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1. Zusammenfassung

Diese Arbeit beschreibt Determinanten der Interleukin-12 Antwort muriner
Makrophagen auf eine Stimulation durch Toxoplasma gondii.

Es wurde eine Präparationsmethode für T. gondii-Lysat etabliert. Dieses Lysat indu-
zierte in Makrophagen eine Zytokinantwort. Der Mechanismus, über den T. gondii in
Makrophagen Interleukin-12 induziert, wurde weiter charakterisiert. Es wurde gezeigt,
daß diese Aktivität durch lösliche Proteine vermittelt wird, die von T. gondii - auch in
Abwesenheit von Makrophagen - sezerniert werden.

Makrophagen aus Mäusen unterschiedlicher Genotypen wurden mit dem Lysat aus
T. gondii stimuliert. Je nach genetischem Hintergrund reagierten die Makrophagen mit
unterschiedlich starker Interleukin-12 Sekretion. Die Unterschiede stehen im
Zusammenhang mit Genen des H-2 Komplex auf Chromosom 17.

Darüberhinaus wurde eine Korrelation der Interleukin-12 Induktion mit der Virulenz der
Toxoplasmen gezeigt. Erkranken Mäuse an einer akuten Toxoplasmose, korreliert
eine verstärkte Mortalität mit einem erhöhten Interleukin-12 Niveau. Daraus wurde
abgeleitet, daß Interleukin-12 ein Pathogenitätsfaktor während der akuten Phase der
murinen Toxoplasmose sein kann.
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2. Einleitung

2.1. Toxoplasma gondii

2.1.1 Bedeutung als Infektionserreger und Geschichte

Die Infektion mit Toxoplasma gondii ist eine der häufigsten parasitären Infektionen des
Menschen und anderer Warmblüter. Sie kommt weltweit vor und beinahe ein Drittel
der Menschheit ist dem Erreger ausgesetzt. Bei den meisten Erwachsenen führt die
Infektion zu keiner schwerwiegenden Erkrankung, aber bei kongenital infizierten
Kindern kann sie zu Blindheit und geistiger Retardierung, bei Immundefizienten zu
einer Erkrankung mit tödlichem Ausgang führen. Bei Ziegen und Schafen führt die
Infektion mit T. gondii häufig zu Aborten (Dubey 1998).

Toxoplasma gondii wurde als Pathogen in Nagern 1908 von Nicolle und Manceaux
(Nicolle et al. 1908; Nicolle et al. 1909) in Tunesien, und unabhängig davon von
Splendore (Splendore 1908) in São Paulo, Brazilien, entdeckt. Als menschliches
Pathogen wurde es 1939 von Wolf, Cowen und Paige (Wolf et al. 1939) erkannt, die
von einer kongenitalen Toxoplasmose bei einem Kind berichteten. Der komplette
Lebenszyklus von T. gondii wurde erst 1970 aufgeklärt (Dubey et al. 1970a; Dubey et
al. 1970b; Frenkel et al. 1970).

2.1.2 Klassifikation

Toxoplasma gondii wird taxonomisch zu den Protozoa (Einzeller) und hier zum Stamm
der Apicomplexa, ehemals Sporozoa, gezählt. Toxoplasma gondii ist somit durch die
zur Infektion führenden “Sporen” und durch einen Generationswechsel zwischen
geschlechtlichen und ungeschlechtlichen Formen gekennzeichnet sowie durch einen
Apikalkomplex (Mehlhorn et al.1989). Innerhalb der Apikomplexa gehört T. gondii zur
Unterklasse Coccidia, obligat intrazellulären Parasiten.

2.1.3 Struktur und Lebenszyklus

Im Lebenszyklus von T. gondii, in dem ein Wirtswechsel stattfindet, werden drei
Stadien des Parasiten unterschieden: die schnell wachsenden Tachyzoiten, die
Bradyzoiten der Gewebezysten im Zwischenwirt sowie die Sporozoiten, die in
Oozysten vom Endwirt ausgeschieden werden (Frenkel 1973). Alle drei
Entwicklungsstadien besitzen gemeinsame morphologische Charakteristika.

Der Name Toxoplasma (toxon = Bogen, plasma = Form) leitet sich von der gekrümm-
ten Form des Tachyzoitenstadiums ab. 

Der Parasit besitzt die typischen Organellen eukaryontischer Organismen und ist von
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einer dreischichtigen Pellicula umgeben, deren äußere Membran ihn vollständig
umschließt. 

Die beiden dicht aufeinanderliegenden inneren Membranen enden am anterioren und
posterioren Polring. Das Zytoskelett enthält 22 subpelliculäre Mikrotubuli, die vom
Polring fast die gesamte Zelle durchziehen. Actin- u. Myosinmikrofilamente, die bevor-
zugt im apikalen Teil des Parasiten zu finden sind, dienen der Motilität der Parasiten
und der Wirtszellinvasion (Dubey 1977; Dubey et al.1993).

Der Apikalkomplex besteht aus dem Konoid, den Rhoptrien und den Mikronemen und
ist entscheidend für die Wirtszellinvasion. Der kegelförmige Konoid ist ein Hohlkörper
aus spiralig gewundenen Mikrotubuli und kann bei der Zellinvasion vorgeschoben
werden. Die Rhoptrien sind keulenförmige sekretorische Zellorganellen, deren spitzes
Ende im Konoid endet. Zwischen den Rhoptrien liegen die vesikulären Mikronemen,
deren Sekret zusammen mit dem der Rhoptrien die Invasion und Penetration der
Wirtszelle erleichtern soll (Carruthers 2002).

Der Tachyzoit dringt aktiv in die Wirtszelle ein. Während des Invasionsprozesses wird
die Wirtszellmembran eingestülpt und bildet letzlich die Membran der parasitophoren
Vakuole. Diese wird vom Erreger derart modifiziert, daß eine Fusion mit dem endozy-
tischen Netzwerk der Wirtszelle verhindert wird (Sibley et al. 2000). In dieser Vakuole
findet die asexuelle Vermehrung durch wiederholte Endodyogenie statt bis die
Wirtszelle mit Parasiten angefüllt ist.

Bereits nach wenigen Teilungen können Gewebezysten entstehen. Gewebezysten
enthalten zwei bis mehrere hundert Bradyzoiten, die sich strukturell kaum von
Tachyzoiten unterscheiden. 

Die Unterschiede sind lediglich ultrastruktureller und antigenetischer Natur. So besit-
zen die Bradyzoiten mehr amyloidhaltige Speichergranula und Mikronemen. Die
Rhoptrien haben eine dichtere Struktur und der Zellkern liegt am posterioren Ende –
im Gegensatz zu dem von Tachyzoiten, der eher zentral liegt (Ferguson et al. 1987).
Antigenetische Unterschiede bestehen in der Reaktivität mit monoklonalen
Antikörpern (Kasper 1989). So exprimieren vor allem Tachyzoiten die
Oberflächenmoleküle ‘surface antigen’ 1 und 2. Zu den Bradyzoiten-spezifischen
Antigenen gehören unter anderen das ‘matrix antigen’ 1 und  das ‘bradyzoite antigen’
1 bzw. 5 (Parmley et al. 1994; Bohne et al. 1995; Parmley et al. 1995; Yang et al.
1995).

Bradyzoiten-haltige Zysten können prinzipiell in allen Geweben entstehen, zeigen
jedoch eine deutlich höhere Prävalenz im neuralen und muskulären Gewebe. Intakte
Zysten führen zu keiner akuten Pathologie und können im Wirt lebenslang bestehen
bleiben.

Die Faktoren, welche die Entstehung von Gewebezysten beeinflußen, sind nicht voll-
ständig geklärt. Gewebezysten treten in der chronischen Phase der Erkrankung,
nachdem bereits eine Immunität erworben wurde, weitaus häufiger auf als in der aku-
ten Phase.

Die sexuelle Vermehrung von T. gondii ist hochspezifisch für den Endwirt und findet
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ausschließlich im Darmepithel von Katzen statt. Zu dieser Vermehrung kommt es nach
der Aufnahme einer der 3 infektiösen Formen, d.h. Tachyzoiten, Bradyzoiten oder
Sporozoiten. Erstere sind allerdings nur bei parenteraler Aufnahme infektiös, da sie
die saure Magenpassage nicht überleben. Die Infektiosität von Gewebezysten ist am
höchsten (Dubey und Frenkel 1976).

Nach Verschmelzung der Gameten bilden sich Sporozoiten und werden mit dem
Faeces ausgeschieden, woraufhin weitere End- oder Zwischenwirte infiziert werden
können. In Zwischenwirten werden die Sporozoiten nach Infektion des Darmepithels
zu Tachyzoiten, die fast keine Wirts- und Zellspezifität mehr aufweisen und sich in
allen kerntragenden Zellen des Wirts vermehren können (Frenkel 1988).

2.1.4 Toxoplasmenisolate und ihre unterschiedliche Virulenz

Während bei einigen Toxoplasmenisolaten bereits wenige Erreger ausreichen, um
Mäuse innerhalb von Tagen zu töten, führt die Infektion mit einer größeren Menge
anderer Toxoplasmenisolate zu einer chronischen Toxoplasmose. Diese Beobachtung
hat dazu geführt, T. gondii-Isolate in „mausvirulente” und „schwachvirulente” zu unter-
teilen. Untersuchungen zur Antigenstruktur und zur Ausprägung von Allelen verschie-
dener Strukturgene haben schließlich zur Klassifikation in drei speziesinterne
Gruppen geführt. (Sibley et al. 1992; Parmley et al. 1994; Cristina et al. 1995; Howe
et al. 1995)

Die Gruppe I besteht aus extrem mausvirulenten Stämmen, die signifikant höhere
Parasitämien zur Folge haben. Eine Infektion mit 10 oder weniger Tachyzoiten führt
bereits zu einer tödlich verlaufenden akuten Infektion (Denkers 1999).
Toxoplasmenstämme aus der Gruppe I bilden in der Maus normalerweise kaum
Bradyzoiten, somit wird eine experimentelle Infektion mit diesen Isolaten selten chro-
nisch, bei einer Infektion vorimmunisierter Mäuse kann es jedoch dazu kommen (Yap
et al. 1998).

Isolate der Gruppen II und III sind weniger mausvirulent. Diese T. gondii-Stämme füh-
ren bei subletalen Dosen zu einer persistierenden latenten Infektion mit hohen Zahlen
an Gewebezysten. Stämme dieser Gruppe stellen den Großteil der Erreger humaner
Toxoplasmosen  (Howe et al. 1995; Howe et al. 1997).

Darüberhinaus existieren einige T. gondii-Stämme, welche in ihrer Virulenz verändert
worden sind. Dazu gehört der temperaturabhängige ts-4 Stamm, der durch chemische
Mutagenese (unter Verwendung von N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin) aus dem
Typ I Stamm RH hervorgegangen ist (Pfefferkorn et al. 1976). Diese Mutante zeigt
normales Wachstum in vitro bei 33°C, doch bei höheren Temperatur stagniert das
Wachstum. Der Stamm ist bei immunkompetenten Mäusen avirulent, bildet keine
Zysten und ist einige Monate nach Infektion nicht mehr nachweisbar (Waldeland et al.
1983). Dennoch kann ein Kontakt mit diesem Stamm eine nachfolgende Immunität
gegenüber hochvirulenten Toxoplasmen induzieren (Pfefferkorn et al. 1976; Suzuki et
al. 1988).

Andere Mutanten des RH Stammes wurden durch wiederholte Passagen der Erreger
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in Mäusen, welche mit T. gondii-Lysat und komplettem Freundschen Adjuvans immu-
nisiert worden waren, erzeugt. Diese Mutanten haben die hohe Virulenz des RH
Stammes verloren, sie bilden Zysten und können in den infizierten Tieren eine
Immunität gegenüber dem original RH Stamm induzieren (Yano et al. 1986).

2.2. Klinische Bedeutung
Eine T. gondii-Infektion ist unter Menschen weit verbreitet, mit Prävalenzen zwischen
16-40% in den USA und Großbritannien und 50-80% in Europa, Zentralamerika und
Südamerika (Dubey et al. 1988). Dabei kommt es zu einer altersentsprechenden
Steigerung der Seroprävalenz von etwa einen Prozent pro Lebensjahr. Die Infektion
kann intrauterin oder postnatal erworben werden.

2.2.1 Die kongenitale Infektion

Zu einer intrauterinen Infektion kommt es, wenn eine Frau sich während einer
Schwangerschaft infiziert. Eine Infektion vor der Schwangerschaft stellt nur dann ein
Risiko dar, wenn diese wenige (maximal 3) Monate vor dem Schwangerschaftsbeginn
stattgefunden hat (Gavinet et al. 1997; Vogel et al. 1996). Der Schweregrad der
Erkrankung hängt vom Alter der Schwangerschaft zum Zeitpunkt der Infektion ab. Die
schwerwiegendesten Verläufe treten bei Infektionen während des ersten Trimenons
auf (Daffos et al. 1988). Etwa ein Drittel aller Frauen, die sich während der
Schwangerschaft infizieren, geben die Infektion an das Kind weiter.

Obwohl die Mutter in den seltensten Fällen Symptome zeigt, so liegt doch eine tem-
poräre Parasitämie vor. Es kann zu fokalen Läsionen in der Plazenta kommen und
somit zu einer Infektion des Fötus. Dieser ist zuerst generell infiziert, im weiteren
Verlauf befällt der Parasit aber nur das Nervensystem. Das Spektrum der Ausprägung
der Erkrankung ist sehr groß. Während es in den mildesten Fällen nur zu einer leich-
ten Visusminderung kommt, ist in schweren Fällen die volle Tetrade an Symptomen zu
beobachten: Retinochorioiditis, Hydrozephalus, Krämpfe und intrazerebrale
Verkalkungen (Remington et al. 1995a und 1995b). Die charakteristischste Störung ist
dabei die Retinochorioiditis, bei der es zu singulären oder multiplen Läsionen der
Retina und der Choroidea kommt. Sind dabei Bereiche der Makula betroffen, kann
eine Erblindung die Folge sein. Bei einem Befall der Augenmuskulatur kommt es zum
Schielen.

Einige Daten zeigen, daß Kinder, die infiziert, aber bei Geburt normal sind, eine höhe-
re Wahrscheinlichkeit von Lernbehinderungen haben. Sehbeeinträchtigungen sowie
Krämpfe können bei diesen Kindern auch noch im späteren Leben auftreten
(Remington 1995).

2.2.2 Die postnatale Infektion

Eine postnatal erworbene Infektion bei immunkompetenten Individuen kann lokalisiert
oder generalisiert verlaufen. Die häufigste Form ist dabei die Lymphadenitis, meist der
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tiefen zervikalen Lymphknoten, die tastbar und leicht dolent erscheinen. In 20 bis 30%
aller postnatalen Infektionen tritt eine generalisierte Lymphadenopathie auf. Weitere
Symptome können Fieber, allgemeine Schwäche, Muskelschmerzen, Hals- und
Kopfschmerzen sein. Es kommt innerhalb von Wochen bis Monaten zu einer sponta-
nen Klärung der Infektion. In seltenen Fällen kann sich eine okulare Toxoplasmose im
Rahmen einer akuten Infektion entwickeln (Montoya et al. 1996; Holland et al. 1999).

Bei Immunsupprimierten findet meist eine Reaktivierung einer latenten Infektion statt.

Fallen die CD4+-Zellen unter 100/mm3, kann es zu einer nekrotisierenden Enzephalitis

kommen, der wichtigsten Manifestationsart der Toxoplasmose bei diesen Patienten.

Unbehandelt kann die Erkrankung schnell fatal enden (Luft et al. 1984). Fokale und

nonfokale Funtionsstörungen treten auf, eine Enzephalopathie, Meningoenzephalo-

pathie oder Massenläsionen können sich entwickeln. Zu den Symptomen zählen

Kopfschmerzen, Desorientiertheit, Müdigkeit, Hemiparesen, geänderte Reflexe und

Krampfanfälle bis hin zum Koma.

Obwohl alle Regionen des ZNS betroffen sein können, sind meist der Hirnstamm, die
Basalganglien, die Hypophyse und der kortikomedulläre Übergang befallen. Der
Hirnstammbefall kann für Funktionsstörungen wie Hirnnervenstörungen, Dysmetrie
und Ataxie verantwortlich sein. Infolge von Veränderungen der Basalganglien kann es
zu einem Hydrozephalus, zu choreiformen Bewegungsstörungen und zur
Choreoathetose kommen (Montoya et al. 2004). Störungen der Hypophyse können zu
Panhypopituarismus und Hyponatriämie infolge übermäßiger Ausschüttung von anti-
diuretischem Hormon führen (Kasper 1994).

In 40-70% der ‘aquired immunedeficiency syndrome’ (AIDS)-Patienten kommt es zur
Beteiligung der Lungen, im Sinne einer interstitiellen Pneumonitis (Mariuz et al. 1997)
und des Herzens mit fokalen nekrotischen Herden.

Die Toxoplasmose hat einen wichtigen Stellenwert bei den Erkrankungen, welche im
Rahmen von AIDS zum Tode führen. Ungefähr 10% der AIDS-Kranken in den USA
und bis zu 30% der Erkrankten in Europa sterben wahrscheinlich an den Folgen einer
zerebralen Toxoplasmose (Luft et al. 1992; Luft et al. 1993; Rabaud et al. 1994). Die
meisten an Toxoplasmose erkrankten AIDS-Patienten klagen über bilaterale, schwer-
wiegende und persistierende Kopfschmerzen, welche kaum auf Analgetika anspre-
chen. Mit dem Fortschreiten der Erkrankung kommt es zu zunehmender Verwirrung,
Lethargie, Ataxie und schließlich zum Koma.

Auch Fälle eines septischen Schocks als Folge einer T. gondii-Infektion bei ‘human
immunedeficiency virus’ -Infizierten wurden berichtet (Lucet et al. 1993).

2.2.3 Pathologie

Der Mensch infiziert sich mit Toxoplasmen durch Verzehr von Gewebezysten im
Fleisch oder durch die Aufnahme von Katzenkot mit verunreinigter Nahrung oder
Wasser (Cook et al. 2000; Dubey et al 2002; Teutsch et al. 1979; Bowie et al. 1997).
Selten kommt es zu einer direkten Übertragung durch Blutprodukte oder
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Organtransplantationen (Israelski et al. 1993). Nach Penetration der Epithelzellen des
Darmes durch Bradyzoiten (Barragan et al. 2002), deren lokaler Vermehrung und
Umwandlung zu Tachyzoiten, findet über das Blut und die Lymphe ein Befall der
Mesenteriallymphknoten statt. Später kann es zum systemischen Befall von
Lymphknoten kommen, und in vielen Organen können nekrotische Foci entstehen.
Für das klinische Bild ist besonders der Organbefall der Augen, des Herzens, der
Nebennieren und des Hirns entscheidend (Holland et al. 1996; Montoya et al. 1997;
Luft et al 1983). Die Nekrose ist dabei allein Folge der Toxoplasmenvermehrung und
der Wirtszellyse. T. gondii produziert keine Toxine.

Der Nekrose infizierter Zellen folgt normalerweise eine Inflammation des Gewebes mit
Einwanderung von Monozyten. Mit der Entstehung von Gewebezysten in Muskeln und
Nervengewebe schwindet auch die Entzündung. Bei immunkompetenten Individuen
liegt dieser Zeitpunkt etwa 3 Wochen nach der Infektion. Kleine entzündliche Foci kön-
nen jedoch über Monate oder Jahre persistieren. Im Hirn, Rückenmark und Plazenta
können die Tachyzoiten deutlich länger der Immunabwehr entgehen.

Der Erwerb einer Immunität geht nicht mit einer Eradikation der Infektion einher.
Gewebezysten können jahrelang überleben. Kommt es zu einer Ruptur einzelner
Zysten, verhindert eine effiziente Immunantwort die neuerliche Ausbreitung der
Tachyzoiten.

Bei immunsupprimierten Patienten jedoch kann es zu einer Vermehrung der
Tachyzoiten und somit zu einem erneuten akuten Ausbruch der Toxoplasmose mit
fatalen Folgen kommen (Montoya et al. 2004).

2.2.4 Diagnostik

Zur Diagnostik einer Toxoplasmeninfektion stehen biologische, serologische und
histologische Verfahren zur Verfügung. Klinische Zeichen einer Infektion sind unspe-
zifisch und können zu keiner eindeutigen Diagnose führen. Im Falle einer ausgepräg-
ten Enzephalitis bei immundefizienten Patienten kann die neuroradiologische
Bildgebung (Computertomografie und Magnetresonanztomografie) von großer Hilfe
sein, gegebenenfalls in Verbindung mit einer CT-gesteuerten Punktion zur
Hirngewebsbiopsie.

Zu den serologischer Verfahren, mit denen sich Antikörper (Ak) nachweisen lassen,
zählen der Sabin-Feldman Test (Sabin et al. 1948), indirekte Hämagglutinationstests
(Dannemann et al. 1990), indirekte Fluoreszenz-Antikörper-Assays (Walton et al.
1966), direkte Agglutinationstests, Latexagglutinationstests, ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) und Immunabsorbtions-Agglutinations-Assays (Balsari et al.
1980; Hedman et al. 1989; Montoya et al. 2002b). Die Titer der Antikörper erreichen
normalerweise ein Maximum nach 6 bis 8 Wochen, um dann langsam auf einen leicht
erhöhten Spiegel abzufallen, der das ganze Leben erhöht bleibt. Somit sagt der
Nachweis von Antikörpern im Serum aus, daß das Individuum sich zu irgendeinem
Zeitpunkt in der Vergangenheit infiziert hatte. Eine akute Infektion liegt vor, wenn eine
zweite Serumprobe, abgenommen in einem Abstand von 2-4 Wochen, einen deutli-

2. Einleitung

10



chen Anstieg des Antikörpertiters zeigt. Ebenso kann die Differenzierung zwischen
IgM und IgG helfen, die Akuität der Infektion zu beurteilen. Eine IgM Erhöhung sprä-
che für eine frische Infektion, eine isolierte IgG Erhöhung für eine chronische Infektion
(Naot et al. 1981; Siegel et al 1983).

Des weiteren kann T. gondii auch aus Körperflüssigkeiten und Geweben, z. B. durch
Punktion von befallenen Lymphknoten, isoliert und im Tierversuch angezüchtet wer-
den. Auch ein mikroskopischer Nachweis ist möglich, sowie der Nachweis von toxo-
plasmaler DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) (Grover et al. 1990).
Gerade die PCR hat die Diagnostik revolutioniert, indem sie – korrekte Handhabung
vorausgesetzt – eine beinahe 100%ige Spezifität bei einer Sensitivität von 65-100%
liefert (Montoya et al. 2002a). Zudem ermöglicht sie die pränatale Diagnose einer kon-
genitalen Toxoplasmose (Romand et al. 2001).

Gewebeproben können histologisch aufgearbeitet werden. Geeignet sind dazu einfa-
che Giemsafärbungen. Bradyzoiten zeigen eine starke Periodat-Leukofuchsin-positi-
ve Reaktion. Eine immunhistologische Markierung der Präparate mit fluoreszieren-
dem anti-T. gondii-Antiserum kann die histologische Diagnostik stark vereinfachen
(Conley et al. 1981).

2.2.5 Therapie

Immunologisch kompetente Erwachsene und ältere Kinder bedürfen keiner Therapie.
Patienten mit okulärer Toxoplasmose sollten, falls der Schweregrad der Chorioretinitis
dies erfordert, einen Monat mit Sulfadiazin, Pyrimethamin und ggf. Prednison behan-
delt werden oder alternativ mit einer Kombination aus Clindamycin und Pyrimethamin
(Montoya et al. 2004).

Patienten mit AIDS sollten im Falle einer akuten Toxoplasmose behandelt werden,
ebenso Schwangere.

Zu den am weitesten verbreiteten Chemotherapeutika gehören Sulfadiazin und
Pyrimethamin (Georgiev 1994; Guerina et al. 1994). Beide Medikamente blockieren
synergistisch den p-Aminobenzoesäure-Zyklus und den Folsäurezyklus. Sie sind nur
in der akuten Phase der Infektion wirksam und können gut die Parasitenvermehrung
hemmen, vermögen jedoch nicht den Parasit völlig zu eliminieren und sind in der sub-
klinischen, chronischen Phase kaum wirksam.

Zu den Medikamenten, die die Proteinsynthese des Parasiten inhibieren, gehören
Clindamycin, Chlortetracyclin und Azithromycin. Auch diese Medikamente hemmen
das Wachstum von T. gondii.

Das Antibiotikum Hydroxynaphthoquinon (BW566C80 oder Atovaquon), welches in
den Pyrimidinstoffwechsel eingreift, zeigt sich sowohl gegen Tachyzoiten als auch
gegen Zysten wirksam (Araujo et al. 1992; Kovacs 1992).

Die Standard-Kombinationstherapie einer Toxoplasmen-Enzephalitis besteht aus der
Gabe von Pyrimethamin und Sulfadiazin für 4 bis 6 Wochen. Folsäure wird begleitend
verabreicht, um der Knochenmarkstoxizität von Pyrimethamin entgegenzuwirken. Es
folgt eine lebenslange – bzw. für die Dauer der Schwangerschaft -
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Suppressionstherapie mit beiden Medikamenten in niedriger Dosierung, gegebenen-
falls mit Pyrimethamin allein. Wird Sulfadiazin nicht toleriert, kann alternativ die
Kombination aus Pyrimethamin und Clindamycin verabreicht werden (Montoya et al.
2004). Die Kombination von Trimethoprim und Sulfamethoxazole scheint bei AIDS-
Patienten ebenso wirksam zu sein (Torre et al. 1998). Bei einem Wiederanstieg der
CD4+-Zellen im Blut von AIDS-Patienten über 200 pro ml und einer reduzierten
Virenkonzentration für einen Zeitraum von mindestens 6 Monaten, kann erwogen wer-
den, die sekundäre Prophylaxe zu stoppen (Kaplan et al. 2002).

Kongenital infizierte Kinder können neben diesen Kombinationstherapien auch erfolg-
reich mit Spiramycin plus Prednison behandelt werden (Kasper 1994). Spiramycin
wird alternativ auch bei einer Infektion der Mutter in der frühen Schwangerschaft ein-
gesetzt, obwohl ein Nutzen kontrovers diskutiert wird (Gilbert et al. 2001a; 2001b).

Eine große Anzahl anderer Therapeutika haben ihre Effektivität in Tier- und
Zellversuchen gezeigt. Dazu gehören Diaminodiphenylsulfon (Dapson), chlorierte
Lincomycin-Analoga, Piritrexim und Roxithromycin (Georgiev 1994).

2.2.6 Impfung

Für den Menschen ist zur Zeit keine effektive Impfung gegen die Toxoplasmose ver-
fügbar.

Es gibt Versuche mit attenuierten Bradyzoiten an Katzen. Nach oraler Gabe dieser
Bradyzoiten gelang es in 84% der Fälle, eine Vermehrung der Erreger und die
Ausscheidung von Oozysten zu verhindern (Frenkel et al. 1991).

Für Schafe existiert eine kommerzielle Impfung auf der Grundlage eines Tachyzoiten-
Stammes, der keine Gewebezysten bildet. Sie gewährleistet eine 18-monatige
Immunität (Wilkins et al. 1988; Buxton et al. 1993).

2.3. Die Immunabwehr gegen T. gondii
Die sofortige Reaktion der Immunabwehr des Wirtes auf eine Erstinfektion mit T. gon-
dii macht die akute Phase der Toxoplasmose aus. Diese Phase dauert bei der Maus
ca. 14 Tage und wird von einer lebenslangen chronischen Phase abgelöst.

In der Akutphase spielen Zellen der angeborenen Immunabwehr eine entscheidende
Rolle, insbesondere das Zusammenspiel von natürlichen Killer (NK)-Zellen und
Makrophagen (Mφ) (Gazzinelli et al. 1993; Hunter et al. 1994), sowie neutrophilen
Granulozyten (Bliss et al. 2000).

T- und B-Lymphozyten haben hingegen eine bedeutende Funktion währen der chro-
nischen Phase der Infektion (Gazzinelli et al. 1998).

Beim Zusammenspiel dieser Zellen sind im wesentlichen die Zytokine Interleukin-12
(IL-12), Interferon (IFN) γ, Tumornekrosefaktor (TNF) α, IL-4 und IL-10 beteiligt.

Der Parasit wird entweder durch gezielte Lyse der infizierten Zellen oder durch die
Aktivierung von antiparasitären Effektormechanismen in diesen Zellen aus fast allen
Geweben entfernt.
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2.3.1 Angeborene Immunität

Toxoplasma gondii induziert eine ausgesprochen starke unspezifische Immunantwort,
die selbst T-Zell-unabhängig ist, aber die Ausbildung einer Parasiten-spezifischen 
T-Zellantwort induziert. Die Auswirkungen der unspezifischen Immunantwort zeigen
sich deutlich z.B. in der Kontrolle einer Koinfektion durch Listeria monocytogenes und
Schistosoma mansoni oder durch bestimmte Viren oder in der Kontrolle experimental
induzierter Tumoren (Ruskins et al. 1968; Hibbs et al. 1971; Mahmoud et al. 1976;
Gazzinelli et al. 1991b).

Makrophagen sind die wichtigsten Effektorzellen in der Akutphase der Toxoplasmose.
Sie können Toxoplasmen phagozytieren und mikrobizid wirkende Sauerstoffradikale
und Stickoxid (NO) produzieren. In niedrigen Konzentrationen induziert NO die
Konversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten (Bohne et al. 1994).

Ferner spielen Makrophagen eine entscheidende Rolle bei der Produktion proinflam-
matorischer Zytokine. Aktivierte Makrophagen produzieren IL-1α und β, IL-12 und
TNFα, darüber hinaus die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und ‘transforming
growth factor’ (TGF)-β. Makrophagen die den Granulozyten Marker Gr-1 tragen gehö-
ren zu den ersten Zellen, die auf eine peritoneale Infektion von Mäusen mit T. gondii
hin rekrutiert werden (Mordue et al. 2003).

NK-Zellen hingegen können infizierte Zellen erkennen und ihre Autolyse einleiten. Sie
sind die initialen Produzenten von IFNγ, welches zur optimalen Aktivierung der IL-12-
Produktion nötig ist (Flesch et al. 1995). 

IL-12 ist eines der Schlüsselzytokine in der Reaktionskaskade, welche den
Entzündungsprozess einleitet. Neben Makrophagen sind Dendritische Zellen (DC) die
Hauptproduzenten von IL-12 (Sher et al. 1998). CD8a+ DC können sogar ohne vorhe-
riges ‘priming’ durch IFNγ oder andere kostimulatorische Faktoren direkt auf
Stimulation mit T. gondii hin IL-12 produzieren (Sousa et al. 1997). DC wiederum kön-
nen aus Monozyten/Makrophagen hervorgehen (Banchereau et al. 1998; Chakraborty
et al. 1999). Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, schnell große Mengen an IL-
12 aus Speichergranula freizusetzen (Bliss et al. 2000).

Die IL-12-Antwort auf T. gondii ist außergewöhnlich stark und bisher sind zwei unab-
hängige Signalwege bekannt, über welche diese Antwort induziert wird (Sher et al.
2003; Denkers 2003a). Zum einen ist der Zystein-Zystein Chemokin Rezeptor (CCR)5
beteiligt. Dies konnte an Dendritischen Zellen aus Mäusen ohne diesen Rezeptor
gezeigt werden, welche nach Stimulation mit dem Parasiten nur 20-40% der Menge
an IL-12 produzieren wie vergleichbare Zellen aus Wildtyp-Mäusen (Aliberti et al.
2000). Zum anderen ist ein ‘myeloid differentiation factor 88’ (MyD88)-abhängiger
Signalweg beteiligt, der Rezeptoren aus der ‘Toll-like receptor’ (TLR) Familie beinhal-
tet. Die Infektion von MyD88-defizienten Mäuse führt zu einer erhöhten
Parasitenreplikation bei deutlich reduzierten Plasmaspiegeln an IL-12 (Scanga et al
2002). Insbesondere der TLR2 scheint die Induktion von IL-12 zu vermitteln, während
der TLR4 für die IL-4 und IL-10 Induktion zuständig ist (Mun et al. 2003).

In Versuchen mit ‘severe combined immunodeficiency’ (SCID) Mäusen, die keine
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Lymphozyten haben, und somit als einzige IFNγ-Quelle NK-Zellen besitzen, wurde
gezeigt, daß die Neutralisation von IL-12 durch anti-IL-12 Antikörper eine deutliche
Erhöhung der Suszeptibilität der Tiere für eine Toxoplasmose zur Folge hat (Gazzinelli
et al. 1994). Eine Gabe von IL-12 in der akuten Phase einer murinen Toxoplasmose
erhöht signifikant die Überlebensrate der Tiere (Khan et al. 1994).

Durch Makrophagen produziertes IL-12 induziert zusammen mit TNFα die
Freisetzung von IFNγ in NK-Zellen. IFNγ aktiviert – wahrscheinlich synergistisch mit
TNFα (Gazzinelli et al. 1993) – weitere Makrophagen und erhöht die Ausschüttung
von IL-12. Zu den Zellen, welche ebenfalls in der Lage sind, IFNγ zu produzieren,
gehören CD8+ und CD4+ T-Zellen (Nakano et al. 2001a). Die IFNγ-Produktion ist stark
abhängig von der Aktivierung von CD44, einem Glycoprotein auf der Oberfläche vie-
ler Zelltypen (Blass et al. 2001).

Protektive Effekte von IFNγ und TNFα während der Akutphase der Toxoplasmose
konnten klar in Mäusen nachgewiesen werden, denen die Rezeptoren für diese
Zytokine fehlen (Alexander et al. 1996), sowie durch Versuche mit anti-IFNγ
Antikörpern, deren Gabe eine Resistenz gegenüber der Toxoplasmose auslöschte
(Gazzinelli et al. 1991a; Gazzinelli et al. 1994).

Neben IL-12 ist auch IL-18 für die Aktivierung einer ausreichend starken und frühen
IFNγ-Produktion notwendig. Yap et al. (2001) haben bei Infektionen eines
Substammes von B10.Q/J Mäusen (B10.Q-H-2-q/SgJ) mit Toxoplasmen eine erhöhte
IL-12-Produktion bei einer stark verminderten IFNγ-Produktion beobachtet. Diese
Mäuse haben einen rezessiv autosomalen Defekt der IL-12/IFNγ-Kaskade. Die Tiere
verstarben nach der Infektion infolge unkontrollierten Parasitenwachstums. Durch
frühzeitige Verabreichung von IL-18 wurde das Parasitenwachstum aber kontrollier-
bar. Es kam zur Induktion von adäquat hohen Spiegeln an IFNγ. Zwar zeigten auch
Cai et al. (2000) eine unterstützende Funktion von IL-18 in der IFNγ-Induktion, jedoch
beobachteten diese Autoren nach Infektion von SCID-Mäusen mit T. gondii und einer
Neutralisation des IL-18 nur einen kurzzeitigen Abfall der IFNγ-Produktion und keine
Abnahme der Resistenz gegenüber dem Parasiten.

Die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFβ, ebenfalls von Makrophagen pro-
duziert, wirken dem entgegengesetzt. TGFβ inhibiert direkt die IFNγ-Produktion in NK-
Zellen, während IL-10 die IL-12 Sekretion in Makrophagen hemmt – nicht hingegen
die von IL-18 (Zediak et al. 2003) – und somit die Stimulation von NK-Zellen durch IL-
12 ausschaltet. Durch diesen Mechanismus ist die Möglichkeit zur Regulation der
Immunantwort gegeben. Der fatale Verlauf einer akuten T. gondii-Infektion in suszep-
tiblen Mäusen beruht wahrscheinlich auf einem Versagen dieses Regulations-
mechanismus (Gazzinelli et al. 1992; D’Andrea et al. 1993; Hsieh et al. 1993;
Gazzinelli et al. 1996a; Alexander et al. 1997; Bliss et al. 2000; Suzuki et al. 2000;
Mordue et al. 2001 und diese Arbeit).

2.3.2 Adaptive Immunität

Die adaptive Immunantwort setzt nach der angeborenen Immunantwort ein und ist ins-
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besondere für eine dauerhafte Immunität in der chronischen Phase einer
Toxoplasmeninfektion von Bedeutung. Effektorzellen sind T- und B-Lymphozyten. 

Nach Konfrontation der Lymphozyten mit parasitärem Antigen, welches von
Makrophagen, Dendritischen Zellen und B-Zellen präsentiert wird, werden T-
Lymphozyten aktiviert.

Auch hier liegt eine Schlüsselrolle bei IL-12, welches zusammen mit IFNγ, aber von
diesem unabhängig, für die Weichenstellung bei der Differenzierung von Vorläufer T-
Helfer (Th)-Zellen, bzw. CD4+ T-Zellen in Richtung Th1-Subtyp verantwortlich ist
(Mountford et al. 1999).

Th-Zellen werden in den Th1- und Th2-Typ unterschieden. Jeder dieser Subtypen pro-
duziert, angepaßt an seine Aufgaben, unterschiedliche Zytokine. Th1-Zellen spielen
bei der zellvermittelten Entzündungsreaktion eine Rolle: Die Zytokine IL-2, IL-3, IFNγ
sowie TNFβ und Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor aktivieren
zytotoxische und inflammatorische Funktionen.

Th2-Zellen hingegen produzieren die Zytokine IL-4, 5, 6, 9 und 10 und stimulieren ins-
besondere die Antikörperproduktion, während sie die Bildung von Th1-Zellen inhibie-
ren (Gazzinelli et al. 1992; Mosmann et al. 1996). Umgekehrt hemmt IFNγ aus Th1-
Zellen bzw. NK-Zellen die Differenzierung von Th2-Zellen. So findet eine Polarisierung
der Lymphozyten statt.

Auch die Th1-Immunantwort unterliegt einer Gegenregulation, die bereits in der
Frühphase der Infektion eingeleitet wird. NO aus Makrophagen induziert die Apoptose
in Th1-Zellen (Gazzinelli et al. 1996a). Können sich mehr Th2-Zellen entwickeln, sorgt
das von ihnen sezernierte IL-4 und IL-10 zusammen mit dem von Makrophagen gebil-
deten IL-10 dafür, daß die Differenzierung weiterer Th2-Zellen gefördert und die
Produktion von IL-12 in Makrophagen und DC gehemmt wird.

Die Bedeutung einer Th1-Immunantwort für das Überleben des Wirtsorganismus nach
T. gondii-Infektion wurde durch den adoptiven Transfer von Toxoplasma-spezifischen
Th1-Lymphozyten in Toxoplasmose-suszeptible Mäuse gezeigt (Khan et al. 1996). So
immunisierte Mäuse widerstehen einer sonst tödlichen Infektion mit dem Parasiten.

CD8+ T-Zellen, deren Differenzierung aus Vorläuferzellen ebenfalls IL-12-abhängig ist,
können als zytotoxische T-Lymphozyten direkt infizierte Wirtszellen durch Perforin-
abhängige Zytolyse zerstören. Ob allerdings bei der Wirtszellyse intrazelluläre
Parasiten überleben oder abgetötet werden, ist unklar (Khan et al. 1991; Nakano et al.
2001b). Insgesamt wird der zytolytischen Aktivität für die Immunkompetenz des Wirtes
eine geringere Bedeutung zugemessen als der IFNγ-Produktion, denn Peforin knock-
out (KO)-Mäuse überleben durchaus eine Infektion mit T. gondii (Walsh et al. 1994;
Denkers et al. 1997b), während IFNγ KO-Mäuse eine vergleichbare Infektion nicht
überleben (Scharton-Kersten et al. 1996; Denkers et al. 1997a). CD8+ T-Zellen sind
aber auch in der Lage IFNγ zu sezernieren.

Besonders CD8+ T-Zellen erhalten die Immunität des Wirts aufrecht, während CD4+

T-Zellen die Hauptrolle bei der Entstehung der Immunität spielen, unter anderem
indem sie IL-2, welches für die Reifung von CD8+ T-Zellen notwendig ist, produzieren
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(Kobayashi et al. 1989; Gazzinelli et al. 1991a; D’Andrea et al. 1992). Allerdings zeig-
ten neuere Untersuchungen, daß CD4+ T-Zellen bei Tieren ohne das ‘common cyto-
kin receptor γ-chain’ Gen, die kaum NK- und CD8+ T-Zellen besitzen, durchaus die
Rolle der IFNγ-produzierenden Effektorzellen übernehmen können (Scharton-Kersten
et al. 1998).

Hat einmal eine Umwandlung der Tachyzoiten in Bradyzoiten stattgefunden, geht die
Infektion in eine chronische Phase über. Während der chronischen Phase der
Infektion ist eine kontinuierliche kompetente Immunantwort notwendig, sonst kommt
es zu einer Reaktivierung der Infektion. Dies wurde an chronisch infizierten Tieren
gezeigt, bei denen die Gabe von anti-IFNγ-Antikörperk und anti-TNFα-Antikörper zu
einer Erhöhung der Zahl freier Tachyzoiten und einer gesteigerten Menge an
Gewebezysten führte (Denkers et al. 1998). Ebenso ist eine kontinuierliche Präsenz
von IL-12 während der chronischen Phase notwendig, um die einmal aufgebaute
Immunität aufrechtzuerhalten. Yap et al. (2000) zeigten, daß in dieser Phase der
Infektion die T-Zell-abhängige IFNγ-Produktion ohne IL-12 ausbleibt. Infizierte Tiere
verstarben dann an einer Enzephalitis. Ob die Immunantwort verhindert, daß
Bradyzoiten in Tachyzoiten konvertieren, oder ob spontan entstandene Tachyzoiten
rasch wieder kontrolliert werden, konnte bisher experimentell nicht unterschieden wer-
den.

Zusätzlich zu der zellvermittelten Immunität spielt in der chronischen Phase der
Infektion auch die humorale Immunität eine Rolle, deren Bedeutung noch wider-
sprüchlich eingestuft wird.

B-Zellen produzieren Antikörper, die das Eindringen der Toxoplasmen in die
Wirtszellen verhindern und die Phagozytose der Parasiten durch Makrophagen
erleichtern können. Ein Transfer von Serum chronisch infizierten Tieren auf naive
Empfänger reicht jedoch nicht aus, um diese vor einer nachfolgenden
Toxoplasmeninfektion zu schützen (Frenkel 1967). Auch können Tiere nach
Neutralisation von IgM eine Infektion noch immer kontrollieren (Reyes und Frenkel
1987), und das Opsonieren von Tachyzoiten durch IgG kann die Penetration in
Makrophagen und die intrazelluläre Vermehrung in manchen Fällen nicht verhindern
(Fadul et al. 1995).

Neuere Versuche an B-Zell-defizienten Tieren, welche die chronische Phase der
Infektion nicht überlebten, konnten jedoch die Bedeutung Antikörper-vermittelter
Abwehrmechanismen aufzeigen (Kang et al. 2000; Sayles et al. 2000). Insbesondere
die Rolle von IgA-Antikörpern als Element der Mucosa-vermittelten Immunität bei
einer oralen Infektion scheint von Bedeutung (Chardes et al. 1990).

2.3.3 Interaktion zwischen Toxoplasmen und Makrophagen

Die Wirtszellinvasion ist ein Prozess, der eine auf Aktin-Myosin basierende parasitäre
Motilität erfordert, um aktiv die Wirtszelle zu penetrieren (Dobrowolski et al. 1996).
Beim Eindringen in die Wirtszelle stülpt sich die Zellmembran der Zelle um den
Parasiten und wird als Membran der parasitophoren Vakuole von der übrigen
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Zellmembran weg in Richtung des Zellkerns mitgenommen. Dort wird die Vakuole von
Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Retikulum umrahmt (Sinai et al. 1997).
Diese parasitophore Vakuole entgeht der Fusion mit Endosomen bzw. Lysosomen,
weshalb das Milieu in der Vakuole neutral bleibt (pH 6,8) (Mordue et al. 1997; Mordue
et al. 1999a; Mordue et al. 1999b).

Während des Invasionsprozesses und der Bildung der parasitophoren Vakuole sezer-
nieren Microneme, Rhoptrien und ‘dense granules’ (GRA) in genau regulierter Weise
(Carruthers et al. 1997). Proteine aus den Micronemen, wie der MIC2-M2AP-adhesi-
ves Protein Komplex, sind für eine schnelle Invasion notwendig - eine Invasion dauert
weniger als 30 Sekunden (Carruthers et al. 1999; Garcia-Reguet et al. 2000; Brecht
et al. 2001; Huynh et al. 2003; Carruthers et al. 2002). Die Inhalte der Rhoptrien wer-
den während der Penetration in das Zytoplasma sezerniert und spielen wahrschein-
lich eine Rolle bei der Bildung der parasitophoren Vakuole (Hakansson et al. 2001).

Sobald die Invasion abgeschlossen ist, finden weitere Rezeptionsprozesse statt, um
die Vakuole an die Bedürfnisse des Parasiten anzupassen (Sibley et al. 1988; Charif
et al. 1990; Beckers et al. 1994). Transmembranäre Proteine der Wirtszellmembran
werden entfernt (Mordue et al. 1999a) und parasitäre Proteine eingebaut, wie z.B.
transmembranäre Proteine die den freien Fluß von Molekülen bis 1300 Da erlauben
und so die Versorgung der Parasiten mit Nährstoffen ermöglichen (Schwab et al.
1994). 

Ganz anders stellt sich die Situation dar, wenn der Tachyzoit mit spezifischen
Antikörpern opsonisiert ist (Joiner et al. 1990; Mordue et al. 1997). Ein solcher Erreger
wird mittels Rezeptor-vermittelter Phagozytose von der Zelle aufgenommen und die
so entstandene Vakuole verschmilzt mit Endosomen und Lysosomen. Der Inhalt der
Vakuole wird angesäuert und der Erreger lysiert (Sibley et al. 1999). Dennoch kann
das Opsonisieren von Tachyzoiten durch IgG nicht immer die Penetration in
Makrophagen verhindern (Fadul et al. 1995).

T. gondii greift auch in die Signalwege der Immunantwort einer infizierten Zelle ein.
Durch Blockade des Transportes von ‘nuclear factor’ κB in den Nukleus wird die
Produktion von TNFα und IL-12 gestoppt (Butcher et al. 2001). Der zugrundeliegende
Mechanismus besteht wahrscheinlich in einer unspezifischen Blockade des nuklearen
Importes, möglicherweise durch ‘heat shock’ Proteine (Feinstein et al. 1997).
Vermutlich über den gleichen Mechanismus wird auch der IFN-γ getriggerte ‘signal
transducer and activator of transcription’ 1 an der Translokation in den Kern gehindert
(Lüder et al 2001), und es kommt zu einer Abnahme der MCH Klasse II Expression.
Das hat eine reduzierte Antigenpräsentation an T-Lymphozyten zur Folge (Lüder et al
1998).

2.3.4 Antigenität von Toxoplasma gondii

Als intrazellulärer Parasit entzieht sich T. gondii dem direkten Angriff des humoralen
Immunsystems, die Hauptsäule der Immunabwehr liegt damit beim zellulären System.
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Dennoch wurde für einige Proteine des Parasiten gezeigt, daß sie in der Lage sind,
eine antigene Aktivierung von T-Zellen zu induzieren.

Das ‘surface antigen’ 1 ist ein Oberflächenprotein der Tachyzoiten, welches eine star-
ke T- und B-Zell Antwort hervorruft (Khan et al. 1988). Mit diesem Protein wurden
Mäuse, unter Zuhilfenahme entsprechender Adjuvantien, erfolgreich immunisiert
(Bulow et al.1991; Khan et al. 1991).

Ferner sind für viele exkretorisch/sekretorische Proteine des Parasiten antigene
Eigenschaften beschrieben. Das gilt sowohl für Proteine aus den Rhoptrien (Saavedra
et al. 1991a und 1991b), als auch für GRA Proteine (Duquesne et al. 1991; Brinkmann
et al. 1993; Chardes et al. 1993). Solche exkretorisch/sekretorische Antigene (ESA)
konnten zum Teil erfolgreich für Impfungen herangezogen werden (Sharma et al.
1984). Interessanterweise können ESA in vitro durch Inkubation von Tachyzoiten in
zellfreiem Medium gewonnen werden (Cesbron-Delauw et al. 1996; Fischer et al.
1998b und diese Arbeit).

Da ESA sowohl von Bradyzoiten als auch von Tachyzoiten sezerniert werden, könnte
ihnen eine Schlüsselrolle bei der Aufrechterhaltung der Immunität in der
chronisch/latenten Phase einer Infektion zukommen (Capron et al. 1988).

2.4. Die Mäusegenetik vor dem Hintergrund einer 
T. gondii-Infektion

2.4.1 Der ‘Major Histocompatibility Complex’ der Maus

Der ‘major histocompatibility complex’ (MHC) ist ein genomischer Abschnitt, den jedes
Säugetier trägt und dessen Produkte, die MHC-Moleküle, für die interzelluläre
Erkennung und die Selbst/Fremd-Unterscheidung essentiell sind. Dem MHC kommt
eine zentrale Rolle bei der Entwicklung sowohl der humoralen als auch der zellgebun-
denen Immunität zu.

In der Maus liegen die Gene des MHC in einem langen kontinuierlichen Abschnitt auf
Chromosom 17, der als H-2 Komplex bezeichnet wird. Dieser MHC ist unterteilt in
Regionen, deren Gene für verschiedene Molekülklassen kodieren: MHC Klassen I bis
III.

In der Klasse I Region liegen die Gene K, D und L. Diese Gene kodieren für
Glycoproteine, die auf der Oberfläche fast jeder kernhaltigen Zelle liegen und antige-
ne Peptide an CD8+ T-Zellen präsentieren. Klasse II-Gene (Region IA und IE) kodie-
ren für Glycoproteine auf antigenpräsentierenden Zellen (Makrophagen, DC, B-
Zellen), die zur Präsentation antigener Peptide für Th-Zellen dienen.

Klasse III-Gene (Region S) kodieren unter anderem für Proteine des Komple-
mentsystems sowie für die Zytokine TNFα und TNFβ.

Bei Inzuchtmäusen sind die H-2 Loci homozygot und verschiedene Inzuchtstämme
werden nach dem Haplotyp, für den deren Gene kodieren, bezeichnet (Kuby 1994).
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2.4.2 Suszeptibilität/Resistenz von Mäusen gegenüber einer 
T. gondii-Infektion

Erste Studien zum Einfluß des genetischen Hintergrunds auf das Überleben von
Mäusen nach Infektion mit Toxoplasmen wurden 1976 von Araujo et al. durchgeführt
(Araujo et al. 1976). Später wurde gefunden, daß Suszeptibilität bzw. Resistenz gegen
T. gondii mit dem H-2 Haplotyp korreliert: so sind Mäuse mit dem H-2b Haplotyp sus-
zeptibel und solche mit dem H-2a (McLeod et al. 1989) oder H-2d Haplotyp resistent
(Suzuki et al. 1991). Mit Hilfe kongener Mausstämme wurde die Resistenz bezüglich
der Entwicklung einer Toxoplasmen-Enzephalitis zunächst auf die D-Region des H-2
Komplex eingegrenzt (Suzuki et al. 1991). Später wurde das H-2L-Gen eindeutig als
Resistenzgen identifiziert (Brown et al. 1995). Mäuse, die das H-2L-Gen im d-
Haplotyp tragen, haben weniger Gewebezysten und weniger enzephalitische
Veränderungen als solche Mäuse ohne das entsprechende Allel.

Auch Gene außerhalb des H-2 Komplex stehen im Verdacht zur Suszep-
tibilität/Resistenz gegen T. gondii beizutragen, so z.B. der H-13 Locus auf Chromosom
2 und der Wnt1 Locus (McLeod et al. 1993).

2.5. Das Zytokin IL-12
Interleukin 12 wurde ursprünglich als ein Faktor identifiziert, der durch humane
Epstein-Barr Virus transformierte B-Zell Linien produziert wird. Gleichzeitig wurde es
von einer anderen Gruppe als ‘natural killer cell stimulatory factor’ charakterisiert
(Lamont et al. 1996).

IL-12 hat eine heterodimere Struktur und besteht aus zwei N-glycosylierten
Polypeptidketten von ungefähr 40 kD (p40) und 35 kD (p35), die mittels einer
Disulfidbrücke zum bioaktiven Molekül IL-12p70 verbunden sind. Menschliches p40
besteht aus 306 Aminosäuren und p35 aus 197 Aminosäuren. Murines p40 hat
70%ige, p35 60%ige Identität mit dem humanen Molekül. Murines IL-12 zeigt sowohl
in Mäusen als auch in Menschen Aktivität, das humane Molekül allerdings nur bei
Menschen (Wolf et al. 1991; Schoenhaut et al. 1992).

Bestimmte Anteile der IL-12p35 Sequenz ähneln stark der Sequenz von IL6 und
Granulozyten Kolonie-Stimulierendem Faktor, was darauf schließen läßt, daß p35 mit
diesen Zytokinen gemeinsamer Abstammung ist (Merberg et al. 1992).

Der p35 Anteil ist an der Rezeptorbindung beteiligt und determiniert größtenteils die
Bioaktivität von IL-12 (Zou et al. 1995), während p40 hauptsächlich für die
Rezeptorbindung wichtig ist, ohne ein biologisches Signal zu induzieren (Lamont et al.
1996). Um das bioaktive IL-12 Heterodimer zu erzeugen, ist die Synthese beider
Ketten innerhalb einer Zelle notwendig (Gubler et al. 1991).

Ein Homodimer aus zwei p40 Molekülen bindet an den IL-12 Rezeptor mit einer ähn-
lich hohen Affinität wie das IL-12 Heterodimer und kann dessen biologische Wirkung
sehr wirksam inhibieren (Gillessen et al. 1995). Es sind 10 bis 100fache Überschüsse
an IL-12(p40)2 nötig, um eine 50 bzw. 90%ige Reduktion der IL-12-Wirkung zu erzie-
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len (Germann et al. 1995). In der Tat wird 10- bis 100mal mehr IL-12p40 gebildet als
bioaktives IL-12p70 (D’Andrea et al. 1992; Cassatella et al. 1995). Inwieweit diese
Tatsache einen biologischen Regulationsmechanismus darstellt, ist nicht völlig
geklärt.

2.6. Zielsetzung der Arbeit
Ausgehend von Vorbefunden, daß nicht nur lebende T. gondii Parasiten sondern auch
deren Bestandteile in der Lage sind, eine Zytokinantwort in murinen Makrophagen zu
induzieren, stellte sich die Frage, inwieweit ein Lysat aus Toxoplasmen auch diese
Aktivität besitzt. Sollte eine reproduzierbare und stabile Aktivität gefunden werden und
diese einem Protein zugeordnet werden können, so wäre eine weitere
Charakterisierung und Isolierung des Moleküls denkbar.

Arbeiten mit exkretorisch/sekretorischen Produkten von T. gondii haben die
Bedeutung von ESA für das intrazelluläre Überleben des Erregers gezeigt.
Dementsprechend sollte geprüft werden, ob die IL-12-induzierende Aktivität des
Erregers über ein exkretorisch/sekretorisches Produkt vermittelt wird. 

Stimuliert man Makrophagen verschiedener Mausstämme mit Toxoplasmen zeigen
sich quantitative Unterschiede in der IL-12 Antwort. Werden Makrophagen eines
Mausstammes mit verschiedenen Toxoplasmenisolaten stimuliert, werden ebenso
unterschiedliche IL-12 Antworten bestimmt. Diese Beobachtungen sollten systema-
tisch überprüft und ein Einfluß des genetischen Hintergrundes der Mäuse wie auch
der Toxoplasmen auf die IL-12-Induktion in Makrophagen herausgearbeitet werden.

Diese in vitro erhobenen Befunde sollten mit in vivo Eigenschaften von Mäusen und
Toxoplasmen korreliert werden. Dazu gehört die Suszeptibilität bzw. Resistenz von
unterschiedlichen Mausstämmen einer Toxoplasmose gegenüber und die hohe bzw.
niedrige Virulenz von unterschiedlichen Toxoplasmenisolaten im Rahmen einer
Infektion von Mäusen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1 Geräte

Sterile Werkbank
Gelaire HF BSB 4A (Flow Lab., Meckenheim)

CO2-begaster Brutschrank
EK/CO2 B5060 (Heraeus, Hanau)

Kühlzentrifuge
J6B (Beckmann, München), Rotanta 96 RC (Hettich, Tuttlingen)

Tischzentrifuge
15415 C (Eppendorf, Hamburg)

Waagen
Precisa 600C (Oehmen Labortechnik, Essen)
JL-180 (Chyo Balance Corp., Kyoto, Japan)

pH-Meter
761 Calimatic (Knick, Berlin)

Magnetrührer
IKAmag RCT (Janke & Kunkel, Staufen)

Tischrüttler
Vortex VF2 IKA (Janke & Kunkel)

Wasserbad
Typ 3041 (Köttermann, Häningsen)

Heizblock
TCS-Metallblock-Thermostat (Barkey, Bielefeld)

Horizontale Elektrophoresekammer
(Schleicher & Schüll, Dassel)

Mikroskope
Zeiss IM35, Zeiss Axiovert 100 (Carl Zeiss, Jena)

ELISA-Photometer
SLT Spectra (SLT Labinstruments, Crailsheim)

FACScan
Becton Dickinson (Heidelberg)

Beta Counter
1205 Betaplate (LKB Wallac, Turku, Finnland)
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Dampfdrucksterilisator
Autoklav P23 (Melag, Düsseldorf)

French Press
mini French Press Aufschlußzelle und Presse (SLM, Urbane, USA)

Netzgeräte
PS 3002, PS ST 504 und PS LKB GPS 200/400 (Gibco BRL, Eggenstein),

3.1.2 Plastikwaren

Alle Plastikwaren wurden, falls nicht anders angegeben, steril bezogen.

Bakteriologische Petrischalen (Greiner, Nürtingen)
∅ 10 cm, zur Adhärenz von Peritonealmakrophagen.

Zellschaber (Greiner, Costar)

Zellkulturflaschen (Costar Tecnomara, Fernwald)
25 cm2, 75 cm2 mit belüfteten Deckel, zur Kultivierung von Fibroblasten und
Toxoplasmen

Mehrfachkulturschalen
24 well-Platten mit Transwelleinsätzen mit 0,1 µm Porengröße (Costar) für 
Ko-Kulturen
48 well-Platten (Costar) für Stimulationsansätze

Mikrotiterplatten
96 well-Platten (Greiner) für Proliferationsansätze
96 well-Immunoplate MaxiSorp F96, unsteril (Nunc, Wiesbaden) für ELISA

Zentrifugenröhrchen
15 ml Spitzboden (Sarstedt, Nümbrecht), 50 ml Spitzboden (Greiner)

PS-Rundbodenröhrchen (Falcon, Becton Dickinson) für FACS-Färbungen

Cryotubes
1,8 ml (Nunc, Wiesbaden) zur Kryokonservierung von Zellen

Eppendorf-Caps, unsteril
0,75 ml, 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf)

Einmalspritzen
1 ml (Ersta, Asik, Dänemark), 5 ml, 10 ml, 20 ml (Luer Amefa, Kriftel)

10 ml Plastikpipetten (Greiner)

Kanülen 
0,4 x 12 mm (Sherwood Medical, Schwalbach),
0,9 x 40 mm, 1,2 x 40 mm (Becton Dickinson, Heidelberg)

Einmalspitzen
10 µl (Eppendorf), 200 µl (Polylab, Seoul, Korea) und 1000 µl (Greiner)

Sterilfilter (Millipore, Molsheim, Frankreich)
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3.1.3 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Amersham
Pharmacia/Uppsala, Schweden, Merck/Darmstadt, Roth/Karlsruhe und
Sigma/Deisenhofen in p.A.-Qualität bezogen. Kulturmedien und Zusätze wurden, falls
nicht anders angegeben von den Firmen Gibco/Eggenstein, Boehringer/Mannheim
und Amersham Pharmacia bezogen. Das Wasser zur Herstellung von Lösungen
wurde mit einer Anlage der Firma Millipore entmineralisiert.

3.1.4 Zellkulturmedien

IMDM (Iscove´s modified Dulbecco´s medium) mit Phenolrot als pH-Indikator wurde in
Form von Trockenpulver von Gibco (BRL, Eggenstein) bezogen, in aqua dest. gelöst
und mit 3,024 g/l NaHCO3 sowie 50 µM β-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen) ver-
setzt. Anschließend wurde das Medium über 0,2 µm Membranfilter (Millipore, Bedford,
MS, USA) sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

Zur Kultivierung aller Nicht-Mφ Zellen wurde IMDM mit 2 mM L-Glutamin (Gln, Gibco),
1 mM Natriumpyruvat (Gibco) und 5% hitzeinaktiviertem (56°C, 30 min), fötalem
Kälberserum (FCS) supplementiert.

Zur Kultivierung von Mφ wurde obiges Medium mit 10% statt 5% FCS supplementiert. 

DMEM (Dulbecco`s modified Eagle`s medium) Basismedium ohne Phenolrot wurde
mit 2 mM L-Glutamin und 10% FCS supplementiert und für die Kultur von Hirnzellen
verwendet.

PBS (phosphate-buffered saline, pH 7.3, steril) für die Anwendung in der Zellkultur
wurde von Serag Wiessner, Naila bezogen. 

3.2. Methoden

3.2.1 Zellpräparationen

3.2.1.1 Mäuse

Die in dieser Arbeit verwendeten Mausstämme wurden in der Tierversuchsanlage
Düsseldorf unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen gezüchtet. Ursprünglich
wurden Zuchtpaare der Mausstämme C57BL/10, BALB/c und BALB.B aus dem
Zentralinstitut für Versuchstierkunde, Hannover, bezogen; Mäuse der Stämme
C57B/6, CBA, C3H/J, A/J, DBA/2 und BALB/c H-2dm2 wurden aus den Biologischen
Forschungslaboratorien, Füllinsdorf, Schweiz bezogen. Vor der Organentnahme wur-
den die Mäuse durch Genickbruch getötet. Für die Präparation von
Peritonealmakrophagen, adulten Hirnzellen und zur Passage von Toxoplasmen wur-
den Mäuse im Alter von 3-6 Monaten verwendet. Für die Gewinnung neonataler
Hirnzellen wurden neugeborene Mäuse im Alter von 0-2 Tagen präpariert.
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3.2.1.2 Peritonealexsudat-Makrophagen

Durch intraperitoneale Injektion von 1 ml sterilem 1%igem Thioglycollat-Medium
(Difco/Detroit, USA) wurde die Einwanderung inflammatorischer Makrophagen in die
Bauchhöhle der Maus induziert. Vier Tage später wurde das Tier getötet und die
Bauchwand unter Schonung des Peritoneums eröffnet. Anschließend wurde die
Bauchhöhle mehrfach mit 10 ml eiskaltem Medium (IMDM, 2 mM Gln, 1 mM Pyruvat,
5% FCS) gespült und die so gewonnene Zellsuspension in einer Petrischale für 2
Stunden bei 37°C inkubiert. Nicht-adhärente Zellen wurden mit dem Überstand abge-
saugt, adhärente Zellen mit eiskaltem Medium abgespült und zweimal gewaschen.
Die Population adhärenter Zelle enthält über 95% Makrophagen (Beller et al. 1980).
Die durchschnittlichen Ausbeute betrug 5 x 106 Zellen/Maus. Peritonealexsudat-
Makrophagen aus Mäusen des Stammes C3H Ld wurden uns von R. McLoad,
University of Chicago, zur Verfügung gestellt. Die Gewinnung dieser Zellen erfolgte
wie hier beschrieben. Die Zellen für die einzelnen Versuchsansätze wurden aus
Tieren des gleichen Alters und Geschlechtes gewonnen.

3.2.1.3 Neonatale Hirnzellen

Hirnzell-Primärkulturen wurden für die Vermehrung zystenbildender T. gondii-Isolate
benötigt. Diese Zellen eignen sich aufgrund ihrer niedrigeren Wachstums-
geschwindigkeit besser für die Kultivierung der langsam wachsenden Toxoplasmen
als L929-Zellen. Zur Präparation von Hirnzellen wurden neugeborene Mäuse (0-2
Tage alt) verwendet.

Bei einer durch CO2-Insufflation getöteten Maus wurde der Kopf abgetrennt, die
Kopfhaut abgelöst und nach Entfernung der Schädelkalotte das Gehirn entnommen.
Anschließend wurde der Kortex der Großhirnhemisphären abgelöst, unter dem
Mikroskop von den Hirnhäuten befreit und mit eiskaltem Medium (DMEM, 2 mM Gln,
10% FCS) bedeckt. In einem nächsten Präparationsschritt wurde das Hirngewebe mit
einer Schere zerkleinert und zweifach durch Zugabe von eiskaltem Medium und
anschließender Sedimentation (10 min auf Eis) gewaschen. Das Sediment wurde in 1
ml Medium mit 0,3 U/ml Kollagenase D (Boehringer Mannheim) aufgenommen und für
60 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluß daran wurde das Sediment mit 0,2 mg/ml
DNAse I (Boehringer Mannheim) versetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der
Enzymbehandlung wurden die Zellen zweimal mit kaltem Medium gewaschen und mit
einer Zelldichte von 2-4 x 105 Zellen/cm2 in Zellkulturplatten oder 25 cm2

Kulturflaschen ausgesät.

3.2.2 Zellkulturen

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 10% CO2 in wasserdampfge-
sättigter Atmosphäre kultiviert. Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen
Werkbank unter Verwendung steriler Materialien durchgeführt. Langzeitkultivierte
Zellen und Toxoplasmenkulturen wurden regelmäßig nach dem Verfahren von Schmitt
et al. (1988) auf Kontamination durch Mykoplasmen getestet.
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3.2.2.1 Fibroblasten

Die in dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten-Linien wurden von der American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) bezogen. Zur Kultivierung wurde IMDM
mit 2 mM Gln, 1 mM Na-Pyruvat und 5% FCS verwendet. Die Zellen wurden in einer
Dichte von 4–6 x 104/ml in 25 cm2 oder 75 cm2 Flaschen ausgesät und nach
Ausbildung eines dichten Zellrasens mit Hilfe eines Zellschabers geerntet.

Die aus murinem Subkutangewebe isolierte Fibroblastenlinie L929 (Sanford et al.
1948) wurde nach 2–3 Tagen Kultur bei einer Zelldichte von etwa 106 Zellen/ml bzw.
2 x 105 Zellen/cm2 passagiert. Diese schnellwachsenden Fibroblasten dienten als
Wirtszellen für T. gondii Tachyzoiten.

Die Fibroblastenlinie HS27 entstammt normal differenzierter Haut eines Menschen
(Suss-Toby et al. 1996). Diese langsam wachsenden, stark adhärenten Zellen wurden
in Intervallen von 1-2 Wochen (2 Mediumwechsel/Woche) mit Hilfe von Trypsin/EDTA
(0.05% Trypsin/0.02% EDTA von Biochrom/Berlin, 15 min, 37°C) bei einer Zelldichte
von etwa 2–3 x 105 Zellen/ml geerntet und als Wirtszellen für zystenbildende T. gon-
dii-Isolate verwendet.

3.2.2.2 Toxoplasmen

Die für diese Arbeit verwendeten T. gondii-Isolate wurden uns von M. Saathof, Inst. für
Med. Parasitologie der Universität Bonn zur Verfügung gestellt. Die Vermehrung der
Toxoplasmen erfolgte sowohl in Zellkultur als auch in vivo durch Passage in Mäusen.

3.2.2.2.1 Stamm BK

Das T. gondii-Isolat BK (speziesinterne Gruppe I) wurde ursprünglich aus dem Liquor
eines an Toxoplasmose erkrankten Kindes gewonnen (Winser et al., 1948). Eine
Infektion mit diesen Toxoplasmen verläuft in Mäusen letal.

Zur Kultivierung wurden L929-Fibroblasten in IMDM (2 mM Gln, 1 mM Na-Pyruvat, 5%
FCS) mit einem Wirtszell-Parasit-Verhältnis von 1/10 infiziert. Zwei bis drei Tage nach
Infektion waren alle Wirtszellen lysiert. Extrazelluläre Toxoplasmen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 50 x g, RT) weitgehend von Wirtszellen und Debris befreit und
dann in einem zweiten Zentrifugationsschritt (15 min, 600 x g, RT) aus dem Überstand
sedimentiert.

Zur Kontrolle und um Toxoplasmen zu erhalten, welche eher den natürlich vorkom-
menden gleichen, wurde dieses Isolat auch in vivo passagiert. Dazu wurden einer
Maus 107 Tachyzoiten in 500 µl PBS intraperitoneal injiziert. Zwei Tage nach der
Infektion wurde die Maus getötet, die Bauchwand unter Schonung des Peritoneums
eröffnet, und die Bauchhöhle zweimal mit 7 ml 37°C warmem PBS gespült. Die in der
Spülflüssigkeit enthaltenen Parasiten wurden in PBS gewaschen (15 min, 600 x g,
RT).

3.2.2.2.2 Stamm DX

Der T. gondii Stamm DX (speziesinterne Gruppe II) wurde ursprünglich aus einem an
Toxoplasmose erkrankten Schwein isoliert (Schlüter et al. 1991). Eine Infektion mit
diesen Toxoplasmen führt bei Mäusen zu einer chronischen Toxoplasmose mit Bildung
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von Gewebezysten.

Für die Vermehrung dieser auch in vitro zystenbildenden Toxoplasmen wurden
Kulturen neonataler muriner Hirnzellen oder HS27 Zellen verwendet. Aufgrund ihres
langsamen Wachstums eignen sich diese Zellen besser als Wirtszellen für die
Kultivierung der sich langsam vermehrenden Toxoplasmen als die vergleichsweise
schnell wachsende Zellinie L929. Konfluente Wirtszellkulturen wurden mit 0,1-1
Bradyzoiten/Zelle inokuliert. Innerhalb der folgenden 2-3 Wochen entwickeln sich
intrazelluläre Zysten. Zystenhaltige Wirtszellen wurden durch vorsichtiges
Resuspendieren geerntet und abzentrifugiert (5 min, 50 x g, Raumtemperatur). Das
Sediment wurde in 200 µl PBS aufgenommen und mit 0,05% Trypsin und 0,02%
EDTA bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Enzymbehandlung wurden die enzy-
stierten Bradyzoiten innerhalb von 10-20 min freigesetzt. Nach vollständiger Lyse der
Zysten (mikroskopische Kontrolle) wurde der Prozeß durch Zugabe von 300 µl FCS
gestoppt und die Toxoplasmen in Kulturmedium gewaschen. Durchschnittlich wurden
pro Zyste zwischen 500 und 1000 Bradyzoiten gewonnen.

Für die in vivo Passage wurden erwachsene Mäuse mit 3-5 gereinigten Gehirnzysten
in 100 µl PBS intraperitoneal infiziert. In der chronischen Phase der Infektion (etwa 4
Wochen post infectionem) wurden die Gehirne dieser Mäuse entnommen und mecha-
nisch zerkleinert. Anschließend wurde die Gewebesuspension in 15 ml Medium
(DMEM, 2 mM Gln, 10% FCS) aufgenommen, mit 10 ml Ficoll-Paque unterschichtet
und für 30 min bei 800 x g, 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Im Sediment befindliche
Zysten wurden nach Lyse der Erythrozyten in 0,83% NH4Cl (2 ml, 3 min, RT) gewa-
schen und in 500 µl PBS aufgenommen. Aus einer BALB/c Maus wurden etwa 4
Wochen nach Infektion durchschnittlich 1000 Zysten gewonnen.

Toxoplasmen des DX Stammes bilden unter den oben genannten in vitro
Bedingungen zwar hauptsächlich zystenbildende Formen (Bradyzoiten) aber ein klei-
ner Anteil an Toxoplasmen, welche die Wirtszellen lysieren, wurde seperat kultiviert.
Diese Tachyzoiten wurden durch weitere Passagen in Wirtszellekulturen vermehrt und
auf ein schnelles Wachstum hin selektioniert.

3.2.2.2.3 GFP exprimierende Toxoplasmen

Toxoplasmen des Stammes RH (speziesinterne Gruppe I), welche stabil ein grün fluo-
reszierendes Protein (GFP) exprimieren (Striepen et al. 1998), wurden uns von Boris
Striepen, Athens, Georgia, USA zur Verfügung gestellt. 

Das GFP stammt aus der pazifischen Qualle Aequoria victoria und ist ein natürlich
fluoreszierendes Protein. Toxoplasmen, die dieses Protein exprimieren, können leicht
mittels eines ‘Fluorescence-activated Cell Sorter’ (FACS) identifiziert werden, und
zwar nicht nur als extrazelluläre Parasiten, sondern auch nach Invasion der
Wirtszellen.

Die Kultivierung dieser Parasiten erfolgte wie in 3.2.2.2.1 für die Kultur der
Toxoplasmen des Stammes BK beschrieben.
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3.2.3 Toxoplasmenproliferationstest

Die intrazelluläre Toxoplasmenproliferation wurde über den Einbau von 3H-Uracil in
die parasitären Nukleinsäuren gemessen. Toxoplasmen besitzen im Gegensatz zu
Säugerzellen das Enzym Uracil-Phosphoribosyl-Transferase und sind somit in der
Lage externes Uracil für die Nucleotidsynthese zu nutzen (Pfefferkorn et al. 1977).
Daher wird 3H-Uracil selektiv in die RNA und DNA intrazellulärer Parasiten eingebaut.

Zur Quantifizierung der Toxoplasmenproliferation wurden Peritonealexsudat-
Makrophagen in 96 well-Platten mit 1x105 Zellen pro well ausgesät und mit 0,16 bis
20 Toxoplasmen/Wirtszelle infiziert. Nach 16 Stunden wurden die Ansätze mit 1
µCi/well (37 kBq/well) 3H-Uracil (3’,5’-3H-Uracil, 125 µCi/ml) für 24 Stunden pulsmar-
kiert und dann bei –20°C eingefroren, um so die Zellmembranen zu zerstören und die
Nukleinsäuren freizusetzen. Für die Messung des inkorporierten 3H wurden die
Testkulturen aufgetaut und der Inhalt der wells mit Hilfe eines Zellerntegerätes auf
Glasfaserfilter (Preprint Filtermat/LKB Wallac) übertragen. Die Filter wurden ca. 20
min bei 100°C in einem Trockenschrank getrocknet und anschließend nach Zugabe
von 10 ml Szintillationsflüssigkeit (Beta Plate Scint, LKB Wallac) einzeln in Plastikfolie
eingeschweißt. Die Auswertung erfolgte in einem Beta-Counter, der die durch den
radioaktiven Zerfall des Tritiums in der Szintillationsflüssigkeit erzeugte Cerenkov-
Strahlung mißt und in ‘counts per minute’ (cpm) errechnet. Die Summe der pro Ansatz
errechneten cpm gilt als Maß für die Stärke der Toxoplasmenproliferation. Für jede
Versuchsbedingung wurden sechs Parallelansätze angelegt, deren arithmetisches
Mittel ± Standardabweichung als Ergebnis angegeben ist.

3.2.4 Antigenpräparationen

3.2.4.1 Herstellung eines Toxoplasmenlysates mittels French Press (TgL)

Frisch geerntete Toxoplasmen des Stammes BK wurden zweimal in PBS gewaschen
(15 min, 600 x g, 4°C) und in einer Konzentration von 1-2 x 109 Toxoplasmen/ml in
PBS resuspendiert. In einer Aufschlußzelle (French Press) wurde die
Toxoplasmensuspension bei einem Druck von 18000 psi (etwa 2565 bar) hohen
Scherkräften ausgesetzt. Die mikroskopische Kontrolle der Präparation zeigte einen
vollständigen Aufschluß der Toxoplasmen. Das auf diese Weise gewonnene
Toxoplasmenlysat (TgL) wurde einer 20 minütigen UV-Bestrahlung unterzogen und
durch zweifaches Zentrifugieren (15 min, 10000 x g, 4°C und 1 h, 100000 x g, RT) von
nicht löslichen Bestandteilen befreit. Mittels der BCA-Methode wurde wie in 3.2.5
beschrieben der Proteingehalt der gewonnenen Überstände bestimmt.
Durchschnittlich wurden 1 mg Protein aus 109 Toxoplasmen gewonnen.

3.2.4.2 Herstellung eines wässrigen Toxoplasmenlysates (STAg)

Frisch geerntete Toxoplasmen des Stammes BK wurden zweimal in PBS gewaschen
(15 min, 600 x g, 4°C), und danach in flüssigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren.
Die gefrorenen Pellets wurden aufgetaut und in aqua dest. zu einer Konzentration von
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109 Parasiten/ml aufgenommen. Die Suspension wurde wiederholt in flüssigem
Stickstoff eingefroren und bei 37°C wieder aufgetaut. Nach zehn Einfrier/Auftau-
Zyklen zeigte die mikroskopische Kontrolle der Präparation Toxoplasmendebris, der
durch zweifaches Zentrifugieren (20 min, 800 x g, 4°C und 15 min 10000 x g, 4°C) ent-
fernt wurde. Nach Bestimmung des Proteingehaltes wurde der Überstand aliquotiert
und bei -20°C aufbewahrt. Durchschnittlich wurden 2 mg Protein aus 109

Toxoplasmen gewonnen.

3.2.4.3 Herstellung eines Tachyzoiten-konditionierten Mediums (TkM)

Frisch geerntete Toxoplasmen des Stammes BK wurden in IMDM (2 mM Gln, 1 mM
Na-Pyruvat, 5% FCS) in einer Konzentration von 1x108 Toxoplasmen/ml aufgenom-
men und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Danach wurden die Toxoplasmen
und Debris durch einen Zentrifugationsschritt (15 min, 600 x g, RT) pelettiert. Der klare
Überstand wurde als Tachyzoiten-konditioniertes Medium abpipettiert.

3.2.5 Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt von Antigenpräparationen wurde nach der BCA-Methode (Smith et
al. 1985) gemessen. Sie beruht auf einer Komplexbildung von Proteinen und Cu2+-
Ionen in alkalischer Lösung (Biuret-Reaktion). Die Cu2+-Ionen des Komplexes werden
zu Cu+-Ionen reduziert, die mit Bicinchoninsäure (BCA) einen violetten Farbkomplex
bilden, dessen Intensität der Proteinkonzentration proportional ist. Die
Nachweisgrenze liegt bei 0.5 µg Protein/ml.

Für den Test wurden die Proben seriell in PBS verdünnt. Rinderserumalbumin (Pierce)
in einer Verdünnungsreihe von 20-2000 µg/ml PBS diente als Standard, PBS und die
BCA-Gebrauchslösung als Leerwert. In Dreifach-Ansätzen wurden Standard bzw.
Proben 1/10 mit BCA-Gebrauchslösung (Pierce) versetzt und in einer 96 well-
Mikrotiterplatte für 30-60 min bei 37°C inkubiert. In einem ELISA-Photometer wurde
die Extinktion der Ansätze bei 550 nm gemessen. Bei der Auswertung wurden die
Extinktionswerte der Standardverdünnungen gegen deren Proteinkonzentration auf-
getragen und aus der resultierenden Regressionsgeraden die Proteinkonzentration
der Proben mit Hilfe des Programms Prism 2.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA)
bestimmt.

3.2.6 Proteinase K-Verdau (Lysate und TkM)

Um Proteine ihrer biologischen Aktivität zu berauben, wurden diese einem Proteinase-
K-Verdau ausgesetzt. Die Menge der zugesetzten Proteinase K wurde in Abhängigkeit
vom Proteingehalt der Proben so festgesetzt, daß ein vollständiger Proteinverdau zu
erwarten war.

Zum Verdau des TgL mittels Proteinase K wurden 1,25 mg TgL mit 187,5 µg
Proteinase K versetzt und für 45 Minuten im Brutschrank inkubiert. Sodann wurden
200 µl FCS zugesetzt und weitere 60 Minuten im Brutschrank inkubiert, um die
Proteinase K zu verbrauchen. Als Kontrolle wurde obiges Prozedere ohne den Zusatz
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von TgL durchgeführt.

25 µg einer TgL-Probe, welches mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden sollte, wurde
mit 6,25 µg Proteinase K versetzt. Der Ansatz wurde 1 Stunde im Brutschrank auf
einem Schüttler inkubiert. Danach wurde durch Hinzufügen des SDS-PAGE
Probenpuffers (25 % Glyzerin, 0,375 M Tris/HCl, pH 6,8, 2% SDS, Bromphenolblau)
die Proteinase K inaktiviert.

Zum Verdau des TkM wurden 200 µl TkM mit 1,25 µg Proteinase K versetzt und wei-
ter analog zum TgL Verdau für 45 Minuten im Brutschrank inkubiert. Sodann wurden
50 µl FCS zugesetzt und weitere 60 Minuten im Brutschrank inkubiert, um die
Proteinase K zu verbrauchen. Analog wurde die Kontroll-Lösung hergestellt, wobei
hier kein TgL zugestzt wurde.

3.2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde mit diskontinuierlichen
Gelen nach Laemmli (Laemmli 1970) durchgeführt. Nach Zugabe des anionischen
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zu Proteingemischen bilden sich stark negativ
geladene SDS-Protein-Komplexe mit konstantem Ladungs-zu-Masse-Verhältnis.
Diese Komplexe wandern im elektrischen Feld in Richtung Anode, wobei sie durch
den Molekularsiebeffekt der porösen Polyacrylamidmatrix entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt werden.

Folgende Lösungen wurden verwendet:

Trenngel: 12% Acrylamid, 0,32% Bisacrylamid, 125 mM Tris/HCl pH 8,8, 0,1% SDS,
0,1% TEMED, 0,1% Ammoniumperoxodisulfat

Sammelgel: 3% Acrylamid, 0,08% Bisacrylamid, 125 mM Tris/HCl pH 6,8, 0,1%
SDS, 0,1% TEMED, 0,1% Ammoniumperoxodisulfat

Zwischen zwei Glasplatten wurde ein 12% Polyacrylamidgel (0,5 mm bzw. 1,5 mm,
Trennstrecke 11 cm) gegossen, welches mit n-Butanol überschichtet innerhalb von 30
bis 60 min polymerisiert. Nach Entfernung des n-Butanols wurde auf das feste
Trenngel ein Sammelgel gegossen, in dem die zu trennenden Proteine zum gleich-
mäßigen Einwandern in das Trenngel konzentriert werden. Die Proben wurden mit 0,2
Volumenanteilen des Probenpuffers (25% Glyzerin, 0,375 M Tris/HCl, pH 6,8, 2%
SDS, Bromphenolblau) versetzt, 5 min bei 95°C bzw. 15 min bei 80 °C erhitzt und
umgehend auf das Gel aufgetragen.

Für die Auftrennung unter reduzierenden Bedingungen wurde dem Probenpuffer 5%
β-Mercaptoethanol zugefügt. Bei jeder SDS-PAGE wurde ein Protein-
Molekulargewichtsstandard (low molecular weight marker, Biorad, München) mitge-
führt: Phosphorylase β (97,4 kD), bovines Serumalbumin (66,2 kDa), Ovalbumin (45
kDa), Carboanhydrase (31 kD), Trypsininhibitor (21,5 kD), Lysozym (14,4 kD). Die
Elektrophorese erfolgte in Kammerpuffer (50 mM Tris, 0,4 M Glycin, 0,1% SDS) bei
100 V im Sammelgel bzw. bei 250 V im Trenngel und wurde beendet, wenn die
Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hatte.
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3.2.7.1 Coomassie-Färbung

Die Färbung mit Coomassie Brillant Blau beruht auf der Anlagerung des Farbstoffes
an die NH2-Gruppen von Proteinen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel über Nacht bei Raumtemperatur
in Coomassie-Färbelösung (0,1% Coomassie Brillant Blau R-250 in 40% Ethanol,
7,5% Essigsäure) inkubiert. Die Entfärbung des Hintergrundes erfolgte unter mehrfa-
chem Wechsel der Entfärbelösung (20% Ethanol, 7,5% Essigsäure). Mit dieser
Methode können Proteinmengen von 200-400 ng/Bande nachgewiesen werden.

3.2.8 Bestimmung des Lipopolysaccharidgehaltes

Da Lipopolysaccharid (LPS) schon im Nanogrammbereich Makrophagen zur 
Produktion von IL-12 stimuliert, war es nötig, die Test-Stimuli auf Kontamination mit
LPS zu kontrollieren. Zur Anwendung kam der Limulus Amöbozytenlysat (LAL)-Test,
der die sensitivste Methode zur Bestimmung von Endotoxinen gram-negativer
Bakterien darstellt. Es wurde das LAL-Kit von BioWhittaker verwendet. Der Test
basiert auf der katalytischen Aktivierung eines Proenzyms durch Endotoxin, welches
dann in einer Farbreaktion ein chromogenes Substrat umsetzt. Der Farbumschlag
wird bei 405-410 nm im Photometer gemessen.

Für die Durchführung des Tests wurde eine ELISA-Platte mit einem Probenvolumen
von je 20 µl/well befüllt. Nach Zugabe von 20 µl/well LAL wurde der Ansatz für 10 min
bei 37°C inkubiert. Hiernach wurden 40 µl/well der Substrat-Lösung zugegeben und
weitere 6 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde mit einer 10%igen (w/v) SDS-
Lösung gestoppt. Alle Ansätze wurden als dreifache Parallelansätze durchgeführt.

Die Proben wurden austitriert und in Doppelbestimmungen gemessen. Alle LPS-
Konzentrationen lagen deutlich unterhalb von 1 Endotoxin-Unit/ml, was, je nach LPS-
Typ, einer Konzentration von 80-250 pg/ml entspricht.

3.2.9 Analyse der Zytokininduktion durch T. gondii

3.2.9.1 Makrophagenstimulation in vitro

Frisch gewonnene Peritonealexsudat-Makrophagen wurden auf 48 well-Platten mit
0,5x106 Zellen pro well ausgesät. Es wurden entweder frisch gewonnene
Toxoplasmen oder Toxoplasmenlysate in unterschiedlichen Mengen hinzugegeben.
Die wells wurden mit IMDM (2 mM Gln, 1 mM Na-Pyruvat, 10% FCS) auf ein Volumen
von jeweils 1 ml aufgefüllt. Die Platten wurden 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde der Überstand abgenommen. Alle Ansätze wurden minde-
stens als zweifache Parallelansätze durchgeführt.

3.2.9.2 Transwell-Kokultur von Toxoplasmen mit Makrophagen

Frisch gewonnene Peritonealexsudat-Makrophagen wurden auf 24 well Platten mit
1x106 Zellen pro well ausgesät. Die wells wurden mit IMDM (2 mM Gln, 1 mM Na-
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Pyruvat, 10% FCS) auf ein Volumen von jeweils 1 ml aufgefüllt. In diese wells wurden
Transwelleinsätze mit einer Porengröße von 0,1 µm eingesetzt. Die Einsätze wurden
mit frisch gewonnen Toxoplasmen vom Stamm BK mit 3x107 Parasiten in 100 µl obi-
gen Mediums befüllt. Als Kontrolle wurden leere Transwells eingesetzt. Die Platten
wurden im Brutschrank inkubiert. Nach 1 bis 3 h wurden die Transwelleinsätze ent-
fernt und nach 24 h die Überstände aus den Kulturen gewonnen. Alle Ansätze wurden
mindestens als zweifache Parallelansätze durchgeführt.

3.2.9.3 Ex vivo Analysen nach Infektion von Mäusen mit Toxoplasmen

Mäuse wurden intraperitoneal mit 1x105 Toxoplasmen in 0,5 ml PBS infiziert. Nach 5
Tagen wurden die Tiere getötet und die Bauchwand unter Schonung des Peritoneums
eröffnet. Anschließend wurde die Bauchhöhle mehrfach mit insgesamt 2 ml PBS
gespült. In der so gewonnenen Spüllösung wurden Zytokine bestimmt. 

3.2.10 Zytokin-enzyme-linked immunosorbent assays

ELISAs sind Mikrotiterplattentests zum Nachweis von Antigenen bzw. Antikörpern.
Dabei werden Antigene, bzw. beim Sandwich-ELISA Antigen-spezifische Antikörper,
an die Polystyrol- oder Polyvinylchlorid-Oberfläche spezieller Mikrotiterplatten gekop-
pelt und anschließend mit Antikörpern bzw. Antigen inkubiert. Gebundene
Primärantikörper bzw. Antigene werden mit Hilfe von enzym-gekoppelten
Sekundärantikörpern detektiert. Der Nachweis der Bindung der Sekundärantikörper
erfolgt über eine enzymatische Farbreaktion.

Es wurden ELISA Kits der Firma Genzyme, Cambridge, USA eingesetzt und entspre-
chend den beiligenden Protokollen benutzt.

IL-12: Total Mouse IL-12 Duo Set, Part # 80-4400-00

IL-12p70: Mouse IL-12 p70 Duo Set, Part # 80-4365-00

IL-1α: Mouse IL-1α ELISA Kit, Part # 1900-01 

IL-10: Mouse IL-10 ELISA Kit, Part # 80-3749-01

3.2.11 FACS-Analyse

Der ‘Fluorescence-activated Cell Sorter’ (FACS) ermöglicht es, Zellen, welche
Fluorochrom-markiert sind, zu zählen. Die Zellen werden in die Probenkammer des
FACS eingefüllt. Nun werden durch einen kleinen vibrierenden Auslaß Mikrotropfen
erzeugt, welche jeweils eine einzige Zelle enthalten. Diese Tropfen fallen durch einen
Laserstrahl, welcher das Fluorochrom anregt. Die Intensität der Fluoreszenz, die jeder
einzelne Tropfen ausstrahlt, wird von einem Detektor gemessen und auf einem
Oszilloskop dargestellt.

Frisch gewonnene Peritonealexsudat-Makrophagen wurden in einem Medium ohne
Phenolrot in unterschiedlichen Wirtszell/Parasit-Verhältnissen mit Toxoplasmen des
Stammes RH, welche GFP exprimieren, versetzt. Nach 1 Stunde wurden extrazellulä-
re Parasiten entfernt. 16 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen in PBS mit 1%
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EDTA gewaschen, geerntet und mit einem FACScan (Becton Dickinson) analysiert.
Pro Probe wurden 10.000 Ereignisse aufgezeichnet und mittels der Lysis II Software
(Becton Dickinson) analysiert. Die Ergebnisse sind angegeben als Histogram der
Fluoreszenzintensität gegen die Zellzahl. Zellen aus uninfizierten Kontrollen wurden
benutzt, um das Autofluoreszenz-Hintergrundsignal zu ermitteln.

3.3. Statistik
Alle Experimente wurden dreimal oder öfter wiederholt und die Proben doppelt
gemessen. Die präsentierten Daten stellen mittlere Werte samt Standard-
abweichungen aus repräsentativen Experimenten dar. Paarweise Vergleiche zwi-
schen den Werten wurden mittels des Student t Tests unter Berücksichtigung unter-
schiedlicher Varianzen vorgenommen. Unterschiede wurden, wenn nicht anders
angegegeben, als signifikant eingestuft wenn der P Wert < 0,1 war.

Alle Diagramme wurden mittels der Software DeltaGraph 4 (RockWare, Golden, CO,
USA) erstellt, Student t Tests erfolgten mittels Microsoft Excel (Microsoft, Redmont,
CA, USA).
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4. Ergebnisse

4.1. Ein Lysat aus T. gondii induziert in
Makrophagen eine Zytokinantwort 

Für eine Antigen-Präparation von T. gondii mit möglichst vollständiger Antigenität, wur-
den Tachyzoiten vom Stamm BK mittels einer French Press lysiert. Der Proteingehalt
solcher Lysate (TgL) wurde nach der BCA-Methode bestimmt; im Durchschnitt ließ
sich aus 1x109 Toxoplasmen 1 mg Protein gewinnen.

Um sicherzugehen, daß keine Verunreinigung durch LPS während des Lysierens
stattfand, wurde der LPS-Gehalt der Lysate im Limulus Amöbozytenlysat-Test
bestimmt. Eine Verunreinigung mit LPS ließ sich nicht feststellen.

Die so gewonnenen Präparationen von TgL wurden genutzt, um in Kulturen von
Makrophagen (Mφ) eine Zytokinproduktion zu induzieren.

Dazu wurden Peritonealexsudat-Makrophagen von Mäusen des Stammes C57BL/10
in 48 well-Zellkulturplatten mit einer Dichte von 5x105 Zellen pro well ausgesät. Die Mφ
wurden anschließend mit unterschiedlichen Mengen an TgL versetzt. 

Als Negativkontrolle wurden Mφ ohne TgL inkubiert sowie mit einem äquivalent
gewonnenen Lysat aus L929 Zellen, den Zellen, in denen die Toxoplasmen in vitro kul-
tiviert wurden. Ferner wurde auch Kulturmedium der Lyse-Prozedur unterzogen und
das so behandelte Kulturmedium als weitere Negativkontrolle eingesetzt. 

Um einen Vergleich zwischen TgL und lebenden Toxoplasmen bezüglich der
Fähigkeit, Zytokine in Mφ zu induzieren, zu erhalten, wurden die Mφ auch mit leben-
den Toxoplasmen vom Stamm BK in unterschiedlichen Parasit/Wirtszell-Verhältnissen
inkubiert.

Nach 24 h Inkubation wurde der Kulturüberstand abgenommen und die darin enthal-
tene Konzentration verschiedener Zytokine mittels ELISA bestimmt.

4.1.1 Eine Inkubation mit lebenden Toxoplasmen oder mit TgL indu-
ziert in Mφφ die Sekretion von IL-12

Im IL-12-ELISA konnte gezeigt werden, daß in den Kulturüberständen IL-12 enthalten
war (Fig. 1). Dabei war eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen der Menge des ein-
gesetzten TgL und der Menge des gemessenen IL-12 zu beobachten: Während eine
Konzentration von 0,01 µg/ml Lysat kaum eine IL-12-Antwort in den Mφ induzierte,
führte die Inkubation mit 0,1 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml TgL zu steigenden IL-12
Konzentrationen im Überstand der Mφ-Kulturen. Eine weitere Erhöhung der Menge an
TgL auf 100 µg/ml hatte keinen weiteren Anstieg der IL-12 Konzentration zur Folge.

Bei der Inkubation von Mφ mit lebenden Toxoplasmen wurden im Kulturüberstand bei
einer Infektionsrate von 3 Parasiten pro Wirtszelle in etwa solche IL-12-Spiegel
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Fig. 1 Toxoplasmen und TgL induzieren in Makrophagen die Sekretion von IL-12 
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit Toxoplasmen bzw.
mit TgL für 24 h inkubiert. Das im Kulturüberstand enthaltene IL-12 wurde gemessen.
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gemessen wie beim Einsatz von TgL mit einer Konzentration von 0,1 µg/ml.

Das Zytokin IL-12 setzt sich aus den beiden Untereinheiten p35 und p40 zum biolo-
gisch aktiven p70 zusammen, wobei p40 im Überschuß von den Zellen produziert
wird. 

Um den Anteil des biologisch aktiven IL-12p70 zu bestimmen, wurde es mittels eines
p70-spezifischen ELISA separat gemessen (Fig. 2). Da die biologisch aktive Form des
Zytokins in vielfach niedrigeren Konzentrationen vorliegt, war es hier nötig, TgL in
wesentlich höheren Konzentrationen einzusetzen, um meßbare Ergebnisse zu erhal-
ten. So konnte gezeigt werden, daß TgL in Konzentrationen zwischen 0,625 und 5
mg/ml in der Lage ist, dosisabhängig meßbare Mengen des Heterodimers IL-12p70 in
Mφ zu induzieren.
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Fig. 2 TgL induziert in Makrophagen die Sekretion von IL-12p70
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit einem Kontroll-
Medium, einen Lysat aus L929 Zellen bzw. mit TgL für 24 h inkubiert. Das im Kulturüberstand enthal-
tene IL-12p70 wurde gemessen.
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4.1.2 Das Zytokin IL-1αα wird durch TgL in Mφφ induziert

In den Kulturüberständen wurde mittels eines anderen ELISA IL-1α gemessen. Es
zeigte sich dosisabhängig eine Induktion von IL-1α (Fig. 3).

4.1.3 Das Zytokin IL-10 wird durch TgL in Mφφ induziert

Auf ähnliche Weise wurde IL-10 im Kulturüberstand bestimmt. Auch hier zeigten sich
beim Einsatz von TgL dosisabhängige Mengen an IL-10 im ELISA (Fig. 4).

4.2. Die Produktion von IL-12 wird durch ein 
T. gondii-Protein induziert

Um zu erfahren, ob die IL-12-induzierende Aktivität von TgL über ein Protein vermit-
telt wird, wurde TgL mit Proteinase K vorbehandelt und mit unbehandeltem TgL hin-
sichtlich seiner Wirkung auf Mφ verglichen.

Peritonealexsudat-Makrophagen von Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit
einer Dichte von 5x105 in 48 well-Kulturplatten ausgesät. Den Kulturen wurde TgL mit
1,25 µg/ml oder TgL welches mit Proteinase K vorverdaut worden war, hinzugefügt.
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Fig. 3 TgL induziert in Makrophagen die Sekretion von IL-1α
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit TgL für 24 h inku-
biert. Im Kulturüberstand wurde IL-1α gemessen.
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Als Negativkontrolle diente Kulturmedium.

Proben der Kulturüberstände wurden nach 24 h abgenommen und mittels eines
ELISA wurde IL-12p70 im Überstand bestimmt (Fig. 5a).

Es zeigte sich ein Rückgang der IL-12-induzierenden Aktivität von TgL nach Verdau
mit Proteinase K auf das Niveau der Negativkontrolle (P < 0,01).

Um zu prüfen, ob die Proteinase K in der eingesetzten Menge und Art und Weise in
der Lage war, die Proteine im TgL vollständig zu verdauen, wurde in einem SDS-
Polyacrylamidgel TgL aufgetrennt. Vergleichend wurde TgL, TgL welches mit
Proteinase K vorbehandelt worden war, und ein wässriges T. gondii-Lysat (STAg) auf
das Gel aufgetragen (Fig. 5b).

Es zeigten sich keine erkennbaren mit Coomassie Blau angefärbte Banden im
Laufbereich des mit Proteinase K vorbehandelten TgL. Im Laufbereich des TgL und
STAg dagegen zeigte sich das typische Verteilungsmuster parasitärer Proteine mit
deutlich angefärbten Banden (Beckers et al. 1994).
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Fig. 4 TgL induziert in Makrophagen die Sekretion von IL-10
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit TgL für 24 h inku-
biert. Das im Kulturüberstand enthaltene IL-10 wurde gemessen.
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Fig. 5

a Nach Proteinase K Behandlung verliert TgL seine IL-12-induzierende Aktivität
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes C57BL/10 wurden mit TgL und mit
Proteinase K  vorbehandeltem TgL für 24 h inkubiert. Im Kulturüberstand wurde IL-12p70 gemessen.
Die Unterschiede zwischen Proteinase K vorbehandeltem TgL und unbehandeltem TgL sind signifikant
(P < 0,01).

b Kontrolle des Proteinase K Verdaus von TgL
In einem SDS-Polyacrylamidgel wurde STAg und TgL (je 25 µg Protein) aufgetragen. TgL war z.T. mit
Proteinase K (PK) für 1 h vorbehandelt worden. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit
Coomassie Brilliant Blau gefärbt. M - Molekulargewichtsstandard.

b

a

1,25 + PK

     



4.3. Die IL-12-Induktion durch T. gondii beruht auf
einer exkretorisch/sekretorischen Aktivität

Toxoplasmen besitzen eine exkretorisch/sekretorische Aktivität, sind also in der Lage,
bestimmte Proteine aktiv zu sezernieren.

Es stellte sich die Frage, ob die parasitäre Aktivität, die für die IL-12-Induktion in Mφ
verantwortlich ist, möglicherweise durch solch ein sezerniertes Protein vermittelt wird.

4.3.1 Zur IL-12-Induktion ist keine Infektion der Makrophagen not-
wendig

Zunächst galt es zu prüfen, ob Mφ zu einer IL-12 Sekretion angeregt werden können,
noch bevor sie durch Toxoplasmen infiziert werden, d.h. bevor die Toxoplasmen in die
Mφ eingedrungen sind.

Dazu wurde ein Versuchsaufbau geschaffen, der Mφ und Toxoplasmen räumlich von-
einander trennt, bei dem aber das Kulturmedium doch ein gemeinsames ist.

Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden in 24
well-Kulturplatten ausgesät. In die wells wurden Einsätze eingehängt, deren Boden
aus einer Membran mit 0,1 µm Porenweite bestand. Diese Einsätze beherbergten die
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Fig. 6 Toxoplasmen induzieren in Makrophagen die Sekretion von IL-12 ohne diese
zu infizieren
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden in Ko-Kultur mit
Toxoplasmen für 1 bis 3 h inkubiert. Wirtszellen und Parasiten waren voneinander durch eine Membran
mit 0,1 µm Porengröße getrennt. Nach der angegebenen Expositionszeit wurde der Transwell-Einsatz
mit den Toxoplasmen entfernt. Im Kulturüberstand wurde IL-12 gemessen.
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Toxoplasmen. So wurden Mφ und Toxoplasmen in Ko-Kultur, aber getrennt voneinan-
der inkubiert.

Nach 1, 2 bzw. 3 h Ko-Kultur wurden die Einsätze mit den Toxoplasmen entfernt, nach
insgesamt 24 h das Kulturmedium über den Mφ abgenommen, und das darin enthal-
tene IL-12 bestimmt. In der Negativkontrolle wurde ein leerer Einsatz für 3 h über den
Mφ belassen.

Es zeigte sich, daß eine Expositionszeit von 1 h bereits ausreicht, um die Mφ zu einer
IL-12-Antwort zu stimulieren (Fig. 6).

4.3.2 Die IL-12-induzierende Aktivität ist Bestandteil von 
T. gondii-ESA

Um zu prüfen, ob die IL-12-Induktion in Mφ durch exkretorisch/sekretorische Produkte
der Toxoplasmen verursacht wird, wurde der Versuch unternommen, ein Medium zu
erzeugen, welches definierte exkretorisch/sekretorische Antigene (ESA) von T. gondii
enthält, jedoch nicht die Parasiten selbst.

Dazu wurden frisch geerntete Tachyzoiten in neuem Medium aufgenommen und dann
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Toxoplasmen durch dif-
ferentielle Zentrifugation entfernt. 

4. Ergebnisse

40

0 10 3 1 10
0

100

200

300

Fig. 7 Von Toxoplasmen konditioniertes Medium induziert in Makrophagen die
Sekretion von IL-12 
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden mit einem von
Tachyzoiten konditionierten Medium bzw. mit einem Kontrollmedium inkubiert. Als Kontrollmedium
diente ein von L929 Zellen konditioniertes Medium. Im Kulturüberstand wurde nach 24 h Inkubation 
IL-12 gemessen.
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Dieses so konditionierte Medium wurde nun auf IL-12-induzierende Aktivität hin gete-
stet.

Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden in 48
well-Kulturplatten ausgesät und mit 10, 3 und 1 Volumenprozent des konditionierten
Mediums versetzt. Zur Kontrolle wurde ein Medium mit L929 Fibroblasten konditioniert
und dieses den Mφ mit 10 Volumenprozent zugesetzt.

Nach 24 h Inkubation wurden Proben der Kulturüberstände abgenommen und das
darin enthaltene IL-12 bestimmt.

Es zeigte sich, daß das Toxoplasmen-konditionierte Medium in der Lage ist, eine 
IL-12-Produktion in Mφ zu induzieren, wohingegen das Kontrollmedium eine solche
Aktivität nicht besitzt (Fig. 7). 

4.3.3 Die IL-12-induzierende Aktivität von T. gondii wird durch ein
exkretorisch/sekretorisches Protein vermittelt

Der Nachweis, daß die IL-12-induzierende Aktivität des Toxoplasmen-konditionierten
Mediums wirklich durch das Vorhandensein von Proteinen begründet war, sollte durch
eine Vorbehandlung dieses Mediums durch Proteinasen erfolgen.

Das Toxoplasmen-konditionierte Medium wurde wie oben beschrieben gewonnen. Ein
Teil wurde mit Proteinase K für 45 min. bei 37°C inkubiert. Peritonealexsudat-
Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurde präpariert und in 48 well-
Kulturplatten ausgesät. Die Mφ wurden mit Toxoplasmen-konditioniertem Medium, mit
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Fig. 8 Eine Proteinase K Behandlung des T. gondii-konditionierten Mediums reduziert
dessen IL-12-induzierende Aktivität
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden mit je 1%(v/v) eines von
Toxoplasmen konditionierten Mediums (TkM), eines mit Proteinase K (PK) vorbehandelten TkM sowie
mit Proteinase K für je 24 h inkubiert. Im Kulturüberstand wurde IL-12 gemessen. Die Unterschiede
zwischen mit Proteinase K vorbehandeltem TkM und unbehandeltem sind signifikant 
(P < 0,1).
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Proteinase K behandeltem Toxoplasmen-konditionierten Medium oder nur mit
Proteinase K versetzt und 24 h inkubiert. Anschließend wurde in den
Kulturüberständen IL-12 bestimmt.

Es zeigte sich, daß das mit Proteinase K behandelte Toxoplasmen-konditionierte
Medium eine deutlich geringere (P < 0,1) IL-12-induzierende Aktivität besitzt als das
unbehandelte Toxoplasmen-konditionierte Medium (Fig. 8). Dennoch war eine
Restaktivität des mit Proteinase K behandelten Toxoplasmen-konditionierten Mediums
zu sehen, und auch die Proteinase K alleine war in der Lage, etwas IL-12 in den Mφ
zu induzieren.

4.4. Die IL-12-induzierende Aktivität von T. gondii
variiert mit dem Genotyp der Wirtszellen und
der Virulenz der Parasiten

Mit dem Ziel, die IL-12-induzierende Aktivität von T. gondii auf eine mögliche
Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund der Makrophagen hin zu untersuchen,
wurden Versuche mit Zellen aus Mäusen verschiedenen genetischen Ursprunges
durchgeführt. Außerdem wurden Toxoplasmenisolate unterschiedlicher Mausvirulenz
verglichen, um einen möglichen Zusammenhang zwischen der IL-12-Induktion und
pathogenen Eigenschaften der Erreger zu prüfen.

4.4.1 Die IL-12-induzierende Aktivität variiert mit dem Wirtsgenom

In Vorversuchen war aufgefallen, daß Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen
des Stammes BALB/c nicht in der Lage waren, IL-12 in so hohen Mengen zu produ-
zieren, wie Mφ aus C57BL/10 Mäusen. Diese beiden Mausstämme mit unterschiedli-
chem genetischen Hintergrund reagieren deutlich unterschiedlich auf eine
Toxoplasmainfektion (Suzuki et al. 1991). Während BALB/c Mäuse als resistent gel-
ten, in ihnen verläuft die Infektion schließlich chronisch-latent, sind C57BL/10 Mäuse
suszeptibel und können den Erreger nicht kontrollieren. Die Resistenz wird über ver-
schiedene Genloci vermittelt (McLeod et al. 1993; Brown et al. 1995), wovon einige im
H-2 Komplex liegen.

Es wurde nun untersucht, ob unter den gegebenen Experimentalbedingungen Mφ aus
suszeptiblen bzw. resistenten Mäusen unterschiedliche Mengen an IL-12 produzieren.

4.4.1.1. Die IL-12-Induktion korreliert mit der Ausprägung des H-2 Genlocus

Für einen breiten Vergleich verschiedener Mausstämme wurden Peritonealexsudat-
Makrophagen aus Mäusen der Stämme BALB.B, C57BL/10, C57B/6, CBA und C3H/J,
als Vertreter der Toxoplasmose-suszeptiblen Mausstämme, und Peritonealexsudat-
Makrophagen aus Mäusen der Stämme BALB/c, A/J und DBA/2, als Vertreter
Toxoplasmose-resistenter Mausstämme, präpariert.

Die Mφ wurden mit einer Dichte von 5x105 Zellen in 48 well-Kulturplatten ausgesät
und in ihrer Fähigkeit, IL-12 auf T. gondii-Stimuli hin zu produzieren, direkt miteinan-
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Fig. 9 a, b T. gondii-induzierte Sekretion von IL-12 in Makrophagen aus Mäusen ver-
schiedener Stämme
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen dreier Toxoplasmose-suszeptibler Stämme (BALB.B,
C57BL/10 und C3H/J) und eines Toxoplasmose-resistenten Stammes (BALB/c) wurden mit
Toxoplasmen bzw. mit TgL für 24 h inkubiert. Das im Kulturüberstand enthaltene IL-12 wurde
gemessen. Die Unterschiede zwischen suszeptiblen und resistenten Makrophagen sind signifikant (P
< 0,1  bzw. + = P < 0,2 oder # = P < 0,4).
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Fig. 9 c, d T. gondii-induzierte Sekretion von IL-12 in Makrophagen aus Mäusen ver-
schiedener Stämme
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen dreier Toxoplasmose-suszeptibler Stämme (CBA,
C57BL/10 und C3H/J) und dreier Toxoplasmose-resistenter Stämme (DBA/2, BALB/c und A/J) wurden
mit Toxoplasmen bzw. mit TgL für 24 h inkubiert. Das im Kulturüberstand enthaltene IL-12 wurde
gemessen. Die Unterschiede zwischen suszeptiblen und resistenten Makrophagen sind signifikant (P
< 0,1 bzw. + = P < 0,2 oder * = P < 0,3).
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der verglichen. Als Stimuli dienten zum einen lebende Toxoplasmen vom Stamm BK,
die mit einem Parasit/Wirtszell Verhältnis von 3, 1 und 0,3 eingesetzt wurden, zum
anderem wurde TgL in Konzentrationen von 100, 10 und 1 µg/ml verwendet. Als
Negativkontrolle diente das Kulturmedium.

Nach 24 h wurde der Kulturüberstand abgenommen und das darin enthaltene IL-12
mittels eines ELISA bestimmt.

In allen Vergleichen (Fig. 9a-d) zeigte sich, daß Peritonealexsudat-Makrophagen aus
Mäusen resistenter Stämme signifikant (größtenteils P < 0,1) weniger IL-12 produzie-
ren als die im gleichen Experiment eingesetzten Mφ aus suszeptiblen Mäusen. Diese
Aussage ließ sich sowohl für die Ansätze mit lebenden Toxoplasmen als auch für die
mit TgL machen.

Die kongenen Stämme, die sich in diesem Vergleich genetisch am nächsten stehen,
sind BALB/c und BALB.B, die sich ausschließlich im H-2-Komplex unterscheiden.

Der direkte Vergleich der Mφ untereinander innerhalb eines Experimentalansatzes war
insofern nötig, da die interexperimentale Variabilität es nicht erlaubte, die im
Kulturüberstand gemessenen Zytokinkonzentrationen als absolute Werte für die
Fähigkeit der Mφ zur IL-12-Produktion heranzuziehen.

4.4.1.2. Die IL-12-Induktion ist nicht abhängig von der Infektionsrate oder dem
intrazellulären Parasitenwachstum

Um auszuschließen, daß eine unterschiedliche Infektionsdichte in den Mφ suszepti-
bler bzw. resistenter Mäuse oder eine unterschiedlich gute Proliferationsfähigkeit der
Toxoplasmen in den verschiedenen Mφ für deren unterschiedliche IL-12-Antwort ver-
antwortlich ist, wurde die Infektionsrate und das intrazelluläre Parasitenwachstum
überprüft.

Dieser Vergleich wurde an Mφ aus BALB/c und BALB.B Mäusen durchgeführt.

Die Infektionsrate wurde mittels eines FACS ermittelt. Dazu wurden
Peritonealexsudat-Makrophagen beider Mausstämme präpariert und mit Toxo-
plasmen infiziert, welche GFP exprimieren. Es wurden unterschiedliche Para-
siten/Wirtszell-Verhältnisse gewählt. Als Negativkontrolle diente das Kulturmedium.
Nach 16 h Kultur wurde die Parasitenlast in den Mφ über die Intensität des
Fluoreszenzsignals im FACS ermittelt (Fig. 10).

Der Vergleich der Fluoreszenzintensitätsverteilungen in den Mφ-Populationen aus bei-
den Mausstämmen zeigt keine erkennbaren Unterschiede.

Das Parasitenwachstum wurde über den Einbau von 3H-Uracil bestimmt. Dazu wur-
den Peritonealexsudat-Makrophagen beider Mausstämme präpariert und in unter-
schiedlichen Parasiten/Wirtszell-Verhältnissen infiziert (0,16 bis 20 Toxoplas-
men/Wirtszelle). Nach 16 h wurde den Kulturen 3H-Uracil zugegeben und nach weite-
ren 24 h wurden die Kulturen eingefroren und der Einbau von 3H-Uracil mittels
Flüssigszintillationszählung im β-Counter ermittelt. Die Menge gebundener
Radioaktivität wurden gegen die Infektionsraten aufgetragen (Fig. 11).

Der Vergleich der Proliferationskurven zeigt keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen dem Toxoplasmenwachstum in den verschiedenen Mφ.
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Fig. 10 Vergleich der Infektion von Makrophagen aus Toxoplasmose-resistenten
(BALB/c) und H-2-kongenen Toxoplasmose-suszeptiblen (BALB.B) Mäusen
Peritonealexsudat-Makrophagen wurden mit Toxoplasmen, die GFP exprimieren, infiziert. Die
Infektionsrate wurde zwischen 0,3 und 3 Parasiten/Wirtszelle variiert. Nach 16 h Kultur wurde in den
Zellpopulationen die Parasitenlast über die Fluoreszenzintensität mittels FACS vergleichend bestimmt.
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4.4.1.3. Die IL-12-Antwort korreliert nicht mit dem Toxoplasmoseresistenzgen im
H-2-L Locus

Um zu erfahren, ob das Toxoplasmoseresistenzgen auf dem L Locus des H-2
Komplexes auch für die Stärke der IL-12-Induktion verantwortlich ist, wurden Mφ aus
BALB/c H-2dm2 Mäusen bzw. C3H Ld Mäusen untersucht.

Die BALB/c H-2dm2 Maus ist genetisch identisch mit einer BALB/c Maus bis auf eine
Deletion im H-2 Komplex von ungefähr 140 kb Länge, welche die D2, D3, D4 und L
Loci umfaßt (Rubocki et al. 1986). Die C3H Ld Maus ist genetisch identisch mit einer
C3H Maus bis auf den L Locus, der jetzt das Allel d trägt (Aldrich et al. 1991). Im
Vergleich zur resistenten BALB/c Maus ist die BALB/c H-2dm2 Maus für eine
Toxoplasmainfektion suszeptibel, während im Vergleich zur suszeptiblen C3H Maus
die C3H Ld Maus resistent ist (McLeod et al. 1993).

So wurden Mφ aus BALB/c H-2dm2 Mäusen im Vergleich mit Mφ aus BALB/c Mäusen
in 48 well-Kulturplatten ausgesät und mit lebenden Toxoplasmen vom Stamm BK bzw.
mit TgL stimuliert. Die induzierte Menge an IL-12 wurde mittels ELISA bestimmt (Fig.
12).

In analoger Weise wurden Mφ aus C3H Ld Mäusen mit Mφ aus C3H Mäusen vergli-
chen (Fig. 13).

In beiden Fällen zeigte sich, daß nun die Mφ aus Toxoplasmose-suszeptiblen Mäusen
weniger IL-12 produzieren, als jene aus den resistenten (P < 0,1).
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Fig. 11 Proliferation von Toxoplasmen in Makrophagen aus Toxoplasmose-suszepti-
blen und -resistenten H-2-kongenen Mäusen
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB.B (suszeptibel) bzw. BALB/c
(resistent) wurden mit Toxoplasmen inkubiert. Das parasitäre Wachstum in den Kulturen wurde über
den Einbau von 3H-Uracil bestimmt.
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Fig. 12 T. gondii-induzierte Sekretion von IL-12 in Makrophagen aus Mäusen des
Stammes BALB/c bzw. BALB/c H-2dm2

Peritonealexsudat-Makrophagen aus BALB/c bzw. BALB/c H-2dm2 Mäusen wurden mit Toxoplasmen
bzw. mit TgL für 24 h inkubiert. Im Kulturüberstand wurde IL-12 gemessen. Die Unterschiede zwischen
den Stämmen sind signifikant (P < 0,1, bzw. + = P < 0,2), # = nicht signifikant.
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Fig. 13 T. gondii-induzierte Sekretion von IL-12 in Makrophagen aus Mäusen des
Stammes C3H bzw. C3H Ld

Peritonealexsudat-Makrophagen aus C3H bzw. C3H Ld Mäusen wurden mit TgL für 24 h inkubiert. Im
Kulturüberstand wurde IL-12 gemessen. Die Unterschiede zwischen den Stämmen sind signifikant 
(P < 0,1).
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4.4.2 Die IL-12-induzierende Aktivität variiert mit dem Erreger 
Alle bisherigen Versuchsansätze sind mit Toxoplasmen des Stammes BK durchge-
führt worden. Diese Toxoplasmen bilden in Kultur ausschließlich Tachyzoiten, also
sich schnell vermehrende Formen, die die Wirtszellen gut invadieren, sich in ihnen
schnell vermehren und sie schließlich lysieren.

Eine anderes Stadium der Toxoplasmen, die Bradyzoiten, bildet in Wirtszellen Zysten,
vermehren sich nur langsam in diesen, und führen nur selten oder spät zu einer Lyse
der Wirtszelle.

Toxoplasmen vom Stamm DX sind solche Zystenbildner und liegen, wenn sie aus
Gewebezysten geerntet werden, in Bradyzoitenform vor. In Zellkultur bildet dieser
Toxoplasmenstamm auch Tachyzoiten. So ist es möglich, aus diesem T. gondii Stamm
sowohl Tachyzoiten als auch Bradyzoiten zu isolieren.

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit sich der Unterschied in der Toxoplasmenform,
der für die Wirtszelle entscheidend bezüglich ihres Überlebens ist, in der Menge an
induziertem IL-12 bemerkbar macht.

4.4.2.1. Tachyzoiten induzieren in Mφ mehr IL-12 als Bradyzoiten

Zu diesem Zwecke wurden Toxoplasmen vom Stamm DX kultiviert und sowohl
Tachyzoiten als auch Bradyzoiten geerntet.

Die Identität der Stadien wurde durch den Nachweis stadienspezifischer Marker mit-
tels Immunofluoreszenzmikroskopie kontrolliert (Fischer et al. 1997).

Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden in 48
well-Kulturplatten ausgesät und mit verschiedenen Mengen Tachyzoiten bzw.
Bradyzoiten inkubiert. Nach 24 h wurde der Kulturüberstand abgenommen und das
darin enthaltene IL-12 quantifiziert (Fig. 14).

Es zeigte sich, daß Tachyzoiten weitaus größere Mengen an IL-12-induzierten als
Bradyzoiten (P < 0,1).

Um zu zeigen, daß dies nicht nur in vitro gilt, wurden BALB/c Mäuse intraperitoneal
mit Tachyzoiten bzw. Bradyzoiten infiziert. Nach 3 Tagen wurde die Peritonealhöhle
der Tiere gespült und das in der Peritonealspülflüssigkeit enthaltene IL-12 gemessen
(Fig. 15).

Diese ex vivo gewonnen Daten zeigen, daß Tachyzoiten mehr IL-12 in der
Peritonealhöhle zu induzieren vermögen, als Bradyzoiten (P < 0,1).

4.4.2.2. Attenuierte Toxoplasmen induzieren in Mφ weniger IL-12 als virulente
Parasiten des gleichen Isolates

Der im Labor hauptsächlich verwendete Toxoplasmenstamm BK wurde durch
Passage in L929 Fibroblasten kontinuierlich kultiviert. Im Vergleich zu Toxoplasmen,
die frisch aus Passagen in Mäusen gewonnen wurden, fiel ein unterschiedliches
Verhalten dieser Toxoplasmen auf. So stellte sich die Frage, ob diese in Zellkultur pas-
sagierten Toxoplasmen sich in Folge des geänderten Selektionsdruckes hinsichtlich
ihrer Virulenz verändert haben.
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Fig. 14 T. gondii Tachyzoiten und Bradyzoiten induzieren eine IL-12-Antwort in
Makrophagen
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden mit Tachyzoiten bzw. mit
Bradyzoiten für 24 h inkubiert, anschließend wurde im Kulturüberstand IL-12 gemessen. Die
Parasitenstadien wurden aus Zellkulturen gewonnen, die mit dem zystenbildenden T. gondii Stamm DX
infiziert waren. Die Unterschiede in der IL-12-Antwort sind signifikant (P < 0,1).
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Fig. 15 Eine intraperitoneale Infektion von Mäusen mit Tachyzoiten und Bradyzoiten
induziert die lokale Freisetzung von IL-12
BALB/c Mäuse wurden mit T. gondii Tachyzoiten bzw. Bradyzoiten intraperitoneal infiziert. 3 Tage nach
der Infektion wurde in der peritonealen Spülflüssigkeit IL-12 gemessen. Die Parasitenstadien wurden
aus Zellkulturen gewonnen, die mit dem zystenbildenden T. gondii Stamm DX infiziert waren. Die
Unterschiede in der IL-12-Antwort sind signifikant (P < 0,1).

IL
-1

2 
[p

g/
m

l]

Parasiten/Maus

Bradyzoiten

Tachyzoiten

            



In Kooperation mit Frau Prof. Dr. H. Dlugonska (Institut für Mikrobiologie und
Immunologie der Universität Lodz, PL) wurde die Virulenz von in vitro bzw. in vivo pas-
sagierten Toxoplasmen an BALB/c Mäusen getestet. Je 7 Mäuse wurden mit
Toxoplasmen aus beiden Passagen intraperitoneal infiziert. Mäuse, die mit passagier-
ten Toxoplasmen infizierten wurden, verstarben, die Tiere, welche mit in Zellkulturen
passagierten Toxoplasmen infiziert wurden, überlebten (Nischik et al. 2001).

Nun galt es zu klären, ob die verminderte Virulenz der in vitro passagierten
Toxoplasmen mit einer verminderten IL-12-Induktion in Mφ einhergeht.

Dazu wurden aus Mäusen des Stammes BALB/c Peritonealexsudat-Makrophagen
präpariert, in 48 well-Kulturplatten ausgesät und mit virulenten bzw. attenuierten
Toxoplasmen in unterschiedlichen Parasit/Wirts-Verhältnissen inkubiert.

Nach 24 h wurden die Kulturüberstände abgenommen und darin IL-12 bestimmt.

Es zeigte sich, daß die virulenten Toxoplasmen mehr IL-12 in Mφ induzierten als die
attenuierten (Fig. 16).
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Fig. 16 Virulente und attenuierte Toxoplasmen induzieren in Makrophagen unter-
schiedliche IL-12-Antworten 
Peritonealexsudat-Makrophagen aus Mäusen des Stammes BALB/c wurden mit virulenten bzw. mit
attenuierten Toxoplasmen des Stammes BK für 24 h inkubiert. Im Kulturüberstand wurde IL-12
gemessen. Die Unterschiede in der IL-12-Antwort sind signifikant (P < 0,1).
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5. Diskussion

5.1. TgL – ein immunstimulatorisches Lysat aus 
T. gondii

Bisher etablierte Verfahren zur Gewinnung löslicher T. gondii Antigene (STAg),
bestanden darin, Tachyzoiten durch Einfrieren auf –70°C und nachfolgendes Auftauen
bei +37°C zu lysieren. Es folgte eine Behandlung mit Ultraschall. So gewonnenes
Lysat wurde zentrifugiert, und der Überstand lieferte eine Antigen-
Standardpräparation (Gazzinelli et al. 1991a; ähnlich Fischer et al. 1993).

Es ist schwierig, große Mengen T. gondii Moleküle auf diese Weise zu gewinnen.
Derartige Antigenpräparationen sind außerdem wenig repräsentativ, da im Wasser
schwer lösliche, z.B. membrangebundene, Moleküle bei dieser Extraktionsmethode
verlorengehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, ein Verfahren zu etablieren, welches es
ermöglicht, mit einfachen Mitteln große Mengen eines möglichst vollständigen 
T. gondii-Lysates herzustellen. Zu diesem Zweck wurde TgL mittels einer French
Press hergestellt.

Es konnte gezeigt werden, daß TgL, analog einer Stimulation mit Tachyzoiten, in Mφ
IL-12-induziert. Die induzierten Mengen an IL-12 pro µg Protein des eingesetzten TgL
liegen bei etwa einem Zehntel der durch STAg induzierten Zytokinmenge in einem
ähnlichen Versuchsaufbau (Grunvald et al. 1996). Die scheinbare Diskrepanz ist leicht
zu erklären, wenn man von der Vermutung ausgeht, daß eine lösliche Komponente
der Antigenpräparation für die IL-12-Induktion verantwortlich sei, eine Behauptung die
Grunvald aufstellt (Grunvald et al. 1996). Lösliche Komponenten sind in der STAg
Präparation angereichert.

Darüberhinaus wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt, daß es bei Einsatz
hoher Mengen an TgL möglich ist, meßbare Konzentrationen des bioaktiven
Heterodimers IL-12p70 in Mφ zu induzieren. In der Mehrzahl der Untersuchungen
wurde IL-12p40, eine Kette des IL-12p70 Heterodimers, gemessen (Gazzinelli et al.
1994; Grunvald et al. 1996, Aliberti et al. 2000). Diese Kette wird im großen Über-
schuß gegenüber dem aktiven Zytokin produziert und hat als Homodimer sogar inhi-
bitorische Effekte auf die IL-12 Wirkung (Gillessen et al. 1995). Erst mit dem Nachweis
von IL-12p70 läßt sich die IL-12-induzierende Aktivität von T. gondii als biorelevant
einstufen.

TgL induziert nicht alleine IL-12 in Mφ. Auch die Induktion von IL-1α und IL-10 konnte
gezeigt werden, Zytokine, deren Induktion auch bei einer Infektion von Mφ durch
Toxoplasmen in vitro beschrieben worden ist (Grunvald et al. 1996, Araujo et al. 2003). 
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5.2. Die IL-12-Induktion wird durch ein parasitäres
Protein vermittelt

Nach Behandlung mit Proteinase K verliert TgL seine IL-12-induzierende Aktivität.
Damit wurde bestätigt, daß die IL-12-Induktion in Mφ durch ein Protein von
Toxoplasma gondii vermittelt wird, eine These, die bereits von Grunvald et al. (1996)
vertreten wurde.

In der Zwischenzeit haben Aliberti et al. (2003) ein T. gondii Protein identifiziert und
rekombinant hergestellt, welches über den CCR5 Rezeptor IL-12 zu induzieren ver-
mag. Das Protein stellt die T. gondii Isoform von Zyclophilin-18 dar. Antikörper gegen
Zyclophilin-18 konnten die IL-12-induzierende Wirkung eines Tachyzoitenextraktes
aufheben. Die IL-12-induzierende Aktivität des rekombinanten Proteins ist jedoch
deutlich schwächer als die von STAg, was auf eine zweite Aktivität im Rahmen einer
IL-12-Induktion hinweist.

Da darüberhinaus die Rolle von ‘Toll-like’ Rezeptoren bei der IL-12-Induktion gezeigt
wurde (Scanga et al. 2002), spekulieren Aliberti et al. (2004), ob eine Clusterbildung
zwischen Zyclophilin-18 und dem CCR5 Rezeptor einerseits und einem ‘Toll-like’
Rezeptor mit einen weiteren parasitären Liganden andererseits notwendig ist, um eine
maximale IL-12-Induktion zu erreichen.

Auch andere exkretorisch/sekretorische Proteine von T. gondii spielen möglicherwei-
se eine Rolle bei der Immunreaktion des Wirtes. Antikörper gegen das Protein 14-3-3
konnten in humanen Seren während einer akuten Toxoplasmose nachgewiesen wer-
den (Assossou et al. 2004), und es gelang, Mäuse mittels unterschiedlicher ESA-
Fraktionen gegen eine Infektion mit Toxoplasmen des Stammes RH zu immunisieren
(Daryani et al. 2003).

5.3. IL-12 wird durch durch ein exkretorisch/sekreto-
risches Produkt von T. gondii induziert

Es konnte gezeigt werden, daß eine IL-12-Antwort auch ohne Invasion der Mφ durch
Tachyzoiten induziert wird. Mφ und Parasiten wurden dafür räumlich durch eine porö-
se Membran getrennt. Nach einer Ko-Kultur von 1 h wurde das Kompartiment mit den
Parasiten entfernt und nach weiteren 23 h Kultur wurde im Überstand des Mφ-
Kompartiments IL-12 gemessen. Unter Zuhilfenahme ähnlicher  Versuchsaufbauten
mit Transwellmembranen, haben auch andere Arbeitsgruppen Wirkungen von T. gon-
dii auf Zellen auf der anderen Seite der Membran gezeigt. Zum Beispiel demonstrie-
ren Haque et al. (1995) auf diese Weise die Abnahme der proliferativen Antwort von
Milzzellen nach einer Ko-Kultur mit Tachyzoiten.

Der Befund, daß innerhalb 1 h eine IL-12-Induktion in Mφ zu beobachten war, spricht
dagegen, daß dieser Effekt durch Bestandteile toter Toxoplasmen hervorgerufen
wurde. Andere Arbeiten zeigen, daß es innerhalb kürzester Zeit, nämlich bereits 15
Minuten nach Stimulation durch Parasiten, zu Effekten an Mφ kommt, wie der
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Phosphorylierung von verschiedenen Proteinkinasen (Butcher et al. 2001). Diese
Daten legen nahe, daß die IL-12-Induktion durch ein sezerniertes Produkt von T. gon-
dii hervorgerufen wird.

Dementsprechend wurde eine IL-12-induzierende Aktivität auch für T. gondii konditio-
niertes Medium nachgewiesen. So gewonnenes Medium enthält auch Antigene für
parasitenspezifische T-Zell-Klone (Reichmann et al. 1997) und liefert parasitäre
‘dense-granules’ Proteine (Fischer et al. 1993; Cesbron-Delauw et al. 1996). 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die IL-12-induzierende Aktivität des T.
gondii-konditionierten Mediums Proteinase K sensibel ist. Postuliert wird daher, daß
sie über ein Protein vermittelt wird.

Zusammenfassend läßt sich formulieren, daß die IL-12-induzierende Aktivität in Mφ
durch ein lösliches Protein vermittelt wird, welches von Toxoplasmen unabhängig von
der Anwesenheit von Mφ sezerniert wird.

Dieser Kernbefund der Arbeit wurde zwischenzeitlich durch Ergebnisse von Aliberti et
al. (2003) bestätigt: Ein konditioniertes Medium wurde durch kurzzeitige Inkubation
von Tachyzoiten in PBS produziert, das konditionierte Medium zeigte gegenüber den
Mφ-ähnlichen dendritischen Zellen eine IL-12-induzierende Aktivität, welche
Proteinase K-sensibel war. Als Herkunftsort des sezernierten Produktes (Zyclophilin-
18) wurde das Endoplasmatische Retikulum der Parasiten und die parasitophore
Vakuole identifiziert.

5.4. Die IL-12-Antwort der Makrophagen ist gene-
tisch determiniert und korreliert mit der Virulenz
der Toxoplasmen

5.4.1 Abhängigkeit vom Wirtsgenom

In Versuchsansätzen mit Mφ aus Mäusen Toxoplasmose-suszeptibler Mausstämme
und Mφ aus Mäusen resistenter Stämme wurde gezeigt, daß die IL-12-Induktion mit
der Toxoplasmose-Suszeptibilität/Resistenz korreliert. Mφ aus suszeptiblen Mäusen
produzieren deutlich mehr IL-12 auf eine Stimulation mit Tachyzoiten, als Mφ aus resi-
stenten Mäusen. In Kontrollversuchen wurde ausgeschlossen, daß die IL-12-Induktion
von Infektionsrate und Parasitenwachstum abhängt.

Die MHC-kongenen Mausstämme, die sich bei dem obigen Vergleich genetisch am
nächsten stehen – BALB/c und BALB.B – unterscheiden sich nur im H-2 Komplex auf
Chromosom 17. BALB/c hat hier den Haplotyp d und BALB.B den Haplotyp b, anson-
sten sind die Tiere genetisch identisch. Die unterschiedlich starke IL-12-Antwort von
Mφ auf einen identischen Stimulus hin kann somit auf die Ausprägung eines oder meh-
rerer Allele im H-2 Komplex dieser Wirtszellen zurückgeführt werden.

Die Toxoplasmoseresistenz in Mäusen wird durch die Ausprägung des L Locus im H-
2 Komplex bestimmt. Der Versuch, die genetische Grundlage für die IL-12-Induktion
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mit diesem Genlocus im H-2-Komplex zu korrelieren, war letztlich nicht erfolgreich.
Der Vergleich von Mφ aus Mäusen, welche sich genetisch einzig im Allel auf dem H-2
L Locus unterschieden, zeigte nicht wie erwartet eine hohe IL-12 Sekretion der Mφ
suszeptibler Tiere auf Provokation mit Toxoplasmen der Gruppe I (Stamm BK) - bzw.
ein Lysat aus diesen.

Somit ist davon auszugehen, daß andere Regionen im H-2 Komplex für die IL-12-
Induktion durch T. gondii verantwortlich sind.

Darüber hinaus gibt es inzwischen Arbeiten, die zeigen, daß die Ausprägung des L
Locus für die Resistenz/Suszeptibilität von Mäusen nur dann ausschlaggebend ist,
wenn die Infektion mit Toxoplasmen der Gruppe II erfolgt, nicht aber bei einer Infektion
mit Toxoplasmen der Gruppe I (Johnson et al. 2002) oder Toxoplasmen des Stammes
P-Br, einer natürlichen rekombinanten Kreuzung aus Erregern der Gruppe I und III
(Fux et al. 2003).

Mφ suszeptibler Mäuse leiten also effizient eine Immunantwort mit dem weichenstel-
lenden und proinflammatorischen Zytokin IL-12 ein. Warum versterben aber gerade
diese Tiere an einer akuten Toxoplasmose (Suzuki et al. 2000; Gazinelli et al. 1996;
Neurath et al. 1995) ?

Untersuchungen zur Toxoplasma-Enzephalitis bei Mäusen zeigten, daß die
Enzephalitis bei suszeptiblen Mäusen mit mehr Entzündungszellen und höheren
Spiegeln an proinflammatorischen Zytokinen einhergeht (Brown et al. 1995). Auch an
Patienten mit AIDS wurde gezeigt, daß bei einer Toxoplasma-Enzephalitis die
Serumspiegel an IL-12 signifikant erhöht sind (Torre et al. 1999). 

Untersuchungen zum IL-10, dem regulatorischen Gegenspieler des IL-12, zeigten,
daß es bei IL-10 KO Mäusen zu einer Überproduktion von IL-12, IFNγ und TNFα
kommt. Die Tiere versterben an einer damit verbundenen überschießenden
Immunantwort mit vermehrter zellulärer Infiltration und intensiven Nekrosen
(Gazzinelli et al. 1996b), ohne daß sich Hinweise auf eine verstärkte
Parasitenvermehrung finden lassen. 

Es ergibt sich ein Widerspruch zwischen einer effizienten Kontrolle der
Parasitenvermehrung einerseits und der hohen Morbidität anderseits. Vor diesem
Hintergrund läßt sich postulieren, daß suszeptible Tiere nicht einer unkontrollierten
Erregervermehrung zum Opfer fallen, sondern der eigenen Immunantwort erliegen.

In resistenten Tiere hingegen wird die Immunantwort so dezidiert gesteuert - z.B.
durch frühzeitige und ausreichende Sekretion von gegenregulatorischen Zytokinen
wie IL-10 oder durch angepaßte Expression von kostimulatorischen Molekülen
(Fischer et al. 1998a) - daß eine Begrenzung der Erregervermehrung stattfindet, ohne
ein pathologisches Überschießen der Th1-Zellantwort zu verursachen.

So betrachtet kommt IL-12 eine andere Bedeutung zu: IL-12 scheint für die
Immunpathologie nach T. gondii–Infektion verantwortlich zu sein.
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5.4.2 Abhängigkeit von der Virulenz des Parasiten

Der Vergleich von Tachyzoiten mit Bradyzoiten aus demselben T. gondii Stamm (DX)
zeigt, daß auch der Erreger einen Einfluß auf die Menge des induzierten IL-12 hat.
Sowohl in vitro als auch ex vivo induziert das Parasitenstadium, das mit der
Pathologie im Wirt assoziiert ist, nämlich die Tachyzoiten, signifikant mehr IL-12 als
die Bradyzoiten. Die ex vivo Daten lassen vermuten, daß Tachyzoiten den
Organismus zu einer stärkeren inflammatorischen Reaktion stimulieren als
Bradyzoiten. Diese Reaktion scheint auch über die erste Phase der Infektion hinaus
anzudauern, denn selbst nach 3 Tagen ist die intraperitoneal gemessene IL-12 Menge
nach Infektion mit Tachyzoiten bzw. Bradyzoiten signifikant verschieden. Im
Zusammenhang mit dem in vitro Befund, daß es bei T. gondii zu einer
Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten bevorzugt dann kommt, wenn die
Zytokinantwort der Mφ nicht maximal ist und mittlere NO Spiegel produziert werden
(Bohne et al. 1994), kann man vermuten, daß die Infektion von Wirtszellen mit
Bradyzoiten und die folgende reduzierte Zytokinantwort der Mφ ideale Bedingungen
für die Zystenbildung und so eine „latente” Infektion schafft. Eine Infektion mit
Tachyzoiten würde demnach Bedingungen schaffen, die für die Stadienkonversion
nicht geeignet sind, eine Zellyse durch die Erreger fände statt und die Zytokinantwort
würde weiterhin auf einem hohen Niveau ablaufen.

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der IL-12-Induktion und der Pathogenität des
Tachyzoitenstadiums wurde näher untersucht. Dazu wurden Toxoplasmen durch kon-
tinuierliche in vitro Passage attenuiert. Diese Parasiten zeigen in Mäusen eine vermin-
derte Virulenz im Vergleich zu Parasiten vom selben Stamm, die in vivo passagiert
waren. Komperative Proteomanalysen ergaben eine verminderte Expression an Aktin,
Katalase, Micronemen Protein 5 und den ‘dense granules’ Proteinen GRA 1 bis 8 in
den attenuierten Parasiten (Nischik et al. 2001). Von diesen Proteinen ist das ‘dense
granules’ Protein GRA 2 bereits als Virulenzfaktor identifiziert worden: Mäuse, die mit
einer Mutante des sonst hochvirulenten RH Toxoplasmenstammes, welche kein
GRA 2 synthetisieren kann, infiziert werden, zeigen deutlich höhere Überlebensraten,
als bei einer Infektion mit dem Wildtyp. Ferner kommt es bei Infektion mit der Mutante
eher zu einem chronischen Verlauf der Toxoplasmose (Mercier et al. 1998).

Daß Toxoplasmen sich abhängig von ihren Lebensbedingungen in ihrer Virulenz
ändern, haben auch Yano et al. (1986) gezeigt. Durch Passage von Parasiten in vor-
immunisierten Mäusen erhielten sie Linien des virulenten RH Stammes, die deutlich
an Virulenz verloren hatten. Änderungen des Proteinexpressionsmusters je nach
Kulturbedingungen beobachten auch Klein et al. (1998). Unterschiedliche
Kulturbedingungen sowohl in vivo als auch in vitro führen zu abweichenden
Antigenmustern der Parasiten in der PCR.

Die veränderte Virulenz der attenuierten Toxoplasmen korreliert auch mit der IL-12-
Induktion in Mφ, die unter dem Niveau der IL-12-Induktion durch nicht attenuierte
Parasiten liegt. 

Die Ergebnisse aus beiden Vergleichen, Tachyzoiten vs. Bradyzoiten und virulente vs.
attenuierte Tachyzoiten, scheinen somit konsistent und lassen postulieren, daß die 
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IL-12-induzierende Aktivität von T. gondii auch zur Pathogenität des Erregers beiträgt.
Da IL-12 per se für die Kontrolle der Infektion unabdingbar ist (Gazzinelli et al. 1994;
Khan et al. 1994), beruht die Virulenz von Tachyzoiten möglicherweise auf einer IL-12-
Überinduktion.

Dagegen steht die Beobachtung von Robben et al. (2004), daß eine Infektion von
murinen Makrophagen mit Toxoplasmen der Gruppe II (Stamm PTG) mehr proinflam-
matorische Zytokine (u.a. IL-12) induziert als eine Infektion mit Toxoplasmen der
Gruppe I (Stamm RH). Sie argumentieren, daß diese starke Immunantwort dem Über-
leben des Wirtes zuträglich ist. Diese Unterschiede konnten nicht mittels eines T. gon-
dii-Lysates nachvollzogen werden.

Beide Befunde lassen sich mit Stammunterschieden erklären. So haben Araujo et al.
(2003) bei Infektionen von Mäusen mit zwei Stämmen der Toxoplasmen Gruppe II
(ME49 und FORT) signifikante Unterschiede hinsichtlich der Produktion von proin-
flammatorischen Zytokinen und dem Ausprägungsgrad einer Toxoplasmen-
Enzephalitis gezeigt. Das könnte bedeuten, daß die hier gezeigten Unterschiede der
IL-12-Induktion nicht auf Toxoplasmen-Gruppen übertragbar sind und nur
Stammunterschiede darstellen.

5.4.3 Die ambivalente Rolle von IL-12 bei der Immunabwehr einer T.
gondii-Infektion

Jüngste Arbeiten zur Immunabwehr einer Toxoplasmeninfektion im Mausmodell zei-
gen, daß IL-12, sosehr es für die Kontrolle der Infektion essentiell ist, bei einer Über-
induktion zum Pathogenitätsfaktor werden kann.

Einerseits führt Zyclophilin-18, welches von den Parasiten aktiv sezerniert wird, zu
einer direkten Induktion von IL-12 über den CCR5 Rezeptor (Aliberti et al. 2003), so
als ob der Parasit „absichtlich“ eine frühe Immunantwort des Wirtes provoziert. Ohne
diesen Signalweg ist die Immunantwort inkompetent, genauso wie auch bei einer
Störung des MyD88 Signalweges (Scanga et al. 2002; Denkers et al. 2004), der wahr-
scheinlich durch andere LPS-artige T. gondii-Moleküle unabhängig davon aktiviert
wird (Del Rio et al. 2004). In beiden Fällen wird zu wenig IL-12 produziert und das
Parasitenwachstum kann nicht kontrolliert werden.

Auf der anderen Seite wird, nachdem eine Th1-Antwort eingeleitet wurde, die IL-12-
Produktion durch Produkte des Parasiten direkt heruntergeregelt. Eine Paralyse von
IL-12-produzierenden Dendritischen Zellen findet durch die Induktion von Lipoxin A4
statt, welches wahrscheinlich von Makrophagen sezerniert wird. Es kommt zu einer
Hemmung der CCR5 Expression (Aliberti et al. 2002a; 2002b). Mäuse mit einem
Defekt für ein Enzym, welches für die Lipoxin A4 Produktion notwendig ist, versterben
nach T. gondii-Infektion an einem Zytokinschock (Sacks et al. 2002) bzw. an einer aus-
geprägten Enzephalitis (Aliberti et al. 2002c). 

Somit sind es offenbar Signale des Parasiten, die die Immunantwort starten, aber
auch wieder herunterregeln (Denkers et al. 2003b). Das Supprimieren der Wirts-
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immunantwort scheint in diesem Zusammenhang weniger dem Zweck zu dienen, dem
Parasiten ein ungestörtes Wachstum zu ermöglichen, als vielmehr ein Überleben des
Wirtsorganismus sicherzustellen, in dem dieser vor einer überschießenden
Immunreaktion selbst geschützt wird.

Welchen hohen Stellenwert die Kontrolle der IL-12-Produktion hat, sieht man an der
Vielzahl weiterer gegenregulatorischer Mechanismen. Suzuki et al. (2000) zeigten,
daß IL-10 notwendig ist, um Nekrosen im Dünndarm von Mäusen zu verhindern, wel-
che mit T. gondii oral infiziert worden sind. Schlüter et al. (2003) demonstrierten die
Bedeutung von TNF und Lymphotoxin α in der Kontrolle einer T. gondii-Infektion des
zentralen Nervensystems von Mäusen. Denkers et al. (2004) zeigten sogar, daß es im
Rahmen einer T. gondii-Infektion zur Blockade der ‘nuklear factor-kappaB’ und ‘mito-
gen-activated protein kinase’ Signalwege kommt, die für eine Aktivierung der
Immunantwort über den ‘toll-like’ Rezeptor notwendig sind. Braun et al. (2001)
schließlich geht auf die Rolle von G-Protein gekoppelten Rezeptoren bei der Regelung
der Produktion von Zytokinen wie IL-12 ein.

Dem Zytokin IL-12 kommt nicht nur im Rahmen einer Toxoplasmose eine zentrale
Bedeutung zu. Auch in der Pathogenese des LPS-induzierten Endotoxinschocks hat
es eine zentrale Funktion (Heinzel et al. 1994; Wysocka et al. 1995). Autoimmune
Kolitis in Mäusen konnte durch anti-IL-12 Antikörper erfolgreich behandelt werden
(Neurath et al. 1995). Und ebenso zeigte sich bei einer experimentellen allergischen
Enzephalomyelitis, daß Zellen des Th2-Typs protektiv wirken, Zellen des Th1-Typs
hingegen die Erkrankung unterhalten (Liblau et al. 1995).
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Fig. Figur
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Zusammenfassung (Abstract)

Diese Arbeit beschreibt Determinanten der Interleukin-12 Antwort muriner Makrophagen auf eine
Stimulation durch Toxoplasma gondii.

Es wurde eine Präparationsmethode für T. gondii-Lysat etabliert. Dieses Lysat induzierte in
Makrophagen eine Zytokinantwort. Der Mechanismus, über den T. gondii in Makrophagen Interleukin-
12 induziert, wurde weiter charakterisiert. Es wurde gezeigt, daß diese Aktivität durch lösliche Proteine
vermittelt wird, die von T. gondii - auch in Abwesenheit von Makrophagen - sezerniert werden.

Makrophagen aus Mäusen unterschiedlicher Genotypen wurden mit dem Lysat aus
T. gondii stimuliert. Je nach genetischem Hintergrund reagierten die Makrophagen mit unterschiedlich
starker Interleukin-12 Sekretion. Die Unterschiede stehen im Zusammenhang mit Genen des H-2
Komplex auf Chromosom 17.

Darüberhinaus wurde eine Korrelation der Interleukin-12 Induktion mit der Virulenz der Toxoplasmen
gezeigt. Erkranken Mäuse an einer akuten Toxoplasmose, korreliert eine verstärkte Mortalität mit
einem erhöhten Interleukin-12 Niveau. Daraus wurde abgeleitet, daß Interleukin-12 ein
Pathogenitätsfaktor während der akuten Phase der murinen Toxoplasmose sein kann.

gez. PD Dr. G. Reichmann (Referentin)

            


