrische
Analyse die Detektion einer T. gondii antigenspezifischen T-Zell-Aktivierung und IFNy Produktion.
Beide Methoden eignen sich daher, um nach Stimulation der Zellen mit TLA bzw. rAG, infizierte
Testpersonen eindeutig von nicht infizierten Spendern zu unterscheiden: Infizierte Spender zeigten
erneut eine individuelle T-Zell-Aktivierung und IFNy Produktion als Immunantwort auf die
getesteten rekombinanten Antigene. Keines der getesteten Antigene induzierte die IFNy
Produktion in Zellkulturen aller seropositiven Spender, jedoch besallen alle getesteten Spender
reaktive T-Zellen gegen mindestens eines dieser rekombinanten Antigene.

4.1.3. Protektiver Effekt des T-Zelliiberstandes gegeniiber Toxoplasma gondii

Die bisher gezeigten Daten belegen, dass Toxoplasma-antigenspezifische T-Zellen IFNy produzieren.
Im Folgenden sollte analysiert werden, ob das native IFNy im PBMC-Uberstand (US) seropositiver
Testpersonen ausreicht, um antiparasitare Effekte gegeniber T. gondii auszulésen. Dazu wurden
humane Fibroblasten (HFF) als Wirtszellen fir T. gondii verwendet. Fiir diese Zellen ist bekannt,
dass IFNy die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) induziert, die im Kulturmedium vorhandenes
Tryptophan abbaut. Der Mangel der essentiellen Aminosaure Tryptophan fiihrt dann zur Hemmung
des Parasiten-Wachstums.

In Abbildung 4.12 dargestellt ist die IDO-Aktivitdat sowie das prozentuale Parasiten-Wachstum in
HFF, wenn diese in Anwesenheit der US von Toxoplasmen-Antigen-stimulierten PBMC kultiviert
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wurden. Als 100% Wachstum wurde die jeweilige T. gondii-Proliferation definiert, die in HFF,
welche im US unstimulierter PBMC kultiviert worden waren, gemessen werden konnte.
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Abbildung 4.12: Kynurenin Produktion und Parasiten-Wachstum in HFF bei Kultivierung in Anwesenheit von PBMC-US.
PBMC seropositiver Spender wurden mit TLA oder den angegebenen rAG (1 ug/ml) stimuliert. Die Negativ-Kontrolle blieb
unstimuliert. Nach fiinf Tagen wurden die Zellkulturtiberstinde geerntet und 1:4 verdiinnt zur Kultivierung von HFF
verwendet. Nach 72 Stunden erfolgte der Nachweis des Tryptophan-Abbauproduktes Kynurenin im Uberstand der HFF
mittels der Ehrlich-Methode (A). Die Graphik zeigt die Mittelwerte +SEM, die sich aus den gemittelten
Doppelbestimmungen bei Kultivierung der HFF in Anwesenheit der Ubersténde von 8 unterschiedlichen seropositiven
Testpersonen ergaben. Gleichzeitig mit der Kynureninmessung erfolgte die Infektion der HFF mit 5x10* T. gondii Typ |
Parasiten (RH; Abbildung B). Das Parasiten-Wachstum wurde nach weiteren drei Tagen (iber den Einbau von radioaktiv
markiertem Uracil (3HU) quantifiziert. Die Graphik zeigt repréisentativ das Ergebnis der Parasiten-Proliferation in HFF, die
im Uberstand eines seropositiven Spenders kultiviert worden waren (Mittelwerte £SD von Doppelbestimmungen).

Wurden humane Fibroblasten in Anwesenheit von PBMC-Uberstanden kultiviert, die nach TLA-
Stimulation bzw. rAG-Stimulation von Zellen seropositiver Testpersonen geerntet wurden, so
konnte eine Produktion von Kynurenin nachgewiesen werden. Bei Kultivierung der HFF im
Uberstand von nicht stimulierten PBMC (K), konnte keine, iiber der Mediumkontrolle liegende,
Kynurenin Produktion gemessen werden (Abbildung 4.12 A). Wie erwartet konnten nur die HFF, die
nach Stimulation mit den Uberstdnden Kynurenin produzierten, das Wachstum von Toxoplasmen
hemmen (Abbildung 4.12 B). Dies lasst vermuten, dass natives IFNy, das als Konsequenz einer TLA-
bzw. Antigen-vermittelten Aktivierung von Memory-T-Zellen seropositiver Spender im
Zelliberstand prdsent war, die Aktivitdit des IDO Enzyms induzierte, welches seinerseits
antiparasitar gegen T. gondii Typ | (RH) wirkte.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die IFNy-induzierte Aktivitat des IDO Enzyms auch
antiparasitare Effekte gegen die anderen typischen (BK, ME49 und NED) und atypischen (28H, 2C10,
A7, B6H6, BoB) T. gondii Stamme vermitteln kann.

Abbildung 4.13 zeigt zunachst die Aktivitdt des IDO Enzyms nach Stimulation humaner Fibroblasten
mit rekombinantem, humanem IFNy (rh IFNy).

In Abbildung 4.14 ist das prozentuale Parasiten-Wachstum der unterschiedlichen T. gondii Stamme
in humanen Fibroblasten dargestellt. Als einhundert prozentiges (maximales) Wachstum wurde die
jeweilige T. gondii-Proliferation definiert, die in unstimulierten HFF und in Abwesenheit von
Tryptophan detektiert werden konnte. Die Abbildung zeigt, zu welchem prozentualen Anteil das
Wachstum der unterschiedlichen T. gondii Stamme bei einer IFNy-induzierten Parasiten-Hemmung
von ca. 80% (weille Balken) durch die Zugabe von Tryptophan wiederhergestellt werden konnte
(gefiilite Balken).
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Abbildung 4.13: Kynurenin Produktion in HFF nach Stimulation mit rh IFNy. Humane Fibroblasten wurden fiir drei Tage
in Anwesenheit verschiedener IFNy Konzentrationen (0-1000 U/ml) in Tryptophan-supplementiertem Medium (100 ug/ml)
inkubiert. Am dritten Tag erfolgte die Messung der IDO-Aktivitdt liber die Quantifizierung von Kynurenin im
Zellkulturiiberstand mit Hilfe der Ehrlich-Methode. In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte *SEM, die sich aus
Mittelwerten von Triplikaten aus drei unabhdngigen Versuchen ergaben.
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Abbildung 4.14: IFNy-vermittelte Hemmung des Wachstums unterschiedlicher T. gondii Stimme in HFF. Humane
Fibroblasten wurden drei Tage lang in Anwesenheit von IFNy kultiviert. Am dritten Tag erfolgte die Infektion mit 10°
Parasiten des jeweils angegebenen Stammes. Die Quantifizierung der Parasiten-Proliferation erfolgte tiber den Einbau von
radioaktiv-markiertem Uracil (3HU). Die gepunktete Linie gibt das Wachstum der Parasiten an, das bei Kultivierung der
Zellen in Zellkulturmedium gemessen werden konnte (100%). In die Auswertung aufgenommen wurden nur solche Proben,
bei denen die verwendete IFNy Dosis eine ca. achtzig prozentige Hemmung des Parasiten-Wachstums vermittelte (weif3e
Balken). Die unterschiedlich farbig gefiillten Balken geben die jeweilige prozentuale T. gondii-Proliferation an, die nach
Tryptophan-Supplementierung (100 ug/ml) dieser Zellkulturen gemessen wurde. AufSerdem ist die individuelle in vivo
Virulenz (V) der unterschiedlichen Parasiten Stdmme mit hoch, mittel oder niedrig angegeben. In (A) ist das Wachstum der
typischen und in (B) zusdtzlich das der atypischen T. gondii Stdmme dargestellt. In den Graphiken gezeigt sind die
Mittelwerte +SEM, die sich aus gemittelten Werten von Triplikaten aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen ergaben.
Signifikante Unterschiede der Tryptophan-Antagonisierbarkeit unterschiedlicher Toxoplasmen Stémme sind mit Sternen
markiert. In (B) beziehen sie sich auf die Tryptophan-Antagonisierbarkeit des RH Stammes (Student’s t-Test ***p < 0.0001,
*¥p < 0.001, *p < 0.01).

Wie aus vorherigen Veroffentlichungen bekannt, induziert die Stimulation humaner Fibroblasten
mit rekombinantem IFNy die Aktivitdat des IDO Enzyms. Dies konnte durch die Prdasenz von
Kynurenin im ZellkulturGberstand auch in diesem Experiment nachgewiesen werden. Die Menge an
produziertem Kynurenin stieg mit der Konzentration des eingesetzten IFNy an (Abbildung 4.13).
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Bei den beiden hoch virulenten Typ-Stammen, BK und RH, fiihrte die Zugabe von Tryptophan zu
einer vollstandigen Aufhebung des antiparasitdaren Effekts (Abbildung 4.14 A, rote Balken). Im
Gegensatz dazu konnte das Wachstum der geringer virulenten T. gondii Stamme ME49 und NED
signifikant schlechter antagonisiert werden (63% bzw. 55%).

Bei keinem der atypischen Stdmme konnte eine Tryptophan-Supplementation eine vollstandige
Aufhebung der Parasiten-Hemmung vermitteln (Abbildung 4.14 B; graue Balken). Die héchste
prozentuale Parasiten-Proliferation lieR sich nach Zugabe von Tryptophan in BoB und 2C10
infizierten Zellkulturen detektieren (ca. 65%). Das Wachstum des T. gondii Stammes 28H konnte
durch Tryptophan-Zugabe zu ca. 49%, das des B6H6 Stammes zu 43% wiederhergestellt werden. In
Tryptophan-supplementierten Zellkulturen, die mit dem atypischen Parasiten Stamm A7 infiziert
waren, wurde ein Wachstum von ca. 34% erreicht. Somit liegt die Vermutung nahe, dass neben der
IDO ein weiterer IFNy-vermittelter antiparasitarer Effektormechanismus auf die niedriger
virulenten Stamme wirkt.

Vergleicht man die genotypisch hoch virulenten T. gondii Stamme RH/BK mit dem atypischen B6H6
Stamm zeigt sich, dass das AusmaR der Tryptophan-Antagonisierbarkeit keinen Riickschluss auf ihre
phanotypische Virulenz zuldsst.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass T-Zellen nach Stimulation mit Toxoplasmen-Antigen in
ausreichenden Mengen IFNy produzieren, um IDO-abhdngige, antiparasitare Effekte gegenlber
Toxoplasma gondii Typ | zu vermitteln. Zusatzliche Analysen zeigen, dass es in humanen
Fibroblasten neben der IDO einen weiteren Abwehrmechanismus geben muss, der selektiv gegen
niedrig virulente Toxoplasmen Stamme aktiv ist.

4.2. Analyse der immunologischen Relevanz sekretorischer T. gondii Antigene als
Zielstrukturen fiir die T-Zellantwort in experimentell infizierten Schweinen

Die Toxoplasmose ist eine Zoonose, was bedeutet, dass die Parasiten vom Tier auf den Menschen
Ubertragen werden kénnen. Eine der wichtigsten Infektionsquellen fiir Menschen stellt die Prasenz
von T. gondii Zysten im Fleisch von Zwischenwirten dar. Durch den Konsum von rohem oder
ungarem Fleisch kann T. gondii auf den Menschen Ubertragen werden. Da in Deutschland
Schweinefleisch den grofRten Anteil des konsumierten Fleisches einnimmt, soll im Rahmen dieser
Arbeit Giberprift werden, ob sich eine T. gondii Infektion bei Schweinen durch eine T-Zell-basierte
Diagnostik unter Verwendung von TLA bzw. der ausgewahlten, rekombinant hergestellten T. gondii
Antigene nachweisen lasst.

Zu diesem Zweck wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Astrid Tenter (Tierarztliche Hochschule,
Hannover) Schweine experimentell mit T. gondii Zysten bzw. Oozysten infiziert. Im Verlauf der
experimentellen Infektion wurden regelmaRig Blutproben entnommen, PBMCisoliert und in in vitro
Stimulationsversuchen eingesetzt. Der Nachweis einer Aktivierung antigenerfahrener Lymphozyten
erfolgte durch T-Zell-Proliferationsassays, sowie anhand der Detektion von IFNy mittels ELISA.
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4.2.1. Nachweis der T-Zell-Aktivierung durch Proliferationsassays

In ersten Experimenten wurde die TLA-abhangige in vitro Aktivierbarkeit von spezifischen T-Zellen
aus experimentell infizierten Schweinen nachgewiesen. Fir die T-Zell-Proliferationsassays wurde
eine TLA-Konzentration von 10° lysierten Parasiten pro ml eingesetzt, da bei dieser Verdiinnung in
Vorversuchen maximale Proliferation zu detektieren war. Die Kulturdauer der Zellen wurde
ebenfalls in Vorversuchen auf 3 Tage festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt konnte eine starke TLA-
spezifische Proliferation und gleichzeitig eine geringe unspezifische Vermehrung der Zellen in
Kulturmedium beobachtet werden. Wurde eine ldngere Kulturdauer gewdhlt, so war die
unspezifische Zell-Vermehrung starker ausgepragt.

Abbildung 4.15 zeigt exemplarisch die TLA-spezifische T-Zell-Proliferation in Zellkulturen von
Schweinen vor Infektion sowie 21 Tage nach einer Infektion mit T. gondii Oozysten bzw. Zysten.
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Abbildung 4.15: TLA-spezifische Proliferation in Zellkulturen infizierter und nicht infizierter Schweine. PBMC von Tieren
vor Infektion (grau) bzw. von Schweinen 21 Tage nach Infektion mit T. gondii Oozysten (n= 6; blau) oder Zysten (n= 6; gelb)
wurden in Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro ml (Stamm RH) kultiviert. Nach drei Tagen erfolgte die Messung
der T-Zell-Proliferation (ber den Einbau von 3HT. In der Graphik dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere (Punkte;
Mittelwerte von Dreifachbestimmungen), sowie die Mittelwerte aller Gruppen (schwarze Linien). Die Werte der
Proliferation in Kulturmedium (Negativ-Kontrolle) sind jeweils abgezogen. Die rote Linie gibt den cut-off-Wert an.
Signifikante Unterschiede wurden mittels Student’s t-Test nachgewiesen und beziehen sich auf die Werte vor Infektion
(***p < 0.0001).

Wurden porcine PBMC vor der experimentellen Infektion mit T. gondii isoliert, konnte bei
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von Toxoplasma Lysat Antigen nur eine basale Zell-
Vermehrung detektiert werden. Nach der experimentellen Infektion mit Oozysten bzw. Zysten war
im Gegensatz dazu eine deutliche, signifikant hohere T-Zell-Proliferation in TLA-versetzten
Zellkulturen zu beobachten.

Nach Festlegung eines cut-off-Wertes (Mittelwert der Proliferation in TLA-versetzten Zellkulturen
nicht infizierter Tiere plus der fiinffachen Standardabweichung) konnte deutlich zwischen TLA-
spezifischer und unspezifischer Zell-Vermehrung unterschieden werden. Nach Stimulation mit TLA
konnten somit in allen Zellkulturen der experimentell infizierten Tiere, nicht jedoch in Zellkulturen
der Tiere vor Infektion, spezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Das Ausmall der TLA-
spezifischen Proliferation als Konsequenz einer Infektion mit T. gondii Oozysten unterschied sich
nicht signifikant von der Zell-Vermehrung, die nach Infektion mit Zysten zu detektieren war.

Im Folgenden sollte die Proliferationskapazitdt TLA-spezifischer T-Zellen im Verlauf der Infektion
analysiert und quantifiziert werden. Dazu wurden in den ersten vier Wochen nach Infektion
wochentlich PBMC aus Blutproben der infizierten Tiere isoliert (7, 14, 21, 28 Tage nach Infektion).
Ab der finften Infektionswoche erfolgte die Entnahme in einem zeitlichen Abstand von zwei
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Wochen (42, 56 Tage nach Infektion). Die vorletzten Proben wurden 84 Tage, die letzten 159 Tage
nach Infektion entnommen.

Aufgrund der langen Zeitspanne, Uber die sich die beschriebene Analyse zog, war es nicht moglich
alle Reagenzien in identischen Chargen zu verwenden: So mussten beispielsweise verschiedene
Chargen an Fotalem Kéalberserum (FCS) zur Kultivierung der PBMC verwendet werden. Die
Konzentration an Inhaltsstoffen kann sich in verschiedenen FCS Chargen unterscheiden. Auch das
verwendete 3HT und das selbst hergestellte TLA unterliegen Qualitatsschwankungen.

Um diese Unterschiede zumindest teilweise auszugleichen, wurde die TLA-spezifische Proliferation
ins Verhaltnis zur Proliferation der Zellen nach Stimulation mit Concanavalin A (ConA) gesetzt. Das
Lektin ConA stimuliert als Mitogen die Proliferation aller T-Zellen und kann somit fiir die Analyse
der generellen Proliferationskapazitat der Zellen verwendet werden.

In Abbildung 4.16 ist die TLA-induzierte T-Zell-Proliferation im Verhaltnis zur Zell-Vermehrung nach
ConA Stimulation im Verlauf der Infektion mit Oozysten (blau) und Zysten (gelb) dargestellt.
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Abbildung 4.16: TLA-spezifische Proliferation porciner PBMC im Verlauf einer experimentellen T. gondii Infektion. PBMC
von Tieren, die mit T. gondii Oozysten (blau) oder Zysten (gelb) infiziert worden waren, wurden an den angegebenen Tagen
nach der Infektion isoliert und in Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro ml (Stamm RH) kultiviert. Nach drei Tagen
erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation (ber den Einbau von 3HT. Alle Proliferationswerte, die in TLA-versetzten
Zellkulturen gemessen wurden, sind im Verhdltnis zur Zell-Vermehrung in Anwesenheit von ConA dargestellt. In der
Graphik zusammengefasst sind die Mittelwerte +SEM, die sich aus gemittelten Triplikaten von mindestens vier einzelnen
Tieren ergaben. Die Werte der Proliferation in Kulturmedium (Negativ-Kontrolle) sind jeweils abgezogen.

Die Infektion mit T. gondii Oozysten und Zysten war zu jedem analysierten Zeitpunkt anhand der
TLA-spezifischen T-Zell-Proliferation erkennbar: Wahrend in TLA-versetzten Zellkulturen nicht
infizierter Schweine nur eine basale Zell-Vermehrung gemessen wurde (0 Tage nach Infektion;
graue Balken), konnte eine weitaus starkere Proliferation detektiert werden, wenn Zellen infizierter
Tiere in Anwesenheit des Lysats kultiviert wurden. Uberraschenderweise konnte bereits sieben
Tage nach der Infektion eine starke TLA-spezifische Proliferation beobachtet werden. Tendenziell
stieg die Proliferationsrate in Zellkulturen infizierter Tiere im Verlauf der Infektion an, wobei kein
Unterschied zwischen der Infektion mit Oozysten und der Infektion mit Zysten festgestellt werden
konnte.

Des Weiteren wurde analysiert, ob experimentell infizierte Schweine T-Zellen besitzen, die eine
Spezifitat fur die Antigene GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 und SAG1 aufweisen. Abbildung 4.17
zeigt exemplarisch die Proliferation der T-Zellen als Antwort auf Stimulation mit den verschiedenen
rekombinanten Antigenen (rAG) 28 Tage nach der Infektion.
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Abbildung 4.17: AG-spezifische Proliferation experimentell infizierter und nicht infizierter Schweine. Zellkulturen von
Schweinen, die experimentell mit T. gondii Oozysten (blau) oder Zysten (gelb) infiziert worden waren bzw. Zellkulturen
derselben Tiere vor der Infektion (grau; v.l.), wurden mit 1 ug/ml der rekombinant hergestellten T. gondii Antigene GRA1,
GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 oder SAG1 versetzt. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation (iber den
Einbau von 3HT. In der Graphik dargestellt sind die Einzelwerte der Tiere (Punkte) sowie die jeweiligen Mittelwerte der drei
Gruppen (schwarze Linien). Die Werte der Negativ-Kontrolle sind jeweils abgezogen. Signifikante Unterschiede wurden
mit dem Student’s t-Test nachgewiesen und beziehen sich jeweils auf die Werte vor Infektion (***p < 0.0001, **p < 0.001,
*p < 0.01).

Bei Kultivierung porciner PBMC in Anwesenheit der rekombinant hergestellten T. gondii Antigene
konnte in Zellkulturen der experimentell infizierten Schweine tendenziell eine signifikant erhéhte
Proliferation, bezogen auf die Zell-Vermehrung vor Infektion, gemessen werden.

Die Stimulation der Spenderzellen unterschiedlicher Schweine mit den zu testenden Antigenen
induzierte individuelle, proliferative T-Zellantworten. Keines der getesteten, rekombinant
hergestellten Antigene wurde in Zellkulturen aller infizierten Schweine erkannt. Besonders haufig
konnte jedoch die Prasenz GRA1-spezifischer T-Zellen nachgewiesen werden.

Die beschriebene Prasenz antigenspezifischer T-Zellen in Zellkulturen experimentell infizierter Tiere
wurde ab der dritten Woche der Infektion regelmaRig analysiert. Die exemplarisch gezeigte
antigenspezifische T-Zell-Aktivierung (28 Tage nach der Infektion) konnte dabei stets in ahnlicher
Form induziert werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.2. Nachweis der Toxoplasmen-Antigen-spezifischen T-Zell-Aktivierung anhand der IFNy
Produktion

Neben der bereits erwahnten langen Gesamtdauer des Proliferationsassays, sowie den potentiellen
Gefahren, die von radioaktiv markiertem Thymidin ausgehen, zeichnete sich bei der Analyse der
proliferativen T-Zell-Aktivierung porciner Zellen ein weiterer Nachteil ab: Fir die Kultivierung der
porcinen PMBC war der Zusatz von FCS zum Medium essentiell, induzierte aber gleichzeitig,
abhangig von der Kulturdauer eine unspezifische Zell-Vermehrung im Kulturmedium.

Im Folgenden sollte die T-Zell-Aktivierung deshalb mit Hilfe einer anderen Messmethode, der
Detektion von produziertem IFNy mittels ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)
nachgewiesen werden. In Abbildung 4.18 ist die TLA- bzw. GRAl-induzierte IFNy Produktion im
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Verlauf der Infektion mit Oozysten und Zysten dargestellt. GRA1 wurde ausgewahlt, weil das
Antigen besonders haufig von T-Zellen erkannt worden war (siehe Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.18: TLA- bzw. GRA1-induzierte IFNy Produktion in Zellkulturen infizierter und nicht infizierter Schweine.
PBMC von Tieren, die mit T. gondii Oozysten (blau) oder Zysten (gelb) infiziert worden waren, wurden an den angegebenen
Tagen nach der Infektion bzw. vor Infektion (grau) isoliert und in Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro ml (A; Stamm
RH) oder in Anwesenheit von 1ug/ml GRA1 (B) kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von fiinf Tagen wurden die Ubersténde
der Zellkulturen abgenommen. Die Uberstédnde von Zellen, die mit TLA inkubiert worden waren, wurden gruppenweise
gepoolt (3 Gruppen: vor Infektion/ Infektion mit Oozysten/ Infektion mit Zysten). In den gepoolten Ubersténden wurde
dann mittels ELISA die Menge an produziertem IFNy quantifiziert. In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte, die sich
aus Doppelbestimmungen ergaben. Die Menge an IFNy in Zelliibersténden aus individuellen, GRA1-stimulierten Kulturen
wurde einzeln analysiert. Abgebildet sind die Mittelwerte +SEM, die sich aus gemittelten Dubletten von mindestens vier
einzelnen Tieren ergaben. Die IFNy Produktion, die in der Negativ-Kontrolle detektierbar war, ist jeweils abgezogen.

Wurden PBMC experimentell infizierter Tiere in Anwesenheit von Toxoplasma Lysat Antigen (TLA)
kultiviert, konnte IFNy im Zellkulturiiberstand zu jedem analysierten Zeitpunkt (21/ 28/ 159 Tage
nach Infektion) detektiert werden. Im Gegensatz dazu war im Uberstand von TLA-stimulierten
Zellkulturen derselben Tiere vor Infektion nur eine basale IFNy Konzentration messbar. Die Menge
an IFNy in TLA-stimulierten Zellkulturen von Tieren, die mit Oozysten bzw. Zysten infiziert worden
waren, stieg im Verlauf der Infektion an. Zu frilhen Zeitpunkten war in den TLA-stimulierten
Zellkulturen der Schweine, die mit Oozysten infiziert worden waren, eine tendenziell héhere IFNy
Konzentration detektierbar als in Zellkulturen der mit Zysten infizierten Tiere. In der spaten Phase
der Infektion (159 Tage nach Infektion) war dieses Verhaltnis umgekehrt.

Die Kultivierung der PBMC infizierter Schweine in Anwesenheit der rekombinant hergestellten T.
gondii Antigene induzierte zu jedem analysierten Zeitpunkt eine IFNy Produktion, die zwar
signifikant, jedoch nur wenig oberhalb der Nachweisgrenze lag. Gezeigt sind hier ausschliefilich die
Daten fiir GRA1, da mittels der Proliferationsassays besonders haufig die Prasenz GRA1-spezifischer
T-Zellen nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 4.17).

4.2.3. Antiparasitirer Effekt des nativen IFNy im PBMC-Uberstand infizierter Schweine

In den vorangegangenen Analysen konnte natives IFNy in Zellkulturiberstanden nachgewiesen
werden, wenn PBMC infizierter Schweine in Anwesenheit von Toxoplasmen-Antigen kultiviert
wurden. Im Folgenden sollte analysiert werden, ob der Uberstand dieser Zellen antiparasitire
Effekte gegeniiber einer T. gondii Infektion porciner Zellen auslésen kann und ob diese Wirkung auf
die Induktion des Enzyms Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) zurlickzufiihren ist.

Wie oben bereits erwdhnt, vermittelt das Enzym IDO im humanen System IFNy-abhangig den Abbau
von Tryptophan und damit einen antiparasitaren Effekt gegen T. gondii. Diese Aktivitat kann durch
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den Tryptophan-Antagonisten 1-Methyl-Tryptophan (1MT) gehemmt werden. Im Folgenden sollte
Uberprift werden, ob die antiparasitiare Aktivitdt des IDO Enzyms auch in der zur Verfiigung
stehenden, porcinen epithelialen Zell-Linie PCP-R vorhanden ist.

Abbildung 4.19 zeigt daher zunachst die Aktivitdt des IDO Enzyms nach Stimulation porciner PCP-R
Zellen mit rekombinantem, porcinen IFNy (rp IFNy).
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Abbildung 4.19: IFNy-vermittelte Kynurenin Produktion in PCP-R Zellen. Porcine PCP-R Zellen wurden in Anwesenheit der
angegebenen IFNy Konzentrationen in Tryptophan-supplementiertem Medium (100 ug/ml; A) bzw. ohne den Zusatz von
Tryptophan, in An- oder Abwesenheit des IDO-Inhibitors 1MT (B) kultiviert. Nach drei Tagen erfolgte die Messung der IDO-
Aktivitdt Gber die Quantifizierung von Kynurenin im Zellkulturiiberstand mittels der Ehrlich-Methode. In der Graphik
dargestellt sind die Mittelwerte +SEM, die sich aus Mittelwerten von Triplikaten aus drei unabhdngigen Versuchen
ergaben (A) bzw. die Mittelwerte +SD von Dubletten eines reprdsentativ dargestellten Versuches (B). Signifikante
Unterschiede wurde mit dem Student’s t-Test berechnet und sind mit Sternchen markiert (**p< 0.001).

Die Stimulation mit rekombinantem IFNy bewirkte eine deutlich messbare Kynurenin Produktion,
die wahrscheinlich auf eine IDO Induktion in den porcinen Epithelzellen zuriickzufiihren ist. Die
Menge an Kynurenin, die im Uberstand der Zellen messbar war, stieg mit der Dosis des eingesetzten
IFNy an (Abbildung 4.19 A). Wurden die PCP-R Zellen dagegen in Medium ohne IFNy inkubiert, war
nur eine basale Kynurenin Produktion detektierbar. Bei Kultivierung der Zellen in gleichzeitiger
Anwesenheit von IFNy und 1MT konnte, im Vergleich zu Zellkulturen die ausschlieBlich mit IFNy
stimuliert worden waren, eine signifikante IDO Inhibition erreicht werden (Abbildung 4.19 B).
Nachdem damit eine IFNy-abhdngige Aktivierbarkeit des IDO Enzyms porciner PCP-R Zellen gezeigt
werden konnte, sollte nun tberprift werden, ob der damit verbundene Abbau von Tryptophan
ausreichend ist, um einen antiparasitaren Effekt gegen T. gondii auszulosen.

In Abbildung 4.20 ist das prozentuale Parasiten-Wachstum in porcinen Epithelzellen dargestellt. Als
100% Wachstum wurde die jeweilige T. gondii-Proliferation definiert, die in unstimulierten PCP-R
Zellen und in Abwesenheit von zusatzlichem Tryptophan (Trp) gemessen werden konnte (Positiv-
Kontrolle).
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Abbildung 4.20: IFNy-induzierte Hemmung des T. gondii-Wachstums in PCP-R Zellen. Porcine Epithelzellen wurden in
Anwesenheit der angegebenen IFNy Konzentrationen kultiviert. Nach 72 Stunden erfolgte die Infektion mit je 10°Typ I T.
gondii (Stamm RH) pro 3x10* PCP-R Zellen. Unmittelbar nach der Infektion wurden die Zellkulturen mit Tryptophan
supplementiert (100 ug/ml= 0,5 mM;, schwarze Balken) oder blieben unbehandelt (weifse Balken). Das Parasiten-
Wachstum wurde nach weiteren drei Tagen (iber den Einbau von radioaktiv markiertem Uracil (3HU) quantifiziert. Die
gepunktete Linie reprdsentiert die T. gondii Proliferation, die bei Kultivierung der Zellen in Zellkulturmedium (unstimuliert
und nicht supplementiert) gemessen wurde (100%). In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte des prozentualen
Parasiten-Wachstums +SEM, die sich aus gemittelten Triplikaten von zwei unabhdngigen Versuchen ergaben.

Wahrend Toxoplasma gondii RH Tachyzoiten in unstimulierten PCP-R Zellen wachsen konnten, war
die Parasiten-Proliferation in IFNy-stimulierten, porcinen Epithelzellen erniedrigt. Das AusmafR
dieses antiparasitaren Effekts nahm mit der Dosis des eingesetzten IFNy zu und erreichte sein
Maximum bei einer IFNy Konzentration von 67 bis 100 ng/ml. Bei dieser Konzentration war das T.
gondii-Wachstum um mindestens 50% verringert (weif3e Balken).

Bei Zugabe von Tryptophan zum Zeitpunkt der Infektion erreichte der Parasit ein Wachstum,
welches vergleichbar mit der T. gondii-Proliferation in der Positiv-Kontrolle war. Durch Tryptophan-
Supplementierung konnte demnach die IFNy-vermittelte Wachstumshemmung des Parasiten
vollstandig aufgehoben werden (schwarze Balken).

In den beschriebenen Analysen wurde also nachgewiesen, dass die IDO auch im porcinen System
wirksam ist. Des Weiteren konnte mittels ELISA gezeigt werden, dass im Uberstand der PBMC
infizierter Schweine IFNy vorhanden ist, wenn die Zellen in Anwesenheit von TLA kultiviert wurden
(s.0.). Im Folgenden sollte nun Gberprift werden, ob dieses native IFNy in ausreichenden Mengen
vorliegt, um antiparasitare Effekte zu vermitteln und inwiefern dabei die Aktivitat des IDO Enzyms
eine Rolle spielt.

Abbildung 4.21 zeigt die Kynurenin Produktion und die damit verbundene IDO-Aktivitat in PCP-R
Zellen, die in Anwesenheit von Uberstinden (US) porciner PBMC kultiviert wurden.
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Abbildung 4.21: Kynurenin Produktion in PCP-R Zellen bei Kultivierung in Anwesenheit von PBMC-Uberstéinden (TLA).
PBMC von Tieren nach T. gondii Infektion (A) bzw. PBMC unbehandelter Tiere (B) wurden in Anwesenheit von TLA
(Konzentrationen angegeben) bzw. in Kulturmedium (Kontrolle) kultiviert. Nach fiinf Tagen wurden die
Zellkulturiibersténde abgenommen und die Uberstiinde von Zellen, die mit gleicher TLA Konzentration stimuliert worden
waren, gepoolt (PBMC-US nach Infektion und PBMC-US vor Infektion). Die gepoolten Uberstinde wurden dann 1:4 in
Kulturmedium verdiinnt und zur Kultivierung von PCP-R Zellen verwendet. Zusdtzlich wurden diese Zellkulturen mit 100
ug/ml IMT versetzt (graue Balken) oder blieben unbehandelt (weifse Balken). Die gestrichelte Linie gibt die OD bei 492nm
an, die bei Kultivierung der Zellen in Medium gemessen werden konnte. In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte
+SEM, die sich aus Doppelbestimmungen von zwei unabhéngigen Versuchen ergaben. Der signifikante Unterschied wurde
mit dem Student’s t-Test nachgewiesen (*p < 0.01, *** p < 0.0001).

Wurden porcine Epithelzellen in Anwesenheit von PBMC-Uberstinden kultiviert, die nach TLA-
Stimulation der Zellen infizierter Tiere abgenommen wurden, so konnte eine Produktion von
Kynurenin nachgewiesen werden (weiBe Balken, Abbildung 4.21 A). Die Menge an Kynurenin, die
im Uberstand der PCP-R Zellen nachweisbar war, war dabei abhingig von der TLA Konzentration,
die zur Stimulation der PBMC verwendet worden war. Je hoher konzentriert TLA zur porcinen
PBMC-Kultur zugesetzt wurde, desto hoher war auch die Kynurenin Produktion, die durch den
gewonnenen Uberstand induziert werden konnte. In PCP-R Zellkulturen, die zusitzlich mit 1MT
versetzt waren, konnte, im Vergleich zur Kultivierung in Abwesenheit von 1MT, eine signifikant
geringere Produktion von Kynurenin im Uberstand detektiert werden (graue Balken, Abbildung 4.21
A).

Bei Kultivierung porciner Epithelzellen in Anwesenheit von PBMC-Uberstinden, die von TLA-
versetzten Zellkulturen nicht infizierter Tiere abgenommen wurden, konnte dagegen keine
gesteigerte Kynurenin Produktion detektiert werden: Die Menge an Kynurenin im Uberstand dieser
Zellkulturen entsprach der, die bei Inkubation der PCP-R Zellen in Kulturmedium messbar war
(Abbildung 4.21 B).

Die Menge an IFNy, die im Uberstand von PBMC-Kulturen infizierter Tiere nach Stimulation der
Zellen mit rekombinanten T. gondii Antigenen gemessen werden konnte, lag wie in Abbildung 4.18
B flr GRA1 gezeigt, nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze. Anhand einer Stichprobe sollte
ermittelt werden, ob dieser Uberstand dennoch eine Kynurenin Produktion induzieren kann.
Ausgewdhlt wurden dazu die Uberstidnde von Zellen eines infizierten Schweines, das 28 Tage nach
Infektion mit Oozysten gut auf verschiedene rekombinante T. gondii Antigene reagierte. Die
Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 4.22 dargestellt.
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Abbildung 4.22: Kynurenin Produktion in PCP-R Zellen bei Kultivierung in Ubersténden von T. gondii rAG-stimulierten
PBMC-Kulturen. Porcine PBMC wurden 21 Tage nach Infektion mit T. gondii isoliert und in Anwesenheit von 1 ug/ml der
angegebenen, rekombinant hergestellten Antigene ohne die zusdtzliche Beigabe von Tryptophan kultiviert. Nach fiinf
Tagen wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen, 1:4 mit Kulturmedium verdiinnt und zur Stimulation von PCP-R
Zellen verwendet. Dargestellt ist die Kynurenin Produktion der PCP-R Zellen bei Kultivierung in Anwesenheit dieser PBMC-
Uberstiinde (graue Balken) sowie bei Inkubation in Medium alleine (weifer Balken). In der Graphik zusammengefasst sind
die Mittelwerte +SEM, die sich aus gemittelten Doppelbestimmungen von zwei unabhdngigen Versuchen mit Zellen der
gleichen Tiere ergaben. Signifikante Unterschiede wurden mittels Student’s t-Test nachgewiesen und beziehen sich jeweils
auf die Mediumkontrolle. Fiir p ergab sich **p < 0.001, *p < 0.01.

Bei Kultivierung der PCP-R Zellen in Anwesenheit der Uberstinde von GRA1-stimulierten PBMC-
Kulturen, konnte im Vergleich zur Mediumkontrolle eine signifikant erhohte Produktion von
Kynurenin in PCP-R Kulturen detektiert werden. Auch die Uberstiande, die nach Kultivierung der
PBMC in Anwesenheit des rekombinant hergestellten GRA2 Antigens genommen wurden,
induzierten eine signifikant erhdhte Kynurenin Produktion. Wurden die PBMC des infizierten Tieres
in Anwesenheit von GRA7, GRA9, BAG1 oder SAG1 kultiviert, konnten die gewonnenen Uberstinde
keine signifikant erhdhte Produktion von Kynurenin ausldsen.

In der vorangegangenen Analyse wurde die Aktivierbarkeit des IDO Enzyms porciner PCP-R Zellen
durch die Uberstinde von TLA- bzw. rAG-stimulierten PBMC infizierter Schweine gezeigt. Im
Folgenden sollte untersucht werden, ob die damit einhergehende Reduktion von Tryptophan einen
antiparasitaren Effekt gegen T. gondii vermitteln konnte.

In Abbildung 4.23 ist das Parasiten-Wachstum in porcinen Epithelzellen, die in An- oder
Abwesenheit der Uberstinde von TLA-stimulierten PBMC kultiviert wurden, dargestellt.
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Abbildung 4.23: Antiparasitirer Effekt der Uberstinde TLA-stimulierter PBMC infizierter Schweine in PCP-R Zellen.
PBMC von Tieren nach T. gondii Infektion wurden in Anwesenheit einer 5x102 TLA-Verdiinnung kultiviert. Nach fiinf Tagen
wurden die Zellkulturiibersténde abgenommen und gepoolt. Die gepoolten Uberstinde wurden dann wie angegeben
verdiinnt (1:4, 1:8, 1:16) und zur Kultivierung von PCP-R Zellen eingesetzt. Als Kontrolle wurden porcine Zellen, die in
Kulturmedium kultiviert wurden, mitgefiihrt. Zusdtzlich wurden die Kulturen teilweise mit 100 ug/ml 1MT versetzt (graue
Balken) oder blieben unbehandelt (weif3e und schwarze Balken). Nach 72 Stunden erfolgte die Infektion mit je 10° Parasiten
(RH) pro 3x10* PCP-R Zellen. Nach der Infektion wurden die Zellkulturen teilweise mit Tryptophan supplementiert (100
ug/ml; schwarze Balken) oder wurden ohne den Zusatz der Aminosdure kultiviert (weifse/ graue Balken). Das Parasiten-
Wachstum wurde nach weiteren drei Tagen (iber den Einbau von 3HU quantifiziert. In der Graphik dargestellt sind die
Mittelwerte +SD, die sich aus Dreifachbestimmungen eines reprdsentativen Versuches ergaben. Signifikante Unterschiede
sind mit Sternchen gekennzeichnet und wurden mittels Student’s t-Test nachgewiesen (*p < 0.01).
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Toxoplasma gondii RH Tachyzoiten konnten in unstimulierten PCP-R Zellkulturen (Medium)
wachsen. Weder die Anwesenheit von 1MT noch der Zusatz von Tryptophan hatte einen Einfluss
auf die Parasiten-Proliferation.

Wurden porcine Epithelzellen dagegen in Anwesenheit von Uberstidnden kultiviert, die nach TLA-
Stimulation von PBMC infizierter Tiere abgenommen wurden, so war im Vergleich zur
Mediumkontrolle ein deutlich verringertes T. gondii-Wachstum detektierbar (weilRe Balken). Das
AusmaR dieses antiparasitaren Effekts war dabei abhingig davon, wie stark der PBMC-Uberstand
verdiinnt worden war: Je starker verdiinnt er eingesetzt wurde, desto weniger Hemmung der
Parasiten-Proliferation konnte beobachtet werden.

Durch die Zugabe von Tryptophan zum Zeitpunkt der Infektion, konnte der antiparasitare Effekt,
der durch die PBMC-Uberstinde vermittelt wurde, aufgehoben werden: T. gondii erreichte in
Tryptophan-supplementierten Zellkulturen ein Wachstum, welches mit der Proliferation des
Parasiten in Kulturmedium vergleichbar war (schwarze Balken).

In PCP-R Zellkulturen, die zusatzlich mit 1MT versetzt waren, konnte, im Vergleich zur Kultivierung
in Abwesenheit von 1MT, tendenziell eine starkere Replikation des Parasiten detektiert werden
(graue Balken).

Zusammenfassend konnte eine experimentelle Infektion von Schweinen mit T. gondii Oozysten und
Zysten zu jedem analysierten Zeitpunkt anhand der TLA-spezifischen T-Zell-Proliferation detektiert
werden. Die Proliferationsrate stieg im Verlauf der Infektion tendenziell an, dabei konnte kein
Unterschied zwischen einer Infektion der Tiere mit Oozysten und einer Infektion mit Zysten
festgestellt werden. Vergleichbar mit den Ergebnissen, die aus den humanen Studien gewonnen
werden konnten, zeigten auch die experimentell infizierten Schweine individuelle zellulare
Immunantwort auf die getesteten, rekombinanten T. gondii Antigene. Des Weiteren vermittelte
der Uberstand von TLA-stimulierten PBMC infizierter Tiere einen IDO-vermittelten, antiparasitdren
Effekt gegentiber T. gondii Typ .

4.3. Analyse der Toxoplasmen-Antigen-spezifischen T-Zellantwort im Mausmodell

Im dritten Teil der Arbeit wurden die Analysen auf das Mausmodell Gbertragen. Durch die
Verwendung von Inzucht-Tieren sollten individuelle Unterschiede, beispielsweise die der MHC-
Molekiile, welche die Analysen beeinflussen konnen, vermieden werden. AuRerdem sind Mause als
Versuchstiere in groBer Zahl verfiigbar, sodass genligend Tiere fiir die Analysen verwendet werden
kénnen, um statistisch belegbare Aussagen zu treffen. Des Weiteren ist die Maus ein besonders
wichtiger Zwischenwirt fur T. gondii, da sie das bevorzugte Beutetier des Endwirtes, der Katze ist.
Nach der oralen Aufnahme infizierter Mause durch den Endwirt wird ein neuer T. gondii
Infektionskreislauf initiiert. Deshalb dient die Maus in der Toxoplasmen-Forschung haufig als
Modellorganismus.

C57BL/6 Wildtyp sowie IDO-defiziente (IDO7) Mause wurden mit Typ Il T. gondii Tachyzoiten
(Stamm ME49) infiziert. Dieser Stamm ist fir Mause moderat virulent, sodass eine solide
Immunantwort induziert wird, die Tiere jedoch bei Auswahl der richtigen Infektionsdosis nicht
versterben. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion erfolgte die Entnahme der Milzen
sowie die Aufreinigung der Splenozyten, welche dann in in vitro Assays eingesetzt wurden.
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Dabei sollte analysiert werden, inwiefern Parasiten Lysat bzw. rekombinante T. gondii Antigene
eine T-Zell-Aktivierung induzieren konnen. Eine solche Aktivierung wurde durch T-Zell-
Proliferationsassays sowie anhand des Nachweises von IFNy in den Stimulationsansatzen
detektiert.

4.3.1. Nachweis T. gondii-spezifischer T-Zellen in Proliferationsassays

Milz-Zellen T. gondii infizierter Mause wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
gewonnen und mit TLA bzw. mit rekombinanten Antigenen von T. gondii stimuliert oder in
Kulturmedium kultiviert (Negativ-Kontrolle). Als Nachweis der generellen Proliferationskapazitat
der verwendeten Milz-Zellen wurde eine polyklonale Stimulation mit Concanavalin A (ConA) als
Positiv-Kontrolle durchgefiihrt. In Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse dieser Analysen dargestellt.
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Abbildung 4.24: ConA-, TLA- und GRA1-abhdingige Proliferation in Milz-Zellkulturen infizierter Mduse. C57BL/6 (graue
Balken) und IDO7- (griine Balken) Méuse wurden intraperitoneal mit 10° Tachyzoiten des T. gondii Typ Il Stammes ME49
infiziert. An den angegebenen Tagen nach der Infektion erfolgte die Entnahme der Milz sowie die Isolierung der Milz-
Zellen. Diese wurden in Anwesenheit von ConA (A), 10° lysierten Parasiten pro ml (B) oder in Anwesenheit von GRA1 (C; 1
ug/ml) kultiviert. Nach fiinf Tagen erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation iiber den Einbau von 3HT. Die
Quantifizierung des T-Zell-Wachstums individueller Tiere erfolgte in Triplikaten, die anschliefSfend gemittelt wurden. Die
Proliferation in Kulturmedium (Negativ-Kontrolle) wurde als 100% definiert (schwarze Linie). In der Graphik dargestellt
sind die darauf bezogenen Mittlelwerte aller analysierten Tiere. An Tag 0-9 ergeben sie sich aus gemittelten Werten von
9-12 Tieren, an Tag 11-60 aus gemittelten Werten von 4-6 Tieren. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-
Test nachgewiesen und beziehen sich jeweils auf die Proliferationswerte an Tag 0 (***p < 0.0001, **p < 0.001, *p <0.01).
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Die folgenden Beschreibungen beziehen sich zunéchst auf die Ergebnisse, die mit C57BL/6 Wildtyp
Mausen generiert wurden (linke Seite der Abbildung 4.24; graue Balken). ConA stimulierte eine
starke Proliferation in Milz-Zellkulturen naiver Tiere (Tag 0). Im Vergleich dazu war
Uberraschenderweise eine drastische, um 98% verringerte Zell-Vermehrung zu beobachten, wenn
murine Milz-Zellen 7 Tage nach einer Infektion mit T. gondii isoliert und in Anwesenheit von ConA
kultiviert wurden. Das geringe Proliferationsniveau in ConA-stimulierten Zellkulturen infizierter
Tiere blieb in der frthen Phase der Infektion (Tag 9 und 11) konstant. Im Gegensatz dazu fihrte die
ConA-Stimulation der Milz-Zellen von Tieren, die sich in einer spateren Infektionsphase befanden
(Tag 55 und 60), zu einer starken T-Zell-Proliferation. Die Intensitat dieser Zell-Vermehrung war
vergleichbar mit dem Proliferationsniveau in ConA-stimulierten Zellkulturen naiver Tiere
(Abbildung 4.24 A).

Wurden Milz-Zellen von Tieren, die sich in der friihen Phase einer T. gondii Infektion befanden (7,
9 und 11 Tage nach Infektion) isoliert und in Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro ml
kultiviert, so konnte, im Vergleich zu TLA-stimulierten Zellkulturen naiver Mause, keine signifikant
erhohte T-Zell-Proliferation detektiert werden. In Milz-Zellkulturen von Tieren, die (iber einen
langeren Zeitraum (55 und 60 Tage) mit T. gondii infiziert waren, konnte nach TLA-Stimulation
dagegen eine signifikant erhdhte T-Zell-Proliferation nachgewiesen werden (Abbildung 4.24 B).

Bei Kultivierung der Milz-Zellen in Anwesenheit der verschiedenen, rekombinant hergestellten T.
gondii Antigene (rAG), war das Ausmal} der Zell-Proliferation in Zellkulturen infizierter Tiere zu
keinem Zeitpunkt signifikant hoher als das AusmaR der Zell-Vermehrung in Zellkulturen naiver
Mause (Daten exemplarisch fiir GRA1 gezeigt; Abbildung 4.24 C).

Im Folgenden sollte die Uberraschende, infektionsbedingte Immunsuppression, welche sich durch
eine stark verringerte Proliferationskapazitat der Zellen infizierter Tiere in der friihen Phase der
Infektion duRerte, ndher analysiert werden.

Im ersten Teil der Analyse wurde die oben beschriebene Infektionsstudie mit Indolamin 2,3-
dioxygenase-defizienten Maiusen (IDO7?) wiederholt, um eine Beteiligung dieses
immunregulatorischen Enzyms an der beobachteten T-Zellsuppression zu untersuchen. Die
Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 4.24 den Ergebnissen der Wildtyp Tiere
gegenibergestellt (rechte Seite der Abbildung; griine Balken).

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Wildtyp Tiere, war die ConA-abhangige Milz-Zell-Proliferation
IDO-defizienter Tiere, die sich in der friihen Phase einer T. gondii Infektion befanden, drastisch
verringert. Wurden Zellen IDO-defizienter Tiere zu einem spateren Zeitpunkt der Infektion isoliert
(Tag 60), war, wie auch bei den WT Mausen, eine starke Proliferation in ConA-stimulierten
Zellkulturen zu beobachten. Allerdings erreichten die ConA-stimulierten Zellen hier nicht
vollstandig das Proliferationsniveau, das in Zellkulturen nicht infizierter IDO-defizienter Tiere
auslosbar war (Abbildung 4.24 A).

In Anwesenheit von 10° lysierten Parasiten pro ml konnte, bezogen auf die Zell-Vermehrung in
Kulturen nicht infizierter IDO”" Tiere, eine signifikant erhdhte Zell-Proliferation infizierter Tiere
gemessen werden, wenn die Isolation der Milz-Zellen in der spateren Phase der Infektion (Tag 60)
erfolgte. Dagegen war in der friihen Infektionsphase (Tag 7-11) keine TLA-abhéngige Proliferation
in Zellkulturen infizierter, IDO-defizienter Tiere detektierbar. Wiederum entsprachen diese
Ergebnisse tendenziell den Ergebnissen, die mit den Zellen der Wildtypen erhalten wurden
(Abbildung 4.24 B).
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Wie schon bei Kultivierung der Milz-Zellen von Wildtyp Mausen konnte auch bei den IDO”" Tieren
keine spezifische T-Zellantwort auf rekombinante T. gondii Antigene gefunden werden (Abbildung
4.24 Q).

Insgesamt konnte kein Unterschied, bezogen auf die Mitogen- oder Toxoplasmen-Antigen-
induzierte Aktivierbarkeit der Milz-Zellen infizierter C57BL/6 WT und IDO”" Mause ermittelt
werden. Das bedeutet, dass das immunregulatorische Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase nicht flr
die beobachtete Immunsuppression verantwortlich ist.

In einem zweiten Ansatz sollte die beschriebene Immunsuppression mit Hilfe verschiedener in vitro
Versuche nadher analysiert werden: Untersucht wurde dazu, ob Milz-Zellen von Tieren, die sich in
der friihen Phase einer T. gondii Infektion befanden, immunsuppressiv auf die Zellen naiver Tiere
wirken kdnnen. Dabei sollte die Rolle |6slicher Faktoren und die Bedeutung von Zell-Zell-Kontakten
fir die Vermittlung einer moglichen Immunsuppression analysiert werden.

Durch die Messung der ConA-abhadngigen Proliferationskapazitat in Co-Kulturen von Zellen
infizierter und naiver Mause sollte zunachst die immunsuppressive Kapazitat von T-Zellen infizierter
Tiere erfasst werden.

In Abbildung 4.25 sind die Bedingungen der verschiedenen Co-Kulturen sowie die Ergebnisse der
Proliferationsmessungen dargestellt.

*kk

= 250+ T 5 1
S < 2001

S

"S5 1504

£ o

° g 1009

[

R

£ 501

Zellen infizierter Tiere
Basis 1,5x 10°

Co- Kultur
(s. Zellzahl)

Zellen naiver Tiere

1x10° | 3x10* | 8x10®

Abbildung 4.25: ConA-vermittelte Zell-Proliferation in Kulturen von Milz-Zellen naiver und infizierter Tiere. C57BL/6
Moduse wurden intraperitoneal mit 10° ME49 Tachyzoiten infiziert. In der friihen Phase der Infektion (Tag 7-11) erfolgte
die Entnahme der Milzen und die anschliefSende Isolierung der Milz-Zellen (= Zellen infizierter Tiere). Parallel dazu wurden
Milz-Zellen nicht infizierter Tiere isoliert (= Zellen naiver Tiere). Beide Zelltypen wurden dann in unterschiedlichen
Kombinationen co-kultiviert. Als Basis der Kultur dienten 1,5x10° Zellen der naiven Tiere bzw. dieselbe Anzahl an Zellen
der infizierten Mduse. Die Prdsenz der jeweiligen Zellen als Basis innerhalb der Kultur ldsst sich in Tabelle ablesen (+). Zu
den Basis-Zellen wurden dann Zellen infizierter Tiere (rot gefiillte Felder) oder Zellen naiver Tiere (rosa gefiillte Felder)
hinzugefiigt; die jeweilige Zellzahl ist angegeben. Alle so entstandenen Kulturen wurden mit ConA stimuliert. Nach drei
Tagen erfolgte die Quantifizierung der Zell-Proliferation mittels 3HT. Die gepunktete Linie reprdsentiert die ConA-
abhéngige Proliferation in Kulturen, in denen ausschlieflich Zellen der naiven Tiere prédsent waren (100%). In der Graphik
dargestellt sind die Mittelwerte der darauf bezogenen, prozentualen Proliferation +SEM in den unterschiedlichen Kultur-
Ansdtzen. Sie ergaben sich aus zwei unabhéngigen Versuchen mit je einem naiven und vier infizierten Tieren. Signifikante
Unterschiede wurde mittels Student’s t-Test nachgewiesen (***p < 0.0001, **p < 0.001).
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Wie bereits beschrieben, stimulierte ConA eine starke Proliferation in Milz-Zellkulturen naiver
Mause. Die Intensitat dieser Proliferation wurde fiir die folgenden, vergleichenden Analysen als
100% Proliferation definiert (Abbildung 4.25 olivfarbener Balken; gepunktete Linie). Dagegen war
eine drastisch verringerte Zell-Vermehrung zu beobachten, wenn die Zellen infizierter Tiere in
Anwesenheit von ConA kultiviert wurden (Abbildung 4.25 zweiter Balken).

Wurden Milz-Zellen naiver Tiere mit den Milz-Zellen anderer, naiver Mause co-kultiviert, so konnte
im Vergleich zur Einzel-Kultur eine verstarkte ConA-induzierte Proliferation detektiert werden. Je
mehr Zellen dabei den Basis-Zellen zugegeben wurden, desto groRer war tendenziell das AusmaR
der T-Zell-Vermehrung (Abbildung 4.25 rosa Balken).

In ConA-stimulierten Co-Kulturen, in denen Milz-Zellen naiver Mause und Milz-Zellen infizierter
Tiere prasent waren, wurde dagegen eine geringere Zell-Vermehrung im Vergleich zur Zellkultur
der naiven Mause gemessen. Je groRer der Anteil von Zellen infizierter Tiere an der Co-Kultur war,
desto weniger ConA-stimulierte Zell-Proliferation konnte gemessen werden (Abbildung 4.25 rote
Balken).

Es konnte gezeigt werden, dass die Milz-Zellen von Tieren, die sich in der friihen Phase der Infektion
mit T. gondii befinden, einen immunsuppressiven Effekt auf die Zellen naiver Tiere vermitteln.
Dieser inhibitorische Effekt kénnte durch einen direkten Zell-Zell-Kontakt zwischen Zellen aus
infizierten und nicht infizierten Tieren vermittelt werden. Alternativ bzw. zusatzlich kénnten
Zytokine bei der Aktivierung der Zellen infizierter Tiere entstehen, welche die Proliferation der
Zellen aus den nativen Tieren inhibieren.

Im nachsten Schritt sollte daher die Relevanz |6slicher Faktoren fir die Vermittlung der gezeigten
Immunsuppression analysiert werden. Dazu wurde die ConA-stimulierte Proliferationskapazitdt von
Milz-Zellen naiver Tiere analysiert, wenn diese in Anwesenheit verschiedener Milz-Zellliberstande
(US) infizierter Tiere kultiviert wurden. In Abbildung 4.26 sind die Zell-Vermehrung und die
Bedingungen der verschiedenen Kulturansatze dargestellt.

Die Kultivierung der Milz-Zellen naiver Mause in Anwesenheit von ConA fiihrte zu einer starken
Proliferation der Zellen. Das AusmaR dieser Zell-Vermehrung wurde fiir die folgenden Analysen als
100% Proliferationskapazitat definiert (Abbildung 4.26 olivfarbene Balken; gepunktete Linien).
Wurden die Milz-Zellen naiver Tiere in Anwesenheit von Uberstinden kultiviert, die von ConA-
stimulierten Zellkulturen nicht infizierter Tiere stammten, so blieb die volle Proliferationskapazitat
der Zellen erhalten (Abbildung 4.26 A, rosa, schraffierte Balken; ca. 100%).

Dagegen war die Kapazitat der Zell-Vermehrung in Milz-Zellkulturen naiver Mause drastisch
verringert, wenn die Zellen in Anwesenheit von Uberstinden ConA-stimulierter Milz-Zellen
infizierter Tiere kultiviert wurden. Das AusmaR der Suppression war dabei abhangig von der
Konzentration des Uberstandes: Je stirker verdiinnt er eingesetzt wurde, desto weniger Hemmung
der ConA-vermittelten Proliferation konnte beobachtet werden (Abbildung 4.26 A, rote,
schraffierte Balken).

Wurden die Milz-Zellen naiver Tiere in Anwesenheit von Uberstinden kultiviert, die von
unstimulierten Zellkulturen infizierter Tiere stammten, konnte der gleiche Effekt, jedoch in
geringerem AusmaR beobachtet werden (Abbildung 4.26 B).

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Milz-Zellen von Tieren, die sich in der friihen Phase der
Infektion mit T. gondii befinden, einen immunsuppressiven Effekt auf die Zellen naiver Tiere durch
I6sliche Faktoren vermitteln kdnnen, wofir ein direkter Zell-Zell-Kontakt nicht zwingend notwendig
ist.
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Abbildung 4.26: ConA-vermittelte Zell-Proliferation in Milz-Zellkulturen naiver Tiere in An- und Abwesenheit
verschiedener Zell-Kulturiiberstéinde. C57BL/6 Mduse wurden intraperitoneal mit 10° ME49 Tachyzoiten infiziert oder
blieben unbehandelt. In der friihen Phase der Infektion (Tag 7-11) erfolgte die Entnahme der Milzen und die anschliefsende
Isolierung der Milz-Zellen. Diese wurden dann fiir fiinf Tage in der Anwesenheit von ConA (A) bzw. in Kulturmedium (B)
kultiviert. Dann wurde der Uberstand der Zellkulturen entnommen und gruppenweise gepoolt (2 Gruppen: Zell-US
infizierter Tiere und Zell-US naiver Tiere). Als Basis der Kultur dienten 1,5x10° Milz-Zellen von naiven, nicht infizierten
Tieren, deren Prdsenz sich in der Tabelle ablesen ldsst (+). Diese Zellen wurden dann in Anwesenheit der Milz-
Zelliibersténde infizierter Tiere (rot gefiillte Felder) oder naiver Tiere (rosa gefiillte Felder) kultiviert; die jeweilige
Verdiinnung ist angegeben. Alle entstandenen Kulturen wurden mit ConA versetzt. Nach drei Tagen erfolgte die
Quantifizierung der Zell-Proliferation mittels 3HT. Die gepunktete Linie reprdsentiert die ConA-abhdngige Proliferation der
Zellen nicht infizierter Tiere (100%). In der Graphik dargestellt sind die Mittelwerte der darauf bezogenen, prozentualen
Proliferation +SEM in den unterschiedlichen Kulturansdtzen. Sie ergaben sich aus fiinf unabhéngigen Versuchen mit je
einem naiven Tier als Spender der Basis-Zellen. Die gepoolten Uberstdnde stammten aus Kulturansédtzen mit mindestens
vier infizierten bzw. naiven Tieren. Signifikante Unterschiede wurden mittels Student’s t-Test nachgewiesen (*p < 0.01,
**%p <0.0001).
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In den vorangegangenen Analysen war also ein drastisch verringertes Proliferationsniveau in Milz-
Zellkulturen von Tieren, die sich in der akuten Phase einer T. gondii Infektion befanden, beobachtet
und nadher analysiert worden. Im Folgenden sollte zusatzlich ermittelt werden, ob die Suppression
der T-Zell-Proliferation auch zu einer Hemmung der IFNy Produktion fiihrt. In Abbildung 4.27 ist die
TLA-induzierte IFNy Produktion TLA-stimulierter Milz-Zellen zu einem friihen Zeitpunkt (7 Tage nach
Infektion) und einem spateren Zeitpunkt (60 Tage nach Infektion) dargestellt.
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Abbildung 4.27: TLA-induzierte IFNy Produktion in murinen Milz-Zellkulturen im Verlauf einer T. gondii Infektion.
C57BL/6 (grau) bzw. IDO7- Mduse (griin) wurden intraperitoneal mit 10° ME49 Tachyzoiten infiziert oder blieben
unbehandelt (Tag 0). An den angegebenen Tagen nach Infektion wurden die Milz-Zellen isoliert und in Anwesenheit von
106 lysierten Parasiten pro ml kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von fiinf Tagen wurden die Uberstéinde der Zellkulturen
abgenommen und gepoolt. In den Uberstinden wurde dann IFNy mittels ELISA quantitativ bestimmt. In der Graphik
dargestellt sind die Mittelwerte *SEM der IFNy Konzentration, die in gepoolten Ubersténden von drei unabhéngigen
Versuchen ermittelt wurde (d0 n= 6; d7 n=6; d60 n=4). Die IFNy Produktion unstimulierter Zellen ist jeweils abgezogen.

Wurden Milz-Zellen infizierter Mause in Anwesenheit von Toxoplasma Lysat Antigen (TLA)
kultiviert, konnte vor allem in Milz-Zellkulturen von Tieren, die sich in der frilhen Phase einer T.
gondii Infektion befanden (7 Tage nach Infektion) eine unerwartet grole Menge an IFNy im
Zellkulturiberstand nachgewiesen werden. Auch in Milz-Zellkulturen von Mausen, die zu einem
spateren Zeitpunkt (60 Tage nach Infektion) analysiert wurden, induzierte TLA die Produktion von
IFNy. Im Gegensatz dazu war im Uberstand von TLA-stimulierten Zellkulturen nicht infizierter Tiere
nur eine sehr geringe IFNy Konzentration messbar. Die IFNy Konzentration, die in Zellkulturen der
Wildtyp Mause detektiert werden konnte, unterschied sich zu keinem Zeitpunkt von der Menge an
IFNy, die in Zellkulturen der IDO”- Mé&use prasent war.

Die Kultivierung der Milz-Zellen infizierter Mause in Anwesenheit der rekombinant hergestellten T.
gondii Antigene induzierte in der friihen und spaten Phase der Infektion nur eine basale IFNy
Produktion. Die gemessenen Konzentrationen lagen dabei geringfiigig oberhalb der
Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte anhand der Studien am Mausmodell eine Immunsuppression in der
frihen Phase einer T. gondii Infektion nachgewiesen werden. Sie duRerte sich durch ein stark
reduziertes Proliferationsvermdgen der Milz-Zellen infizierter Tiere nach Mitogen-Stimulation, war
unabhangig vom immunregulatorischen Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase und konnte in vitro auch
durch l6sliche Faktoren vermittelt werden. Durch die Detektion der TLA-induzierten IFNy
Produktion in Zellkulturen von Mausen, die sich in der friihen Phase der Infektion befanden, konnte
trotz der Proliferationsblockade dennoch eine infektionsbedingte Aktivierung der Milz-Zellen
nachgewiesen werden.
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4.3.2. Antiparasitarer Effekt von IFNy auf unterschiedliche T. gondii Stamme in murinen Zellen

IFNy, das in unserem Mausmodell besonders in der frilhen Phase der Infektion gebildet wurde, hat
eine sehr wichtige Bedeutung bei der Abwehr gegen den intrazelluldaren Parasiten T. gondii. Die
IFNy-stimulierte Induktion der Aktivitat des Enzyms Idoleamin 2,3-dioxygenase (IDO), welches im
humanen und porcinen System einen antiparasitdaren Effekt auf T. gondii vermittelt, spielt im
murinen System eine untergeordnete Rolle bei der Abwehr intrazelluldrer Erreger. Vielmehr
induziert IFNy hier die Hochregulation verschiedener GTPasen, z.B. die, der p65 Guanylat-
bindenden Proteine (mGBPs). Es konnte bereits gezeigt werden, dass beispielsweise mGBP2, im
Falle einer T. gondii Infektion, dann zur parasitophoren Vakuole (PV) des Parasiten rekrutiert, wenn
murine Zellen zuvor mit IFNy stimuliert wurden. mGBP2 vermittelt den Abbau der parasitophoren
Vakuole, wodurch der Parasit letztendlich beseitigt wird.

Die Intensitat der mGBP2-Rekrutierung zur PV war dabei abhdngig davon, mit welchem T. gondii
Stamm die murine Zelle infiziert worden war: Wahrend mGBP2 zu einer Giberwiegenden Mehrheit
an die PV mittel virulenter Typ Il Parasiten (ME49) rekrutierte, konnte die Mehrzahl der hoch
virulenten Typ | Parasiten (RH/BK) die mGBP2-Rekrutierung verhindern.

Der Mechanismus mit dem die Rekrutierung verhindert wird ist nicht vollstandig aufgeklart. Jedoch
unterscheiden sich die T. gondii Stamme Typ I, Typ Il und Typ lll in der Typ-spezifischen
Zusammensetzung verschiedener genetischer Virulenz Marker, denen ein Einfluss auf die Intensitat
der GTPasen Rekrutierung zur PV zugesprochen wird.

Im Folgenden sollte die Rekrutierung von mGBP2 zur parasitophoren Vakuole atypischer T. gondii
Stamme untersucht werden. Diese zeichnen sich unter anderem durch eine nicht typische
Zusammensetzung der Virulenz Marker aus. Zu diesem Zweck wurden murine mesenchymale
Stammzellen (MMSC) mit IFNy stimuliert und anschliefend zur Kontrolle mit den verschiedenen
typischen bzw. mit den atypischen T. gondii Stammen infiziert. Die Quantifizierung der mGBP2-
Rekrutierung zur PV des jeweiligen Parasiten erfolgte mittels Immunfluoreszenzanalyse.

In Abbildung 4.28 ist anhand eines Typ Il Parasiten (ME49) gezeigt, welches Bild sich im Falle der
Rekrutierung von mGBP2 an die parasitophore Vakuole ergab. Auferdem ist am Beispiel eines Typ
| Parasiten (RH) der optische Eindruck einer nicht rekrutierten PV dokumentiert.
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anti- mGBP2 anti- TgSAG1 Uberlagerung

ME49

Abbildung 4.28: Lokalisation von mGBP2 in mMSC nach Infektion mit T. gondii Typ | und Typ Il. Murine mesenchymale
Stammzellen wurden iiber Nacht mit IFNy (100 U/ml) stimuliert (+ IFNy) oder blieben unbehandelt (- IFNy). Am ndchsten
Tag erfolgte die Infektion mit T. gondii Typ I= RH (A) bzw. Typ ll= ME49 (B). Drei Stunden nach der Infektion wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem T. gondii SAG1-spezifischen Antikérper (rot) sowie mit einem spezifischen
mGBP2 Antikérper (griin) geféirbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) dargestellt. Dann wurde die Kolokalisation von
mGBP2 (griin) und intrazelluldren Parasiten (rot) mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die
Mafstabsbalken repréisentieren jeweils eine Ldnge von 10 um.

In mMSC die unstimuliert blieben, konnte erwartungsgemall nur eine sehr schwache endogene
MGBP2-Expression detektiert werden (Abbildung 4.28 A und B: jeweils obere Bildreihe). Die
Stimulation der Zellen mit IFNy induzierte eine starke Expression von mGBP2 (Abbildung 4.28 A:
zweite und dritte Bildreihe, B: zweite Bildreihe). Wie bereits beschrieben, konnte nach Infektion
mit einem hoch virulenten T. gondii Typ | (RH) typischerweise keine Ansammlung von mGBP2 um
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die PV des Parasiten beobachtet werden (Abbildung 4.28 A, zweite Bildreihe). Von dieser Regel gibt
es nur selten Ausnahmen, die in der dritten Bildreihe dargestellt sind. In diesem Ausnahmefall ist
innerhalb einer Zelle eine fehlende mGBP2-Rekrutierung zur PV eines RH Parasiten und gleichzeitig
die Ansammlung des Proteins um die parasitophore Vakuole eines anderen RH Parasiten detektiert
worden (Abbildung 4.28 A, dritte Bildreihe).

Wurden IFNy-stimulierte mMSC mit T. gondii Typ Il (ME49) infiziert, konnte bei der Gberwiegenden
Mehrzahl der eingedrungenen Tachyzoiten typischerweise eine Kolokalisation von mGBP2 und der
parasitophoren Vakuole beobachtet werden (Abbildung 4.28 B, untere Bildreihe).

Um die Intensitdat der mGBP2-Rekrutierung zur PV unterschiedlicher typischer und atypischer T.
gondii Stamme bewerten zu kdnnen, wurden pro Versuch 100 Vakuolen, welche die jeweiligen
Parasiten in IFNy-stimulierten mMSC ausgebildet hatten, auf eine Kolokalisation mit mGBP2
untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 4.29 dargestellt.
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Abbildung 4.29: Quantifizierung der mGBP2-Rekrutierung zur PV unterschiedlicher T. gondii Stimme. Murine
mesenchymale Stammzellen wurden liber Nacht mit IFNy stimuliert. Am ndchsten Tag erfolgte die Infektion mit
Tachyzoiten der angegebenen T. gondii Stimme. Drei Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und
mit einem T. gondii SAG1-spezifischen Antikérper sowie mit einem spezifischen mGBP2 Antikérper geférbt. Dann wurden
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie je 100 Vakuolen des jeweiligen Parasiten auf eine Kolokalisation mit mGBP2
analysiert. Gezeigt ist der prozentuale Anteil der parasitophoren Vakuolen, an denen eine Lokalisation von mGBP2
beobachtet werden konnte (schwarze Balken) sowie der prozentuale Anteil der PV bei denen keine Lokalisation des
Proteins detektierbar war (graue Balken). AufSerdem ist jeweils zusammengefasst, ob die liberwiegende Mehrheit der
Vakuolen eine Kolokalisation mit mGBP2 aufwies (+, rote Rahmen) oder ob bei der Mehrzahl der Vakuolen keine
Ansammlung des Proteins zu beobachten war (-, griiner Rahmen). Zudem ist die individuelle phdnotypische Virulenz der
verschiedenen Erreger im Maussystem angegeben. (A) zeigt die Ergebnisse der klonalen T. gondii Typ-Stémme. In (B) sind
diese den Ergebnissen der atypischen Stimme vergleichend gegeniibergestellt. In der Graphik zusammengefasst sind die
Mittelwerte +SEM, die sich aus mindestens fiinf unabhdngigen Versuchen ergaben. Signifikante Unterschiede wurden mit
dem Student’s t-Test nachgewiesen und beziehen sich jeweils auf den Unterschied der Héhe schwarzer und grauer Balken.
Fiir p ergab sich *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001.
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Bei der signifikanten Mehrheit der PV, welche die typischen, hoch virulenten Parasiten RH und BK
ausgebildet hatten, konnte keine mGBP2-Lokalisation beobachtet werden (-). So blieben 81% der
Vakuolen des RH Parasiten bzw. 91% der Vakuolen des BK Parasiten frei von einer Ansammlung des
MGBP2 Proteins (Abbildung 4.29 graue Balken). Lediglich 19% (RH) bzw. 9% (BK) der einhundert
analysierten Vakuolen wiesen eine Kolokalisation mit mGBP2 auf (schwarze Balken). Dieses
Mehrheitsverhaltnis war bei den Vakuolen der mittel bzw. niedrig virulenten Parasiten ME49 und
NED umgekehrt. Hier konnte bei der signifikanten Mehrzahl der analysierten Vakuolen eine
Ansammlung von mGBP2 detektiert werden (+): Bei Infektion mit ME49 lokalisierte das Protein an
71%; bei Infektion mit NED an 76% aller parasitophoren Vakuolen (Abbildung 4.29 schwarze
Balken). In 29% bzw. 24% der Falle konnte keine Kolokalisation von mGBP2 und der PV der Parasiten
beobachtet werden (Abbildung 4.29 graue Balken).

Im Vergleich dazu (Abbildung 4.29 B) war das Lokalisationsverhalten von mGBP2 zur PV der
atypischen T. gondii Stdmme 28H, B6H6 und BoB vergleichbar mit der Rekrutierungs-Intensitat des
Proteins zur PV der Typ Il und Typ Il Stamme: Auch hier konnte bei der signifikanten Mehrzahl der
analysierten Vakuolen eine Ansammlung von mGBP2 detektiert werden (+). Die Analysen der T.
gondii Stamme 2C10 und A7 ergaben, bezogen auf die Lokalisation oder das Fehlen von mGBP2 an
der PV, kein signifikantes Mehrheitsverhaltnis. Dennoch war tendenziell bei der Mehrheit der
Vakuolen eine Ansammlung von mGBP2 detektierbar (2C10=57%, A7= 56%).

Anders als bei den typischen Parasiten Stimmen (RH/BK) zeigte der hoch virulente atypische
Stamm B6H6 keine Korrelation zwischen der Virulenz und der Haufigkeit der Kolokalisation von
MGBP2 an die parasitophore Vakuole.

4.3.3. Infektion von BALB/c M&dusen mit dem atypischen, hoch virulenten T. gondii Stamm B6H6

Um die Virulenz des B6H6 Stammes zu lberprifen, wurden Balb/c Mause mit B6H6 Tachyzoiten
infiziert. Parallel dazu erfolgte die Infektion anderer Tiere mit dem intermediar virulenten Typ Il
Stamm ME49 bzw. dem hoch virulenten Typ | Stamm RH. Abbildung 4.30 zeigt das Uberleben der
Tiere in diesem Versuch.

Wihrend zehn von elf (91%) aller BALB/c Mause die Infektion mit 10° Tachyzoiten des mittel
virulenten T. gondii Stammes ME49 Uberlebten (Abbildung 4.30 A, griine Linie), verstarben alle
Tiere, die mit 10® Tachyzoiten des hoch virulenten, typischen T. gondii RH infiziert worden waren
bereits 6-8 Tage nach Infektion (Abbildung 4.30 A, rote Linie). Auch die Infektion mit 103
Tachyzoiten des, als hoch virulent beschriebenen, atypischen T. gondii Stammes B6H6 resultierte
im Versterben aller Tiere 9 Tage nach der Infektion (Abbildung 4.30 A, orangefarbene, gepunktete
Linie).

Erwartungsgemal Uberlebten also nahezu alle Balb/c M&use, die mit ME49 infiziert worden waren
die Infektion. RH Tachyzoiten induzierten, wie erwartet, eine einhundert prozentige Mortalitat der
Tiere innerhalb von zehn Tagen nach Infektion. B6H6, der sich im Bezug auf die GTPasen
Rekrutierung eher wie ein intermediar virulenter Stamm verhielt, induzierte iberraschenderweise
eine dhnlich hohe Mortalitat wie der RH Stamm.

Eine primare Infektion mit einem T. gondii Typ-Stamm fihrt bei Menschen zu einer lebenslangen
Immunitdt gegeniber dem Parasiten. Kommt eine latent infizierte Frau wahrend einer
Schwangerschaft in Kontakt mit einem der typischen T. gondii Stamme wird dieser folglich nicht auf
das Ungeborene lbertragen. Dagegen wurde fiir atypische Parasiten Stdmme eine neue Rolle bei
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der Ausbildung einer kongenitalen Toxoplasmose beschrieben: Zusammengefasst war der
atypische T. gondii Genotyp in diesem Fall in der Lage, eine bestehende Immunitat, die durch eine
vorangegangene Infektion mit einem typischen Stamm ausgebildet worden war, zu durchbrechen.
Als Konsequenz wurde der atypische Stamm auf den Fotus Ubertragen.

In Immunisierungs- und Infektionsstudien im Mausmodell sollte geklart werden, ob der hoch
virulente atypische T. gondii Stamm B6H6 eine bestehende Immunitadt gegeniiber den typischen
Parasiten Stimmen durchbrechen kann. Die Uberlebenskurven in Abbildung 4.30 B/C fassen die
Ergebnisse der Studien zusammen.
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Abbildung 4.30: Uberlebenskurven der BALB/c Méiuse in verschiedenen Infektionsstudien mit unterschiedlich virulenten
Toxoplasmen. (A) BALB/c Mduse wurden mit 10° Tachyzoiten des mittel virulenten T. gondii Stammes ME49 (griin, n= 11),
mit 10° Tachyzoiten des hoch virulenten Typ | Stammes RH (rot, n= 5) oder mit 103 Tachyzoiten des, als hoch virulent
beschriebenen, atypischen T. gondii Stammes B6H6 (orange, n= 4) infiziert. (B) und (C) BALB/c Mduse wurden mit 10°
ME49 infiziert oder erhielten PBS. 34 Tage (B) bzw. 38-42 Tage (C) nach dieser Inmunisierung erfolgte eine zweite Infektion
mit einer letalen Dosis an Tachyzoiten des hoch virulenten Typ | Parasiten RH (B, n=5) oder des hoch virulenten atypischen
Parasiten B6H6 (C, n= 8). Die zweite Infektion erfolgte dann, wenn die Tiere ca. 100% ihres Ausgangsgewichtes erreicht
hatten (an Tag 34 bzw. 38-42). Das Uberleben der Tiere wurde iiber einen Zeitraum von 35 Tagen (A) bzw. 75 Tagen (B)
und (C) nach Erstinfektion beobachtet.
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Wurden BALB/c Miuse mit 10° ME49 Tachyzoiten immunisiert, so liberlebten nahezu alle Tiere die
initiale Infektion und eine Zweitinfektion mit einer letalen Dosis an Tachyzoiten des hoch virulenten
Typ | Parasiten (RH) (Abbildung 4.30 B, gepunktete rote Linie). Mause, die statt der
immunisierenden ME49-Dosis PBS erhalten hatten, verstarben dagegen an einer solchen Infektion
(Abbildung 4.30 B, schwarze Linie) vergleichbar mit den naiven Mausen aus Abbildung 4.30 A.

Bei BALB/c M&usen, die mit ME49 Tachyzoiten immunisiert worden waren, konnte auch dann kein
Versterben der Tiere beobachtet werden, wenn die zweite Infektion mit einer letalen Dosis an
Tachyzoiten des atypischen B6H6 Parasiten erfolgte (Abbildung 4.30 C, orangefarbene gepunktete
Linie). Auch hier verstarb die Kontrollgruppe, die statt der immunisierenden ME49-Dosis PBS
erhalten hatte (Abbildung 4.30 C, schwarze Linie) vergleichbar mit den naiven Mausen aus 4.30 A.

Zusammenfassend konnten Tachyzoiten des hoch virulenten atypischen T. gondii Stammes B6H6
eine bestehende Immunitat, die durch eine Erstinfektion mit einem Typ Il Stamm etabliert worden
war, nicht durchbrechen.
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5. Diskussion

Mit einer weltweiten Seropravalenz von durchschnittlich ca. 40% ist Toxoplasma gondii (T. gondii)
einer der erfolgreichsten humanpathogenen Parasiten tiberhaupt. Bei einer Erstinfektion wird sowohl
das angeborene als auch das adaptive Immunsystem aktiviert, um eine rasche antiparasitare
Immunantwort zu gewahrleisten. Wahrend die angeborene Immunitat gegen T. gondii gut erforscht
ist, gehen die Kenntnisse Uber die adaptive Immunantwort weitaus weniger ins Detail. Als sicher gilt,
dass der zellularen Immunantwort die wichtigste Rolle bei der Abwehr gegen den Parasiten zukommt,
jedoch ist bisher nur wenig tiber die Toxoplasmen-Antigene bekannt, die vom Rezeptorkomplex der T-
Zellen erkannt werden. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin, zu analysieren, ob ausgewahlte
sekretorische Antigene des Parasiten als Zielstrukturen fiir eine solche Erkennung dienen kdnnen.

5.1. Sekretorische T. gondii Antigene als Zielstrukturen fiir die humane T-Zellantwort

Wahrend einer primaren T. gondii Infektion wird in immunkompetenten humanen Wirten eine
zelluldare und humorale Immunantwort induziert, die in einer lebenslangen Immunitiat gegen eine
Reinfektion resultiert. Nur wenige Studien beschaftigen sich mit der zellularen Immunitat gegen T.
gondii im Humansystem. Latent infizierte, gesunde Individuen bieten jedoch eine gute Moglichkeit, die
Mechanismen der Langzeit-Immunitat gegen den Parasiten zu untersuchen und die T. gondii Antigene,
die von Memory-T-Zellen erkannt werden, zu analysieren. Die meisten der bisherigen Analysen wurden
im murinen System durchgefiihrt. Sie fokussierten sich auf Oberflachen-Antigene (,surface antigens”;
SAGs), die spezifisch von der schnell replizierenden Form von T. gondii, den Tachyzoiten, exprimiert
werden. Besonderes Augenmerk wurde in diesen Studien auf das Oberflachen-Antigen SAG1 gerichtet.
So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Immunisierung mit SAG1 eine schiitzende CD8"* T-
Zellantwort gegen eine ansonsten letal verlaufende Toxoplasmen-Infektion in Mausen induziert (Khan
et al., 1991). Die Bedeutung von SAG1 fiir die humane T-Zellantwort wurde 1988 von Khan und seinen
Mitarbeitern untersucht, allerdings umfasste die Studie nur fiinf latent infizierte Blutspender. In den
Kulturen Peripherer Blut Mononuklearer Zellen (PBMC) aller fiinf Spender konnte nach Stimulation mit
SAG1 eine Aktivierung der T-Zellen beobachtet werden (Khan et al., 1988a). Eine Schlisselrolle bei der
Stimulation des Wirts-Immunsystems ist auch fiir die ,,excreted secreted antigens” (ESAs) beschrieben,
die zumeist sowohl im Tachyzoiten- als auch im Bradyzoiten-Stadium des Parasiten exprimiert werden.
Die Haupt-Bestandteile der ESAs sind die GRA Proteine, die in den Dichte Granula, Organellen von T.
gondii gespeichert und nach der Invasion des Parasiten vom apikalen Pol ausgehend in die
parasitophore Vakuole (PV) sezerniert werden. In verschiedenen Modellen konnte gezeigt werden,
dass ESAs wahrend experimentellen Infektionen hoch immunogen wirken und in der Lage sind
Antikorper-abhangige und T-Zell-vermittelte protektive Immunantworten zu induzieren. So konnten
beispielsweise Duquesne et al. zeigen, dass Nackt-Ratten, die vor der T. gondii Infektion ESAs-
spezifische T-Helferzellen erhalten hatten, Toxoplasmen-spezifische Antikorper produzierten und eine
signifikant niedrigere Mortalitat aufwiesen (Duquesne et al., 1990). Im Humansystem konnte die
immunogene Eigenschaft der ESAs vor allem durch serologische Studien belegt werden. Es konnte
jedoch auch gezeigt werden, dass ESAs bzw. Toxoplasma Lysat Antigen (TLA) die Aktivierung von
Memory-T-Zellen in PBMC-Kulturen latent infizierter Individuen induzieren kénnen. So beschrieb
unsere Arbeitsgruppe z.B. die Generierung TLA-spezifischer T-Zell-Klone aus PBMC-Kulturen von latent
mit T. gondii infizierten Testpersonen (Daubener et al., 1995). Andere Studien untersuchten die
zellulare Immunantwort gegen ,soluble toxoplasma antigen“ (ST-Ag= lysierte Tachyzoiten,
zentrifugiert und durch einen 0,22 um Sterilfilter filtriert) in PBMC-Kulturen von chronisch infizierten
Schwangeren und konnten eine spezifische Aktivierung der T-Zellen nachweisen (Fatoohi et al., 2002).
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Uber das AusmaR und den diagnostischen Wert einer spezifischen zelluliren Immunantwort in
Patienten mit kongenitaler und postnataler Toxoplasmose wird in der Literatur kontrovers diskutiert:
Einerseits berichten Studien, welche den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin (3HT) zur
Detektion einer T-Zell-Aktivierung nutzten, von einer Lymphozyten Anergie in Patienten mit
kongenitaler Toxoplasmose (McLeod et al., 1985; Yamamoto et al., 2000). Andererseits konnte die
Forschergruppe um Yamamoto auch eine signifikant hohere T-Zell-Proliferation in ST-Ag-stimulierten
Kulturen kongenital und postnatal infizierter Personen, im Vergleich zu einer nicht infizierten
Kontrollgruppe, zeigen.

Um diese kontroversen Befunde zu Gberprifen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Studie
an 68 freiwilligen Testpersonen durchgefiihrt, von denen 18 chronisch und 2 akut mit T. gondii infiziert
waren. Die restlichen 48 Blutspender waren T. gondii seronegativ.

Da fur Deutschland eine Seropravalenz von 40-60% beschrieben ist, erscheint die niedrige
Infektionsrate der achtundsechzig Testpersonen mit ca. 29% (20 von 68) zunachst (berraschend
niedrig. Die T. gondii Durchseuchungsrate ist jedoch stark vom Alter abhdngig, da die
Wahrscheinlichkeit mit dem Parasiten in Kontakt zu kommen mit zunehmendem Alter ansteigt. In
Mitteleuropa nehmen diese Wahrscheinlichkeit und die Durchseuchungsrate um 1% pro Lebensjahr
zu (Roos et al., 1993). Die Mehrzahl der achtundsechzig Testpersonen war unter bzw. knapp tber 30
Jahre alt, sodass die gemessene Durchseuchungsrate von 29% gut zu der beschriebenen
Altersabhangigkeit passt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten in 100% der Zellkulturen seropositiver Spender nach
Stimulation mit TLA spezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Somit wurde gezeigt, dass im Lysat des
Parasiten Antigene vorhanden sind, welche als Zielstrukturen fiir die Aktivierung der zelluldren
adaptiven Immunantwort wahrend einer T. gondii Primarinfektion dienen kdnnen. Die, in der PBMC-
Kultur aktivierten T-Zellen, reprasentieren dabei wahrscheinlich zirkulierende Effektor Memory-Zellen,
die nach dem Uberwinden der Erstinfektion im Koérper zuriickbleiben und wahrscheinlich die
immunologische Kontrolle des Bradyzoiten-Stadiums von T. gondii in Gewebezysten lbernehmen
kénnen. Die positive Detektion einer TLA-spezifischen zellularen Immunantwort in Zellkulturen aller
infizierten Spender steht im Einklang mit den Daten aus vergleichbaren Studien, in denen anstelle des
Parasiten Lysats, ST-Ag zur Stimulation der T-Zellen verwendet wurde (Fatoohi et al., 2002; Fatoohi et
al., 2003). Der Vergleich der Zellkulturen einzelner seropositiver Testpersonen zeigt eine starke
Variabilitat in der Hohe der erzielten Proliferationswerte nach TLA-Stimulation. Das AusmaR der Zell-
Vermehrung war dabei unabhangig vom gemessenen IgG Antikdrpertiter (Daten nicht gezeigt) und ist
wahrscheinlich auch auf den individuellen Immunstatus der Testpersonen zurtickzufiihren.

In vier von achtundvierzig Zellkulturen seronegativer Spender (ca. 8%) waren ebenfalls TLA-reaktive T-
Zellen detektierbar, jedoch waren diese Proliferationswerte vergleichsweise niedrig. Zu einem
vergleichbaren Ergebnis kam auch die Forschergruppe um Fatoohi, welche die ST-Ag-Aktivierbarkeit
von T-Zellen latent infizierter und nicht infizierter Kleinkinder mittels FACS-Analyse testete und in 10%
der seronegativen Kontrollgruppe reaktive T-Zellen detektierte (Fatoohi et al., 2003). Eine solche nicht
spezifische Aktivierung kdnnte auf eine Kreuz-Reaktivitat mit anderen Pathogenen zurlickzufiihren
sein. So gab ein seronegativer Spender, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet wurde und
TLA-reaktive T-Zellen besaR, beispielsweise an, aufgrund einer Malaria-Erkrankung in arztlicher
Behandlung gewesen zu sein. Der humanpathogene Erreger der Malaria, Plasmodium falciparum,
gehort ebenso wie T. gondii zum Stamm der Apicomplexa. Flr mindestens ein sekretorisches
Toxoplasmen Rhoptrien Protein wurde bereits ein Homolog in Plasmodien gefunden (Narum et al.,
2008), sodass eine Kreuz-Reaktivitat nicht unwahrscheinlich ist.
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Die Uber dem cut-off-Wert liegende Proliferation in vier Zellkulturen seronegativer Testpersonen,
kénnte auch durch eine polyspezifische T-Zell-Aktivierung als Resultat einer manifesten bakteriellen
Infektion erklart werden. Obwohl es bei den vier seronegativen Individuen keinen augenscheinlichen
Hinweis auf eine solche Infektion gab, wurde dies im Rahmen der Arbeit nicht ndher untersucht, sodass
diese Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann.

Des Weiteren ist in der Literatur ein Superantigen-ahnlicher Effekt von ST-Ag bei Mausen beschrieben
(Denkers et al., 1994), der folglich auch fir TLA und evtl. fir humane Zellkulturen gelten kénnte. Da
jedoch in nur vier von achtundvierzig Zellkulturen seronegativer Spender TLA-reaktive T-Zellen
detektierbar waren und die Proliferationswerte dieser Zellen vergleichsweise niedrig ausfielen, ist ein
Superantigen-dhnlicher Effekt von TLA in diesen Analysen eher unwahrscheinlich. AuSerdem sind nur
wenige Superantigene beschrieben, die sowohl auf murine als auch auf humane T-Zellen wirken (Rott
et al., 1995).

Die T-Zellantwort gegen TLA in den Zellkulturen der vier seronegativen Testpersonen kdnnte auch
durch eine nicht detektierte T. gondii Infektion oder aber durch eine erworbene Immunitat in
Abwesenheit einer messbaren Serokonversion erklart werden. Letzteres wird in der Literatur bereits
fir das Herpes Simplex Virus (HSV) und das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) beschrieben: So
konnte bei Personen, die HSV bzw. HIV nachweislich wiederholt und ungeschiitzt ausgesetzt waren,
eine spezifische zelluldare Immunitat bei gleichzeitig fehlender Serokonversion und der Absenz von
Virus-DNS nachgewiesen werden (Posavad et al., 2003; Restrepo et al., 2010). Ob ein haufiger Kontakt
mit T. gondii ebenfalls eine zelluldre Immunitat in seronegativen Individuen induzieren kann, ist bisher
nicht bekannt. Die Lebensgewohnheiten der vier seronegativen Testpersonen (z.B. Haufigkeit des
Verzehrs von rohem Hackfleisch) kénnten dartiber Aufschluss geben, wurden im Rahmen der Studie
jedoch nicht analysiert. Zusatzlich konnte unter anderem die Arbeitsgruppe um Fatoohi zeigen, dass
einige kongenital infizierte Kinder einige Monate nach ihrer Geburt (bis zu 1 Jahr) reaktive T-Zellen
gegen T. gondii besitzen, ohne dass in ihrem Serum T. gondii-spezifische Antikérper vorhanden sind
(Fatoohi et al., 2003). Daten von Ciardelli et al. zeigen ferner, dass einige, nach der Geburt seropositive
Neugeborene, nach einer erfolgreichen antiparasitaren Therapie seronegativ werden. In diesen
Kindern kann jedoch auch zu spateren Zeitpunkten noch eine T. gondii-spezifische T-Zellantwort
detektiert werden (Ciardelli et al., 2008).

Uber die Toxoplasmen-Antigene, die von reaktiven T-Zellen der Testpersonen im Lysat des Parasiten
(TLA) erkannt werden, war zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wenig bekannt.
Der Antigen-Aufbau der Oberflachenantigene und der sezernierten Proteine unterscheidet sich jedoch
in den verschiedenen Toxoplasmen Stammen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen
seropositiver Testpersonen gegen Antigene gerichtet sind, die in Lysaten der Klon-typischen Parasiten
Stamme RH, ME49 und NED sowie in den Lysaten atypischer T. gondii Stamme (28H, 2C10, A7, B6H6)
vorhanden sind. Eine solche Kreuz-Reaktivitdt wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben,
die ebenfalls humane T-Zellen bzw. T-Zell-Klone und andere T. gondii Stamme verwendeten (Purner et
al., 1995; Saavedra und Herion, 1991). Die Befunde stimmen des Weiteren gut mit veréffentlichten
Daten Uberein, die zeigen, dass sich viele T. gondii Isolate auf Protein- oder DNS-Ebene sehr dhnlich
sind (Bllow und Boothroyd, 1991; Parmley et al., 1994).

Zur ldentifizierung T-Zell-reaktiver Antigene wurden in dieser Arbeit T. gondii Proteine verwendet, die
in vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe von Antikdrpern im Serum infizierter Patienten
erkannt wurden. Des Weiteren konnten SAG1, GRA1, GRA7 und ROP2 in Immunisierungsstudien am
Mausmodell als Antigene identifiziert werden, die eine protektive Immunitat gegen eine T. gondii
Infektion auslésen kénnen (Khan et al., 1991; Vercammen et al., 2000). In Studien von Prigione und
seinen Mitarbeitern erkannten T-Zell-Klone, die von chronisch infizierten Menschen stammten, die T.
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gondii Antigene GRA2 und SAG1 (Prigione et al., 2000). Als weiteres Antigen wurde BAG1 analysiert,
welches in einer Studie von Di Cristina et al. ebenfalls von humanen T-Zellen erkannt worden war
(Prigione et al., 2000). Von besonderem Interesse war aulerdem GRA9, welches von unserer
Arbeitsgruppe neu charakterisiert worden war (Adjogble et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei Stimulation von PBMC T. gondii seropositiver und seronegativer
Spender mit rekombinant hergestelltem GRA1, GRA2, GRA7, GRA9 und SAG1 eine, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, signifikant erhohte Proliferation in Zellkulturen infizierter Spender nachgewiesen
werden. BAG1 hingegen stimulierte keine signifikant unterschiedliche Proliferation in beiden
Testgruppen. AuRerdem konnte ermittelt werden, dass keines der getesteten Antigene die T-Zell-
Proliferation in Zellkulturen aller Seropositiven induziert. Viel mehr zeigen die T-Zellen
unterschiedlicher seropositiver Testpersonen individuelle proliferative Antworten auf die getesteten
Antigene. Diese Ergebnisse stimmen mit publizierten Daten der Arbeitsgruppe um Fatoohi Uberein,
welche die T-Zellantwort von T. gondii infizierten Schwangeren auf GRA1, GRA6, GRA7 und SAG1
analysierte und die T-Zell-Aktivierung anhand der Expression von CD25 mittels FACS-Analyse nachwies.
Auch diese Gruppe detektierte eine heterogene T-Zellantwort auf die rekombinanten Toxoplasma
Antigene (rAG) und keines der getesteten rAG konnte in Zellkulturen aller seropositiven Schwangeren
eine T-Zell-Aktivierung induzieren (Fatoohi et al., 2002).

Des Weiteren ist die Frequenz mit der die Prasenz GRA1- und SAG1-spezifischer T-Zellen in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde, gut vergleichbar mit den Ergebnissen von Fatoohi und
seinen Mitarbeitern. So konnten in der vorliegenden Arbeit in 75% der Zellkulturen seropositiver
Testpersonen GRA1l-reaktive und in 56% SAG1l-spezifische T-Zellen detektiert werden. In der
Publikation von Fatoohi et al. sind diese Werte mit 73% fir GRA1 und 59% fiir SAG1 angegeben
(Fatoohi et al., 2004). Dagegen war die Haufigkeit der, im Rahmen dieser Arbeit getesteten
seropositiven Spender, die GRA7-spezifische T-Zellen besallen mit 25% niedriger als die, von Fatoohi
et al. detektierte Anzahl von 41%. Tendenziell besaBen jedoch in beiden Studien weniger Testpersonen
GRA7-reaktive T-Zellen als GRA1- oder SAG1-spezifische T-Zellen. In sechs von zwanzig Zellkulturen T.
gondii infizierter Testpersonen (30%) gelang in der vorliegenden Arbeit der Nachweis GRA9-reaktiver
T-Zellen, in zehn von zwanzig (50%) der von GRA2-reaktiven T-Zellen. Im Gegensatz zu den publizierten
Daten von Di Cristina et al., die in 34% der T. gondii seropositiven Patienten eine BAG1l-induzierte T-
Zell-Proliferation fanden (Di Cristina et al., 2004), stimulierte BAG1 in den hier gezeigten Analysen nur
in einem Fall eine proliferative T-Zellantwort. Di Cristina et al. verwendeten zur Stimulation der PBMC
latent infizierter Spender ein rekombinantes BAG1-Fragment. Dieses war anhand von Seren T. gondii
infizierter Spender als immundominante Region identifiziert worden. In der vorliegenden Arbeit wurde
keine vergleichbare Vorauswahl getroffen, da die Detektion von antigenspezifischen Antikérpern im
Serum ohnehin nicht den Schluss zuldsst, dass T-Zellen die gleichen Antigene erkennen.

Die Heterogenitdt der T-Zellantwort auf die verschiedenen getesteten rekombinanten T. gondii
Antigene, die sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in den Publikationen von Fatoohi et al. und
Di Cristina et al. beobachtet wurde, ist wahrscheinlich auf die Polygenie und Polymorphologie des
humanen ,major histocompatiblity complex” (MHC) zurlickzufiihren. So liegen im Genom jedes
Menschen individuell verschiedene MHC-Gene vor, sodass jedes Individuum einen bestimmten Satz
an ,human leukocyte antigens” (HLA)-Molekiilen exprimieren kann. AuBerdem existieren in der
gesamten menschlichen Population viele verschiedene Varianten der MHC-Gene. Die Bindung eines
Peptids an ein HLA-Molekdl ist abhdngig vom Peptid-Motiv, sodass jedes individuelle HLA ein anderes
Set von Peptiden binden kann. Wahrend einer T. gondii Erstinfektion werden also unterschiedliche
Peptide des Parasiten Uber individuelle HLA-Molekiile prasentiert. Als Konsequenz erfolgt in jedem
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Infizierten die Aktivierung von T-Zellen, die individuell unterschiedliche Antigene des Parasiten
erkennen und in vitro reaktiviert werden kdénnen.

Die heterogene T-Zellantwort auf die verschiedenen T. gondii Antigene kdnnte auch dadurch erklart
werden, dass die Infektion der seropositiven Testpersonen mit unterschiedlichen Stammen des
Parasiten erfolgte. Zur T-Zell-Stimulation wurden in dieser Arbeit ausschlieRlich rekombinante
Antigene verwendet, deren Gensequenzen aus dem Genom eines Typ | Parasiten stammten. Dies
eroffnet die Moglichkeit, dass die T-Zellen von Spendern, die mit einem anderen Typ-Stamm infiziert
sind, die Typ | Antigene nicht erkennen. Um diese Hypothese zu liberprifen, wurden die Sequenzen
der verwendeten Antigene in Typ | (RH) und Typ Il (ME49) Stammen mit Hilfe der ,Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST)-Funktion auf der Homepage des ,National Center fiir Biotechnology
Information” (NCBI) verglichen. Wahrend sich fiir GRA2 und BAG1 eine einhundert prozentige
Ubereinstimmung ergab, wurde fiir GRA1, GRA7 und SAG1 eine Abweichung von je 3% und fiir GRA9
eine Abweichung von 1% festgestellt. Diese genetische Variation erlaubt die Spekulation, dass die
Spender, deren T-Zellen weder GRA1 noch GRA7, GRA9 oder SAG1 erkennen, eventuell mit einem
anderen T. gondii Stamm als Typ | infiziert sind. Gegen die Hypothese spricht jedoch eine Pradominanz
von Typ Il Parasiten in Toxoplasmose-Patienten in Deutschland (Herrmann et al.,, 2014) und die
Tatsache, dass in Europa eine humane Infektion in mehr als 90% durch einen Typ Il Stamm ausgelost
wird (Ajzenberg et al., 2002). Dies deutet darauf hin, dass auch die meisten seropositiven Spender, die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet wurden, mit T. gondii Typ |l infiziert sind. Da die Mehrzahl
dieser Testpersonen spezifische T-Zellen gegen das Typ I-abgeleitete GRA1 Antigen besitzt (75%),
scheint der T. gondii Typ, mit dem die Erstinfektion erfolgte, fiir die in vitro Aktivierung der T-Zellen
eine weniger wichtige Rolle zu spielen.

Vergleichbar mit der heterogenen proliferativen T-Zellantwort auf die verschiedenen T. gondii
Antigene, konnte in Zusammenarbeit mit Dr. Andrea Hotop (Universitdtsmedizin, Gottingen) mittels
Lineblot-Analyse festgestellt werden, dass sich die rekombinanten T. gondii Proteine, die von
Antikorpern erkannt werden, ebenfalls von einer Testperson zur anderen unterscheiden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte jedoch nicht evaluiert werden inwiefern die ausgewahlten,
rekombinant hergestellten GRA Proteine fiir die serologische Diagnose einer T. gondii Infektion von
Nutzen sein kénnen. Vielmehr wurde der Fokus auf den Vergleich der Prasenz antigenspezifischer T-
Zellen in Zellkulturen seropositiver Testpersonen mit der Prasenz von IgG Antikdrpern gegen dieselben
Antigene im Serum der einzelnen Spender gelegt. Dieser Vergleich erlaubte die Einteilung der
getesteten T. gondii Antigene in drei Gruppen: In der ersten Gruppe befinden sich die Antigene GRA1
und GRA2, die haufig sowohl von T-Zellen als auch von Antikdrpern erkannt wurden. GRA7 und GRA9
dienen vorwiegend als Zielstrukturen fur die humorale Immunantwort und lassen sich daher einer
zweiten Gruppe zuordnen. SAG1 wird in dieser Arbeit ausschliefSlich von der zellularen Immunantwort
erkannt und gehoért damit einer dritten Gruppe an. Auffallig ist hierbei, dass es in der vorliegenden
Arbeit nicht moéglich war im Serum latent infizierter Spender Antikdrper gegen SAG1 mittels Lineblot
nachzuweisen. Im Gegensatz dazu sind in der Literatur Veroffentlichungen zu finden, in denen SAG1-
spezifische Antikorper bei Patienten mit akuter und chronischer T. gondii Infektion detektiert werden
konnten (Pfrepper et al., 2005; Pietkiewicz et al., 2004). Diese Diskrepanz kdnnte zum einen darin
begriindet sein, dass in den genannten Studien anstelle eines Lineblot-Assays, ,Enzyme Linked
Immunosorbent Assays” (ELISAs) zum Nachweis SAG1-spezifischer Antikorper verwendet wurden.
Obwohl der Immunoblot ebenso wie der ELISA fiir die serologische Detektion einer antigenspezifischen
Immunantwort geeignet ist, sind die beiden Methoden grundsatzlich verschieden. So unterscheidet
sich z.B. die Bindung der Proteine an die verwendeten Oberflichen und die Detektionsart der
Antikorper (enzymatische Farbreaktion vs. Chemilumineszenz), wodurch ein direkter Vergleich beider
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Methoden schwierig ist. Zudem wird in der Literatur oftmals nicht, wie in dieser Arbeit das komplette
SAG1 Protein, sondern ausgewahlte Proteinsequenzen zur Detektion spezifischer Antikdrper
verwendet (Kotresha und Noordin, 2010).

Auch die Praparation der rekombinanten Proteine kdnnte einen Einfluss auf die Nachweisbarkeit
spezifischer Antikorper, nicht jedoch auf die, spezifischer T-Zellen haben und erklaren warum SAG1 in
dieser Arbeit ausschlieflich von der zellularen Immunantwort erkannt wurde. So sind Antikérper bei
der Erkennung ihrer Antigene streng auf deren Struktur angewiesen, die sich nur durch eine korrekte
Proteinfaltung ergibt und beispielsweise bei einer denaturierenden Proteinaufreinigung nicht immer
erhalten bleibt. Dagegen sind T-Zell-Antigene kurze Peptide, die weitgehend unabhangig von der
Tertiar-Struktur prasentiert und erkannt werden kénnen.

Aulerdem sollte nicht auBer Acht gelassen werden, dass native T. gondii Antigene oftmals eine andere
Proteinfaltung und unterschiedliche posttranslationale Modifikationen aufweisen, als rekombinant
hergestellte Antigene, was zu einer unterschiedlichen Reaktivitat mit Antikdrpern im Serum infizierter
Testpersonen fiihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die zelluldre Immunantwort auflerdem durch die
durchflusszytometrische Messung des prozentualen Anteils an Zellen analysiert, die nach 24-stiindiger
Antigen-Stimulation das Aktivierungsantigen CD40L exprimierten. Die Erhéhung der CD40L Expression
kann als Indikator fir eine T-Zell-Aktivierung gewertet werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
anhand eines T. gondii seropositiven Spenders gezeigt werden, dass die Expression von CD40L haufig
mit der Produktion von IFNy einhergeht. Uberdies bestitigte die FACS-Analyse tendenziell die
Ergebnisse des Proliferationsassays. So war nach Stimulation mit dem Antigen, welches die starkste T-
Zell-Proliferation in der PBMC-Kultur des seropositiven Spenders induziert hatte, auch am
Durchflusszytometer die hochste Anzahl aktivierter T-Zellen detektierbar. Dieses exemplarisch
durchgefiihrte Experiment und auch die Studien von Fatoohi et al. weisen darauf hin, dass es mittels
FACS-Analyse generell moglich ist T. gondii infizierte von nicht infizierten Individuen anhand ihrer
antigenstimulierten T-Zell-Aktivierung zu unterscheiden. Der Vorteil der FACS-Methode, die in der
vorliegenden Arbeit fiir die Antigen-abhangige Detektion aktivierter T-Zellen vorgeschlagen wird,
besteht gegenliber der Methode von Fatoohi et al. zum einen in der einfacheren Handhabung und zum
anderen in der kiirzeren Gesamtdauer des Assays. So kann die Dauer des FACS-Assays, der von Fatoohi
und seinen Mitarbeitern entwickelt wurde, mit Hilfe der, in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagenen
Methode von sieben Tagen auf vierundzwanzig Stunden verkiirzt werden. AuRerdem entfallt durch die
Verwendung von Vollblut die aufwendige Aufreinigung von PBMC. Der FACS-Assay, der in der
vorliegenden Arbeit zur Detektion einer T. gondii Infektion verwendet wird, unterscheidet sich
zusatzlich von dem, der von Fatoohi und seinen Mitarbeitern entwickelt wurde, darin, dass anstelle
des Oberflachenmarkers CD25 die intrazellulare Kumulation von IFNy als Nachweis der T-Zell-
Aktivierung detektiert wird. Dabei liegt die Nachweisgrenze der Produktion von IFNy weit unter der
Nachweisgrenze der Expression von Oberflachenmarkern.

Als weitere hoch sensitive Messmethode zur Detektion einer eventuell sehr geringen Anzahl an
aktivierten Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit ,,Enzyme Linked Immuno Spot Assays” (ELISpots)
durchgefihrt. Mit Hilfe des ELISpot-Assays konnen individuelle Zellen, die spezifische Zytokine
sekretieren, detektiert werden. Damit ermdoglicht diese Methode quantitative Aussagen zur Frequenz
T. gondii-antigenspezifischer T-Zellen. Da ein kommerziell erhéltlicher Dual-Farben IFNy/ Interleukin 4
(IL-4) ELISpot verwendet wurde, kann die Zytokin Produktion aktivierter T-Zellen auRerdem naher
differenziert werden. Nach Antigen-Stimulation konnte in Zellkulturen T. gondii seropositiver
Testpersonen eine deutlich héhere Frequenz IFNy-produzierender Zellen im Vergleich zur Frequenz IL-
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4-produzierender Zellen detektiert werden. Da IFNy zum Zytokinrepertoire von Tyl-Zellen gehort, IL-4
dagegen hauptsachlich von Ty2-Zellen produziert wird, kann darauf geschlossen werden, dass die T.
gondii Infektion vornehmlich die Aktivierung von Tyl-Zellen induziert. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den Daten, die fiir das murine System publiziert sind und ebenfalls die Induktion einer starken
adaptiven Tyl-vermittelten Immunantwort in Folge einer T. gondii Infektion beschreiben. AuRerdem
publizierte die Arbeitsgruppe um Fatoohi vergleichbare Daten, die ebenfalls eine starke Antigen-
vermittelte IFNy Produktion bei gleichzeitiger Abwesenheit einer IL-4 Produktion in Zellkulturen T.
gondii seropositiver Individuen belegen (Fatoohi et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten nach Stimulation mit TLA in allen Zellkulturen der
seropositiven Spender eindeutig aktivierte, IFNy-produzierende T-Zellen mittels ELISpot-Assay
nachgewiesen werden. Zellen der seronegativen Kontrollgruppe blieben unter den gleichen
Kultivierungsbedingungen dagegen inaktiv. Damit erlaubt die Detektion TLA-spezifischer T-Zellen mit
Hilfe des ELISpot-Assays zumindest in der relativ kleinen Gruppe, die im Rahmen dieser Arbeit getestet
wurde, eine eindeutige Unterscheidung zwischen T. gondii infizierten und nicht infizierten Individuen.
Obwohl sich daraus ein groRes diagnostisches Potential ableiten lasst, sind in der Literatur bisher nur
wenige Publikationen zu finden, welche die Verwendung eines ELISpot-Assays fiir den Nachweis einer
T. gondii Infektion beschreiben. Ciardelli et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Detektion einer
spezifischen T-Zell-Immunitat gegen ST-Ag mittels ELISpot-Assay eine eindeutigere und friihere
Diagnose einer kongenitalen T. gondii Infektion bei Neugeborenen erlaubt als die Ublichen
serologischen Nachweismethoden (Ciardelli et al., 2008).

Bei der Analyse der Reaktivitat mit den rekombinanten Antigenen, waren IFNy-produzierende Zellen
am haufigsten nach einer Stimulation mit GRA2 (5 von 6), GRA1 (4 von 6) und SAG1 (3 von 6)
detektierbar. Somit wurde die besondere Bedeutung dieser Antigene fiir die zellulare Immunantwort,
die zuvor anhand der Proliferationsassays gezeigt wurde, auch mittels ELISpot-Assay nachgewiesen.
Tendenziell bestatigte der ELISpot, ebenso wie die FACS-Analyse die individuellen Ergebnisse des
Proliferationsassays: Auch hier stimulierte das Antigen die starkste IFNy Produktion, welches in der
PBMC-Kultur des gleichen seropositiven Spenders die hochste T-Zell-Proliferation induziert hatte.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass mindestens eines der
getesteten rekombinanten Antigene GRA1, GRA2, GRA7 und SAG1 von den T-Zellen der meisten
chronisch infizierten Individuen erkannt wird. Diese Antigene induzieren in vitro eine T-Zellantwort,
die mit einer T-Zell-Proliferation und mit der Produktion von Tyl Zytokinen einhergeht, jedoch konnte
weder GRA1 noch GRA2, GRA7 oder SAG1 von den T-Zellen aller T. gondii infizierten Testpersonen
erkannt werden. Die Zellen einer Testperson reagierten sogar auf keines der individuellen
rekombinanten Antigene, obwohl eine starke Antwort auf TLA zu beobachten war. Der erhebliche
Unterschied der individuellen zelluldaren Immunantwort gegen verschiedene T. gondii Antigene, die in
dieser und anderen Arbeiten beschrieben wird, muss bei der Entwicklung eines T-Zell-basierten
diagnostischen Tests in jedem Fall beriicksichtigt werden. So ist es hochstwahrscheinlich erforderlich
eine Kombination von rekombinant hergestellten T. gondii Antigenen zu verwenden, um eine
Immunantwort in Zellkulturen aller T. gondii infizierten Menschen sicher zu detektieren. Auch bei der
Entwicklung eines zukiinftigen Impfstoffes gegen T. gondii muss die individuelle T-Zellantwort gegen
verschiedene Antigene zwingend beachtet werden. Vergleichbar damit werden auch beim
kommerziell erhaltlichen ELISpot-Assay ,T-SPOT-TB“, der in der Diagnostik zur Detektion der
Tuberkulose (TB) eingesetzt wird, zwei unterschiedliche TB-Antigene zur Stimulation der PBMC
verwendet. Auch hier besitzen nicht alle infizierten Patienten T-Zellen, die beide TB-Antigene
gleichermalien erkennen.
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5.2. Das T-Zell-Produkt (IFNy) vermittelt protektive Effekte gegeniiber Toxoplasma gondii

Das zellulare Immunsystem spielt bei der Abwehr von T. gondii die wichtigste Rolle. So konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass die gleichzeitige Depletion CD4* und CD8* T-Zellen wahrend einer
chronischen T. gondii Infektion zur Reaktivierung des Parasiten und zum Versterben des Wirtes fihrt
(Gazzinelli et al., 1992). AuRerdem verstarben SCID-Méuse, die keine T-Zellen besitzen, beim Ubergang
von der akuten in die chronische Phase einer T. gondii Infektion (Johnson, 1992). Aktivierte T. gondii-
spezifische T-Zellen haben wahrend der Infektion verschiedene Funktionen und gewahrleisten so die
effektive Abwehr von T. gondii. Zytotoxische T-Zellen lysieren Toxoplasma infizierte Zellen und kénnen
so intrazelluldre Parasiten freisetzen. Diese sind dann fiir Antikdrper zuganglich und konnen
anschlieBend durch das Komplementsystem beseitigt werden. Der wichtigste protektive Effekt
Toxoplasmen-spezifischer T-Zellen ist jedoch nicht die zytotoxische Aktivitdat, sondern ihre IFNy
Produktion. Bereits 1988 konnten Suzuki et al. zeigen, dass IFNy das wichtigste Zytokin ist, das eine
Resistenz des Wirtes gegen T. gondii induziert (Suzuki et al, 1988). IFNy aktiviert
Effektormechanismen, die antiparasitar auf das Wachstum und die Verbreitung von T. gondii wirken.
Im Humansystem sind diese Effektorzellen Makrophagen aber auch akzessorische, nicht professionelle
antigenprasentierende Korperzellen, beispielsweise Fibroblasten. Die IFNy-Stimulation dieser Zellen
induziert die Aktivierung des Tryptophan-abbauenden Enzyms Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO). Der
entstehende Mangel der essentiellen Aminosdure Tryptophan flihrt dann zur Hemmung des Parasiten-
Wachstums.

Vergleichbar mit Studien von Fatoohi et al. (Fatoohi et al., 2002) konnte in der vorliegenden Arbeit
mittels ELISpot- und FACS-Analyse gezeigt werden, dass stimulierte TLA- bzw. rAG-spezifische T-Zellen
latent infizierter Testpersonen IFNy produzieren. Die Uberstiande, die nach TLA- bzw. rAG-Stimulation
von T-Zellen seropositiver Testpersonen geerntet wurden und sezerniertes IFNy enthielten,
induzierten die Aktivitdt des IDO Enzyms in humanen Fibroblasten. Dies konnte durch die Detektion
des Tryptophan-Abbauproduktes Kynurenin im Uberstand der aktivierten Fibroblasten nachgewiesen
werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Menge des nativen IFNy im PBMC-Uberstand
ausreicht, um IDO-vermittelte antiparasitdre Effekte gegen T. gondii Typ | (RH) in diesen Zellen
auszuldsen.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Khan et al. publiziert, die jedoch lediglich SAG1-spezifische T-
Zellen seropositiver Individuen stimulierten und deren Uberstand zur Induktion der IDO verwendeten
(Khan et al., 1988a). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht nur T-Zellen, die
spezifisch das T. gondii Membranprotein SAG1 erkennen, sondern auch solche, die reaktiv gegen
Dichte Granula Antigene (GRA1, GRA2, GRA7 und GRA9) sind, die Aktivitdt des IDO Enzyms induzieren
und somit potentiell der Vermehrung von hoch virulenten T. gondii Typ | entgegenwirken.

Bereits 1984 konnten Pfefferkorn et al. zeigen, dass die Induktion des IDO Enzyms den wichtigsten
IFNy-vermittelten Effektormechanismus zur Abwehr des hoch virulenten T. gondii Typ | (RH) in
humanen Fibroblasten darstellt (Pfefferkorn, 1984). Dagegen war zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der
vorliegenden Arbeit nicht bekannt, welche Rolle der IDO-katalysierte Abbau von Tryptophan in der
Abwehr der niedriger virulenten typischen und atypischen T. gondii Stamme spielt. Ein fundiertes
Verstandnis der Immunabwehr und der Effektormechanismen gegen diese Parasiten Stamme ist
jedoch gerade im Humansystem von grollem Interesse. So sind 90% der seropositiven europdischen
Bevolkerung keineswegs mit dem gut beschriebenen hoch virulenten T. gondii Typ | (RH) infiziert,
sondern mit niedriger virulenten Typ Il Stdammen (Ajzenberg et al., 2002), Gber deren Abwehr beim
Menschen viel weniger bekannt ist. Darlber hinaus sind in Mittel- und Stidamerika hauptsachlich
atypische T. gondii Stamme zu finden (Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2008; Lehmann et al., 2006),

85



Diskussion

was darauf schlieRen lasst, dass die humanen Infektionen in dieser Region ebenfalls nicht von Typ |
(RH), sondern von den gefundenen atypischen Parasiten Stammen ausgehen. Somit werden die
meisten pra- und postnatalen humanen Toxoplasmosen von niedriger virulenten typischen oder
atypischen T. gondii Stammen verursacht. Daher sind die Effektormechanismen, die in humanen Zellen
gegen diese T. gondii Stamme wirksam sind, flr klinisch-therapeutische Ansadtze und vorbeugende
MaBnahmen von groRem Interesse.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werden, dass humane Fibroblasten durch einen IDO-
abhangigen Mechanismus in der Lage sind, neben dem Wachstum des hoch virulenten Typ-Stammes
RH, auch die Vermehrung von BK Parasiten zu hemmen, die sich dem gleichen Klon-Typ zuordnen
lassen. Um die Beteiligung des IDO Enzyms an dem antiparsitaren Effekt zu belegen, wurde gezeigt,
dass eine Tryptophan-Supplementierung die IFNy-induzierte Inhibition des RH- und BK-Wachstums
vollstandig aufhebt. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass die Aktivitat des IDO Enzyms
in humanen Fibroblasten essentiell fir die Wachstumskontrolle aller hoch virulenten T. gondii Typ |
Stamme sein kdnnte.

Im Gegensatz dazu konnte der IFNy-induzierte antiparasitare Effekt gegen die geringer virulenten T.
gondii Stamme ME49 und NED durch die Zugabe von Tryptophan zwar signifikant, jedoch nicht
vollstandig blockiert werden. Ebenso konnte die Tryptophan-Supplementierung bei keinem der drei
getesteten mittel bzw. niedrig virulenten atypischen Stamme eine vollstandige Aufhebung der
Parasitenhemmung vermitteln. Somit muss in humanen Fibroblasten neben der Induktion des IDO
Enzyms ein weiterer IFNy-vermittelter antiparasitdrer Effektormechanismus existieren, der selektiv
gegen die niedrig virulenten T. gondii Stamme aktiv ist.

AulRer dem IFNy-abhdngigen Abbau von Tryptophan sind in der Literatur zwei weitere wichtige
antiparasitare Abwehrmechanismen in infizierten Zellen beschrieben, die ebenfalls durch das
Effektormolekil IFNy aktiviert werden.

So ist zum ersten bekannt, dass IFNy die induzierbare , Nitric Oxide Synthase” (iNOS) aktivieren kann,
welche den Umsatz von L-Arginin zu NO katalysiert (Adams et al., 1990). NO wirkt mikrobiozid auf T.
gondii, auRerdem sind NO Intermediate in der Lage die parasitophore Vakuole zu durchdringen und
kénnen hier Proteine des Parasiten modifizieren. Insbesondere die Inhibierung metabolischer Enzyme
durch NO hat einen wichtigen zytostatischen Effekt auf mikrobielle Pathogene (Fang, 2004). Zusatzlich
zum zytostatischen Effekt der iNOS wirkt der Abbau des Edukts Arginin wachstumsinhibierend auf die
streng Arginin-auxotrophen Toxoplasmen (Fox et al., 2004). Die Induktion der NO Produktion
vermittelt in murinen in vitro und in vivo Systemen einen wichtigen antiparasitaren Effekt. Bisher geht
man jedoch davon aus, dass die iNOS fiir die Kontrolle des T. gondii-Wachstums in humanen in vitro
Systemen keine entscheidende Rolle spielt. Somit ist es eher unwahrscheinlich, dass die iNOS-
Aktivierung der alternative IFNy-vermittelte Effektormechanismus ist, der in humanen Fibroblasten
neben der Induktion des IDO Enzyms existiert und selektiv gegen die niedrig virulenten T. gondii
Stamme wirkt.

Der zweite Abwehrmechanismus, der durch IFNy in murinen infizierten Zellen induziert wird, ist die
Aktivierung antiparasitar wirkender GTPasen. Diese werden in ,,Immune Related” p47 GTPasen (IRGs)
und die p65 Guanylat-bindenden Proteine (GBPs) unterteilt. Die Proteine beider Klassen rekrutieren
im Falle einer T. gondii Infektion IFNy-abhéangig an die parasitophore Vakuole (PV) von Typ Il und Typ
lIl Parasiten (Degrandi et al., 2007; Taylor et al., 2004). Diese Ansammlung an der PV fiihrt zur
Zerstorung der Vakuole, wodurch der Parasit schlielRlich eliminiert wird. Die Virulenz des Parasiten
Stammes, mit dem die Infektion erfolgt, determiniert die Wirksamkeit dieses antiparasitdren
Mechanismus: Zusammengefasst produzieren ausschlieflich die Vertreter des hoch virulenten Typ |
Stammes Proteine, die das Beladen der PV durch IRGs und GBPs verhindern und somit der Parasiten-
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Eliminierung durch GTPasen entgegenwirken. Da niedriger virulente Stamme nicht in der Lage sind
diese Proteine zu synthetisieren, ist der IFNy-vermittelte Effektormechanismus der GTPasen selektiv
gegen niedriger virulente T. gondii Stamme aktiv. Auch wenn bei Menschen die groRe Protein-Familie
der IRGs fehlt (Bekpen et al., 2005), sind humane IFNy-induzierbare GBPs vorhanden (Cheng et al.,
1991). Somit kdnnte es moglich sein, dass die IFNy-Stimulation humaner Fibroblasten neben der IDO
auch die Hochregulation humaner GBPs induziert, was dann einen zweiten IFNy-vermittelten
Effektormechanismus darstellen wiirde. Dieser kdnnte neben der IDO selektiv gegen die niedriger
virulenten T. gondii Stamme wirken, sodass sich die kombinierte antiparasitire Wirkung beider
Effektormechanismen, wie beobachtet, nur partiell durch eine Tryptophan-Supplementierung
aufheben lieBe. So zeigten Niedelman et al. bereits, dass der Knockdown von humanem GBP1 und
GBP2 in humanen Fibroblasten das Wachstum des hoch virulenten T. gondii Stammes RH nicht
beeinflusst (Niedelman et al.,, 2013). Der Einfluss eines solchen Knockdowns auf das Wachstum
niedriger virulenter Parasiten Stdmme ist bisher nicht bekannt.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Kenntnis dariber, in
welchem AusmaR sich das Stamme-spezifische T. gondii-Wachstum in IFNy-stimulierten humanen
Fibroblasten durch Tryptophan-Supplementierung antagonisieren lasst, keinen sicheren Riickschluss
auf die phanotypische Virulenz in Mausen zuldsst. So liel sich das Wachstum des hoch virulenten
atypischen T. gondii Stammes B6H6, im Gegensatz zu den ebenfalls hoch virulenten Typ-Stdmmen RH
und BK, durch Zugabe von Tryptophan nicht vollstindig wiederherstellen. Das Ausmall der
»Tryptophan-Antagonisierbarkeit” ist letztendlich ein Synonym dafiir, welchen Stellenwert das IDO
Enzym bei der Abwehr des jeweiligen Parasiten in humanen Fibroblasten einnimmt: Da das Wachstum
der Typ | Parasiten in IFNy-stimulierten humanen Fibroblasten vollstdndig durch Tryptophan
wiederhergestellt werden kann, ist der IDO-vermittelte Abbau von Tryptophan folglich der einzig
wichtige IFNy-induzierte Abwehrmechanismus, der in humanen Fibroblasten gegen RH bzw. BK aktiv
ist. Im Gegensatz dazu ist gegen den phanotypisch ebenfalls hoch virulenten B6H6 Stamm in humanen
Fibroblasten neben der IDO vermutlich noch ein weiterer IFNy-induzierter antiparasitarer
Mechanismus vorhanden, denn das Wachstum der B6H6 Parasiten lasst sich durch die Zugabe von
Tryptophan nicht vollstandig wiederherstellen.

Unabhangig von jeglicher IFNy-Stimulation ist fiir Typ | Stamme beschrieben, dass sie sich in humanen
Fibroblasten bis zu ein Drittel schneller reproduzieren kénnen als Typ Il oder Typ lll Stdmme (Boothroyd
und Grigg, 2002). Dieser Unterschied der in vitro Wachstumsrate wurde jedoch durch die prozentuale
Auswertung der Proliferationsdaten berlcksichtigt: Als einhundert prozentiges (maximales)
Wachstum wurde fir jeden Stamm die individuelle T. gondii-Proliferation definiert, die in
unstimulierten HFF und in Abwesenheit von Tryptophan detektiert werden konnte. Dann wurde
analysiert zu welchem prozentualen Anteil das Wachstum der unterschiedlichen T. gondii Stamme bei
einer IFNy-induzierten Parasiten-Hemmung von ca. 80% durch die Zugabe von Tryptophan
wiederhergestellt werden konnte. Durch diese prozentuale Auswertung der Daten ist sicher gestellt,
dass die oben beschriebenen Stamm-spezifischen Unterschiede nicht auf einem Wachstumsvorteil der
Typ | Parasiten beruhen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Zellkulturiiberstande
stimulierter T-Zellen von T. gondii seropositiven Individuen das Wachstum der Typ | Parasiten Stamme
inhibieren. Der antiparasitire Effekt der Uberstande korrelierte mit der Induktion des IDO Enzyms und
dem Abbau der essentiellen Aminosaure Tryptophan. Dieser Abwehrmechanismus wurde bereits fir
humane Fibroblasten beschrieben, die mit rekombinantem IFNy stimuliert wurden. Somit kann man
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davon ausgehen, dass das antiparasitare Effekte auslosende Effektormolekiil im T-Zelliiberstand
natives IFNy ist, welches ein wichtiger Botenstoff bei der Protektion gegen Toxoplasmen im humanen
Organismus zu sein scheint. Zusatzlich zeigen die erarbeiteten Daten, dass es neben der IDO einen
weiteren IFNy-vermittelten Abwehrmechanismus geben muss, der selektiv gegen niedrig virulente
Toxoplasmen Stamme aktiv ist.

5.3. Sekretorische T. gondii Antigene als Zielstrukturen fiir die porcine T-Zellantwort

Bei der Toxoplasmose handelt es sich um eine Zoonose, also eine Krankheit, die vom Tier auf den
Menschen (ibertragen wird. In Zwischenwirten, wie Sdugetieren und Vogeln vermehrt sich T. gondii
ausschliellich ungeschlechtlich und bildet letztendlich Gewebezysten aus, in denen der Parasit fiir die
gesamte Lebensdauer des Zwischenwirtes persistieren kann. Besonders ausgepragt ist die
Zystenbildung dabei im Muskelgewebe und im Gehirn. Durch den Verzehr von zystenhaltigen ungaren
Fleischprodukten kann T. gondii auf den Menschen Ubertragen werden. Je nach Region und Kultur
spielen dabei Fleischprodukte von unterschiedlichen Tierarten eine Rolle. In der europaischen Union
liegt der pro Kopf Verzehr von Schweinefleisch deutlich an erster Stelle (Fleischatlas 2014). Speziell in
Deutschland wurde in den Jahren 2010-2013 ca. vier Mal so viel Schweinefleisch pro Kopf verzehrt wie
Gefliigel- oder Rindfleisch (Bundesverband der Deutschen Fleischwarenindustrie e.V.). Tenter et al.
konnten zeigen, dass T. gondii Zysten haufig in Geweben von Schweinen vorkommen. Dagegen wurden
in Gefliigelfleisch und Rindfleisch nur sehr wenige Gewebezysten gefunden (Tenter et al., 2000). Somit
spielt in Deutschland wahrscheinlich der Konsum von Schweinefleisch eine besonders wichtige Rolle
bei der Ubertragung des Parasiten auf den Menschen.

Fiir die Detektion von T. gondii infizierten Schweinen sind in der Literatur verschiedene Methoden,
einschlieRlich dem serologischen Nachweis von Antikorpern, Polymerase Ketten Reaktion (PCR) zum
Nachweis von Toxoplasmen DNS aus Schlachtgut und der ,Katzen Bioassay” beschrieben. Fiir diesen
wird rohes Schweinefleisch an Katzen verfiittert und der Fazes der Katze vierzehn Tage lang auf die
Prasenz von T. gondii Oozysten untersucht. Der Katzen Bioassay stellt eine hoch sensitive Methode zur
Detektion der parasitdren Infektion dar und wird als Goldstandard angesehen (Dubey, 2001; Dubey
und Frenkel, 1976). Diese Nachweismethode ist jedoch nicht praktikabel, um Schlachtgut in einer
hohen Durchsatzrate fir den Verbrauchermarkt zu analysieren und gegebenenfalls zystenhaltiges
Fleisch davon auszuschlieBen. Die PCR-Analyse auf das Vorhandensein von T. gondii DNS ist ebenfalls
problematisch, da fiir diese Methode nur Stichproben des Schlachtkérpers entnommen werden
kénnen. Nicht alle Gewebeteile sind von der Zystenbildung des Parasiten gleichermaen betroffen,
sodass ein negatives Ergebnis zwar Riickschliisse auf das analysierte Gewebe-Teilstiick, nicht jedoch
auf das gesamte Gewebe oder den kompletten Schlachtkérper zuldsst. Aus diesem Grund ist eine
systemische Analyse des Schlachttieres zur Detektion einer T. gondii Infektion besser geeignet. So
beschrieben beispielsweise Hill et al. den Nachweis von T. gondii-spezifischen Antikdrpern mittels
Serum-ELISA und einem modifizierten Agglutinations-Test (MAT). Die ELISA-Methode wies mit einer
Sensitivitdt von 100% spezifische Antikorper im Serum T. gondii infizierter Tiere nach, jedoch war die
Spezifitat sehr gering. So wurden zwei von vier Proben nicht infizierter Tiere mittels ELISA als falsch
positiv identifiziert. Dagegen wurden mit dem Agglutinations-Test zwar keine negativen Proben als
positiv identifiziert, jedoch lag die Sensitivitdt dieser Methode bei nur 80% (Hill et al., 2006).
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Insgesamt zeigten die Veroffentlichungen, dass zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit keine
zugleich zuverlassige und praktikable Methode zum Nachweis einer T. gondii Infektion in Schweinen
existierte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Moglichkeit Gberpriift, eine T. gondii Infektion
bei experimentell infizierten Schweinen mittels T-Zell-basierter Diagnostik nachzuweisen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass der T-Zell-Proliferationsassay mit einer Sensitivitdit von 100% TLA-
spezifische T-Zellen in Zellkulturen experimentell T. gondii infizierter Schweine nachwies. Die Spezifitat
dieser Methode lag ebenfalls bei 100%, sodass keine uninfizierten Tiere als T. gondii positiv identifiziert
wurden. Die Sensitivitdat der Methode war damit zwischen den getesteten Spezies, Mensch und
Schwein, vergleichbar. Im Gegensatz zu den Studien mit humanen Spendern war die optimale
Kultivierungsdauer der porcinen PBMC mit drei anstelle von flinf Tagen kirzer. Dies war zum einen
darin begriindet, dass, anders als in der humanen Studie, schon nach einer dreitagigen TLA-Stimulation
eine deutliche Proliferation der T-Zellen detektierbar war. Eine mogliche Erklarung fir diesen
Unterschied kdnnte sein, dass die Tiere nur kurze Zeit vor der Analyse infiziert worden waren. In ihrem
peripheren Blut konnte sich deshalb eine hohere Anzahl an aktivierbaren Zellen befinden, als im
peripheren Blut der humanen Spender, bei denen die Infektion wahrscheinlich schon langer zuriicklag.
Zum anderen wurde die optimale Kulturdauer der porcinen PBMC auf drei Tage beschrankt, da bei
einer langeren Inkubation im Medium, welches Fotales Kalberserum (FCS) enthielt, eine starke
Hintergrundproliferation beobachtet wurde. Diese unspezifische Proliferation ist wahrscheinlich auf
die Prasenz von Fremdproteinen im FCS zuriickzufiihren und hatte eventuell durch den Austausch von
FCS gegen Schweineserum minimiert werden kdonnen. In den humanen Zellkulturen wurde Serum-
freies Medium verwendet, wodurch eine unspezifische Proliferation weitestgehend ausgeschlossen
werden konnte.

Die wichtigste Route einer natirlichen T. gondii Infektion in Schweinen ist bisher nicht vollstandig
aufgeklart. Es wird jedoch vermutet, dass der Parasit im Oozysten-Stadium durch die Aufnahme von
kontaminierter Erde, Futter und Trinkwasser, aber auch im Zysten-Stadium durch die Verfiitterung von
Fleischresten auf Schweine lbertragen wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sich das AusmaR der TLA-spezifischen Proliferation als Konsequenz einer experimentellen Infektion mit
T. gondii Oozysten nicht signifikant von der Zell-Vermehrung unterscheidet, die nach Infektion mit
Zysten zu detektieren war. Dies ldsst vermuten, dass die experimentelle und wahrscheinlich auch eine
natirliche Infektion, unabhangig vom Stadium des Parasiten, zu einer vergleichbar gut detektierbaren
Anzahl an aktivierten Zellen im peripheren Blut des Wirtstieres flihren. Somit ist eine T-Zell-basierte
Detektion der T. gondii Infektion unabhangig davon, ob das Tier mit Zysten oder Oozysten infiziert ist,
moglich.

Generell scheint sich T. gondii an einen Zyklus angepasst zu haben, der die orale Aufnahme von
Oozysten durch Herbivoren als Zwischenwirte begiinstigt (Dubey, 2004). Die orale Aufnahme von
Gewebezysten durch Karnivoren und besonders durch den Endwirt, die Katze, ist flir den Lebenszyklus
des Parasiten essentiell. So ist schon eine lebende T. gondii Oozyste oral infektios fiir Schweine,
dagegen werden mindestens einhundert Oozysten benétigt, um die Infektion in der Katze zu
etablieren. Fur Bradyzoiten, die sich in den Gewebezysten befinden, gilt das Gegenteil: T. gondii
Bradyzoiten sind bei oraler Aufnahme weniger infektios fir Zwischenwirte wie z.B. die Maus, als fir
den Endwirt, die Katze (Dubey, 2004). In dieser Arbeit konnte gezeigt werde, dass die unterschiedliche
Infektiositat der Parasitenstadien keinen Einfluss auf die Proliferationskapazitat antigenspezifischer T-
Zellen im peripheren Blut von experimentell infizierten Schweinen hat.
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Eine besondere Herausforderung der Diagnostik einer T. gondii Infektion bei Schweinen und generell
bei Tieren, die als Schlachtgut fiir den Verbrauchermarkt bestimmt sind, ist die Minimierung des
zeitlichen Abstandes, der zwischen dem Zeitpunkt und der Nachweisbarkeit der Infektion liegt. Mit
Hilfe des T-Zell-Proliferationsassays, der in dieser Arbeit verwendet wurde, war es moglich bereits
sieben Tage nach der erfolgten experimentellen Infektion TLA-spezifische T-Zellen in Zellkulturen T.
gondii infizierter Tiere nachzuweisen. Im Vergleich dazu konnten spezifische Antikorper mittels ELISA-
Methode im Serum von Schweinen durchschnittlich erst 19 Tage nach einer experimentellen Infektion
mit T. gondii Zysten bzw. Oozysten nachgewiesen werden (Bokken et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Infektion mit T. gondii Oozysten
und Zysten Uber einen Zeitraum von 159 Tagen zu jedem analysierten Zeitpunkt anhand der TLA-
spezifischen T-Zell-Proliferation detektierbar war. Zudem stieg die Proliferationsrate TLA-spezifischer
T-Zellen im Verlauf der Infektion tendenziell an, was wahrscheinlich in der Dynamik der T-Zellantwort
begriindet ist. So wird in der Anfangsphase der Infektion die Aktivierung spezifischer T-Zellen induziert,
sodass diese schon friih, jedoch noch in geringer Zahl im peripheren Blut vorhanden sind und in
Zellkultur aktiviert werden kdnnen. Mit dem Fortschreiten der akuten Infektion nimmt die Anzahl an
aktivierbaren T. gondii-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut der Experimentaltiere zu. Dem
entsprechend ist die gemessene Proliferationsrate zu spateren Zeitpunkten im Infektionsverlauf
hoher, als die, die kurze Zeit nach der Infektion messbar ist.

Zum Zeitpunkt der Durchfihrung der vorliegenden Arbeit gab es in der Literatur keine
Veroffentlichungen, in denen ein dhnlicher T-Zell-basierter Ansatz zur Detektion einer T. gondii
Infektion in Schweinen beschrieben worden ware. Deshalb war auch Gber die Toxoplasmen-Antigene,
die von reaktiven T-Zellen der experimentell infizierten Schweine im Lysat des Parasiten (TLA) erkannt
werden, nichts bekannt. Jedoch konnten Wang et al. zeigen, dass eine Immunisierung von Schweinen
mit ESAs eine infektionsbedingte T. gondii Zystenformation im Gewebe reduziert (Wang et al., 2013).
Zur ldentifizierung T-Zell-reaktiver Antigene wurden in der vorliegenden Arbeit die gleichen T. gondii
Proteine ausgewahlt, die auch in den humanen Studien mit T-Zellen seropositiver Testpersonen
verwendet worden waren. Somit wurde zum einen analysiert, ob Ziel-Antigene zu finden sind, welche
sowohl in der Diagnostik beim Menschen als auch bei der Analyse des T. gondii Status von Schweinen
eine Rolle spielen. Zum anderen wurde Uberpriift, ob sich eine Infektion bei Schweinen durch eine T-
Zell-basierte Diagnostik unter der alternativen Verwendung von rekombinant hergestellten T. gondii
Antigenen anstelle von TLA nachweisen lasst.

Dabei konnte in PBMC-Kulturen der Tiere, die experimentell mit T. gondii infiziert worden waren, nach
Stimulation mit rekombinant hergestelltem GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 und SAG1 tendenziell
eine hohere Proliferationsrate gemessen werden, als in PBMC-Kulturen der uninfizierten
Kontrollgruppe. Vergleichbar mit den heterogenen Ergebnissen mit Zellen der humanen seropositiven
Testpersonen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass weder GRA1 noch GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 oder
SAG1 die T-Zell-Proliferation in Zellkulturen aller infizierten Tiere induzierte. Vielmehr zeigten die T-
Zellen unterschiedlicher infizierter Experimentaltiere, ebenso wie die T-Zellen seropositiver humaner
Testpersonen, individuelle proliferative Antworten auf die getesteten Antigene.

Interessanterweise konnte in den PBMC-Kulturen experimentell infizierter Schweine am haufigsten die
Prasenz von GRA1l-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden. GRA1 war von allen getesteten
Antigenen ebenfalls am haufigsten von T-Zellen in PBMC-Kulturen der humanen seropositiven
Testpersonen erkannt worden. Dieses Ergebnis spricht dafilir, dass GRA1 in beiden Spezies ein
bedeutsames T-Zell-Antigen ist. Allerdings zeigten die T-Zellen einiger humaner Testpersonen und
experimentell infizierter Tiere trotz einer soliden TLA-spezifischen Proliferation keine GRA1-spezifische
Zell-Vermehrung.
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Die heterogene T-Zell-Proliferation konnte wie beim Menschen auf die Polygenie und Polymorphologie
des porcinen ,major histocompatiblity complex” (MHC) zuriickzufiihren sein. So kdnnte sich die
Fahigkeit der T-Zellen bestimmte Epitope der rekombinanten Antigene zu erkennen, von Schwein zu
Schwein unterscheiden. Eine zweite Erklarung fur die individuelle Antwort antigenspezifischer T-Zellen
kénnte von der Proteinexpression des Parasiten ausgehen. So ist es denkbar, dass die Expression und
Sekretion der T. gondii Proteine abhangig von immunologischen Faktoren des jeweiligen Wirtstieres in
ihrer Intensitdt und Qualitat variiert. Die Immunzellen jedes infizierten Tieres konnten dann mit
unterschiedlichen T. gondii Antigenen konfrontiert sein und es wirde zur Aktivierung individuell
spezifischer T-Zellen kommen.

Wie bei der Diagnose einer humanen T. gondii Infektion, stellt der verwendete Proliferationsassay zwar
eine gute Methode zur Analyse einer T. gondii Infektion bei Schweinen dar, ist jedoch fiir eine breite
Analyse des T. gondii Status nicht praktikabel. Alternative Nachweismethoden nutzen die IFNy
Produktion aktivierter T-Zellen. Deshalb wurde in dieser Arbeit zusatzlich gezeigt, dass TLA-stimulierte
PBMC experimentell infizierter Tiere zu jedem analysierten Zeitpunkt der Infektion eine gut
detektierbare Menge an IFNy produzierten. Diese Menge nahm im Verlauf der Infektion zu, was gut
zum Anstieg der Proliferationsrate von TLA-spezifischen T-Zellen passt, die im Infektionsverlauf
beobachtet wurde.

Drei bis vier Wochen nach der experimentellen T. gondii Infektion war in den TLA-versetzten PBMC-
Kulturen der Schweine, die mit Oozysten infiziert worden waren, eine héhere IFNy Konzentration
detektierbar als in Zellkulturen der Tiere, die mit Zysten infiziert worden waren. Dies passt gut zu der
Beobachtung, dass die Oozysten-induzierte Infektion von Zwischenwirten eine klinisch schwere
Verlaufsform der Toxoplasmose verursacht. Es wird vermutet, dass die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IFNy fur pathogene Effekte wahrend der akuten Phase der Infektion
verantwortlich ist (Solano Aguilar et al., 2001). Die hohere Infektiositdt des Oozysten-Stadiums von T.
gondii konnte also die beobachtete starkere IFNy Produktion von T-Zellen der infizierten Tiere in der
friihen Phase der Infektion erklaren.

Die Stimulation der PBMC experimentell infizierter Tiere mit den rekombinanten Antigenen flhrte
dagegen zu einer schwachen IFNy Produktion. Selbst GRA1, das in den meisten PBMC-Kulturen
infizierter Schweine eine solide T-Zell-Proliferation aktiviert hatte, induzierte eine IFNy Produktion, die
nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze lag.

Die Diskrepanz zwischen der Menge an IFNy Produktion in TLA-stimulierten Zellkulturen und der
Konzentration an IFNy, die in GRA1-versetzten PBMC-Kulturen infizierter Tiere messbar war, kdnnte
darin begriindet sein, dass eine viel groBere Anzahl unterschiedlicher antigenerfahrener T-Zellen
Strukturen im Lysat des Parasiten (TLA) erkennt und daraufhin IFNy sezerniert. Dagegen sind in
denselben PBMC-Kulturen nur wenige GRAl-erfahrene T-Zellen vorhanden, die keine detektierbare
Menge an IFNy produzieren. AuRerdem besteht die Mdglichkeit, dass aktivierte antigenspezifische T-
Zellen als Konsequenz ihrer Aktivierung andere Zytokine als IFNy produzieren. Um den T-Zelltyp zu
bestimmen, der durch die Stimulation mit TLA bzw. GRA1 aktiviert wird, miissten daher weitere
sezernierte Zytokine im Zellkulturiiberstand identifiziert werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine T-Zell-basierte Methode zur Detektion einer
experimentellen Oozysten- und Zysten-induzierten T. gondii Infektion in Schweinen etabliert werden.
Als sensitivste Methode erwies sich dabei der Nachweis TLA-spezifischer T-Zellen, der entweder mittels
T-Zell-Proliferationsassays oder der Detektion von produziertem IFNy erfolgte. Die Detektion von T-
Zellen, welche die rekombinant hergestellten T. gondii Antigene erkannten, war dagegen weniger
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sensitiv. Jedoch erwies sich GRA1, wie auch im Humansystem, als ein wichtiges Antigen zur Stimulation
der infektionsbedingten T-Zellantwort. Ob eine natiirliche Infektion, bei der die Tiere wahrscheinlich
weniger Parasiten aufnehmen als die Experimentaltiere, gleichermalien nachgewiesen werden kann,
ist bisher jedoch unklar.

5.4. Das von Toxoplasmen-Antigen-spezifischen, porcinen T-Zellen produzierte IFNy
induziert antiparasitare Effekte

Schweine entwickeln nach T. gondii Infektion in den meisten Fallen eine protektive Immunitat, was
sich daran zeigt, dass sie sich von einer experimentellen Infektion erholen oder sich bei ihnen, dhnlich
wie beim Menschen, kaum Infektionssymptome manifestieren. Als zelluldre Basis der Immunitat
wurde in Schweinen, die oral mit Oozysten infiziert worden waren, eine Tuyl-vermittelte
Zytokinantwort, beispielsweise die Produktion von IFNy, charakterisiert (Solano Aguilar et al., 2001).
Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeiten war bekannt, dass IFNy in humanen Zellen
die Aktivitdit des Tryptophan-abbauenden IDO Enzyms aktiviert und somit inhibierend auf das
Wachstum des Tryptophan-auxotrophen Parasiten T. gondii wirkt (siehe Kapitel 5.2).

In der vorliegenden Arbeit konnte zusatzlich eine IFNy-abhangige Kynurenin Produktion der porcinen
epitheliale Zell-Linie PCP-R (Epithelzellen aus dem Plexus Corioideus) gezeigt werden, die auf eine IDO
Induktion zuriickzufihren ist. Bei Kultivierung der Zellen in gleichzeitiger Anwesenheit von IFNy und
dem IDO-spezifischen Inhibitor 1-Methyl-Tryptophan (1MT) konnte, im Vergleich zu Zellkulturen die
ausschlieBlich mit IFNy stimuliert worden waren, eine signifikante Hemmung der IDO detektiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die IDO in porcinen epithelialen
Zellen in der Lage ist, das Wachstum des hoch virulenten T. gondii Typ | Stammes RH zu hemmen.

Um die IDO-Abhangigkeit dieses Effektes zu belegen, wurde der inhibierende Effekt einer Tryptophan-
Supplementierung auf die IFNy-vermittelte Hemmung des RH-Wachstums gezeigt. Da die Zugabe von
Tryptophan den IFNy-induzierten antiparasitaren Effekt vollstandig blockierte, kann geschlussfolgert
werden, dass die Induktion des IDO Enzyms auch in porcinen Epithelzellen den wichtigsten IFNy-
vermittelten Effektormechanismus zur Abwehr des hoch virulenten T. gondii Typ | Stammes (RH)
darstellt. Diese Ergebnisse passen zum einen gut zu den bereits erwahnten Daten mit humanen IFNy-
stimulierten Zellkulturen. AuRerdem konnten Jungi et al. in porcinen in vitro Zellkulturen nur eine
geringe Expression des iNOS Proteins und kein Nitrit bzw. Nitrat im Zellkulturiiberstand nachweisen,
sodass in Schweinen der alternative IFNy-abhdngige NO-Stoffwechselweg als Abwehrmechanismus
gegen intrazelluldare Pathogene wahrscheinlich fehlt (Jungi et al., 1996).

Zusatzlich zu den durch rekombinantes IFNy induzierten antiparasitaren Effekten in porcinen Zellen,
zeigen Ergebnisse dieser Arbeit, dass natives IFNy, das von TLA-spezifischen PBMC sezerniert wird, in
porcinen Epithelzellen einen starken, ausschlieBlich IDO-vermittelten, wachstumsinhibierenden Effekt
gegen T. gondii Typ | (RH) auslost. Die Produktion von IFNy erfolgte Toxoplasma-antigenspezifisch, da
das Zytokin im Uberstand von PBMC-Kulturen uninfizierter Experimentaltiere nicht detektierbar war
und der Uberstand von Zellen nicht infizierter Tiere weder die Aktivitidt des IDO Enzyms in PCP-R Zellen
stimulierte, noch antiparasitare Effekte ausloste.

In weiteren Analysen wurde deutlich, dass nicht nur der Uberstand von TLA-stimulierten, sondern auch
der von GRA1- oder GRA2-stimulierten T-Zellen aus infizierten Tieren die Aktivitdt der IDO in PCP-R
Zellen induzieren konnte.
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die IFNy-induzierte IDO-
Aktivitdt nicht nur in humanen Fibroblasten, sondern auch in porcinen Epithelzellen die wichtigste
Rolle bei der Abwehr gegen den intrazelluldaren Erreger T. gondii einnimmt. Die Analysen machen
deutlich, dass dieser Effekt in vitro durch IFNy vermittelt wird, welches von TLA-spezifischen T-Zellen
T. gondii infizierter Tiere produziert wird. Da Epithelzellen die ersten Zellen sind, die der Parasit im
Darm der Zwischenwirte infiziert, kbnnte die IDO eine wichtige Rolle bei einer T. gondii Infektion in
vivo spielen. So kénnte die Aktivitdt des Enzyms entscheidend daran beteiligt sein, die bekannte solide
Immunitat von Schweinen gegen den Parasiten zu vermitteln.

5.5. In vitro T-Zellsuppression als Konsequenz einer T. gondii Infektion in Mdusen

Die Maus ist ein besonders wichtiger Zwischenwirt fiir den Parasiten T. gondii, da sie das bevorzugte
Beutetier des Endwirtes, der Katze, ist. Nachdem der Endwirt infizierte Mause oral aufgenommen hat,
wird ein neuer T. gondii Infektionskreislauf initiiert. Die Maus dient in der Forschung daher haufig als
Modellorganismus fiir die Toxoplasmose. Daher wurde in dieser Arbeit auch die zelluldre
Immunantwort von experimentell mit T. gondii Tachyzoiten infizierten Mdusen analysiert.

Dabei wurde in murinen Milz-Zellkulturen eine reduzierte Proliferation als Antwort auf das T-Zell
Mitogen Concanavalin A (ConA) bzw. auf Toxoplasmen-Antigen beobachtet, wenn die Milz-Zellen von
Mausen stammten, die sich in der akuten Phase einer T. gondii Infektion befanden. Im Gegensatz dazu
flihrte die ConA-Stimulation der Milz-Zellen von Tieren, die sich in einer spateren Infektionsphase
befanden, zu einer starken Zell-Proliferation.

In verschiedenen Studien wurde reaktiven Nitrogen Intermediaten (RNI), eine Rolle bei der
Suppression der Mitogen- bzw. Antigen-stimulierten proliferativen T-Zellantwort zugeschrieben
(Candolfi et al., 1994; Suzuki und Kobayashi, 1984). RNI werden vor allem von Makrophagen produziert
und in den Zellkulturiberstand sezerniert. Gegen eine RNI-vermittelte Immunsuppression spricht
allerdings, dass die Arbeitsgruppe um Khan zeigen konnte, dass die T-Zellen von Interferon-
regulierender Faktor-1 (IRF-1)-defizienten Mausen, die also keine RNI produzieren kénnen, ebenfalls
supprimiert sind (Khan et al.,, 1996a). Somit scheint dieses Molekil nicht entscheidend an der
Suppression der T-Zell-Proliferation beteiligt zu sein.

Verschiedene Gruppen konnten bereits zeigen, dass die Suppression der T-Zell-Proliferation in der
frihen Phase einer T. gondii Infektion abhangig von der Menge des verfligbaren IL-2 ist. Dennoch
konnte der Zusatz von IL-2 die Proliferation in einigen Studien nur partiell (Chan et al., 1986; Khan et
al., 1996b), in anderen dagegen gar nicht wiederherstellen (Haque et al., 1994; McLeod et al., 1989).

Salinas et al. konnten in einer Studie von 2014 zeigen, dass Tregs Mit klassischen T-Zellen um IL-2
konkurrieren. Die bevorzugte Bindung von IL-2 an die stark CD25 positiven Tregs kann dazu flihren, dass
die ohnehin geringere IL-2 Produktion der T-Zellen infizierter Tiere nicht mehr ausreicht, um die
Proliferation aktivierter T-Zellen zu stimulieren bzw. die Zellen vor einer Apoptose zu schiitzen. Fir
diese Interaktion zwischen Trgs und klassischen T-Zellen ist eine rdumliche Nahe beider Zelltypen
erforderlich (Salinas et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Immunsuppression anhand verschiedener in vitro
Systeme untersucht. Durch die Messung der ConA-abhangigen Proliferationskapazitat in Co-Kulturen
von Splenozyten infizierter und naiver Mause konnte dabei gezeigt werden, dass die Milz-Zellen von
Tieren, die sich in der frilhen Phase der Infektion mit T. gondii befinden, einen immunsuppressiven
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Effekt auf die Zellen naiver Tiere vermitteln kdnnen. Dieser Effekt kdnnte also durch einen direkten
Zell-Zell-Kontakt von Zellen aus infizierten Tieren auf Zellen aus nicht infizierten Tieren vermittelt
werden, wie es die Arbeitsgruppe um Salina zeigte.

Um die Hypothese von Salinas weiter zu Uberpriifen, wurde in einem weiteren Ansatz die T-Zell-
Proliferation naiver Tiere in Anwesenheit von Uberstinden analysiert, die aus Mitogen-stimulierten
Zellkulturen infizierter Tiere gewonnen wurden. Nach der These von Salinas sollten hier keine
suppressiven Effekte vermittelt werden. Durch die Experimente, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrt wurden, konnte jedoch gezeigt werden, dass ein immunsuppressiver Effekt auf
Zellen naiver Tiere auch alleine durch den Uberstand vermittelt werden kann, der aus Milz-Zellkulturen
von Mausen gewonnen wurde, die sich in der akuten Phase einer T. gondii Infektion befanden. In
diesen Milz-Zellkulturen waren also weder eine eingeschrankte IL-2 Produktion, noch konkurrierende
regulatorische T-Zellen infizierter Tiere vorhanden, sodass die Suppression hier durch andere |6sliche
Faktoren erfolgen muss.

Ein solcher l6slicher Faktor kdnnte beispielsweise das Zytokin IL-10 sein, welches von regulatorischen
T-Zellen aber auch von antigenprisentierenden Zellen in den Uberstand sezerniert wird und
immunsuppressiv auf die T-Zell-Proliferation wirken kann. Allerdings zeigten Neyer et al., dass die
Mitogen-stimulierte T-Zell-Proliferation IL-10-defizienter Tiere ebenfalls inhibiert ist, sodass dieses
Molekil an der Suppression wohl keinen entscheidenden Anteil hat (Neyer et al., 1997).

Obwohl in der Literatur verschiedene immunsuppressive Effektormechanismen diskutiert werden,
werden in der (iberwiegenden Anzahl der Publikationen regulatorische T-Zellen fiir die Hemmung der
T-Zellantwort in T. gondii infizierten Tieren verantwortlich gemacht. Da das immunmodulatorische
Enzym IDO durch den Abbau von Tryptophan und die Produktion von Kynurenin die Bildung hoch
suppressiver regulatorischer T-Zellen fordert (Grohmann et al., 2003), wurde die Immunantwort gegen
Toxoplasmen in IDO-defizienten Mausen (IDO7") untersucht. Sollte die IDO fiir die Induktion der
Immunsuppression verantwortlich sein, ware in den Milz-Zellkulturen IDO-defizienter Tiere eine
geringere Suppression der T-Zell-Proliferation zu beobachten. Uberraschenderweise hatte das Fehlen
der IDO jedoch keinen messbaren Einfluss auf die Immunsuppression, die als Konsequenz einer T.
gondii Infektion in der akuten Infektionsphase in Wildtyp Mausen (WT) beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit die bereits publizierte Suppression der in vitro T-
Zell-Proliferation in Folge einer T. gondii Infektion im Mausmodell bestatigt. Dabei konnte anhand von
IDO-defizienten Mausen gezeigt werden, dass das immunregulatorische Enzym keine Rolle bei der
Vermittlung der T-Zell-Suppression einnimmt. Des Weiteren deuten die Ergebnisse dieser Arbeit
darauf hin, dass neben dem beschriebenen Mechanismus der IL-2 Konkurrenz von Tregs und klassischen
T-Zellen weitere |6sliche Faktoren an der Suppression der T-Zell-Proliferation beteiligt sind.

5.6. Toxoplasmen-Antigen-abhdngige T-Zellantwort im Mausmodell

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten nur in den Milz-Zellkulturen von Tieren, die sich in der
spateren Phase der Infektion befanden nach TLA-Stimulation spezifische, proliferierende T-Zellen
nachgewiesen werden. Somit ist belegt, dass im Lysat des Parasiten Antigene vorhanden sind, die als
Zielstrukturen fir die Aktivierung der murinen T-Zellantwort wahrend einer T. gondii Infektion dienen
kénnen. Diese Strukturen konnten jedoch nicht naher definiert werden, da keines der getesteten
rekombinanten Antigene (GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 und SAG1) von murinen T-Zellen erkannt
wurde. Besonders auffallig war, dass selbst GRA1, welches sich sowohl im Humansystem als auch bei
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experimentell infizierten Schweinen als ein hoch immunogenes Antigen herausgestellt hatte, keine
proliferative T-Zellantwort induzieren konnte.

Diese Ergebnisse stehen in einem scheinbaren Gegensatz zu Studien von Khan et al. und Vercammen
et al., die belegen, dass die Immunisierung mit rekombinantem SAG1, GRA1 und GRA7 zur Ausbildung
einer, gegen T. gondii protektiven Immunantwort fihrt (Khan et al., 1991; Vercammen et al., 2000).
Im Gegensatz dazu konnten wir durch die Immunisierung mit lebenden Toxoplasmen keine
Immunantwort gegen diese Antigene induzieren. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass die lebenden
Parasiten eine Immunsuppression vermitteln, welche die Proliferation dieser antigenspezifischen T-
Zellen verhindert. Daher wurde als zusatzlicher Aktivierungsparameter die IFNy Produktion
stimulierter Milz-Zellen gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass im Milz-Zellkulturiiberstand von
Mausen, die sich in der friihen Phase einer T. gondii Infektion befanden, nach TLA-Stimulation eine
groRe Menge an IFNy vorhanden ist, obwohl keine T-Zell-Proliferation detektierbar war. In zukiinftigen
Analysen missten durchflusszytometrische Analysen oder ELISpot-Assays verwendet werden, um die
zelluldre IFNy Quelle zu identifizieren und eine Aussage Uber den Phanotyp der IFNy-produzierenden
Zellen (z.B. CD8*, CD4", regulatorische T-Zellen) treffen zu kénnen.

Die IFNy Produktion durch Toxoplasmen-Antigen-spezifische T-Zellen, die in dieser Arbeit detektiert
wurde, deckt sich mit den publizierten Daten von Candolfi et al., die mit Zellen eines anderen Maus-
Genotyps (CBA/Ca) generiert wurden. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die ConA- und TLA-
Stimulation von Splenozyten aus Tieren, die sieben Tage lang mit T. gondii infiziert waren, zu einer
erhohten Produktion von IFNy, IL-4 und IL-10 und gleichzeitig zu einer geringeren IL-2 Sekretion,
verglichen mit nicht infizierten Tieren, flihrte. Gleichzeitig beobachteten auch sie eine supprimierte T-
Zell-Proliferation (Candolfi et al., 1995).

5.7. IFNy induziert eine T. gondii Typ-spezifische, GTPasen-vermittelte Abwehr in murinen
Zellen

Dem Zytokin IFNy, das besonders in der friihen Phase der murinen Infektion gebildet wird, kommt eine
bedeutende Rolle bei der Abwehr gegen den intrazellularen Parasiten T. gondii zu. Die IFNy-induzierte
Aktivitat des IDO Enzyms, die im humanen und porcinen System einen antiparasitaren Effekt auf T.
gondii vermittelt, spielt in murinen Zellkulturen eine untergeordnete Rolle bei der Parasitenabwehr.
Vielmehr induziert IFNy in der Maus die Hochregulation verschiedener GTPasen, die essentiell fiir die
Resistenz gegen T. gondii sind. Diese GTPasen lassen sich in die Familie der p47 ,Immune Related”
GTPasen (IRGs) und die Familie der p65 Guanylat-bindenden Proteine (mGBPs) einteilen. In der
vorliegenden Arbeit wurde der antiparasitdare Effekt von mGBP2 auf verschiedene typische und
atypische Stamme von T. gondii untersucht. Im murinen System kommt den IRGs eine groRe
Bedeutung bei der Abwehr von T. gondii zu, jedoch sind diese GTPasen im humanen Genom deletiert
(Bekpen et al., 2005). Besonderes Interesse fiel in der vorliegenden Arbeit deshalb auf die GBPs und
insbesondere auf mGBP2. Degrandi et al. konnten zeigen, dass mGBP2 im Falle einer T. gondii Infektion
in IFNy-stimulierten murinen Fibroblasten zur parasitophoren Vakuole (PV) des Parasiten rekrutiert
und zur Eliminierung des Erregers beitragt (Degrandi et al., 2013). Ziel der Untersuchungen, die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, war es daher, den antiparasitdren Effekt von mGBP2 auf
verschiedene typische und atypische Stamme von T. gondii vergleichend zu untersuchen.

Wie bereits fiur mGBP1 beschrieben (Spekker et al., 2013), konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass auch mGBP2 in murinen mesenchymalen Stammzellen (mMSC) zu einer Gberwiegenden
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Mehrheit der PV mittel virulenter Typ Il Parasiten (ME49) rekrutiert. Dagegen konnte die Mehrzahl der
hoch virulenten Typ | Parasiten (RH/BK) die mGBP2-Rekrutierung um ihre PV verhindern.

Der Mechanismus mit dem die Rekrutierung verhindert wird, ist nicht vollstandig aufgeklart. Jedoch
ist bekannt, dass sich die T. gondii Stamme vom Typ I, Typ Il und Typ lll in der spezifischen
Zusammensetzung verschiedener genetischer Virulenz Marker unterscheiden, denen ein Einfluss auf
die Intensitat der GTPasen Rekrutierung zur PV zugesprochen wird. Als genetische Grundlage der
groRen Virulenzunterschiede zwischen den Typ-Stammen wurden die Gen-Loki, die fiir die ROP-
Kinasen ROP18 und ROP5 codieren, identifiziert (Behnke et al., 2011; Reese et al., 2011; Saeij et al.,
2006; Taylor et al., 2006). ROP Proteine werden von T. gondii wahrend der Invasion in die Wirtszelle
aus den sekretorischen Rhoptrien freigesetzt. ROP18, eine aktive Serin/Threonin-Protein-Kinase,
rekrutiert nach ihrer Sekretion in die Wirtszelle an die Oberflache der parasitophoren Vakuole und
verhindert so die Anreicherung Wirts-spezifischer GTPasen an der PV und somit die Eliminierung des
Parasiten. Das Expressionslevel von ROP18 variiert zwischen starker Expression in Typ | und Typ I
Stammen und schwacher Expression in Typ Ill Stdmmen. Das niedrige ROP18 Expressionslevel in Typ
Il Stdmmen wird von einer Region upstream der ROP18 codierenden Sequenz (= UPS-ROP18 Ill)
determiniert, welche in Typ | und Typ Il Stdmmen fehlt (= UPS-ROP18 Typ I/Il) (Khan et al., 2009). ROP5
wird ebenfalls bei der Invasion von T. gondii in die Wirtszellen sekretiert und reguliert als polymorphe
Pseudokinase die Aktivitdt von ROP18. Wahrend ROP5 in Typ | und Typ Il Stdmmen die Aktivierung
von ROP18 verstarkt, scheint ROP5 in Typ Il Parasiten keine verstarkende Wirkung auf die Aktivitat von
ROP18 zu besitzen.

In hoch virulenten T. gondii Typ | Stammen wird ROP18 durch die fehlende UPS-ROP18 Region also
stark exprimiert. Gleichzeitig verstarkt ROP5 die Aktivitat von ROP18. Damit steht Typ | Parasiten ein
potenter Mechanismus zur Verfligung, um die Anreicherung der Wirts-spezifischen GTPasen an der PV
zu verhindern. Dies erklart, dass mGBP2 in der vorliegenden und in anderen Arbeiten typischerweise
nicht an die PV von Typ | Stammen, also RH und BK, rekrutiert. In moderat virulenten Typ Il Parasiten,
deren Genom wie das der Typ | Stimme durch das Fehlen von UPS-RO18 gekennzeichnet ist, wird
ROP18 ebenfalls stark exprimiert. Allerdings verstarkt ROP5 in diesem Typ-Stamm nicht die Aktivitat
der Kinase. Aus diesem Grund konnte im Rahmen der eigenen Arbeit und von anderen Arbeitsgruppen
gezeigt werden, dass die Uberwiegende Mehrheit der PV von intermediar virulenten Typ Il Parasiten
(ME49) vom mGBP2 der Wirtszelle besetzt wird. In niedrig virulenten Typ lll T. gondii determiniert das
Vorhandensein von UPS-ROP18 ein niedriges ROP18-Expressionslevel, sodass die verstarkende
Funktion von ROP5 nur auf eine geringe Anzahl von ROP18 Molekiilen wirken kann. Dies erklart, dass
MGBP2 sich an der Mehrheit der PV des niedrig virulenten NED Stamms ansammelt und so zu dessen
Eliminierung beitragt.

Wahrend die Gen-Loki dieser beiden ROP Proteine in den Typ-Stdmmen gut untersucht sind, lagen fiir
die bereits erwdhnten atypischen T. gondii Stamme zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der vorliegenden
Arbeit nur Daten zu ROP18 vor. Zur besseren Ubersicht sind diese und die jeweilige Virulenz der
atypischen Isolate fiir Balb/c Mause in der folgenden Tabelle (Tabelle 5.1) dargestellt. Zum Vergleich
sind die klonalen T. gondii Stamme RH, ME49 und NED ebenfalls aufgefiihrt.
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Tabelle 5.1: Stamm-spezifische Variante von UPS-ROP18, Virulenz in Balb/c Méusen und Rekrutierungsverhalten von
mGBP2 an die PV des jeweiligen Parasiten. T. gondii Stdmme bei denen in der Mehrzahl der PV die Lokalisation von mGBP2
detektiert werden konnte, sind mit + gekennzeichnet. Stimme bei denen die Mehrheit der PV nicht durch mGBP2 besetzt war,
sind dagegen mit -. +/- bedeutet, dass jeweils ca. die Hdlfte der PV von mGBP2 besetzt war, wdhrend die andere Hilfte
unbesetzt blieb.

Rekrutierung von

Bezeichnun UPS-ROP18 Phanotyp in Balb/c
= e / mGBP2 an die PV (@)

RH Typ I/l hoch virulent +

klonale T. gondii Stamme ME49 Typ I/11 mittel virulent -
NED Typ Il niedrig virulent -

28H Typ Il niedrig virulent +
atypische T. gondii Stamme 2C10 Typ I/l nie-drig v-irulent +/-
A7 Typ Il mittel virulent +/-

B6H6 Typ I/l hoch virulent +

Aus Tabelle 5.1 ist ersichtlich, dass die Virulenz der atypischen T. gondii Isolate nicht immer mit der
Variante von UPS-ROP18 (ibereinstimmt (orange hinterlegt): Der Stamm A7 besitzt trotz der
Anwesenheit der Region (UPS-ROP18 Ill) keine anzunehmende niedrige, sondern eine mittlere Virulenz
fir Balb/c M3use. Basierend auf der Abwesenheit von UPS-ROP18 (UPS-ROP18 I/1l) wére der T. gondii
Stamm 2C10 als hoch bzw. moderat virulent einzustufen. Er besitzt jedoch nur eine niedrige Maus-
Virulenz.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Effektivitdt von mGBP2 gegen diese verschiedenen
atypischen Parasiten Stimme analysiert.

Dabei konnte gezeigt werden, dass mGBP2 in IFNy-stimulierten mMSC die Mehrheit der PV der
atypischen T. gondii Isolate 28H und B6H6 besetzt.

Fiir den atypischen Klon 28H lasst sich das Anlagern von mGBP2 an der PV anhand des Vorhandenseins
von UPS-ROP18 erklaren. Dies fiihrt zu einer geringen ROP18-Expression (Hunter und Sibley, 2012),
sodass die Rekrutierung der Wirts-spezifischen GTPasen erfolgt, da die Menge an ROP18 nicht
ausreicht um die Ansammlung zu verhindern. Dies passt gut zu der beobachteten niedrigen Virulenz
des 28H Stammes.

Obwohl B6H6 wie RH und BK als hoch virulent fiir Balb/c M&use beschrieben ist, findet bei diesem
Parasiten, anders als bei BK und RH, eine Rekrutierung von mGBP2 an die Mehrzahl der PV statt. Durch
das Fehlen von UPS-ROP18 kann davon ausgegangen werden, dass ROP18 stark exprimiert wird. Da
die Mehrzahl der PV dennoch von mGBP2 rekrutiert wird, ist im Genom von B6H6 moglicherweise eine
ROPS Variante vorhanden, welche die Aktivitdt von ROP18 nicht verstarkt. Untersuchungen zu ROP5
liegen im B6H6 Stamm jedoch nicht vor. Trotz der in vitro Rekrutierung von mGBP2 an die Mehrzahl
der PV, die in IFNy-stimulierten, infizierten Zellen schlieRBlich zum Abbau des Parasiten fiihrt, besitzt
B6H6 eine hohe Maus-Virulenz. Diese Virulenz muss also durch andere parasitare Mechanismen als
durch die Interaktion mit murinen GTPasen determiniert sein. Denkbar ware, dass der Parasit weitere
Virulenz-vermittelnde Gene besitzt um in vivo die IFNy Stimulation der Wirtszelle zu verhindern. So ist
beispielsweise der Virulenz Faktor ROP16 beschrieben (Ong et al., 2010; Saeij et al., 2007; Yamamoto
et al., 2009). Die ROP16 Variante hoch virulenter Stamme verldangert die Aktivitdtsdauer der Wirtszell-
Transkriptionsfaktoren ,,Signal transducer and activator of transcription” 3 (STAT3) und ,Signal
transducer and activator of transcription” 6 (STAT6). Somit wird die Induktion von IL-12
herunterreguliert und die Tyl Zytokinantwort des Wirtes limitiert. Damit wiirden die T-Zellen von B6H6
infizierten Mausen weniger IFNy produzieren und die Hochregulation der IFNy-abhangigen GTPasen in
infizierten Zellen in vivo nur in geringem AusmaR stattfinden. Der atypische Parasit kdnnte sich somit
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weitgehend ungehindert von Wirts-spezifischen GTPasen vermehren, wodurch das Wirtstier
letztendlich verstirbt.

Als weiteres Protein, das die Virulenz von T. gondii determiniert, ist GRA15 beschrieben. Wahrend
GRA15 Typ Il NF-kB aktiviert, wodurch die Produktion von IL-12 und letztendlich die Tyl Zytokinantwort
des Wirtes gesteigert wird, besitzt Typ | und Typ Il GRA15 keine solche aktivierende Funktion. Deshalb
ware es in Zukunft sinnvoll zu klaren, welche genetische Variante von GRA15 im B6H6 Stamm vorliegt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auBerdem gezeigt werden, dass mGBP2 in IFNy-stimulierten mMSC
zu ca. der Halfte der analysierten PV der atypischen T. gondii Isolate 2C10 und A7 rekrutiert.

Der atypische T. gondii Stamm 2C10 besitzt trotz der Abwesenheit von UPS-ROP18 und der damit
verbundenen starken Expression von ROP18 nur eine niedrige Maus-Virulenz. Die vergleichsweise
hohe Ansammlung von mGBP2 an den PV der 2C10 Parasiten kdnnte durch eine fehlende Aktivierung
von ROP18 durch die ROP5 Variante Typ Il erklart werden. Dies wiirde erkldaren, warum eine relativ
groRe Anzahl an Vakuolen besetzt ist. AuBerdem ware denkbar, dass der Parasit 2C10 weitere Virulenz-
vermittelnde Gene besitzt, um in vivo die IFNy Produktion des Wirtsorganismus zu hemmen. So
konnten pro-inflammatorische Reaktionen, die zur hohen Letalitdt der Typ | Stdamme beitragen,
vermieden werden, was die erniedrigte Virulenz von 2C10 erkldren wirde. Fiir den T. gondii Stamm
2C10 ware eine solche verminderte IFNy Produktion glinstig, da das Wirtstier in diesem Fall nicht
versterben wiirde und der Fortbestand des Parasiten durch die Bildung von Zysten gesichert wére.
Der atypische Stamm A7 besitzt trotz der Anwesenheit von UPS-ROP18 und dem damit verbundenen
niedrigen ROP18 Expressionslevels keine erwartete geringe, sondern eine moderate Virulenz fiir Balb/c
Mause. Fiir die hohere Virulenz kdnnten die bereits erwdhnten zusatzlichen Virulenzfaktoren GRA15
und ROP16 verantwortlich sein. Auffallig beim Stamm A7 bleibt dennoch, dass trotz der niedrigen
ROP18-Expression 50% aller PV in IFNy-stimulierten mMSC nicht durch mGPB2 besetzt sind. Eine
plausible Erklarung dafiir ist aus der Literatur bisher nicht bekannt. Jedoch ist es denkbar, dass weitere
Virulenzfaktoren die Kinetik der Lokalisation von mGBP2 an die PV des atypischen T. gondii Stammes
A7 beeinflussen. In diesem Fall konnte die mGBP2-Rekrutierung an die PV der A7 Parasiten zum
Zeitpunkt der Analyse noch nicht abgeschlossen gewesen sein. Eine verzogerte T. gondii Abwehr der
Wirtszelle kénnte auch die erhéhte Virulenz von A7 erklaren.

Zusammenfassend zeigen die Immunfluoreszenz-Analysen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
mit atypischen T. gondii Isolaten durchgefiihrt wurden, dass das Ausmal der in vitro Rekrutierung von
mMGBP2 an die Vakuolen unterschiedlicher Parasiten nicht zwingend eine Aussage (ber die Virulenz des
jeweiligen Isolats erlaubt. Dies lasst vermuten, dass die Starke der IFNy Produktion, die im infizierten
Wirtstier z.B. durch die Virulenz Faktoren ROP16 und GRA15 beeinflusst wird, das Ausmald der T.
gondii-Abwehr in vivo zusatzlich zu den Virulenz Faktoren ROP18 und ROPS5 regulieren kann.

5.8 Induktion einer protektiven Immunitit gegen T. gondii Typ-Stamme: Kreuzimmunitat
gegen atypische T. gondii Stamme?

Die primare Infektion mit einem T. gondii Typ-Stamm fiihrt zu einer lebenslangen Immunitat
gegeniber dem Parasiten, sodass eine latent infizierte Schwangere bei erneutem Kontakt mit einem
Typ-Stamm diesen nicht auf das Ungeborene lbertragt. Im Gegensatz dazu kann die Zweitinfektion
mit einem atypischen Stamm in derselben Frau zu einer vertikalen Ubertragung des Parasiten auf den
Fotus fuhren (Lindsay und Dubey, 2011). Der atypische T. gondii Stamm durchbricht damit die
bestehende Immunitat gegen einen typischen T. gondii Stamm.
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Diskussion

Verschiedene Arbeitsgruppen, die den Temperatur-sensitiven (TS)-4 Stamm zur Immunisierung
verwendeten, konnten zeigen, dass dieser Stamm eine starke Protektion gegen eine Zweitinfektion mit
einem hoch virulenten Typ | T. gondii verleiht. Anders als sein Eltern-Stamm RH, ist TS-4 avirulent fir
immunkompetente Mause, bildet im Gegensatz zum moderat virulenten Typ || Stamm ME49 keine
Zysten und ist des Weiteren als nicht persistierend beschrieben (Sayles und Johnson, 1996). In der
genannten Publikation beschreiben die Autoren, dass eine TS-4 Infektion in Mausen die Aktivierung
der zelluldaren Immunantwort und die Produktion von IFNy induziert. Die Immunitdt gegen eine
Zweitinfektion mit einem hoch virulenten Stamm kann auf die Bildung einer Memory-T-Zell-Population
wahrend der Primarinfektion zuriickgefiihrt werden. Diese Zellen sind bei einer erneuten Infektion mit
RH als antigenerfahrene Lymphozyten schneller aktivierbar und liegen bereits in erhéhter Zellzahl vor,
sodass eine effektive und schnelle, protektive Immunantwort gegen den ansonsten hoch virulenten T.
gondii Typ | eingeleitet werden kann.

Die Arbeitsgruppe um Jensen konnte zusatzlich im Mausmodell zeigen, dass C57BL/6 Mause, die
chronisch mit einem klonalen T. gondii Typ lll Stamm (CEP) infiziert sind, zwar gegen eine
Zweitinfektion mit dem hoch virulenten Typ | Stamm RH immun sind, nicht jedoch gegen eine
Zweitinfektion mit einem hoch virulenten atypischen T. gondii Stamm (Jensen et al., 2015).

In Immunisierungs- und Infektionsstudien im Mausmodell sollte daher geklart werden ob auch der
hoch virulente, atypische T. gondii Stamm B6H6 eine bestehende Immunitat gegeniiber dem T. gondii
Typ-Stamm Il ME49 durchbrechen kann.

Es konnte libereinstimmend mit den Daten von Jensen et al. gezeigt werden, dass Mause, die eine
Infektion mit dem Typ Il Stamm ME49 (iberlebt hatten, auch eine Zweitinfektion mit dem hoch
virulenten Stamm RH Uberlebten. Dies beruht wahrscheinlich auf dem Auslésen einer Stamm-
Ubergreifenden Immunitat. Weitere Analysen mit dem hoch virulenten atypischen T. gondii B6H6
zeigten, dass auch dieser Stamm eine Immunitat, die durch eine Erstinfektion mit dem Typ Il Stamm
MEA49 etablierte wurde, nicht durchbrechen kann.

Zusammenfassend belegen diese Daten, dass auch Toxoplasma gondii Typ-Stamme eine protektive
Immunantwort gegen atypische Toxoplasmen Stamme auslésen konnen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte in humanen Blutproben mit Hilfe einer T-Zell-basierten Diagnostik
eine akute bzw. chronische Infektion mit dem intrazelluldaren Parasiten Toxoplasma gondii (T. gondii)
eindeutig detektiert werden.

Proliferationsassays ermdéglichten mit einer Sensitivitdt von 100% und einer Spezifitdat von 92% den
Nachweis von Toxoplasma Lysat Antigen (TLA)-spezifischen T-Zellen in Peripheren Blut Mononukledren
Zell (PBMC)-Kulturen von T. gondii seropositiven Testpersonen. Die Toxoplasma Antigene, die von
reaktiven T-Zellen im Lysat des Parasiten erkannt wurden, waren dabei fir jeden seropositiven
Spender individuell. 95% aller seropositiven Spender besalRen spezifische T-Zellen, die mindestens
eines der rekombinant hergestellten Antigene (rAG) GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 und SAG1
erkannten, jedoch induzierte keines der getesteten Antigene eine proliferative T-Zellantwort in
Zellkulturen aller seropositiven Spender. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass insbesondere GRA1,
GRA2 und SAG1 als Zielantigene fir T-Zellen wichtig sind, wahrend den Antigenen GRA7 und GRA9
eine grolRere Bedeutung fir die humorale Immunantwort zukommt.

Orientierende Versuche dieser Arbeit weisen darauf hin, dass sich der Nachweis der Interferon (IFN)y
Produktion von TLA- bzw. rAG-spezifischen, aktivierten T-Zellen ebenfalls zur Unterscheidung von T.
gondii seropositiven und seronegativen Patienten eignet. Als praktikabelste und schnellste Methode
zur Detektion der IFNy Produktion stellte sich dabei die durchflusszytometrische Analyse von TLA-
bzw.-rAG stimuliertem Vollblut heraus.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Effektormolekil IFNy im T-Zellliberstand seropositiver
Testpersonen die Aktivitdt des Tryptophan-abbauenden Enzyms Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO)
induziert, welche das Wachstum von T. gondii Typ | Stammen inhibiert. Zusatzliche Analysen zeigten
ferner, dass es neben der IDO einen weiteren IFNy-vermittelten Abwehrmechanismus geben muss, der
selektiv gegen niedrig virulente Toxoplasmen Stamme aktiv ist und potenziell von humanen p65
GTPasen realisiert werden kdnnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte auRerdem eine T-Zell-basierte Methode zur Detektion
einer experimentellen Oozysten- und Zysten-induzierten T. gondii Infektion in Schweinen etabliert
werden, deren Fleisch in Deutschland als eine der wichtigsten Infektionsquellen fiir Menschen gilt. Als
sensitivste Methode erwies sich dabei der Nachweis TLA-spezifischer T-Zellen. Die Detektion von T-
Zellen, welche die rekombinant hergestellten T. gondii Antigene erkannten, war dagegen weniger
sensitiv.

Des Weiteren zeigen die Analysen dieser Arbeit, dass die IFNy-induzierte IDO-Aktivitat nicht nur in
humanen Fibroblasten, sondern auch in porcinen Epithelzellen die wichtigste Rolle bei der Abwehr
gegen den intrazelluldren Erreger T. gondii einnimmt.

Die bereits von mehreren Arbeitsgruppen publizierte Suppression der in vitro T-Zell-Proliferation in
Folge einer T. gondii Infektion im Mausmodell, konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Anhand von
IDO-defizienten Mausen wurde zusatzlich gezeigt, dass das immunregulatorische Enzym IDO nicht an
der Vermittlung der Suppression beteiligt ist. AuBerdem deuten die eigenen Ergebnisse darauf hin,
dass neben dem beschriebenen Mechanismus der Konkurrenz von Tregs und klassischen T-Zellen um
das Zytokin Interleukin 2, weitere |6sliche Faktoren an der Suppression der T-Zell-Proliferation beteiligt
sind.

SchlieBlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der atypische hoch virulente T.
gondii Stamm B6H6 eine bestehende Immunitat, die in Balb/c Mausen durch eine Erstinfektion mit
dem Typ Il Stamm ME49 etabliert wurde, nicht durchbrechen kann.
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7. Summary

In the present thesis chronic and acute infection with the intracellular parasite Toxoplasma gondii (T.
gondii) was detected clearly using a T-cell based diagnostics of human blood samples.

Proliferation assays allowed the detection of Toxoplasma Lysate Antigen (TLA)-specific T-cells in
Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) cultures of T. gondii seropositive patients with a sensitivity
of 100% and a specificity of 92%. Toxoplasma antigens recognized by reactive T-cells differed in
individual seropositive donors. In 95% of all seropositive individuals T-cells recognized at least one of
the tested recombinant antigens (rAg) GRA1, GRA2, GRA7, GRA9, BAG1 and SAG1 but none of these
antigens induced proliferative T-cell responses in cell culture of each and every seropositive donor.
Moreover, it was shown that especially GRA1, GRA2 and SAG1 are important target antigens for T-cells
whereas GRA7 and GRA9 predominantly serve as target structures for the humoral immune response.
Preliminary assessments of the present thesis indicate that detection of interferon (IFN) y production
by TLA- and rAG-specific activated T-cells is also suitable for the discrimination of T. gondii seropositive-
and -negative patients. The most feasible method to detect IFNy production revealed to be flow-
cytometric analysis of whole blood stimulated with TLA or rAG.

Moreover, it was shown that the effector molecule IFNy which was present in T-cell supernatants of
seropositive individuals induces the activity of the tryptophan degrading enzyme Indolamine 2,3-
dioxygenase (IDO) which inhibits growth of T. gondii type | strains. Additional analysis revealed that
next to the IDO enzyme an additional IFNy mediated defence mechanism which is selectively active
against low virulent T. gondii strains and might be realized by human p65 GTPases is active in human
foreskin fibroblasts.

Furthermore, a T-cell based method for the detection of experimental oocysts and cysts induced T.
gondii infection in swine was established in the present thesis. Pork represents an important source of
human T. gondii infection in Germany. The most sensitive method revealed to be the detection of TLA
specific T-cells. The proof of T-cells which recognize the recombinant T. gondii antigens was less
sensitive.

Moreover, it was shown that IFNy induced IDO activity against T. gondii does not only play a role in
human fibroblasts but also in porcine epithelial cells.

The finding of different groups concerning an in vitro suppression of T-cell proliferation as a result of
T. gondii infection in mice was confirmed in this thesis. Using IDO deficient mice it became clear that
the immune regulatory enzyme IDO is not involved in mediating this kind of suppression. Furthermore,
the present thesis reveals that in addition to the known mechanism of competition for Interleukin 2
between regulatory T-cells and classical T-cells other soluble factors must be involved in mediating
suppression of T-cell proliferation.

Finally it was shown, that the atypical highly virulent T. gondii strain B6H6 is not able to overcome an
existing immunity established by primary infection with T. gondii type Il (ME49).
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