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1. Zusammenfassung

Der Parasit Toxoplasma gondii (T. gondii) ist der Krankheitserreger der Toxoplasmose
und vermehrt sich obligat intrazellular. Er kann alle kernhaltigen Zellen von Warmblitern,
also auch des Menschen, befallen. Da nach Invasion der Wirtszelle wahrend des
kompletten Entwicklungszyklus von T. gondii GRA-Proteine aus den ,dense granules® des
Parasiten sezerniert werden, konnen diese kontinuierlich vom Immunsystem erkannt
werden. Der primadre Fokus der vorliegenden Arbeit lag somit in der Synthese
rekombinanter GRA-Proteine (rGRA1, rGRA2, rGRAG6, rGRA7, rGRA9 und rMIC5) zur
Verwendung in Western Blot-Analysen.

Hierfir wurden cDNA-Konstrukte, die fur die entsprechenden Proteine kodieren, in einen
E. coli- Expressionsvektor pET32a(+) eingefligt. Nach erfolgreicher Ligation der
Konstrukte pET32a(+)-GRA1-His, pET32a(+)-GRA2-His, pET32a(+)-GRAG-His,
pET32a(+)-GRA7-His, pET32a(+)-GRA9-His, sowie pET32a(+)-MIC5-His wurden diese in
E. coli DH5a transformiert und anschlielRend auf Ampicillinplatten ausgestrichen. Die
anwachsenden Klone wurden mittels Sequenzanalyse und Restriktionsverdau Uberprift
und anschliefiend in den E. coli- Expressionsstamm BL21(DE3) transformiert. Es folgte
die denaturierende Proteinaufreinigung mittels  Affinitdtschromatographie  und
anschlielend deren Kontrolle via SDS-Gelelektrophorese.

Nachfolgend wurde in Western Blot-Analysen Gberprift, ob diese rekombinanten Antigene
zur Diagnose einer Toxoplasmose geeignet sind. Zusammenfassend konnten in Seren
von Patienten mit akuter oder reaktivierter Toxoplasmose (n= 35) T. gondii-spezifische
IgG-Antikdrper gegen rGRA2(96%), rtGRA6(96%) und rGRA7(88%) gefunden werden.

In allen Seren von Patienten mit einer akuten oder reaktivierten Infektion (n=14) konnten
spezifische IgM-Antikbrper nachgewiesen werden (rGRA2(61%), rGRA6(92%)
rGRA7(67%)).

Spezifische IgA-Antikbrper konnten in der hier vorliegenden Arbeit seltener detektiert
werden (n=14) und waren gegen rGRA2(46%), rGRAG (44%) und rGRA7 (36%) gerichtet.
In Seren von chronisch mit T. gondii- Infizierten konnten in 91% IgG-Antikérper gegen
rGRA2 sowie rGRAG und in 73% gegen rGRA7 und rGRA9 gefunden werden.

Die hier vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass die in der Arbeit analysierten T. gondii-
Proteine zur Diagnose einer Toxoplasmose geeignet sind.

In zukunftigen Experimenten soll Uberprift werden, ob eine Kombination dieser Antigene

beispielsweise im Line-Blot-Verfahren in der Routinediagnostik eingesetzt werden kann.



The parasite toxoplasma gondii (t. gondii) is a pathogenic organism that causes
toxoplasmosis and propagates obligatory intracellular. It can attack all core-holding cells
of endotherms, as well as thus of human beings. After invasion of the host cell GRA-
proteins are secreted from the “dense granules” during the whole development of t. gondii,
therefore they can be continuously recognized by the immune system. The primary focus
of the presented dissertation was the production of recombinant GRA-proteins (rGRA1,
rGRA2, rtGRAG, rGRA7, rGRA9 and rMIC5) and their use in western blot analysis.
Therefore cDNA-constructs, that encode for corresponding proteins, were inserted in an
E.coli-expression vector pET32a(+). After successful ligation of the constructs pET32a(+)-
GRA1-His, pET32a(+)-GRA2-His, pET32a(+)-GRAB-His, pET32a(+)-GRAT7-His,
pET32a(+)-GRA9-His, as well as pET32a(+)-MIC5-His they were transformed into E.coli
DH5a and scratched out on ampicillin agar plates. The growing clones were verified using
sequence analysis and restriction enzymes and were subsequently transformed into the
E.coli- transformation strain BL21(DE3).

Next the denaturating protein purification using affinity chromatography was done and
consecutively evaluated via SDS-gel electrophoresis.

Susequently these recombinant antigens were used in western blots to analyse their
potential to be used in the diagnosis of toxoplasmosis.

In summary, t. gondii-specific IgG-antibodies were found in sera of patients suffering from
acute or reactivated toxoplasmosis (n=35) against rGRA2(96%), rGRA6(96%) and
rGRA7(88%).

With regard to the IgM-detection, there could be found IgM-antibodies in all sera of
patients with an acute or reactivated infection (n=14) (rGRA2(61%), rGRA6(92%)
rGRA7(67%))

In the presented doctoral thesis specific IgA-antibodies exhibited less frequent detection,
and were directed against rGRA2(46%), rGRAG6 (44%) and rGRA7 (36%).

Considering sera of humans chronically infected with t. gondii 91% IgG-antibodies were
found against rGRA2 as well as rGRA6 and 73% against rGRA7 and rGRA9.

The presented doctoral thesis clarifies, that the t. gondii- proteins used in this dissertation
are suited for the diagnosis of toxoplasmosis.

Following trials should review, if a combination of these antigens for example using a line-

blot could be established in the routine clinical diagnostics
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2. Einleitung

2.1 Toxoplasma gondii- biologische Grundlagen und Bedeutung

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellularer Parasit, der taxonomisch innerhalb der
Protozoen (Einzeller) dem Stamm der Apicomplexa, genauer der Ordnung der Coccidien
(Levine et al., 1980) zugeteilt wird. Dem Stamm der Apicomplexa gehdren ca. 5000 Arten
wie beispielsweise die humanpathogenen Parasiten Cryptosporidium parvum,
Plasmodium spp. (Erreger der Malaria) sowie auch tierpathogene Parasiten wie
Sarcocystis, Theileria und Neospora an. Toxoplasma gondii (T. gondiij) wurde erstmals
1908 von C. Nicolle und L. Manceaux aus dem Nagetier Ctenodactylus gondi isoliert
(Nicolle und Manceaux, 1908) und erhielt seinen Namen aufgrund seiner gebogenen
Form (griechisch: toxon = Bogen; plasma = Form). Erst in den spaten sechziger Jahren
des 20. Jahrhunderts erfolgte die komplette Beschreibung des Parasiten inklusive seines
Lebenszyklus (Frenkel et al., 1970; Sheffield und Melton, 1968).

Apicomplexa zeichnen sich durch einen charakteristischen Apikalkomplex aus, der
spezifische sekretorische Organellen wie die Mikronemen, die Rhoptrien aber auch
strukturelle Elemente des Zytoskeletts wie das Conoid beinhaltet. Somit spielt der
Apikalkomplex eine wesentliche Rolle bei der Anlagerung und dem Eindringen des
Parasiten in die Wirtszellen (Dubey et al., 1998).

Der Parasit T. gondii ist in der Lage alle kernhaltigen Zellen warmblutiger Tiere (Gross
und Bohne, 1994) als auch des Menschen zu infizieren und vermehrt sich obligat
intrazelluldr. Nach Schatzungen des Robert-Koch-Instituts ist weltweit derzeit ca. ein
Drittel der Bevdlkerung mit T. gondii infiziert. In Deutschland wird von einer
durchschnittlichen Durchseuchung von ca. 50 % der Bevoélkerung ausgegangen. In der
jungen Altersgruppe (19-28 Jahre) zeigte sich eine Seropravalenz von 20% bei den Uber

50-Jahrigen war in Uber 70 % eine Serokonversion nachweisbar. (Wilking, H. et al., 2016)

2.2 Vermehrungszyklus von Toxoplasma gondii

Der Lebenszyklus von T. gondii (s. Abbildung 1) weist eine sexuelle und eine asexuelle
Vermehrungsphase auf, die sich durch drei verschiedene Entwicklungsstadien des
Parasiten in Form von Sporozoiten, Tachyzoiten und Bradyzoiten charakterisieren lasst.
Die sexuelle Vermehrung des Parasiten erfolgt ausschlief3lich im Dinndarmepithel der
Hauskatze sowie allen weiteren Mitgliedern der Gattung der Felidae. Sie stellen den
Endwirt des Parasiten dar. Als Zwischenwirt dienen alle warmblitigen Vertebraten
einschlieRlich des Menschen (Lindsay et al., 1991; Dubay et al., 1998, Naujoks 2008).



Nimmt eine Katze Gewebezysten beispielsweise aus einem Zwischenwirt wie der Maus
durch Ingestion auf, wird die Zystenwand im Magen der Katze aufgelost und der haploide
Parasit nistet sich in die Dinndarmmukosa der Katze ein. Uber mehrere asexuelle
Teilungsschritte differenziert sich der Parasit zu mannlichen und weiblichen Gametozyten,
den Mikro- und Makrogametozyten. Nach Verschmelzung der haploiden Gameten wird
die gebildete diploide Oozyste nach Platzen der Darmmukosaepithelzellen mit dem Kot
ausgeschieden (Mehlhorn 2012). Die als diploides Stadium von T. gondii vorkommenden
Oozysten sind ca. 9 x 14 ym grof3. Die Oozysten sind erst nach Abschluss der Sporulation
infektids und besitzen eine auferst hohe Widerstandsfahigkeit, welche sie in feuchter
Umgebung fir Monate bis Jahre beibehalten. Eine Kreuzung von verschiedenen T.
gondii-Isolaten in der Katze ist bei gleichzeitiger Infektion des Endwirts mit zwei
verschiedenen T. gondii-lsolaten mdglich (Sibley et al., 1992). Hierbei kann wahrend der
sexuellen Vermehrungsphase eine Verschmelzung von Makro- und Mikrogameten der
unterschiedlichen Isolate erfolgen.

Nach oraler Aufnahme der Oozysten durch den Zwischenwirt Uber kontaminierte
Nahrung, Wasser oder Erde, werden die durch Meiose entstandenen acht Sporozoiten im
Darmepithel des neuen Wirts freigesetzt. Hier differenzieren sie sich zu den sich schnell
teilenden Tachyzoiten und |I6sen die akute Phase der Infektion aus. T. gondii- Tachyzoiten
weisen in vitro einen durchschnittlichen Reproduktionszyklus von sechs bis neun Stunden
auf und besitzen eine Lange von ca. 5 ym und eine Breite von 2 um. lhre
ungeschlechtliche Vermehrung geschieht nach Invasion in die Wirtszelle innerhalb einer
Membran- begrenzten Parasitophoren Vakuole bis zu einer Anhaufung von bis zu 128
Parasiten (Radke und White, 1998). Nach sieben entsprechend vollzogenen Teilungen
durch Endodyogenie, wobei aus einer Mutterzelle zwei Tochterzellen innerhalb der
Mutterzelle entstehen, werden die Tachyzoiten durch Platzen der Wirtszelle freigesetzt
(Joiner und Dubremetz, 1993) und kénnen durch aktives Eindringen neue Zellen infizieren
(Dobrowolski und Sibley, 1996). Hierbei infizieren sie Zellen verschiedener Gewebe und
kdnnen Pathologien in vielen Organen, wie im Darm, der Leber, den Lymphknoten und
der Lunge verursachen (Frenkel, 1988). Die vertikale Transmission vom
Uterusendometrium auf den sich entwickelnden Fétus ist ebenfalls mdglich (Kaye A.,
2011).



7
QOozysten

/

/

2. fakale Ausscheidung von
Qozysten durch Katzenkot

ENDWIR

1. Vermehrung des Erregers
im Darm des Endwirts

6. Ansteckung der Katze
durch das Fressen von
infizierten Mausen oder
von zystenhaltigem
Fleisch

3. Reifung der Qozysten zu
sporozoitenhaltigen infektiosen
Qozysten

Ubertragung durch™
kontaminierte Nahrung,
durch Gartenarbeit oder
Spielen im Sandkasten

/
L4

Ubertragung durch
den Verzehr von
zystenhaltigem

sporozoitenhaltige
Qozysten
N

N\

4. Infektion anderer Tiere
durch kontaminierte Nahrung

akute Form:
Fleisch
chronische Form: /

/

Tachyzoiten

Zysten
(Bradyzoiten)

Vermehrung der Tachyzoiten
— \& durch Endodyogenie und
@? Umwandlung in Bradyzoiten,
die v.a. im Muskel, in der Retina
und im Gehirn vorkommen

5. Stadienwechsel:

Abbildung 1: Vermehrungszyklus von T. gondii

T. gondii weist einen sexuellen und einen asexuellen Vermehrungszyklus auf, wobei der
geschlechtliche Teil ausschlieBlich wahrend der intestinalen Phase in seinem Endwirt, einem
Mitglied der Familie der Felidae, stattfindet. Der asexuelle Vermehrungszyklus erfolgt in der
externen Phase aulerhalb des Wirtes iber Sporogonie, was die Sporulation der Oozyste umfasst
sowie in der extraintestinalen Phase in den Zwischen- sowie den Endwirten durch Schizogonie
(Coppin et al., 2003).

Um sich der Immunantwort des Wirtes zu entziehen sind die Tachyzoiten in der Lage sich
zu langsam wachsenden Bradyzoiten zu differenzieren. Der Umbau wird von einem
teilweisen Antigenwechsel begleitet und die Parasitophore Vakuole wird dariber hinaus
zu einer Zystenhille umgebaut. (Ferguson und Hutchinson, 1987; Dubey et al, 1998).
Kennzeichnend fir die Bradyzoiten ist, dass sie einen stark verlangsamten Metabolismus
als auch eine verminderte Replikationsrate aufweisen (Bohne et al., 1999, Lyons et al.,
2002) und sich ebenfalls durch Endodyogenie vermehren. In diesem Entwicklungsstadium
bildet der Parasit Gewebszysten der Gréke von ca. 150 ym, die vorwiegend in der
Muskulatur, aber auch in der Retina des Auges oder den Neuronen des Zentralen
Nervensystems friihestens sieben bis zehn Tage ,post infectionem® nachgewiesen
werden koénnen. Die im immunkompetenten Wirt gebildeten Zysten kénnen lebenslang
persistieren ohne klinische Symptome auszulésen (Bohne et al., 1999). Werden diese
Zysten nun von einem anderen Zwischenwirt mit der Nahrung als unzureichend gegartes
oder rohes Fleisch oder Fleischprodukt aufgenommen, so werden die Bradyzoiten im

Magen aus der Zystenhille freigesetzt und gelangen aufgrund ihrer S&ure- und



Pepsinwiderstandsfahigkeit in  den  Dinndarm. Hier infizieren sie die
Dinndarmepithelzellen und differenzieren sich zu Tachyzoiten (Pettersen, 1979; Jacobs
et al., 1960), welche nun im Zwischenwirt zu einer akuten Infektion mit anschlieRender

chronischer Verlaufsform und Zystenbildung fihren konnen.

2.3 Pathogenese der Toxoplasmose

Fur die Infektion des Menschen mit T. gondii spielen vor allem zwei Infektionswege eine
entscheidende Rolle:

Durch die Aufnahme von sporulierten Oozysten aus kontaminierter Nahrung durch
unzureichend gewaschenes Obst und Gemiuse oder durch Kontakt mit Erde im Rahmen
von Gartenarbeit. Da die Oozysten von T. gondii sehr widerstandsfahig sind und unter
geeigneten Bedingungen 18 Monate bis finf Jahre bei 4°C Uberleben kénnen, kann mit
Katzenkot kontaminiertes Erdreich eine Infektionsquelle darstellen.

Eine weitere Infektionsquelle stellt die Aufnahme von rohem oder unzureichend gegartem
Fleisch und Fleischprodukten dar, welche Toxoplasmenzysten enthalten kénnen. Hierbei
sind Schweinefleisch, Wild, Gefliigel aber auch Fleisch von Schaf und Ziege eine wichtige
Infektionsquelle. Die Zysten sind in der Lage bei 4°C so lange infektids zu bleiben, wie
das Fleisch flr den Verzehr geeignet bleibt. Eine Frostung von -21°C oder aber ein 20-
mindtiges Erhitzen auf eine Kerntemperatur von 50°C stellen eine sichere Methode dar
den Erreger abzutoten(Quelle: www.rki.de).

In Anbetracht des Zeitpunktes der Erstinfektion mit 7. gondii unterscheidet man eine

postnatale Infektion von einer pranatal (konnatal) erworbenen Toxoplasmose.

2.3.1 Postnatale Toxoplasmose

Der Hergang der postnatalen Toxoplasmose bei gesunden, immunkompetenten Personen
muss deutlich vom Ablauf bei Patienten mit Immundefekten wie beispielsweise einer HIV-
Infektion differenziert werden. So ist der Verlauf der Toxoplasmose stark abhangig vom
Alter und Immunstatus des jeweils Betroffenen (Kayser et al., 1993).

Die postnatale Infektion mit T. gondii zeigt meist eine klinisch milde Verlaufsform, wobei
die Patienten nur in seltenen Fallen Uber eine schmerzlose Lymphadenopathie,
Kopfschmerzen oder gar Fieber klagen, wodurch die Toxoplasmose in Ihrer Symptomatik
haufig einem grippalen Infekt dhnelt. Bei Einsatz der kérpereigenen Immunabwehr in der
Phase der akuten Infektion kommt es zu einer Hemmung der Vermehrung des Parasiten.
Dieser differenziert sich aus dem Tachyzoitenstadium in das Bradyzoitenstadium, bei dem

sich Gewebszysten ausbilden, welche bevorzugt in der Muskulatur, dem Uterus, den
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Neuronen des ZNS und auch der Retina des Auges persistieren kénnen. Mit der
Ausbildung der Gewebezysten geht die Infektion in das chronische, klinisch stumme
Stadium uber.

Bei Personen mit einer Abwehrschwache, z. Bsp. im Rahmen einer Leukdmie, nach einer
Transplantation oder aber bei HIV-positiven Patienten kann eine Infektion mit T. gondii
eine groRe gesundheitliche Gefdhrdung darstellen. Bei immunsupprimierten Patienten
kann es zu einer Reaktivierung der T. gondii Infektion kommen. Hierbei differenzieren sich
im Rahmen einer chronischen Toxoplasmose Bradyzoiten, die gelegentlich aus den
Zysten ausbrechen, zu Tachyzoiten im Sinne einer Reaktivierung (Kayser et al., 1993).
Bei immunkompetenten Patienten wird die T. gondii Infektion primar durch die zellulare
Immunabwehr des Wirtes kontrolliert, wobei Interferon-y (IFN-y) eine zentrale Funktion
Ubernimmt (Subauste und Remington, 1991). Durch einen Anstieg des IFN-y in der
akuten sowie in der chronischen Phase der Infektion werden antimikrobielle
Effektormechanismen in den infizierten Wirtszellen induziert, und so die Proliferation von
T. gondii unterbunden. Sofern eine entsprechende Immunantwort nicht stattfinden kann,
wie es bei Immunkompromittierten, wie z. B. AIDS-Erkrankten (McCabe und Remington,
1988; Luft und Remington, 1992), Organtransplantat-Empfangern oder Tumorpatienten
(Israelski und Remington, 1993b) der Fall ist, besteht die Gefahr einer Reaktivierung der
chronischen Infektion. Die Betroffenen kénnen an einer Toxoplasmen-Enzephalitis
erkranken, die in der Lage ist multiple zerebrale Lasionen zu verursachen (Wong und
Remington, 1993; Ambroise-Thomas und Pelloux, 1993; Luft et al., 1993). Sie geht mit
Desorientiertheit, Kopfschmerzen, Krampanfallen, Aphasien als auch motorischen
Defiziten einher und kann unbehandelt zum Tod fuhren (Luft und Remington, 1992). Die
zweithaufigste Klinik bei Reinfektion aber auch nach Reaktivierung ist die Toxoplasmen-
Pneumonie. Eine Retinochorioiditis kann bei der akuten Infektion auftreten aber auch

nach Reaktivierung.

2.3.2 Konnatale Toxoplasmose

Anders als eine postnatale Toxoplasmose bei immunkompetenten Personen, verlauft die
pranatale Infektion meist schwerwiegender.

Infiziert sich eine schwangere Frau erstmals wahrend der Schwangerschaft mit T. gondii,
fuhrt dies zu einer nachfolgenden Parasitdmie, wodurch sich der Erreger in Blut und
Lymphe der Schwangeren ausbreiten kann. Der Foétus kann diaplazentar mit dem
Parasiten infiziert werden und kann nachfolgend schwerwiegend geschadigt werden
(Villena I. et al., 2010). Die Folgen einer konnatalen Toxoplasmose kénnen von einer

leichten  Entwicklungsstorung Uber eine Retinochorioiditis  (Entzindung des



Augenhintergrunds) zu geistiger Retardierung oder einem Hydrocephalus bis hin zum
Abort oder einer Todgeburt fihren (Sever et al., 1988). 80-90% der klinisch unauffalligen
Neugeborenen mit konnataler Toxoplasmose zeigten bis zum 20-sten Lebensjahr
Spatschaden, die sich meist in Form einer Retinochorioiditis aufl’erten (Koppe et al.,
1986).

In aktuelleren Arbeiten wurden drei Hauptgenotypen identifiziert, die bei konnataler
Toxoplasmose hauptsachlich isoliert werden konnten (Howe und Sibley, 1995). Diese
unterscheiden sich in lhrer Pathogenitat gegentber Mausen und in Ihrem Vorkommen bei
humanen Infektionen. In Europa und den USA sind derzeit die meisten Falle der
konnatalen Toxoplasmose durch den Genotyp I-lll verursacht, wobei in neueren Arbeiten
auch das Vorkommen atypischer Genotypen im Rahmen der pranatal erworbenen
Toxoplasmose beschrieben wurde. In Stidamerika finden sich weniger Infektionen, die
durch Genotyp I-lll verursacht sind, sondern zunehmend atypische T. gondii Genotypen,
die teilweise fulminantere Verlaufsformen aufweisen (Lindsay und Dubay, 2011).

Wahrend generell die Ubertragungswahrscheinlichkeit einer Toxoplasmose von der
Mutter auf das ungeborene Kind mit dem Fortschreiten der Schwangerschaft deutlich
zunimmt, nimmt jedoch die Schwere der klinisch manifesten Auswirkungen im Verlauf
deutlich ab (Goldstein et al., 2006). So treten die schwersten klinischen Schadigungen
beim Neugeborenen nach einer Infektion im ersten Trimenon auf (Desmonts und
Couvreur, 1974; Lopes, FM et al. 2007).

Eine Infektion mit T. gondii stellt somit vor allem ein Risiko fur immunsupprimierte
Personen und Neugeborene von Mittern, die sich erstmals wahrend der Schwangerschaft

infiziert haben, dar.

2.4 Diagnose der Toxoplasmose

Bei klinischem Verdacht einer T. gondii Infektion erfolgt die Diagnostik primar Gber den
Nachweis Parasiten-spezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper im Serum des Patienten.
Bereits eine Woche ,post infectionem” kdnnen spezifische IgM-Ak im Blut des Betroffenen
mittels  ,Immunosorbent-agglutination-assay“ (ISAGA) oder ,IgM-Enzyme-linked-
Immunosorbent-Assay“ (IgM-ELISA) nachgewiesen werden (Desmonts et al., 1981). Die
Konzentration der IgM-Ak erreicht innerhalb von zwei bis vier Wochen ihr Maximum und
sinkt anschlieRend im Normalfall innerhalb weniger Monate unter die Nachweisgrenze ab,
allerdings kdnnen IgM-Ak auch persistieren (Takahashi et al, 1997). Als weiterer Indikator
einer akuten Toxoplasmose kann der Nachweis von IgA- bzw. IgE-Antikdrpern
herangezogen werden (Takahashi et al., 1994; Pinon et al., 1996). Die spezifischen IgA-

Antikorper sind ca. sechs bis sieben Monate nachweisbar. Aufgrund Ihrer kurzlebigen
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Kinetik kdnnen spezifische IgE-Antikdrper in der Diagnostik hinzugezogen werden, um
den Zeitpunkt der Erstinfektion relativ prazise datieren zu kénnen (Piergili, 2004).

Im Gegensatz zu IgE-AK kénnen spezifische IgG-Antikorper erst spater im Verlauf der
Erkrankung nachgewiesen werden. Sie erreichen ihr Maximum nach zwei bis vier
Monaten und kdénnen danach lebenslang im Kérper persistieren. Der ,Sabin-Feldmann-
Dye-Test® wird in der Diagnostik als ,Goldstandard“ zum Nachweis spezifischer IgG-
Antikérper herangezogen. Unter Anwendung des Sabin-Feldmann-Dye-Test stellt das
alleinige Vorkommen spezifischer IgG-Antikdrper das Korrelat zu einer chronischen oder
latenten (inaktiven) Toxoplasmose dar. Wohingegen sich eine akute Infektion sowohl
durch steigende IgG-Titer als auch den Nachweis von IgM- und IgA-Antikdrpern
auszeichnet. Auf Basis des Antikérper-Nachweises kann eine Primarinfektion nach ein bis
zwei Wochen mit serologischen Methoden erfolgreich diagnostiziert werden (Friese,
1995).

Gerade bei Schwangeren stellt die Diagnose der Toxoplasmeninfektion und deren weitere
Klassifikation in akut, chronisch oder latent ein wichtiges Verfahren dar, um eine
Schwangerschafts-relevante Infektion, die das Neugeborene infizieren kann,
auszuschlie®en. Bei positivem IgG-Titer und negativem IgM-Ak-Nachweis ist von einer
chronischen Infektion auszugehen, die flir das Neugeborene keine Risiken beinhaltet.
Eine niedrige IgG-Aviditat oder der qualitative Nachweis von IgM-Antikérpern verlangt
dagegen eine serologische Kontrolluntersuchung in 14 Tagen und qualitative
Untersuchungen der spezifischen IgM-Antikérper (Quelle: www.rki.de, Stand 2009).

Der Nachweis einer okkularen Toxoplasmose kann durch die Detektion von spezifischen
IgA-Antikdrpern im  Augenkammerwasser erbracht werden, z.B. durch einen
vergleichenden Immunoblot (Augenkammerwasser versus Serum). Ein aktives
Infektionsgeschehen Iasst sich jedoch in der Regel nur durch den direkten Nachweis des
Parasiten oder seiner DNA bestatigen (Quelle: www.rki.de, Stand 2009).

Der direkte Erregernachweis von T. gondii kann mittels PCR erbracht werden und wird vor
allem bei immundefizienten Patienten oder der Fragestellung der konnatalen
Toxoplasmeninfektion angewandt. Die PCR stellt die schnellste und empfindlichste
Nachweismethode einer T. gondii Infektion dar. Hierbei werden vor allem bei nicht
eindeutigen serologischen Ergebnissen Blut, Liquor, Fruchtwasser oder Gewebeproben
zum Nachweis der DNA von T. gondii in der Polymerase-Ketten-Reaktion eingesetzt
(Ailyati, A. (2005)). Auf diese Weise kann eine akute Infektion auch bei immundefizienten
Personen wie HIV-Infizierten, die im Rahmen ihrer Abwehrschwéache nicht oder nur
unzureichend in der Lage sind, spezifische Antikdrper zu produzieren, nachgewiesen und

eine frihzeitige Therapie eingeleitet werden. Eine pranatale Infektion kann durch die
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Analyse von Fruchtwasser oder Nabelschnurblut nachgewiesen werden, wobei ein
positiver PCR-Befund die Infektion beweist ein negativer Befund sie allerdings nicht
ausschlief3t (Quelle: www.rki.de, Stand 2009).

2.5 Therapie der Toxoplasmose

Die Indikation zur Therapieeinleitung bei gesicherter Toxoplasmose umfasst die pranatale
Toxoplasmose des Neugeborenen, die aktive Infektion bei Immunsupprimierten sowie die
okkulare Toxoplasmose. Hierbei stellen die Folsaure- sowie die Proteinsynthese des
Parasiten die derzeitigen therapeutischen Angriffspunkte dar. Die Behandlung einer T.
gondii-Infektion erfolgt nach aktuellen Empfehlungen mit einer Kombination aus
Sulfonamid und Pyrimethamin (Daraprim) (Spekker, K.H., 2008) oder als Monotherapie
mit dem Antibiotikum Spiramycin im 1. Trimenon der Schwangerschaft (Meyer-Wittkopf,
M. 2013). Durch den Einsatz von Pyrimethamin wird eine Hemmung der
Dehydrofolatreduktase bewirkt, wohingegen Sulfadiazin die Dehydrofolatsynthase
blockiert (Gross, U. 2004). Da Folsaure im menschlichen Organismus eine entscheidende
Rolle bei der DNA-Synthese spielt und ein Mangel zu einer megaloblastaren Andmie
fuhrt, wird bei der Therapie mit Sulfadiazin und Pyrimethamin Folinsaure als Supplement
erganzt. Ein Folsduremangel birgt im Rahmen der Schwangerschaft flir das Neugeborene
die Gefahr des Neuralrohrdefekts, weshalb bis zur 16. Schwangerschaftswoche die Gabe
von Spiramycin empfohlen wird. Dieses Makrolidantibiotikum hemmt durch seine Bindung
an die 50S-Untereinheit prokaryontischer Ribosomen die Proteinsynthese des Erregers
und die vertikale Transmission auf das Ungeborene kann dadurch aufgehalten werden.
So kann Spiramycin bei negativem Erregernachweis mittels PCR trotz schlechter
Plazentagangigkeit als Monotherapeutikum bis zur Entbindung eingesetzt werden (Gratzl
et al., 2002). Bei Nachweis einer Schadigung oder Infektion des Fétus wird allerdings eine
Triple-Therapie mit Pyrimethamin, Sulfadiazin und Folsaure in vierwdchigen Zyklen, die
von vierwOchigen Therapie-freien Intervallen oder aber einer Spiramycin-Monotherapie
unterbrochen werden, bis zum Ende der Schwangerschaft fortgeflhrt. Hierbei ermdglicht
die hohe Lipophilie des Pyrimethamins eine gute ZNS-Gangigkeit. International gibt es
allerdings keine Evidenz daflr, dass Spiramycin und Pyrimethamin die beste Therapie
darstellen, so sind in anderen Landern auch andere Behandlungsschemata vorhanden.

Bei immunsupprimierten Patienten ist das Standardregime zur Behandlung einer akuten,
reaktivierten Infektion mit T. gondii die Gabe von Pyrimethamin und Sulfadiazin. Bei
bekannter Sulfonamidunvertraglichkeit kann stattdessen das Lincosamidantibiotikum
Clindamycin, welches die Proteinsynthese des Parasiten hemmt, eingesetzt werden. Zur

Prophylaxe einer zerebralen Toxoplasmose vor allem bei einer Zahl von <200 T-
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Helferzellen/pl Blut ist eine Prophylaxe mit hochdosiertem Cotrimoxazol zur Vermeidung
einer Reaktivierung sinnvoll. In den vergangenen Jahren wurden Substanzen gefunden,
die als Monotherapeutikum oder auch in Kombination mit Pyrimethamin Wirksamkeit
gegen Toxoplasmen zeigten.Trotz aller verfigbaren Therapiemaoglichkeiten ist bisher eine
vollstdndige Eliminierung aller Toxoplasmenstadien nicht gelungen, da die
verschiedensten chemotherapeutischen Ansatze nur gegen das Tachyzoitenstadium und
nicht gegen das Bradyzoitenstadium wirksam sind (Pohl, F. U., 2002)

Daruber hinaus ist es bis zum heutigen Zeitpunkt nicht gelungen einen geeigneten

Impfstoff zu entwickeln, der Menschen vor einer Infektion mit T. gondii schitzt.

2.6 Einteilung und Virulenz von T. gondii

T. gondii ist in der Lage jede eukaryontische Zelle zu infizieren und sich intrazellular zu
vermehren. In vielen tierischen oder menschlichen Isolaten von infizierten Lebewesen
konnten unterschiedliche T. gondii Stamme gefunden werden. Die Stamme wurden
anhand lhrer Virulenz in der Maus in drei klonale Linien unterteilt: Typ I, Typ Il, Typ Il und
kommen vor allem in Nordamerika und Europa vor (Herrmann, D. C., 2012). So werden
die T. gondii Stamme RH und BK den T. gondii Typ I-Stammen zugeordnet, welche hoch
virulent sind und in der Maus zu einer todlichen Infektion flhren. Hierbei genugt ein
einzelner Tachyzoit als letale Dosis. Im Rahmen der tierischen Toxoplasmose sind
Infektionen mit einem Typ I-Stamm relativ selten zu finden. Hoch virulente Typ | Isolate
werden dagegen mit zunehmender Haufigkeit in Verbindung mit der humanen, okkularen
und konnatalen Toxoplasmose identifiziert (Johnsen, J. , 2012). Ebenso werden Typ I-
Stamme bei immunkompromittierten Personen wie HIV-Patienten im Rahmen einer
reaktivierten Toxoplasmose isoliert (Khan et al., 2005). Bei Tieren, die als Zwischenwirt
fur T. gondii dienen und auch Teil der menschlichen Nahrungskette sind, wie auch bei der
humanen chronischen Toxoplasmose finden sich besonders haufig Typ ll-Isolate (Howe
et al., 1995). In Slidamerika und Asien existieren neben den drei bekannten klonalen
Linien I-Ill auch atypische und andere Genotypen, diese zeigen im Mausmodell meist eine
hohe Virulenz. Durch die zunehmende Mobilitat der Weltbevolkerung weisen die
atypischen Genotypen eine zunehmende Beudeutung auf. Bislang sind alle
Virulenzanalysen im Mausmodell erfolgt, so dass eine gewisse Virulenz eines bestimmten

Stammes auf den Menschen nicht Ubertragbar erscheint (Herrmann, D. C. , 2012).



2.7 Immunantwort gegen T. gondii

Um die obligat intrazellulare Vermehrung von T. gondii zu kontrollieren, spielt sowohl die
humorale als auch die zellulare Immunitat eine wichtige Rolle (Liebermann et al., 2002),
wobei der Parasit durch seine intrazellulare Lebensweise der humoralen Abwehr nur

eingeschrankt zuganglich ist.

2.7.1 Zellvermittelte Abwehr gegen T. gondii

Zu Beginn einer Primarinfektion werden zunachst die unspezifischen, zellularen
Abwehrmechanismen der angeborenen Immunabwehr aktiviert. Hierbei begrenzen
phagozytierende Zelltypen wie Dendritische Zellen oder Makrophagen die Ausbreitung
des Parasiten und fungieren auch als Antigen-prasentierende Zellen, wodurch sie die
spezifische Immunantwort einleiten. Im Rahmen einer oralen Aufnahme von Zysten-
haltigem Fleisch oder Fleischprodukten, kommt der Parasit im Dlinndarm in Kontakt mit
Makrophagen und Dendritischen Zellen, die sich in den Peyerschen Plaques befinden
(Liesenfeld, 1999). Diese werden sowohl durch eine Infektion mit Toxoplasmen als auch
durch Kontakt mit I6slichen T. gondii-Extrakten zur Sekretion des Zytokins Interleukin-12
(IL-12) angeregt (Mashayekhi et al., 2011). Bei der Auslosung zellularer Immunreaktionen
spielt IL-12 die Rolle des Schlisselmediators. Auch Makrophagen sezernieren nach
Interaktion mit 7. gondii oder dessen Proteinen IL-12. Daruber hinaus sezernieren
aktivierte Makrophagen andere Mediatoren, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), die synergistisch mit IL-12 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) aktivieren. Diese
sezernieren folglich Interferon-y (IFN-y), welches in Makrophagen unterschiedliche
zytotoxische und zytostatische Effektormechanismen aktiviert (Melo et al., 2011).
Desweiteren verstarkt IL-12 die Expression von MHC-Klasse-II-Molekllen und dadurch
die Antigenprasentation der Makrophagen und Dendritischen Zellen (Robert-Gangneux et
al., 2012). Durch INF-y wird in humanen und murinen Makrophagen der oxidative
Metabolismus stimuliert, wobei reaktive Sauerstoffverbindungen wie Wasserstoffperoxid
oder Hydroxylradikale gebildet werden. Diese reaktiven Sauerstoffverbindungen wirken
anti-parasitar, wobei sich T. gondii durch Radikal-neutralisierende Enzyme sogenannte
,Sscavanger‘-Molekule, wie z. Bsp. der Superoxiddismutase, der Katalase sowie der
Gluthation-Peroxidase dem oxidativen Stress teilweise entziehen kann (Ding et al., 2005).
Desweiteren induziert INF-y in mehreren humanen Zelltypen wie Astrozyten, Monozyten
und Fibroblasten den Abbau der essentiellen Aminosaure L-Tryptophan durch das Enzym
Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO), wodurch das intrazellulare Wachstum von T. gondii

gehemmt wird (Daubener et al., 2001). In murinen Makrophagen wird aus L-Arginin die
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Synthese von Stickstoffmonoxid durch die induzierbare NO-Synthase als bedeutender
mikrobieller Effektormechanismus genutzt. Hierbei kénnen z. Bsp. TNF-a, IL-1, INF-y und
auch Lipopolysaccharide die NO-Synthase induzieren, welche neben dem antiparasitaren
Effekt auch einen immunregulatorischen Effekt durch Hemmung der T-Zellproliferation
zeigt. Trotz der genannten, essentiellen Effektormechanismen ist erst die spezifische
Immunantwort in der Lage die Infektion zu kontrollieren. Hierbei werden T-Zellen durch
professionelle, antigenprasentierende Zellen, wie Makrophagen und Dendritische Zellen,
die Toxoplasmen-Antigene prasentieren, in den regiondren Lymphknoten stimuliert. Diese
T-Lymphozyten  stimulieren ihrerseits wiederum B-Lymphozyten worauf die
antigenspezifische Immunantwort nach ca. funf Tagen wirksam wird. Unter dem Einfluss
von IL-12 und IFN-y wird eine Typ1-Immunantwort induziert, die fir die Abwehr
intrazellularer Erreger typisch ist. Die zentrale Bedeutung der T-Zellen im Rahmen der
Immunabwehr konnte durch den Transfer Toxoplasmen-spezifischer T-Lymphozyten auf
suszeptible Mause verdeutlicht werden. Durch die Ubertragung von T. gondii
spezifischen T-Lymphozyten waren die Tiere vor einer letalen Infektion mit T. gondii
geschutzt. Wahrend CD8-positive T-Zellen als Haupteffektorzellen fungieren, wird den
CD4-positiven T-Zellen eine eher regulatorische Rolle bei der Etablierung und
Aufrechterhaltung der spezifischen Immunabwehr zugerechnet (Gigley et al., 2011). Beide
T-Zell-Populationen zeigen eine Uber MHC-Restriktion geregelte zytolytische Aktivitat
gegenuber mit T. gondii infizierten Wirtszellen, wobei die frei werdenden Toxoplasmen
vital sind und neue Wirtszellen infizieren kénnen. Durch CD8-positive Lymphozyten ist
dariber hinaus eine MHC-unabhangige Lyse extrazellularer Tachyzoiten moéglich. Wobei
die Sekretion von Zytokinen, vor allem INF-y, den wohl entscheidendsten Teil der T-Zell-

vermittelten Immunabwehr darstellt (Daubener et al., 1997, Yap et al., 1999).

2.7.2 Humorale Abwehr gegen T. gondii

Die humorale Abwehr spielt vor allem in der akuten Phase der Infektion eine
entscheidende Rolle. Hierbei wird zwischen der alternativen Aktivierung des
Komplementsystems, das aus den Faktoren C1-C9 besteht, als unspezifischem Teil der
humoralen Abwehr und der Stimulation von B-Lymphozyten, welche daraufhin spezifische
Antikorper in Form von Immunglobulinen bilden, als spezifischem Teil der humoralen
Abwehr unterschieden. Die Antikdrper-Produktion fihrt, mit dem Ziel der Elimination
extrazellularer Toxoplasmen, zur Auslésung des klassischen Weges der
Komplementaktivierung (Giese, 2004). Auferdem binden die von den B-Zellen

produzierten Antikérper die Toxoplasmen-Antigene und markieren sie flr eine
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anschlielende Vernichtung durch Immunzellen und Komplementfaktoren (Kirchner et al.,
1993).

Bezuglich der unspezifischen humoralen Antwort konnten Fuhrmann und Joiner 1989
zeigen, dal} der alternative Weg der Aktivierung des Komplementsystems nach Bindung
der C3-Komponente an die Toxoplasmenmembran ohne Ausbildung eines lytischen
Komplexes abbricht. Hierbei wird das C3-Fragment aufgrund der Beschaffenheit der

Membran von T. gondii in ein inaktives iC3-Fragment gespalten.

Die TH2-Subpopulation der CD4-positiven T-Helferzellen 16st die spezifische humorale
Immunantwort aus (Nischik et al., 2003). Hierfur sezernieren die TH2-Zellen vorwiegend
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13, wodurch sie zellulare Immunreaktionen regulieren und B-
Lymphozyten stimulieren, welche schliellich die Antikdrper-Produktion Ubernehmen.
Wahrend einer Infektion mit T. gondii werden so verschiedene spezifische Antikorper
gebildet, die eine Infektion von Wirtszellen durch T. gondii verhindern (Sayles et al,
2000). Die Adhasion der spezifischen Antikorper an der Parasitenoberflache erschwert die

Invasion von T. gondii in die Wirtszelle (Nischik et al., 2003).

2.8 Struktur der Tachyzoiten und Bradyzoiten

Lichtmikroskopisch lassen sich Tachyzoiten und Bradyzoiten kaum unterscheiden. Beide
Formen weisen eine durchschnittliche Lange von 5 pm und eine Breite von ca. 2 ym auf
(Weiss und Kim, 2000) und liegen in der flr T. gondii typischen, gebogenen Form vor. Im
Aufbau weist Toxoplasma gondii die klassischen Organellen einer eukaryontischen Zelle,
wie beispielsweise einen Zellkern, ein Endoplasmatisches Retikulum (ER), Mitochondrien
und einen Golgi-Apparat auf. Elektronenmikroskopisch lassen sich Tachyzoiten und
Bradyzoiten durch fir sie typischen Organellen differenzieren. Der Zellkern der
Tachyzoiten liegt beispielsweise im Zentrum der Zelle, bei den Bradyzoiten befindet sich
der Zellkern am posterioren Pol. Auffallig fuir die Bradyzoiten ist eine Anhaufung von
Amylopektin-haltigen Granula, die vermutlich der Energieversorgung der Ruhestadien
dienen (Weiss et al., 2000), welche kaum bei den Tachyzoiten beobachtet werden kdnnen
(Dubey et al., 1998; Guérardel et al., 2005).
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Abbildung 2:
Schematische Darstellung eines Tachyzoiten (links) und eines Bradyzoiten (rechts) von T. gondii
(Quelle: Dubey et al., 1998)

Desweiteren zeichnen sich Bradyzoiten dadurch aus, dass der Zitratzyklus inaktiviert ist
und eine funktionelle Atmungskette fehlt (Denton et al., 1996).

T. gondii ist von einer Pellicula, welche ihrerseits aus drei Membranen besteht, umgeben,
namlich der Plasmamembran und zwei inneren Membranen IMC1 und IMC2, die den
inneren Membrankomplex bilden. Die Pellicula erstreckt sich von den prakonoidalen
Ringen am apikalen Pol bis zum posterioren Ende der Zelle (Dubremetz und Torpier,
1978). Am apikalen Pol des Parasiten liegt der flr die Gattung der Apicomplexa typische
Apikalkomplex, der aus dem Conoid, dem Polringkomplex, subpellikuldaren Mikrotubuli
sowie zwei sekretorischen Organellen, den Rhoptrien und den Mikronemen, besteht
(Carruthers 2002; Dubey et al., 1998). Die Rhoptrien sehen in Tachyzoiten keulenférmig,
in Bradyzoiten schleifenférmig aus. Eine dritte Klasse von sekretorischen Organellen, die
Dichten-Granula auch als ,dense granules® bezeichnet, sind im gesamten Zytoplasma der
Tachyzoiten als auch der Bradyzoiten vorhanden (Carruthers, 1999). Der Apikalkomplex
dient als Penetrationsapparat, mit dem der Parasit in seine Wirtszelle eindringen kann
(Morrissette et al., 2002). Tachyzoiten sind in der Lage die Conoidstruktur auszufahren
und durch rotierende Bewegungen die Penetration der Wirtszelle zu vollziehen (Hu et al.,
2002).

Charakteristisch flir die langsam wachsenden Bradyzoiten ist eine S&ure- und
Peptidaseresistenz, wodurch sie die Magenpassage unbeschadet Gberstehen (Jacobs et
al., 1960), wahrend die Tachyzoiten unter diesen Bedingungen ihre Infektidsitat in
kirzester Zeit verlieren. Eine ca. 60 um gro’e Gewebszyste kann hierbei 500 bis 2000
Bradyzoiten enthalten und ist von einer elastischen Zystenwand aus Lektinen und Chinin

aufgebaut. Nach oraler Aufnahme einer solchen Zyste wird die Zystenwand im
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Gastrointestinaltrakt durch Pepsin und Trypsin verdaut und die Peptidase-resistenten
Bradyzoiten werden freigesetzt (Weiss und Kim, 2000). Die freigewordenen Bradyzoiten
kénnen Zellen direkt infizieren, ohne sich vorher in Tachyzoiten umwandeln zu missen.
Ein weiteres Unterscheidungskriterium zwischen Tachyzoiten und Bradyzoiten sind die
verschiedenen Antigene (Kasper, 1989), die jedes Stadium aufweist. So konnten durch
den Einsatz von Antikérpern als auch in T-Zell-Versuchen spezifische
Oberflachenantigene von Tachyzoiten, die sog. ,surface antigene® SAG1 und SAG2,
identifiziert werden (Mineo et al., 1993). Neben SAG1 und SAG2 konnte das Rhoptrien-
Protein ROP9 exklusiv nur in Tachyzoiten als sekretiertes Protein nachgewiesen werden
(Reichmann et al., 2002). Bei der Umwandlung vom Tachyzoiten zum Bradyzoiten im
Rahmen einer Stressreaktion wie beispielsweise einer pH-Wert-Erhéhung findet eine
Veranderung der Tachyzoitenoberflache statt. So werden beispielsweise die
Oberflachenantigene SAG1 und SAG2 durch SAG4 und BSR4 ersetzt (Bohne et al.,
1999; Lekutis et al., 2000). Weitere Bradyzoiten-spezifische Antigene konnten mit Hilfe
von monoklonalen Antikérpern nachgewiesen werden. So konnte das ,Bradyzoiten-
Antigen* BAG1, welches im Zytoplasma der Ruhestadien lokalisiert ist, als auch das
Protein p34, welches auf der Oberflache der Bradyzoiten exprimiert wird, als Bradyzoiten-
spezifisch identifiziert werden (Bohne et al., 1995; Sibley et al., 1995).

Generell wandeln sich Tachyzoiten bei einer Temperaturerhdhung als auch einer pH-
Werterh6hung oder —erniedrigung zu Bradyzoiten um (Weiss und Kim, 2000). In der Maus
kann die Stadienkonversion vom Tachyzoiten zum Bradyzoiten durch steigenden
Immundruck und Aktivierung muriner Makrophagen initiiert werden. Durch die Sekretion
von INF-y wird die Expression Bradyzoiten-spezifischer Proteine ausgeldst (Bohne et al.,
1993). Werden die Stress-auslésenden Faktoren verringert, kann es auch wieder zu einer
Umwandlung von Bradyzoiten zu Tachyzoiten kommen, was auch im Rahmen einer

Reaktivierung einer chronischen Toxoplasmose erfolgt (Gross et al., 1996).
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Abbildung 3: Toxoplasma gondii Tachyzoiten und Bradyzoiten

(A) Schematischer Aufbau eines T. gondii-Tachyzoiten. Der Apikalkomplex besteht aus dem
Conoid, den subpellikularen Mikrotubuli sowie den sekretorischen Organellen Rhoptrien und
Mikronemen Er dient als Penetrationsapparat zum Eindringen in die Wirtszelle. Alle Apikomplexa
besitzen die Dichten Granula, eine dritte Art sekretorischer Organellen, und einen Apikoplasten.
(Quelle: (Baum et al., 2006), modifiziert). (B) Gewebezyste aus dem Gehirn einer Maus. Der Pfeil
deutet auf die Zystenmembran (Quelle: (Hill et al., 2005)).

2.9 Invasion von T. gondii in die Wirtszelle

Die Penetration der Wirtszelle durch T. gondii ist ein aktiver Prozess, der durch Aktin-
/Myosinfilamente (Dobrowolski et al., 1997; Opitz et al., 2002) des Parasiten innerhalb
von Sekunden vollzogen wird (Carruthers et al., 2007). Um eindringen zu kénnen, nimmt
T. gondii Uber verschiedene Rezeptoren Kontakt zur Wirtszelle auf. So bindet der
Tachyzoit u.a. Uber das Oberflachenprotein SAG1 an Proteine auf der Wirtszelloberflache
(Ortega-Barria und Boothroyd, 1999). Unter dem Einfluss der Sekretion von
Mikronemenproteinen (MIC-Proteine) lagert sich T. gondii mit seinem apikalen Pol an die
Wirtszelle an und es kommt zu einer Umorganisierung des Parasiten. Ein Proteinkomplex
aus dem Transmembran-Adhéasin MIC2 und seinem Co-Protein M2AP wird fur die enge
Anlagerung des Parasiten an die Wirtszelle verantwortlich gemacht (Huynh et al., 2006).
Nach der Anlagerung wird eine feste Verbindung zwischen dem Parasit und der
Wirtszelle, eine sog. ,tight junction®, ausgebildet. Der Parasit beginnt seine Conoidstruktur
auszufahren. Die Sekretion der Rhoptrienproteine (ROP-Proteine) fuhrt anschlieRend zum
aktiven Eindringen von T.gondii in die Wirtszelle, wobei sich der Parasit hierbei von der
»light junction ausgehend in die Wirtszelle einstllpt und hierbei eine Art ,moving junction®
verwendet. Nach Abschluss der Invasion liegt T. gondii in einer ,parasitophoren Vakuole®
(PV) umschlossen von der urspringlichen Membran des Wirtes, der PVM (parasitophoren
Vakuolen Membran). Die Wirtsmembran wurde jedoch wahrend des Invasionsprozess
weitgehend von Wirtszellproteinen befreit (Mordue et al., 1999), welche durch ROP-

Proteine ersetzt wurden. Die Uberwiegende Veranderung der PVM durch Parasiten-
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spezifische Proteine verhindert eine Endozytose und schiitzt die PV vor lysosomaler
Zersetzung (Hakansson et al., 2001). T. gondii kann die PVM wahrend seiner
intrazelluldren Entwicklung als sichere Barriere zum Wirtszell-Zytosol nutzen und durch
integrierte Poren den Nahrstoff- und Metabolitenaustausch vornehmen. Hierbei nutzt der
Parasit ein tubulovesikulares Netzwerk, das ihn ausgehend von seinem posterioren Pol
mit der PVM verbindet und die Parasitophore Vakuole dartber hinaus stabilisiert (Spekker
2008).

2.10 Die sekretorischen Organellen von T. gondii

Rhoptrien, Mikronemen und die Dichten Granula stellen die charakteristischen,
sekretorischen Organellen der Apikomplexa dar (Mercier & Cesbron-Delauw 2015).
Untersuchungen zeigten, dass sie sowohl an der intrazellularen Vermehrung des
Parasiten (Mercier et al., 2002) als auch der Invasion in die Wirtszelle (Lovett & Sibley,
2002) essentiell beteiligt sind. Die drei Organellen lassen sich aufgrund ihrer Morphologie,
ihrer Lokalisation innerhalb des Parasiten, als auch der Zusammensetzung ihrer Proteine

voneinander unterscheiden.

2.10.1 Die Mikronemen

Die Mikronemen von T. gondii sind als zigarrenformige Strukturen am vorderen (apikalen)
Pol des Parasiten lokalisiert und initieren durch Sekretion ihrer Proteine die gezielte
Adhasion des Parasiten an die Wirtszelle. Die Ausschittung der Mikronemen-Proteine
(MIC-Proteine) erfolgt direkt nach Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle (Wan et al., 1997).
Uber eine Erhéhung des zytoplasmatischen Ca®'-Spiegels des Parasiten kommt es zur
Sekretion der MIC-Proteine (Carruthers, 1999). Nach Kontaktaufnahmen bildet sich eine
sogenannte ,tight junction® zwischen dem Parasit und der Wirtszelle aus (Lovett et al.,
2002). Die ,tight junction” stellt eine feste Kontaktstelle dar, an der die Strukturen des
Zytoskeletts von Wirt und Parasit in engem Kontakt stehen und die Wirtszellmembran fir
die bevorstehende Invasion unterbrochen vorliegt (Charron& Sibley 2004). Bislang
konnten zwoIf MIC-Proteine, die die Anlagerung und die feste Bindung an die Wirtszelle
regulieren, identifiziert werden. Die Funktion der integralen Membranproteine MIC2, MIC6
und MIC8 besteht wahrscheinlich in einer Verbindung von Wirtszellrezeptoren mit dem
Bewegungsapparat des Parasiten (Brydges et al., 2008). An der Invasion sind neben
MIC2 (Harper et al., 2006) auch die Proteine MIC1, MIC3 und MIC4 als Adhasine beteiligt.
Die MIC-Proteine ermdglichen T. gondii daruber hinaus ein Substrat-abhangiges Gleiten

und unterstitzen dadurch die Fortbewegung des Parasiten Uber Oberflachen
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(Carruthers& Sibley 1999). T. gondii weist im Gegensatz zu anderen Apicomplexa-
Stammen eine geringe Anzahl an Mikronemen auf, was dadurch begriindet ist, dass die
Tachyzoiten nur kurze Distanzen Uberwinden muissen, um benachbarte Zellen zu
infizieren. Das Protein MIC5, welches Gegenstand dieser Arbeit ist, wird als Praprotein
exprimiert und proteolytisch in ein 22 kDA reifes Protein umgewandelt. MIC5 zeigt keine
Transmembrandomane und scheint an der AufRenseite mit der Membran verbunden zu
sein (Brydges et al.,, 2006). Es befindet sich Uberwiegend an der Zelloberflache des
Parasiten und kennzeichnet die Region der ,moving junction“ wahrend der Invasion des
Parasiten in die Wirtszelle. Eine ausbleibende MIC5-Expression kann die komplette ESA
(,excreted secreted antigens®)-Sekretion indirekt verandern, da MIC5 haufig eine
koregulatorische Funktion auf die Sekretion anderer von T. gondii sezernierter Antigene
aufweist (Brydges et al., 2006). Desweiteren spielt MIC5 eine wichtige Rolle fir die
Interaktion der MIC-Proteine untereinander. In DNA-Sequenzanalysen von TgMIC5
konnte gezeigt werden, dass MIC5 wahrscheinlich die Faltung weiterer MIC-Proteine
unterstitzt und somit deren Funktion bei der Invasion von T. gondii in die Wirtszelle
(Brydges et al., 2000).

2.10.2 Die Rhoptrien

Rhoptrien sind lang gestreckte, kegelférmige Organellen und befinden sich am vorderen
Pol von T. gondii. Wahrend der Invasion in die Wirtszelle wird der Inhalt der Rhoptrien, die
Rhoptrienproteine (ROP-Proteine), Uber einen dinnen Kanal, mit dem diese Organellen
am apikalen Pol befestigt sind, in die Parasitophore Vakuole (PV) ausgeschittet. Die
ROP-Proteine spielen nach derzeitigem Wissen eine Rolle beim Aufbau der
Parasitophoren Vakuole. AuRerdem wird die ,moving junction“ aus einem Komplex von
“rhoptry neck proteins® (RON2/4/5/8), die von den Rhoptrien sezerniert werden, und der
TgAMA1 (,Toxoplasma gondii apical membrane antigen 1“), einem Mikronemenprotein
gebildet. Hierbei weisen TgAMA1 sowie RON2 Transmembrandoménen auf, die an die
Wirtszelle binden und somit die Invasion ermdglichen (Lamarque et al., 2011). Daruber
hinaus findet ein aktiver Austausch der Transmembran- und Membran-assoziierten
Proteine durch ROP-Proteine, wie ROP1 und ROP2 wahrend des Einstllpens der
Wirtszellmembran statt (Joiner et al., 2002). Darlber hinaus verbleiben einige ROP-
Proteine im Wirts-Zytosol oder gelangen in den Wirts-Nukleus und bewirken die
Umprogrammierung der Genexpression des Wirtes mit (Boothroyd& Dubremetz 2008).

Bislang wurden etwa 40 verschiedene ROP-Proteine in T. gondii identifiziert. Hierbei
reguliert beispielsweise die Proteinkinase ROP18 das intrazellulare Wachstum von T.

gondii (El Hajj et al., 2007). ROP18 ist eine Kinase, die immunologisch wichtige GTPasen
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des Wirtes phosphoryliert. Durch diese Phosphorylierung wird die INF-y-gesteuerte
Makrophagenaktivierung gehemmt und T. gondii gewinnt an Virulenz (Fentress et al. ,
2010).

Die Funktion des ROP2 besteht beispielsweise darin eine Anlagerung der Wirtszell-
eigenen Mitochondrien sowie des Endoplasmatischen Retikulums an die AuRRenseite der
Parasitophoren Vakuole zu organisieren (Sinai und Joiner, 2001). Durch Interaktion mit
den wirtseigenen Mitochondrien sowie dem Endoplasmatischen Retikulum wird ein
Lipidtransport in die Parasitophore Vakuole ermdglicht, da der Parasit zur de novo
Fettsduresynthese selbststandig nicht in der Lage ist (Sinai et al., 1997). Die Sekretion
der ROP-Proteine stellt einen Ca?-unabhangigen Prozess dar und schlieRt sich
unmittelbar der Ca®*-abhéngigen MIC-Protein-Ausschiittung an (Carruthers und Sibley,
1997).

2.10.3 Die Dichten-Granula

Die Dichten-Granula, auch als ,dense granules® in der Literatur bezeichnet, sind
elektronendichte, runde Organellen, die anders als die Rhoptrien und Mikronemen im
kompletten Zytoplasma von T. gondii verteilt vorkommen. In den Dichten-Granula sind die
GRA-Proteine angereichert, die den Hauptanteil der sogenannten ,excreted-secreted
antigens® (ESA’s) von Toxoplasma gondii bilden. Nach der Invasion des Parasiten werden
die GRA-Proteine vom apikalen Pol in die Parasitophore Vakuole sezerniert (Michelin et
al., 2009). Im Gegensatz zur zeitlich begrenzten Sekretion der MIC- und ROP-Proteine
vor und wahrend der Invasion in die Wirtszelle geschieht die Sekretion der GRA-Proteine
kontinuierlich wahrend des vollstandigen Entwicklungszeitraums des Parasiten in der PV
(Carruthers und Sibley, 1999) und stellt einen Ca®*-unabhéngigen Prozess dar (Karsten et
al., 1998; Chaturvedi et al., 1998) Die Funktion der GRA-Proteine liegt darin einen
Nahrstofftransport von der Wirtszelle weg und einen Abtransport von
Stoffwechselprodukten zur Wirtszelle hin zu unterstitzen. Auf diese Weise wird das
intrazelluldre Uberleben des Parasiten gesichert. Hierbei wird durch Assoziation der
Parasitophoren Vakuolen Membran (PVM) zum Endoplasmatischen Retikulum (ER) als
auch zu den Mitochondrien des Wirtes der Stoffaustausch zwischen Parasit und Wirt
ermdglicht (Sinai et al., 1997). Einige GRA-Proteine wie beispielsweise GRA2, GRA4 und
GRAG initiieren die Ausbildung eines intravakuolaren Netzwerks, das die Parasitophore
Vakuole durchzieht und einen Umbau der Vakuolenmembran verursacht (Mercier et al.,
2002). PVM-interagierende GRA-Proteine scheinen ebenfalls fur die Ausbildung von
Poren in der Membran der PV verantwortlich zu sein, welche die Diffusion

niedermolekularer Stoffe, wie Aminosauren, ATP und Zucker ermdglicht (Schwab et al.,
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1994). Bislang sind 23 GRA-Proteine beschrieben (Rommereim et al., 2016). Zu den 23
aus den Dichten- Granula sezernierten Proteine gehdéren auch beispielsweise zwei
Isoformen einer Nukleotid-Triphosphat-Hydrolase (NTPase | und Il) (Bermudes et al.,
1994; Asai et al., 1995) als auch zwei Proteaseinhibitoren (TgPl 1 und 2) (Morris et al.,
2002; Pszenny et al., 2016). Die NTPase | und Il unterstutzt essentiell die Versorgung des
Parasiten mit Purinen aus der Wirtszelle. T. gondii ist seinerseits nur zur de novo-
Synthese von Pyrimidinen in der Lage und somit auf Purine aus der Wirtszelle
angewiesen (Bermudes ef al.,, 1994). Im Gegensatz zur NTPase konnte den meisten
GRA-Proteinen bis zum heutigen Zeitpunkt keine eindeutige Funktion zugeordnet werden.
Untersuchungen zeigten, dass sie den Stoffaustausch zwischen Wirt und Parasit
unterstitzend beeinflussen. So wird GRA2 beispielsweise nach der Wirtszellinvasion in
die Parasitophore Vakuole sezerniert und scheint aufgrund seiner molekularen Helix-
artigen Struktur, die durch zwei amphipathische a- Helices ausgebildet wird, mit dem
tubulovesikularen Netzwerk verbunden. GRA4 und GRAG interagieren mit GRA2 Uber
hydrophobe und Protein-Wechselwirkungen und bilden einen speziellen multimerischen
Komplex aus. Dieser Komplex ist stabil mit dem tubulovesikularen Netzwerk assoziiert ist
und scheint am Nahrstoff- und Proteintransport beteiligt zu sein (Nam, 2009).

Dariber hinaus wird den GRA-Proteinen eine Rolle als stark immunogen wirkende
Antigene zugeschrieben. So konnten Mause eine Ublicherweise letale Infektion mit
Bradyzoiten nach einer Immunisierung mit einer ,excreted-secreted-antigen“(ESA)-
Praparation, die Gberwiegend GRA-Proteine enthielt, Gberleben (Darcy et al., 1992).

In Knock-Out-Versuchen mit Mutanten fir die Proteine GRA 1-10, konnte gezeigt werden,
dass die Proteine GRA1 und GRA10 vermutlich eine essentielle Funktion fur das
Wachstum des Parasiten haben. Die GRA-Proteine 2-9 scheinen keine wesentliche
Funktion im Rahmen der Virulenz zu spielen, zeigen allerdings eine wichtige Funktion im
Aufbau des intravakuoldren Netzwerks. So waren AGRA2- und AGRA6-Mutanten nicht in
der Lage ein intravakuolares Netzwerk aufzubauen. AGRA7- Mutanten wiesen eine

uberschielRende Ausbildung des intravakuolaren Netzwerks auf (Rommereim et al., 2016).

2.10.3.1 Charakterisierung und Lokalisation der GRA-Proteine

GRA-Proteine werden in l6slicher Form in die Parasitophore Vakuole (PV) sezerniert

(Lecordier et al., 1999) und anschlieBend zu typischen Zielstrukturen transportiert. So
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lasst sich zwischen frei in der PV vorliegenden GRA-Proteinen und solchen, die an der
Membran der Parasitophoren Vakuole (PVM) oder aber am tubulovesikularen Netzwerk
assoziiert vorkommen, unterscheiden (Mercier et al., 2002).

GRA1 (24 kDa) ist in den Dichten Granula von Tachyzoiten als auch Bradyzoiten zu
finden. Es weist mehrere Ca?- bindende Domanen auf, die einen physiologischen
Stellenwert in der Wirtszell-Invasion spielen kdnnten. Nach der Invasion wird GRA1 als
I6sliches Protein in das Lumen der PV sezerniert und tritt anschlielend in Assoziation mit
dem tubulovesikularen Netzwerk (Sibley et al., 1995; Nam HW., 2009).

GRAZ2 (28 kDa) kommt sowohl als Membran-gebundene als auch |8sliche Form in der PV
und den Dichten Granula vor. Die Aminosduresequenz von GRA2 weist drei
amphipatische Alpha-Helix Domanen auf Uber die GRA2 mit der membrandsen
Netzwerkstruktur verbunden ist (Cesbron-Delauw 1994; Sibley et al., 1995). AulRerdem
konnte gezeigt werden, dass GRAZ2 fir die Ausbildung des intravakuolaren Netzwerks
essentiell ist (Mercier et al., 1998).

GRAZ3 (30 kDa) wird als I6sliches Protein sezerniert und zeigt tiber eine kurze hydrophobe
Region (Ossorio et al., 1994) vor allem Interaktionen mit der PVM als auch weniger
haufig mit dem tubulovesikularen Netzwerk innerhalb der PV (Dubremetz et al., 1993).
GRA4 (40 kDa) liegt vorwiegend als l6sliches Protein in den ,dense granules® vor und
wird vom apikalen Pol in das Lumen der PV sezerniert (Labruyéere et al., 1999). Es
interagiert Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen mit GRA2 und GRA6 in einem
Komplex zur Ausbildung des tubulovesikuldaren Netzwerks (Mercier et al., 2002; Nam
HW., 2009).

GRAS (21 kDa) wird als l6sliches Protein in die PV entlassen, lagert sich an die PVM an
und durchspannt aufgrund einer fir das Protein spezifischen Transmembrandomane die
Membran der Parasitophoren Vakuole (Lecordier et al., 1999; Nam HW., 2009).

GRAG (32 kDa) liegt ebenfalls als I6sliches Protein in den Dichten Granula vor und wird
nach Sekretion vom apikalen zum posterioren Pol transportiert. GRA6 als auch GRA2
sind durch hydophobe Wechselwirkungen an der Etablierung und Stabilisierung der
tubulovesikularen Netzwerkstruktur beteiligt mit welcher GRAG interagiert (Mercier et al.,
2002). Durch die Interaktion von GRA6 mit GRA2 und GRA4 Uber hydrophobe und
Protein-Protein-Wechselwirkungen bildet sich ein multimerer Proteinkomplex aus
(Labruyére et al., 1999).

GRA7 (30 kDa) ist wie GRA3 und GRA5 mit der Membran der Parasitophoren Vakuole
(PVM) assoziiert. Das Protein GRA7 weist wie GRA4, GRA5, GRAG (Jacobs et al., 1998)
eine Transmembrandomane auf, die die Insertion in der PVM als integrales

Membranprotein ermdglicht.
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GRAS8 (40 kDa) lagert sich an die Membran der PV an und wird wahrend oder kurz nach
der Invasion des Parasiten in die PV sezerniert. Durch Aminosauresequenzanalysen
konnte eine zentrale Prolin-reiche Region identifiziert werden, die eine entscheidende
Rolle bei Membraninteraktionen spielen kdnnte (Carey et al., 2000).

GRA9 (41 kDa) wird vom apikalen Pol des Parasiten in die PV entlassen und interagiert
mit den Membranen der PV (Adjogble et al., 2004). Wie alle anderen GRA-Proteine
besitzt die Aminosauresequenz von GRA9 eine hydrophobe Region, die als Signalpeptid
fur die Sekretion des Proteins dient.

GRA10 (36 kDa) wird zu den Hauptvertretern der ,excreted-secreted antigens® (ESA)
gezahlt und ist bereits vor Invasion in die Wirtszelle nachweisbar. GRA10 wird jedoch
hauptsachlich wahrend bzw. kurz nach der Invasion in die Parasitophore Vakuole
entlassen und ist eng mit der PVM assoziiert (Ahn et al, 2006).

GRA12 wird ahnlich GRA2 und GRA6 zu Beginn der Invasion am apikalen Pol des
Parasiten in die PV sezerniert und zum posterioren Pol transportiert. Hier verbleibt es eng
assoziiert mit dem tubulovesikularen Netzwerk. Der Transport von GRA12 zum
posterioren Pol ist von GRA2 abhangig. GRA12 wurde als I6sliches als auch Membran-
gebundenes Antigen beschrieben (Michelin et al, 2009).

GRA14 ist mit dem tubulovesikularen Netzwerk als auch der den Parasiten umgebenden
PVM assoziiert. Seine Struktur zeigt die Besonderheit, dass das Protein mit seinem C-
terminalen Ende in das Wirtszelle-Zytoplasma ragt, wahrend das N-terminale Ende in das
Lumen der PV reicht (Rome et al., 2008).

Abbildung 4:
Lokalisation der GRA-Proteine in der Parasitophoren Vakuole
(Quelle: Sibley et al., 1995, Dubremetz)

2.11 Zielsetzung der Arbeit

Eine Infektion mit T. gondii stellt im klinischen Alltag gerade fir Schwangere und ihre
ungeborenen Kinder als auch fir immunsupprimierte Patienten, hier vorwiegend im Sinne
einer reaktivierten Toxoplasmose, eine ernst zu nehmende Diagnose dar. Die derzeitige

Therapie einer bestehenden Infektion greift ungerichtet in die Proteinbiosynthese oder
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aber den Folsaurestoffwechsel des Parasiten ein. Im Verlauf einer Infektion mit 7. gondii
werden wahrend des kompletten Entwicklungszyklus des Parasiten GRA-Proteine
sezerniert, die als ,excreted-secreted antigens” eine immundominante Rolle einnehmen.
Hier setzt die vorliegende Arbeit ein, deren Zielsetzung es ist, die Eignung spezifischer
GRA-Proteine als Marker einer akuten oder chronischen T. gondii- Infektion zu
identifizieren. Zum Einsatz der spezifischen Proteine als Antigene in serologischen
Analysen wurde rekombinantes GRA1(rGRA1), rGRA2, rGRA6, rGRA7, rGRA9 und
rMICS durch Insertion des jeweiligen c-DNA-Konstrukts in einen Expressionsvektor
hergestellt. Die Proteine wurden denaturierend mittels SDS-page aufgereinigt und die T.
gondii-spezifischen Antigene wurden in semiquantitativen Tests eingesetzt. Um eine
mogliche Rolle dieser immunogen wirkenden Proteine beispielsweise als potentielle
Antigene zum Nachweis einer Infektion mit T. gondii zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Seren von Patienten mit Toxoplasmose auf spezifische Antikorper gegen
diese Parasiten-spezifischen Proteine analysiert.

So sollte im Rahmen dieser Arbeit die Mdglichkeit einer Detektion spezifischer humaner
Immunglobuline der Klasse G gegen die einzelnen rekombinant hergestellten Proteine
untersucht werden, um unter Umstanden eine unterschiedliche Immunitat der einzelnen
GRA-Proteine im Verlauf einer Infektion zu zeigen und dariber hinaus Ihr Nutzen als
diagnostisches Hilfsmittel zu evaluieren. Hierfir wurden nach Genehmigung durch das
Ethikvotum Studiennummer 3174 insgesamt 48 Seren mit verschiedenen IFT-Titern
analysiert.

Gerade im Rahmen der Toxoplasmose-Diagnostik bei Schwangeren ist besonderes
Augenmerk auf die Detektion von spezifischen IgM- und IgA- Antikdrpern als Zeichen
einer akuten Infektion, die fur das Ungeborene schwerwiegende Folgen nach sich ziehen
kann, zu richten. Die humanen Immunglobuline IgM und IgA kénnen zu Beginn einer
Infektion im Serum der betroffenen Patienten ansteigen. Der Nachweis von spezifischen
Antikérpern der IgM- und IgA-Klasse im peripheren Blut gilt als Hinweis flr eine konnatal
erworbene Toxoplasmose. Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob spezifische
Immunglobuline der Klasse M und A gegen die rekombinanten GRA- Proteine und das
rekombinante MIC5-Protein gerade in der frihen Phase der Infektion ein sinnvolles
diagnostisches Werkzeug darstellen konnten. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit
nach Genehmigung durch das Ethikvotum Studiennummer 3174 14 Seren von Patienten

mit einer akuten T. gondii-Infektion mit einem ISAGA-Titer 21:6400 untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Allgemeines

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besalen, soweit nicht anders vermerkt, den
Reinheitsgrad ,pro analysis“. Zum Ansetzen von Medien und Ldsungen wurde

Reinstwasser verwendet (Hausanlage Millipore GmbH, Schwalbach).

3.1.1 Plasmide

3.1.1.1 Verwendete Plasmide

Plasmidbezeichnung Bezugsquelle

pET32a(+) Novagen (Darmstadt)
pET32a(+)-GRA1 in dieser Arbeit hergestellt
pET32a(+)-GRA2 in dieser Arbeit hergestellt
pET32a(+)-GRAG in dieser Arbeit hergestellt
pET32a(+)-GRA7 in dieser Arbeit hergestellt
pET32a(+)-GRA9 in dieser Arbeit hergestellt
pET32a(+)-MIC5 in dieser Arbeit hergestellt

3.1.2 Desoxyoligonukleotide

Die aufgelisteten Desoxyoligonukleotide (,Primer”) wurden von der Firma MWG Biotech
AG (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die Lagerung der Primer erfolgte bei einer
Temperatur von —20°C.
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3.1.2.1 Primer zur Klonierung und Mutagenese

(Restriktionsschnittstellen unterstrichen)

Primerbezeichnung
GRA1 forward
GRAT1 reverse
GRAZ2 forward
GRA2 reverse
GRAG forward
GRAG reverse
GRAY7 forward
GRAY7 reverse
GRA?9 forward
GRAQ9 reverse

MIC5 forward

MIC5 reverse

3.1.3 Antikorper

3.1.3.1 Primare Antikorper

Sequenz

5- CGC GAATTC GCT GCT GCATCG GT-3
5-CGCAAG CTTCTCTCT CTCTCT TGATA -3
5-ATAATAGAATTC CTG GTT GTT GCC GTT-3'
5-CGC AAG CTT CTG CGA AAA GTC TGG GA-3°
5-GCG GAATTC AGG CAG AAG CGAAAC T-3
5°-CGC AAG CTT ATA ATC AAA CAC AT-3°
5-CGC GGATCC GCG CTT TGT GTT TTA-3°
5°-CGC GAG CTC CTG GCG GGC ATC CT-3
5-CGC GAATTC GTC GTG CCC CTC TC-3
5-CGC AAG CTT GAG TCC TCG GTC TT-3

5-CGC AAG CTT TTA GCC TCG CAT TTA CGC-3°
5-CGC CTC GAG CC TCG GAG TCG AGC CCA-3°

Priméare Antikorper Quelle Einsatz im Western Blot
Humanseren aus Grinden | Uniklinikum Dusseldorf
des Datenschutzes  im | (Serologie des Instituts fur
Folgenden fortlaufend | Med.  Mikrobiologie  und 1:100
nummeriert Krankenhaushygiene)
anti-Tg-GRA1: M-F. Cesbron-Delauw
(Grenoble, Frankreich) 1:1000
anti-Tg-GRA2: M-F. Cesbron-Delauw
(Grenoble, Frankreich) 1:1000
anti-Tg-GRA7: M-F. Cesbron-Delauw
(Grenoble, Frankreich) 1:1000
anti-Tg-GRA9: Uniklinikum Dusseldorf
Institut far 1:1000
Medizinische Mikrobiologie
u. Krankenhaushygiene
AG W. Daubener
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3.1.3.2 Sekundare Antikorper

Sekundare Antikorper
anti-Maus IgG/PO:

6-Histidin-Epitop-Tag

IgG1-Ak/PO:

anti-Human IgG/AP:

anti-Human IgM/AP:

anti-Human IgA/AP:

Markierung/Spezies
Monoklonal aus Ziege gg.
Maus-IgG,
Peroxidase- konjugiert
monoklonal aus Maus
gg.Hise-Epitop-1gG
Peroxidase- konjugiert
monoklonal, aus Hase
gg. humanes IgG,
Alkalische Phosphatase
(AP) -konjugiert
monoklonal, aus Ziege
gg. humanes IgM,
AP-konjugiert
monoklonal, aus Hase
gg. humanes IgA,
AP-konjugiert

3.1.4 Restriktionsenzyme fiir die Molekularbiologie

3.1.4.1 Verwendete Restriktionsenzyme

Quelle/Einsatz

Jackson Immuno Research
Dianova Hamburg
1:1000 im Western Blot

Jackson Immuno Research
Dianova Hamburg
1:1000 im Western Blot

Jackson Immuno Research
Dianova Hamburg
1:1000 im Western Blot

Jackson Immuno Research
Dianova Hamburg
1:1000 im Western Blot

Jackson Immuno Research
Dianova Hamburg
1:1000 im Western Blot

Restriktionsenzyme

Bezugsquelle

Bgll

BamHI

EcoRI “fast digest”
Hindlll “fast digest”
Pvul “fast digest”
Pvull “fast digest”
Sacl “fast digest”
Styl “fast digest”
Xhol “fast digest”

(
Fermentas (
Fermentas (

(

Fermentas (St.

Fermentas (St. Leon-Roth) 10 U/l
Fermentas (St. Leon-Roth) 10 U/l
Fermentas (St. Leon-Roth) 10 U/pl
Fermentas (St. Leon-Roth) 10 U/pl
Fermentas (St. Leon-Roth) 10 U/pl

Fermentas

St. Leon-Roth) 10 U/pl
St. Leon-Roth) 10 U/pl
St. Leon-Roth) 10 U/pl
t. Leon-Roth) 10 U/pl
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3.1.5 Sonstige Enzyme

Enzym Bezugsquelle

DNase | Roche Diagnostics (Mannheim)
Expand-High-Fidelity-DNA-Polymerase Roche Diagnostics (Mannheim)
Proteinase K Roche Diagnostics (Mannheim)
RNase A Roche Diagnostics (Mannheim)
T4-DNA-Ligase Promega (Mannheim) 60 U/ul
Tag-Polymerase Roche Diagnostics (Mannheim) 5 U/l
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3.1.6 GroRenstandards

3.1.6.1 GroRenstandards fiir Nukleinsduren

Um die GroRRen getrennter DNA-Fragmente in Agarosegelen zu bestimmen wurde die ,1-
kb-DNA-Leiter* der Firma Invitrogen (Karlsruhe) als Standard eingesetzt. Die Lagerung
der ,1-kb-DNA-Leiter” erfolgte bei —20°C.

FragmentgréRen der ,1-kb-DNA-Leiter” [bp]:

10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500,
250

3.1.6.2 GroRenstandards fiir Proteine

Zur Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen in der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurden ProteingroRenstandards der Firma Invitrogen (Karlsruhe)
verwendet. In der folgenden Tabelle sind die molekularen Massen der SeeBlue Plus2 Pre-

stained Standardproteine aufgelistet.

Proteine des GroRenstandards Tris-Glycine [kDa] NP MOPS [kDa]
Myosin 250 191
Phosphorylase 148 97
BSA 98 64
Glutamic Dehydrogenase 64 51
Alkohol Dehydrogenase 50 39
Carbonic Anhydrase 36 28
Myoglobin Red 22 19
Lysozyme 16 14
Aprotinin 6 n/a
Insulin, B Chain 4 n/a

Tabelle 1: Molekulargewichte der Proteingrof3enstandards von SeeBlue Plus2
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3.1.7 Medien und Puffer

Alle verwendeten Puffer und Medien wurden mit Reinstwasser angesetzt. Puffer und
Lésungen fir molekular- und mikrobiologische Arbeiten sowie fir die Zellkultur wurden fir
60 min bei 121°C autoklaviert oder sterilfiltriert.

Iscove’s modified Dulbecco’s medium: IMDM

(Lonza Walkersville, USA) 25 mM HEPES
+ L-Glutamin

Zellkultur-Medium: 500 ml IMDM

10 % (v/v) Fotales Kalberserum

25 pg/ml Gentamycin

TBE-Puffer: 89 mM Tris-HCI
89 mM Borsaure
2,5mM EDTA
pH 7

LB (Luria-Bertani)-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
ad 1000 ml mit H,O
pH 7 mit 5 N NaOH; autoklaviert

LB-Platten: LB-Medium
1,2 % Bacto-Agar
100 pg/ml Ampicillin (nach Abkihlung)

dNTP-Mix: 40 uM dATP
(Promega) 40 uM dCTP
40 yM dTTP
40 yM dGTP
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DPBS:

(Dulbecco’s Phosphate-buffered saline)

TE-Puffer:

AP-Puffer:

Coomassie-Blue-Farbelosung:

Coomassie-Entfarber:

3.1.8 Feinchemikalien

Acrylamid:
Agarose:
Ammoniumperoxodisulfat (APS):

Ampicillin:

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat):

CaCls:
Coomassie Brilliant Blue R250:
Desoxynukleotide (dNTPs):
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13,7 mM NacCl

2,7 mM KCI

80,9 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
pH 7.4

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 8

100 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
100 mM MgCl,
pH: 9,5

0,5 g Coomassie Brilliant Blue R250
100 ml Eisessig

500 ml Ethanol (100%)

500 ml H,O

725,5 ml H,O
74,5 ml Eisessig
200 Ethanol (100%)

Serva (Heidelberg)
Biozym (Oldendorf)
Sigma (Taufkirchen)
Boehringer (Mannheim)
Fermentas (St. Leon-
Roth)

Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Fermentas (St. Leon-

Roth)



Dimethylformamid: Merck (Darmstadt

)
Eisessig: Merck (Darmstadt)
Ethanol: Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid: Merck (Darmstadt)
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA), cell culture tested: Riedel-de Haen (Seelze)
Fotales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert: PAN-Biotech

(Aidenbach)
Glutamin (200 mM): BioWhittaker (Belgien)
Glutathion: Merck (Darmstadt)
Glycerin: Merck (Darmstadt)
Glycin: Merck (Darmstadt)
Guanidinhydrochlorid: Merck (Darmstadt)
Harnstoff: Merck (Darmstadt)
Imidazol: Merck (Darmstadt)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG): Merck (Darmstadt)
LB-Agar: Roth (Karlsruhe)
LB-Medium: Roth (Karlsruhe)
Magnesiumchlorid: Merck (Darmstadt)
Milchpulver: Sigma (Taufkirchen)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED): Sigma (Taufkirchen)
NaOH: Merck (Darmstadt)
Natriumchlorid: Merck (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS): Schuchart (Hohenbrunn)
n-Butanol: Merck (Darmstadt)
NBT (nitro blue tetrazolium): Fermentas(St.Leon-
Roth)

Salzsaure: Roth (Karlsruhe)
Trichloressigsaure: Merck (Darmstadt)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris): Merck (Darmstadt)
Tween-20: Merck (Darmstadt)

3.1.9 Sonstige Materialien und Gerate

Blottingkammer: Semidry, Bio-Rad (Minchen)
Brutschranke: Heraeus (Hanau), B5060 EK/CO,
Cutter: Daehle 565 (Rddental)

Drehrad: Labinco BV (Breda, Niederlande)
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Elektrophoresekammer:

Entwicklerkassette:

Fluoreszenzmikroskop:
Gelkammer (WB):

Geltrockner:

Kippschuttler:

NuPage 10%Polyacrylamid-Gele:
pH-MeRgerat:

Pipetboy:

Pipetten:
Quarzkivetten:
Rontgenfilmkammer:
Filme Hyperfim™-ECL:

Spannungsgeber:

Spektralphotometer:
Steril-Werkbank (Gelaire BSB 4A):

Thermocycler:
Vortexer:

Wasserbad:

Zentrifugen:
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Vertical Gel Electrophoresis System,
Bethesda Research Laboratories
(Gaithersburg)

BASF Cassette 2040,
Fujifilm(Dusseldorf)

Zeiss (KoIn), Photomikroskop |l

XCell Sure Lock Mini-Cell, invitrogen
(Darmstadt)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Polymax 1040, Heidolph (Nlrnberg)
invitrogen (Darmstadt)

Mettler Toledo MP225 pH-Meter
(Giessen)

IBS Integra Biosciences (Zizers,
Schweiz)

Labsystems (Minchen), Finnpipette
Hellma, 100 ul (Jena)

REGO (Haan)

GE Healthcare (Miinchen)
Electrophoresis Power Supply
500V/400mA, Gibco BRL

Invitrogen (Darmstadt)

DU 640, Beckman-Coulter (Minchen)
Flow Laboratories (Meckenheim)

PTC 200 Peltier Thermal Cycler von
MJ Research (Waltham, USA)

Bender & Hobein AG (Zurich, CH)

GFL (Burgwedel)

Beckman J2-21 mit JA14 und JA20
Rotoren (Minchen),

Heraeus Megafuge 1.0 R mit
Ausschwingrotor (Hanau),
Ultrazentrifuge Beckman Optima L60
Rotor SW41Ti (Minchen),

Heraeus Biofuge fresco (Hanau)



3.1.10 Plastikwaren und sonstige Einwegartikel

Deckglaschen, Glas, g 13 mm:
Einmalspitzen:

Cryo-Tubes:

Reaktionsgefalie, 0.5-2,0 mi:
Einmalspritzen, 1 ml:
Einmalspritzen, 5-20 mi:
Einwegkuvetten:

Filterpapier Whatman 3MM:

Kantlen; Microlance, verschiedene Groflien:

96-well Mikrotiterplatte:

Nitrozellulosemembran Whatman ,Protran®:

Petrischalen:

Perfusorspritzen, 50ml:
Zellkulturschalen:

Saulen Polypropylen, 1 mi:
Sterilfilter:

Venofix und Adapter:
Zellkulturflaschen, 25-175 cm?:

Zellschaber:

Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 ml:

3

Zentrifugenréhrchen ,Polyallomer*:

3.1.11 Molekularbiologische Kits

High Pure Plasmid Isolation Kit:
Gel Extraktion Kit:

Plasmid Mini/Midi Kit:

Plasmid Maxi Kit:

Hecht-Assistent (Sondheim)
Polylab (Seoul, Korea)
Nunc GmbH (Wiesbaden)
Eppendorff (Hamburg)
Braun (Melsungen)

Braun (Melsungen)
Sarstedt (NUmbrecht)

VWR (Darmstadt)

Greiner (Frickenhausen)
VWR (Darmstadt)
Greiner (Frickenhausen)

Braun (Melsungen)

BD Becton Dickinson (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)

Millipore (Eschborn), Sterivex
Braun (Melsungen)

Costar (Bodenheim)

Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Beckmann(14x89 und 13x51)
(Krefeld)

Roche (Mannheim)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
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3.1.12 Antibiotika

Plasmid-transformierte = Bakterien wurden in  Medien mit entsprechendem

Antibiotikumzusatz angezogen. Die Antibiotika wurden von der Firma Sigma (Taufkirchen)

bezogen.
Substanz Stammloésung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml in H,0O, steriffiltriert 100 pg/ml

3.1.13 Zelllinien

Zelllinie Eigenschaften Referenz

HFF-Zellen humane Vorhaut Fibroblasten ATCC

3.1.14 Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp
E. coli JM109: K-12 derivative, recA1, supE44,
endA1, hsdr17, gyrA96, relA1, thi (lac-proAB)
E.coli DH5a: F; endA1 hsdR17(rk-, mk+), deoR, supE44, thi-1,
relA1,9yrA96,A(lacZYA-argF)U169(p80lacZAM15)
E.coli BL21: F- hsdSg(rs-mg-), gal, decm, ompT, mit DE3 Prophagen,

der das T; RNA-Polymerasegen trégt

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme
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3.1.15 Toxoplasma gondii-Stamme

T. gondii-Stamm Bezugsquelle

RH: Sabin, 1941, ATCC (Manassas, USA)

Tabelle 3: Verwendete Toxoplasma gondii-Stamme

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von Bakterien

In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme wurden aus Glycerinkulturen oder von
Einzelkolonien einer Agarplatte in steriles LB-Medium Uberimpft und tGber Nacht (4. N.) bei
37°C unter Schiitteln kultiviert. Das LB-Medium wurde zusatzlich mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum versetzt. Am Folgetag erfolgte eine Subkultivierung von 200 ml LB-
Flissigmedium unter Zugabe von 5 ml Bakterien-Vorkultur und anschlieRender Inkubation
bei 37°C auf dem Schuttler. Fir eine kurzfristige Lagerung wurden die Bakterienstdmme
auf LB-Agarplatten (Ampicillin-haltig) ausgestrichen. Eine Inkubation der Agarplatten
erfolgte bis zum sichtbaren Wachstum von Einzelkolonien im Brutschrank bei einer
Temperatur von 37°C. Auf Agarplatten ausgestrichen wurden die Bakterienstamme fiir 4-6

Wochen bei 4°C gelagert.

3.2.2 Stammkulturen

Eine langerfristige Lagerung von Bakterienkulturen erfolgte in Glycerinkulturen. Dazu
wurde 1 ml einer Uber-Nacht-Kultur (LB-Medium) mit 200 pl sterilem 87 %-igem (Vv/v)
Glycerin versetzt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschliefend bei -70°C

gelagert.

3.2.3 Bestimmung der Optischen Dichte

Das Wachstum einer Bakterienkultur im Zeitverlauf konnte durch Messung der Optischen
Dichte verfolgt werden. Die Messung wurde mit Einmal-Halbkuvetten (Schichtdicke 1 cm)
bei einer Wellenlange von 600 nm (ODggo) im Spektralphotometer vorgenommen. Der

Nullabgleich erfolgte hierbei gegen unbeimpftes Medium.
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3.2.4 Praparation von Toxoplasma gondii-Lysat

Zur Praparation von T. gondii-Lysat werden Zellen durch wiederholtes Einfrieren und
Auftauen mechanisch aufgebrochen (,Freeze and Thaw*). Hierfur wurden auf HFF-Zellen
angezogene Toxoplasmen geerntet, zweimal in PBS gewaschen und fir 10 min bei 672 g
und 4°C abzentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde in Proteaseinhibitor-haltigem PBS
aufgenommen und auf eine Anzahl von 10° Toxoplasmen/ml eingestellt. AnschlieRend
wurde die Suspension dreimal in flissigem Stickstoff schockgefroren und im Wasserbad
bei 37°C wieder aufgetaut. Zur Separation unerwiinschter, groler Membrantrimmer oder
nicht aufgeschlossener Toxoplasmen wurde das Lysat erneut fir 10 min bei 984 g und
4°C zentrifugiert und der erhaltene Uberstand fiir weitere 10 min bei 14.196 g und 4°C
zentrifugiert. Der resultierende Uberstand setzt sich primar aus den léslichen Proteinen
von T. gondii-Tachyzoiten zusammen und wird als T. gondii-Lysat (TLA) bezeichnet. Es
erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung und eine anschlieRende Konservierung
bei -70°C.

3.2.5 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung Transformations-kompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium
mit 1 ml einer Ubernachtkultur (. N-Kultur) des entsprechenden E. coli-Stammes
angeimpft und bei einer Temperatur von 37°C bis zu einer Optischen Dichte (ODgy) von
0,5-0,6 angezogen. Die E. coli-Kultur wurde in sterilen 50 ml-Réhrchen fur 20 min. auf Eis
gelagert und anschlief3end flr 5 min bei 1344 g (bei 4000rpm) bei 4°C abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 20 ml RF1-Lésung aufgenommen und fur 1-2 h auf Eis inkubiert. Nach
Resuspension wurden die Zellen erneut fur 5 min abzentrifugiert und das Pellet vorsichtig
in 4 ml RF2-Lésung aufgenommen. Die kompetenten Zellen wurden 15 min auf Eis
gelagert und als 200 pl Aliquots in sterile Cryo-Tubes Uberfihrt. Zur langerfristigen

Lagerung wurden die Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C

gelagert.
RF1-Lésung RF2-Lésung
RbCl 0,1M MOPS 0,01M
MnCl, 0,056 M RbCl 0,01 M
Kaliumacetat 0,03 M CaCl, 0,075 mM
CaCl, 0,01 M Glycerin 15 % (v/v)
Glycerin 15 % (vIv) pH 6,8

pH 5,8
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3.2.6 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation kompetenter E. coli-Zellen wurde die Hitzeschockmethode
angewandt, deren Prinzip darin liegt, die Zellmembranen der Empfangerzellen durch
Hitzeeinwirkung kurzzeitig fir Moleklle wie Plasmid-DNA permeabel zu machen. Fir die
Transformation wurden 200 pl transformations-kompetente E. coli- Zellen langsam auf Eis
aufgetaut und mit 15 pl Ligationsansatz versetzt. Der Transformationsansatz wurde fiir 20
min auf Eis gelagert und anschlieBend fir 90 sec bei 42°C einem Hitzeschock
unterzogen. Die transformierten E. coli- Zellen wurden anschliefiend erneut fir 5 min auf
Eis gekuhlt, mit 800 ul LB-Medium versetzt und fir 2 h unter leichtem Schiitteln bei 37°C
inkubiert. Jeweils 50 ul und 100 pl der Suspension, sowie 50 yl konzentrierte Suspension
(der Ansatz wurde flir 30 sec bei 14196 g (bei 13.000 rpm) zentrifugiert und das Pellet in
300 pl LB-Medium aufgenommen) wurden auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.3 Serologische Analysen

Die in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Seren wurden in der
serologischen  Abteilung des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine- Universitat Dusseldorf mittels verschiedener

Tests voruntersucht.

3.3.1 Indirekter Immunfluoreszenz-Test (IFT)

Wir verwendeten den ,Toxo-Spot IF* (REF 75 471) zum Nachweis spezifischer
Immunglobuline der Klasse G. Auf ,Toxo-Spot IF“-Objekttragern befinden sich mit
Formalin behandelte Toxoplasmen des Stammes ,RH Sabin“, die durch Anzucht aus
Mausen gewonnen wurden. Hierbei bindet humanes Anti-Toxoplasma Immunglobulin an
die auf den Objekttragern gebundenen Toxoplasmen. Um den IgG-Titer des zu
untersuchenden Serums genau zu bestimmen, verwendet man ein standardisiertes
Kontrollserum namens Toxotrol F. Dieses muss mit dem zu untersuchenden Serum bis zu
einer geometrischen Verdunnungsreihe von 1/400 reagieren, um den ,Toxo-Spot IF*
anwenden zu koénnen. Fir das standardisierte Kontrollserum Toxotrol F werden
Titerstufen von 10 IU/ml und 300 IU/ml durch Verdinnung hergestellt. Durch im Test
vorbestimmte Schritte werden Verdlinnungsreihen des Serums hergestellt, welche gegen
eine Konjugatkontrolle (PBS) auf die verschiedenen Objekttrager aufgetragen werden. Die

Objekttrager werden nun fir 30 min. bei 35-39 °C in einer feuchten Kammer inkubiert und
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anschlieliend zweimal fur finf Minuten mit PBS gewaschen und getrocknet. Gebundenes
IgG wird anschlielend durch ein Fluoreszein-markiertes anti-human Immunglobulin
sichtbar gemacht. Hierbei wird Fluoline H in PBS mit Evans Blau 1/10.000 verdinnt.
Jedes Feld wird mit 20 ul Fluoline-Gebrauchslésung benetzt und fir 30 min. bei 35-39 °C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Objekttrager werden erneut zweimal fur funf
Minuten mit PBS gewaschen, in ein aqua dest. Bad getaucht und getrocknet.
Anschlielfend wird unter dem Fluoreszenzmikroskop abgelesen. Im Falle einer positiven
Reaktion wird eine grune Fluoreszenz gesehen, wahrend die Konjugatkontrolle rot
erscheinen muss, da die Toxoplasmen in Anwesenheit von Evans Blau dunkelrot
erscheinen. Im Falle einer positiven Fluoreszenz in einer oder beiden Verdinnungen ist
die Anwesenheit von Toxoplasma-lgG-Antikdrpern nachgewiesen. Der Screeningtest
muss nun durch eine quantitative Bestimmung beispielsweise mittels ,LIAISON Toxo IgM*®

erganzt werden.

3.3.2 Anti-Toxoplasma gondii IgM Capture-Test (LIAISON Toxo IgM)

Der in dieser Arbeit verwendete ,LIAISON Toxo IgM* (REF 310710) wurde nach positivem
Ergebnis im indirekten Immunofluoreszenz Test (IFT) zur quantitativen Analyse
angeschlossen. Der verwendete Antikdrper Capture-Test beruht auf dem Prinzip der
Chemilumineszenz. Hierbei wird das gegen humanes IgM gerichtete 1gG (Maus,
monoklonal) verwendet um Magnetpartikel (Festphase) zu beschichten sowie ein
Antikorper (Maus, monoklonal) gegen das TgSAG 1-Oberflachenantigen, der mit einem
Isoluminal-Derivat verbunden ist (Isoluminal-Antikdrper-Derivat). Wahrend der ersten
Inkubation binden sich hierbei die in den Proben vorhandenen IgM-Antikdrper an die
Festphase. Wahrend der zweiten Inkubation reagiert das Konjugat mit dem vorher
zugeflgten T.gondii- Antigen, wobei der so gebildete Immunkomplex mit den an die
Festphase bereits gebundenen IgM-Antik6rpern reagiert. Nach jeder Inkubation wird
ungebundenes Material durch einen Waschzyklus eliminiert. Durch Zugabe der
Starterreagenzien wird eine Lichtreaktion (Chemilumineszenz) iniziiert. Hierbei wird das
Lichtsignal, welches der Menge an Isoluminol-Antikorper-Konjugaten entspricht, mittels
Photomultiplier in relativen Lichteinheiten gemessen und ist zur Konzentration der Anti-

Toxoplasma gondii IgM-Antikdrper proportional.

3.3.3 “Immunosorbent Agglutinations Assay” (TOXO-IgM-ISAGA)

Der in dieser Arbeit verwendete ,Immunosorbent Agglutination Assay“ namens

,TOXOTOOL M-1“ wurde nach Herstellerangaben angewendet und dient dem Nachweis
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spezifischer IgM-Antikérper gegen T. gondii. Hierbei werden Rundboden-Mikrotiterplatten
verwendet auf deren Boden sich immobilisierte anti-human-IgM-Antikorper befinden. Die
Rundboden-Mikrotiterplatten werden mit vorverdiinntem Patientenserum benetzt, mit
einem Deckel abgedeckt und bei 37°C flr eine Stunde inkubiert. Hierbei binden die im
Serum befindlichen IgM-Antikdrper an die auf dem Boden der Mikrotiterplatte
vorhandenen, immobilisierten anti-human-IgM-Antikorper. Erfolgt die Testdurchfuhrung
bei immunkompetenten Erwachsenen wird das Serum 1:256 vorverdinnt. Wird der Toxo-
IgM-ISAGA im Falle einer Immunsuppression oder im Rahmen einer konnatalen
Toxoplasmose herangezogen, wird das Serum 1:16 vorverdinnt. Es folgen zwei
Waschschritte mit Waschpuffer-Tween-Losung fur jeweils eine Minute sowie vier
Waschschritte mit Waschpuffer ohne Tween fiir jeweils eine Minute, um Uberschissige
Serumreste zu entfernen. Die 8er-Streifen werden im Folgenden abgesaugt und auf
Filterpapier ausgeklopft. AnschlieRend werden die Kavitaten mit je 100ul T. gondii
Antigengebrauchslosung benetzt, finf Minuten geschittelt und mindestens 18-24 h bei
37°C in der feuchten Kammer inkubiert. Die Auswertung erfolgt durch den Vergleich mit
den Reaktionsbildern der Kontrollen. Im Falle eines negativen Befundes zeigt sich eine
knopfartige, zentrale Sedimentation. Im Falle eines positiven Befundes zeigt sich ein
netzartiges Agglutinationsbild ohne Sedimentationsknopf. Die Titerbestimmung erfolgt
semi-quantitativ, wobei Seren bei positivem Befund in der 1:256-Verdinnung in

mindestens vier Titrationsstufen getestet werden.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolierung und Aufreiniqung von Nukleinsauren

3.4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des High Pure
Plasmid Isolation Kits (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben. Hierbei wird durch
alkalische Lyse der Bakterienzellen Plasmid-DNA freigesetzt, wohingegen chromosomale
DNA in einem Prazipitat aus Zellwandbestandteilen und Protein eingeschlossen bleibt. In
Anwesenheit hoher Konzentrationen eines chaotropen Salzes kann die Plasmid-DNA
uber spezifische Bindung an die Glasfasermatrix der Trennsaulchen aus der Ldsung
isoliert werden. Um die gebundene DNA von Salzen, Proteinen oder anderen

Verunreinigungen zu befreien, wurde die Matrix zweimal mit Waschpuffer gespuilt und die
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DNA anschlieBend durch Zugabe von 100 pl Niedrigsalz-Elutions-Puffer von der

Saulenmatrix eluiert. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde bei —20°C gelagert.

3.4.1.2 Isolierung von genomischer DNA

Fir die Isolierung genomischer T. gondii-DNA wurden 3 x 10" Toxoplasmen in 400 pl
DNA-Lysepuffer mit 20 pg/ml RNase A aufgenommen und fur 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Suspension wurde anschlieRend mit 100 ug/ml Proteinase K versetzt und U. N. bei
50°C im Eppendorfschittler inkubiert. Nach der G. N.-Inkubation erfolgte eine Phenol-
Chloroform-Extraktion (Kapitel 3.4.1.3.). Mit eiskaltem Ethanol (Lagerung bei -20°C)
wurde die genomische DNA anschlieend aus dem Uberstand geféllt und mit 70 %-igem
Ethanol gewaschen. Die geféllte genomische DNA wurde in 200 uyl TE-Puffer

aufgenommen und bei 4°C gelagert.

DNA-Lysepuffer

NaCl 100 mM
Tris HCI, pH 8 10 mM
EDTA, pH 8 50 mM
SDS 0,5 %
RNaseA (frisch zugegeben) 20 pg/ml

Proteinase K (frisch zugegeben) 0,1 mg/mi

3.4.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Denaturierung und Entfernung von Proteinen aus wassrigen Nukleinsdureldsungen
wurde das Verfahren der Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefihrt. Phenol hat die
Eigenschaft, Proteine zu denaturieren, die anschlieend in der so genannten Interphase
zwischen wassriger Nukleinsaureldsung und der organischen Phenolphase ausfallen.
Chloroform bewirkt ebenfalls eine Denaturierung der vorliegenden Proteine und stabilisiert
die instabile Phasengrenze. Die DNA-haltige Lésung wurde mit gleichem Volumen
Phenol/Chloroform versetzt und nach kurzem Schitteln fir 3 Minuten bei 14.196 g und
RT abzentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurde eine stabile Phasentrennung zwischen
der wassrigen und der organischen Phase erzielt. Die obere Phase wurde vorsichtig mit
einer Mikropipette abgenommen und in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Der gewonnene wassrige Uberstand wurde bis zum Verlust der Interphase
wiederholt extrahiert. Um die gewonnene DNA schliellich von Phenolresten zu reinigen,

wurde 1 Volumen Chloroform zugegeben. Nach kurzem Schitteln erfolgte eine erneute
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Zentrifugation fiir 3 min bei 14.196 g und RT. Der wassrige Uberstand wurde in ein neues

Reaktionsgefald tberfihrt, die untere Phase verworfen.

3.4.1.4 Isolierung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung und Reinigung von dsDNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die zu
isolierende Bande unter UV-Licht bei 340 nm sichtbar gemacht und mit einem sterilen
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Entsprechend der Herstellerangaben wurde die
dsDNA anschlieRend mittels des Gel-Extraktion-Kits QIAEX Il (Qiagen) aus dem Gel
extrahiert. Die Aufreinigung basiert auf einer Bindung der DNA an Silika, wie z.B.
Glasmilch unter hohen Salzkonzentrationen. Nach mehrmaligem Waschen mit
ethanolischem Puffer wurde die DNA unter Niedrig-Salz-Bedingungen von der Glasmilch-
Matrix gelost. Das Pellet wurde trocknen gelassen und anschlielend in 25ul 10mM TrisCl,
pH 8,5 aufgenommen. Nach funf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde fir 30
sec zentrifugiert und abschlieRend der Uberstand, der die gereinigte DNA enthélt, in ein

neues Eppendorfgefal’ tberfihrt und bei -20°C gelagert.

3.4.1.5 Isolierung von Gesamt-RNA

Um Gesamt-RNA zu isolieren wurden alle hierflr verwendeten Lésungen mit 0,1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat-behandeltem (DEPC) und autoklaviertem Wasser angesetzt. Der
gesamte Versuchsablauf wurde mit Handschuhen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mittels
Guanidinium-Isothiocyanat (GSCN) lysiert und die so gewonnene Gesamt-RNA durch
anschlielende Ultrazentrifugation des Lysats auf einem Casiumchlorid-Dichtekissen
gewonnen. Bei der GSCN-Methode wird RNA aufgrund lhrer héheren Schwebedichte in
Casiumchlorid gegeniber anderen Zellbestandteilen bei der Zentrifugation pelletiert,
wohingegen DNA, Lipide und Proteine im Uberstand verbleiben. Hierzu wurden 10°
zweifach mit PBS gewaschene Toxoplasmen in einem Greiner-Réhrchen mit 4 ml GSCN-
Losung lysiert und die Losung mit 3 ml DEPC-Wasser versetzt. In einem Polyallomer-
Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman) wurden 3 ml des Casiumchlorid-Dichtekissens
vorgelegt und dieses anschlieRend mit Lysat Uberschichtet. Das praparierte Rdéhrchen
wurde bei 14.196 g fiir 16 Stunden bei 23°C zentrifugiert und der resultierende Uberstand
abgesaugt. Das gewonnene RNA- Pellet wurde zweimal mit 70 %-igem Ethanol
gewaschen und anschlieend in 50 pyl 10 mM Tris/DEPC-Wasser, pH 7,5 geldst. Es folgte

eine photometrische Konzentrations- und Reinheitsprifung der RNA.

GSCN-L6sung CsCl-Lésung
Guanidinium-Isothiocyanat4 M Casiumchlorid 5,7 M
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Natrium-Acetat pH 5,2 20 mM EDTApHS8 01 M
DTT 0,1 mM DEPC 0,002 Vol.
N-Laurylsarkosin 0,5%

3.4.2 cDNA-Synthese

Um bestimmte mRNA-Transkripte in der Gesamt-RNA qualitativ bzw. semiquantitativ
nachzuweisen oder aber zu amplifizieren wurde die RNA mittels des ,Advantage RT-for-
PCR Kits*“(BD Biosciences) in cDNA umgeschrieben.

3.4.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren und Proteinen verhalt sich in Losungen proportional
zu der von ihr absorbierten UV-Strahlung und kann mittels UV-Absorptionsspektrometrie
photometrisch gemessen werden. Reine Nukleinsdure-Losungen zeigen ein
Absorptionsmaximum bei 260nm, das Absorptionsmaximum fir Proteine liegt, basierend
auf der Absorption der aromatischen Aminosaurereste, bei 280 nm. Zur Bestimmung der
Nukleinsdure-Konzentration wurde die jeweilige Probe in eine Quarzklvette mit einer
Schichtdicke von 1 cm dberfUhrt und die Absorption bei 260 nm und bei 280 nm
(Absorptionsmaximum von aromatischen Aminosduren bzw. von Proteinen) im
Spektralphotometer (Pharmacia LKB Ultraspec Plus, Pharmacia, Freiburg) ermittelt. Zur
Kalibrierung wurde jeweils das entsprechende Losungsmittel (TE-Puffer oder Aqua dest.)
verwendet. Das Verhaltnis der ermittelten Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm
(A260/A280) gibt Auskunft Uber Verunreinigungen und Konzentrationen der
aufgereinigten Nukleinsauren oder Proteine. Eine Absorption von 1,0 bei einer
Wellenlange von A=260 nm entspricht einem DNA-Gehalt von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA und 40 pg/ml bei einzelstrangiger DNA und RNA. Bei sauberen Praparationen sollte
der A260/A280-Quotient Werte zwischen 1,7-2,0 besitzen. Bei Kontaminationen durch

Proteine oder Phenol liegt der Quotient deutlich niedriger.

3.4.3 Expression und Reinigung von Proteinen als Hisg- Fusionsproteine

3.4.3.1 Expression der Hisg-Fusionsproteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Plasmide pET32a(+)-GRA1, pET32a(+)-GRA2,
pET32a(+)-GRA6, pET32a(+)-GRA7, pET32a(+)-GRA9, pET32a(+)-MIC5 durch
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Einbringen des GRA1-, GRA2-, GRA6-, GRA7-, GRA9-, MIC5-Genfragments in den
Expressionsvektor pET32a(+) (Novagen) hergestellt. Nach erfolgter Ligation (s. Kapitel
3.4.4.2) wurde das Insert, bestehend aus jeweiligem Plasmid und dem Vektor pET32a(+)
in kompetente E. coli vom Stamm DH5a transformiert. Nach erfolgreicher Klonierung im
Stamm DH5a wund sich anschlieBender Plasmid-Isolation mit erfolgreicher
Sequenzanalyse Uber GATC (s. Kapitel 3.4.5.1) wurde das Plasmid schliellich in den
Expressionsstamm BL21 transformiert (s. Kapitel 3.2.6). Der verwendete Vektor
pET32a(+) tragt den T7/ac Promotor, wodurch die Transkription der gewlnschten
Proteine kontrolliert werden kann. Die Transkription erfolgt hierbei durch eine T7-RNA-
Polymerase, deren zustandiges Gen vom E.coli-Stamm BL21 exprimiert wurde, und durch
die Zugabe von 1TmM IPTG stimulierbar ist. Die rekombinant hergestellten Proteine tragen
alle N-terminal je einen Hisg-Tag (0,8kDa), bestehend aus sechs Histidinresten, einen Trx-
Tag (12kDa) als auch einen S-Tag (1,7kDa). Dabei ermdglichen diese Tags eine
Aufreinigung Uber  Ni-NTA-Affinitatssaulen im Rahmen der denaturierenden

Proteinaufreinigung(s. Kapitel 2.3.3.2).

3.4.3.2 Denaturierende Proteinaufreinigung

Die mit Hilfe des E. coli Vektors pET32a(+) exprimierten, rekombinanten Proteine rGRA1,
rGRA2, rGRAB, rGRA7, rGRA9 und rMIC5 sind wie bereits erwahnt N-terminal durch
sechs Histidine (Hisg-Tag) gekennzeichnet. Mittels dieses Hisg-Tags sind die Proteine in
der Lage spezifisch an Affinitadtssdulen Uber eine Ni-NTA zu binden, womit die
Aufreinigung und Elution der Proteine moglich wird.

Fur eine Induktion der Hise-Fusionsproteine in E. coli BL21 wurde jeweils eine 5 ml LB-
Kultur mit 500 ul des entsprechenden rekombinanten Expressionsstammes sowie 5 i
Ampicillin angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert. An Tag 2 wurde
die U.N.-Kultur in 500 ml LB-Ampicillin-Medium Uberflhrt und bis zum Erreichen einer
ODggo von 0,6-0,8 unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde anschliefend mit 1
ml 1M IPTG stimuliert. Durch Induktion mit IPTG wurde die Expression des jeweiligen
Hisg-Fusionsproteins eingeleitet. Die Kultur wurde anschlieRend fir weitere 2h bei 37°C
unter Schutteln inkubiert. Vor der Zugabe von IPTG als auch nach der zweistindigen
Inkubation wurde je eine 1ml-Probe flr spatere Untersuchungen im SDS-
Polyacrylamidgel entnommen und auf Eis oder bei -20°C konserviert. Fur die Zellernte
wurde der 500ml-Ansatz auf sterile Zentrifugenbecher aufgeteilt und bei 4°C im JA14-
Rotor bei 9820 g fur 15 min. abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend in 15 ml

Puffer A resuspendiert, in flissigem Stickstoff eingefroren, im Wasserbad bei 37°C wieder
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aufgetaut und anschliefiend bei Raumtemperatur fir 30 min. auf dem Drehrad inkubiert.
Durch die Methode des Einfrierens und Auftauens wird der Aufschluss der Zellen bewirkt.

Eine kleine Probe der Kultur wurde fir folgende Untersuchungen im SDS-
Polyacrylamidgel wie folgt behandelt: Die Probe wurde flr 10 min bei 20.442 g im JA20-
Rotor abzentrifugiert, der Uberstand als Lysat auf Eis oder bei -20°C gelagert, das Pellet
wurde in 1 ml Puffer A resuspendiert und ebenfalls auf Eis oder bei -20°C aufbewahrt. Die
restliche Kultur wurde auf sterile Beckmann-Becher aufgeteilt, anschlieRend bei 4°C flr
15 min bei 20.442 g im JA20-Rotor zentrifugiert und das Lysat wurde in ein steriles
Eppendorf Tube Uberfihrt und bei -20°C aufbewahrt. An Tag 3 wurde das Lysat bei 37°C
im Wasserbad aufgetaut und mit der mehrfach in Puffer A aquilibrierten Ni-NTA-Agarose
versetzt und anschlielend auf dem Drehrad flir 60 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Reinigung des jeweiligen Fusionsproteins aus dem Zellextrakt erfolgte hierbei durch
Affinitatschromatographie. Dazu wurden dem Lysat jeweils 600 ul Ni-NTA-Bindematrix
(Qiagen) zugeflhrt und die Bindung des Hisg-Fusionsproteins an die Matrix durch
Inkubation auf dem Uberkopfschiittler erméglicht. Das jeweilige Probenlysat wurde
schliellich auf eine Saule Uberfihrt und der Durchfluss in einem 50 ml Reaktionsgefaly
gesammelt. Die Saulenmatrix wurde mit je 10 ml der Waschpuffer A, B und C
nacheinander gewaschen und der Durchlauf ebenfalls gesammelt. Auch hier wurde je
eine 1ml-Probe vom Durchlauf, den Waschschritten mit Puffer A, B und C flr spatere
Untersuchungen im SDS-Polyacrylamid-Gel aufbewahrt. Die Elution erfolgte schlieRlich
durch zehnfaches Spulen der Ni-NTA-Matrix mit je 500 pl Puffer E. Die Eluate wurden
hierbei in 1,5 ml ReaktionsgefalRen als 500ul Aliquots aufgefangen. Nach der Farbung der
Proteine in Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau, wurden die Eluate, die ein starkes
Signal  zeigten, vereint, um die gewilnschten Proteine nach erfolgter

Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop in Westernblotanalysen einzusetzen.

Puffer A: 6 M Guanidinhydrochlorid Puffer C: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO, 0,1 M NaH,PO,
0,01 M Tris/HCI 0,01 M Tris/HCI
pH:8,0 pH:6,3

Puffer B: 8 M Harnstoff Puffer E: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO, 0,1 M NaH,PO,
0,01 M Tris/HCI 0,01 M Tris/HCI
pH:8,0 0,25 M Imidazol
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3.4.3.3 Fallung der denaturierten Proben fiir den Gellauf

Zur Fallung der Proteine wurden je 50 pl des Eluats mit 350 pyl PBS und 100 pyl TCA 50%
versetzt und auf Trockeneis gelagert. Die Proben wurden anschlieRend schonend bei RT
aufgetaut und bei 4°C far 15 min. bei 15.288 g abzentrifugiert. Das gewonnene Pellet
wurde in 1 ml 70% Ethanol resupendiert und fir 15 min, 4°C bei 15.288 g erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet nach Trocknung bei RT in 40
pI PBS aufgenommen. Fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde der Ansatz

mit je 10 pl 5-fach SDS-Probenpuffer versetzt.

3.4.4 Enzymatische Reaktionen

3.4.4.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung doppelstrangiger DNA-Molekile
wurde das Verfahren der DNA-Restriktion eingesetzt. Hierbei  spalten
Restriktionsendonukleasen sequenzspezifisch Phosphodiesterbindungen von
doppelstrangigen DNA-Molekllen, wobei die Erkennungssequenz flir jede verwendete
Endonuklease spezifisch ist. Ein Einsatz der Restriktionsendonukleasen zur Spaltung von
Plasmid- bzw. Gesamt-DNA erfolgte entsprechend der Empfehlungen des Herstellers.
Der DNA-Ansatz wurde mit dem spezifischen Restriktionsenzym sowie dem
entsprechenden Puffer versetzt und mit aqua dest. auf 1U/ug DNA eingestellt. Die
Inkubation des Restriktionsansatzes erfolgte fur Bgll und BamHI fur 2h bei 37°C oder aber
im Falle der ,fast digest“-Enzyme fir 20 min bei 37°C. Durch Hitzedenaturierung bei 80°C
fur 10 min und zusatzliche Zugabe von Gelladepuffer wurde die Restriktion gestoppt.
Nach der Restriktion weisen DNA-Fragmente komplementéare, Uberhangende (,sticky
ends”) oder glatte Enden (,blunt ends®) auf, welche im Rahmen der Ligation durch eine
DNA-Ligase kovalent miteinander verbunden werden. Die Vollstandigkeit der Restriktion

wurde anschlieldend Uber Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.4.6.1) analysiert.

3.4.4.2 Ligation von DNA

Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA zu einem rekombinanten Plasmid erfolgte durch
die ATP- und Mg**-abhéngige T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim), welche Bindungen
zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl- sowie 5-Phosphatgruppen doppelstrangiger DNA-
Moleklle katalysiert. Fur eine effiziente Ligationsreaktion wurden die DNA-

Konzentrationen von Vektor- und Insert-DNA photometrisch bestimmt und bei einem
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Gesamtvolumen des Ligationsansatzes von 15 ul in einem molaren Verhaltnis von 1:2 —
1:4 eingesetzt. Pro Ligationsansatz wurden zudem 1-1,5 pl Ligationspuffer (10 x) und 1 pl
T4-DNA-Ligase (60 U/ul) zugeflgt, das Volumen mit H,O aufgefillt und der Ansatz fur 15-
45 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde der Ligationsansatz ohne weitere

Behandlung zur Transformation (Kapitel 3.2.6) eingesetzt.

3.4.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein Verfahren zur in vitro-Amplifizierung eines
spezifischen Gen-Fragments definierter Lange und Sequenz. Das Prinzip beruht auf der
Vervielfaltigung einer Gensequenz, welche von speziellen Oligonukleotiden eingegrenzt
wird. Voraussetzung fir eine PCR ist, dass flankierende Bereiche der Zielsequenz
(,Template“-DNA) bekannt sind (Saiki et al., 1988; Ehrlich et al., 1991). Entsprechende
komplementare Oligonukleotide (,Primer‘) kénnen synthetisiert werden, die mit der
»1remplate“-DNA hybridisieren. Die Oligonukleotid-,Template“-DNA-Hybridisierung erfolgt
dabei anti-parallel an beiden Strangen. Bei der PCR wird durch einen wiederholten Ablauf
von Strangtrennung durch Erhitzung, Bindung zweier spezifischer Primer und DNA-
Synthese mit hitzestabiler DNA-Polymerase eine exponentielle Synthese von DNA-
Molekilen aus Desoxynukleosid-Triphosphaten erreicht. Fir Klonierungen wurde die
.expand high fidelity“ DNA-Polymerase (aus Pyranococcus furiosus) herangezogen, die
eine so genannte 3'—>5-Exonuklease-Aktivitat (,proof-reading“-Funktion) besitzt und
dadurch eine geringere Fehlerrate der gewinschten Amplifikate aufweist. Der
Reaktionsansatz wurde im Thermocycler dem jeweils passenden Programm unterzogen.
Die dabei amplifizierte DNA kann anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese
(Kapitel 3.4.6.1) analysiert oder isoliert und fur eine Klonierungsreaktion (Kapitel 3.4.5.2)
genutzt werden.

Fir einen analytischen PCR-Ansatz wurden die folgenden Komponenten verwendet:

50 pl-Standard-Reaktionsansatz: Standard-Thermoprofil:

1 ul cDNA 94°C 3min.

1 ul Primer forward 94°C 30sec.

1 yl Primer reverse 50-62°C 30sec. 30 Zyklen
1 ul dNTP-Mix 72°C 70sec.

1ul Polymerase “high fidelity” 72°C 7min.

5 ul Polymerase-Puffer (10 x) 4°C 0

ad 50 ul Aqua dest.

46



3.4.5.1 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung von PCR-Fragmenten und klonierten Vektoren wurden die Proben
durch die Firma GATC (Konstanz, Germany) mittels spezifischer Primer und Fluoreszenz-
markierten Didesoxynukleotiden auf einem ABI 3700 Kapillarsequenzierer (Applied

Biosystems, Forster City, CA, USA) untersucht.

3.4.5.2 Klonierung von PCR-Produkten

Um PCR-Produkte klonieren zu konnen, nutzt man Restriktionsschnittstellen, die in
.Primer‘-Sequenzen der DNA eingefigt werden. Hierfir wurden Oligonukleotide
eingesetzt, die an ihren 5-Enden spezifische Erkennungssequenzen fir die
Restriktionsendonukleasen besitzen. Bei diesen Erkennungssequenzen handelt es sich
im Gegensatz zu den homologen Bereichen um kurze Sequenzbereiche. Die
amplifizierten PCR-Produkte werden mit entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten und in den Expressionsvektor pET32a(+) inseriert, der zuvor mit gleichen

Endonukleasen behandelt wurde.

3.4.6 Gelelektrophoretische Analysen

3.4.6.1 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

Das  Zucker-Phosphat-Gertist von  Nukleinsduren  trdgt negativ  geladene
Phosphatgruppen. Die geladenen Molekile wandern im elektrischen Feld und kénnen
demnach im Rahmen der gelelektrischen Analyse aufgetrennt werden.

Hierbei hangt die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen DNA-Molekule in Richtung
Anode von der MolekllgrofRe und der Agarosekonzentration des Gels ab. Um den
gewunschten Fragment-GroRenbereich besonders effektiv aufzutrennen, kann die
PorengréRe des Gels durch entsprechende Anderung der Agarosekonzentration (0,5-
2,0%) angepasst werden.

Zur Herstellung von Agarosegelen wurde 3g Agarose in 300 ml 0,5% TBE-Puffer
aufgekocht, 10ul Ethidiumbromidlésung zugesetzt und die geldste Agarose in einen
Gelschlitten eingegossen. Zusatzlich wurde ein Probenkamm eingespannt um
Probentaschen im Gel zu gewahrleisten. Nach Erkalten wurde das Gel in eine
Laufkammer Gberflhrt mit 1 % TBE-Puffer bedeckt. Die zu analysierenden DNA-Proben
wurden mit einem Finftel des Volumens DNA-Gelladepuffer versetzt und in die

Probentaschen uUberfuhrt. Die Auftrennung erfolgte bei 60-100 Volt. Beim Gellauf
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interkaliert Ethidiumbromid in die DNA-Fragmente und kann mittels UV-Licht einer
Wellenlange von 340 nm angeregt und die zu analysierenden DNA-Fragmente sichtbar
gemacht werden (Gelaufnahmegerat Transilluminator Bio Doc Analyze, Biometra,
Gottingen). Zur Charakterisierung der Fragmentgrdofen wurde der ,1-kb- Leiter” als

Vergleichsstandard herangezogen.

5 x DNA-Probenpuffer:

Ficoll Typ 400 15 % (wiv)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (wiv)
in 5 x TBE Puffer

3.4.6.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur denaturierenden Aufreinigung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet (Laemmli, 1970). Das Prinzip
beruht auf Proteinwanderung im elektrischen Feld, wobei Proteingemische auf diese
Weise nach Ladung und Masse aufgetrennt und die molekulare Masse von Proteinen
bestimmt werden kann. Durch Erhitzen der Proteine werden diese denaturiert und
Natriumdodecylsulfat (englisch: Sodiumdodecylsulfate, SDS) lagert sich an die
hydrophoben Bereiche der Proteine an, wodurch eine gleichmaRig negative Ladung
entsteht und die Eigenladung der Proteine uUberdeckt wird. Zusatzlich bewirkt -
Mercaptoethanol eine Reduzierung der vorhandenen Disulfidbricken, wodurch die
Stabilitdt der Proteine erniedrigt wird und die Proteine in ihre Polypeptid-Untereinheiten
zerfallen. Fir die SDS-PAGE wird Acrylamid als Tragermaterial eingesetzt, das durch
Zugabe von 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin  (TEMED) radikalisch auspolymerisiert. Durch  N,N’,-
Methylenbisacrylamid werden die ausgebildeten linearen Polyacrylamidmolekile
miteinander quervernetzt. Beim Gellauf wurden die zu analysierenden Proteine zunachst
in einem Sammelgel fokussiert und dann in einem Trenngel aufgetrennt. Vor der
Auftrennung im Gel wurden die Proteinproben mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min
bei 100°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstarke von 33 Volt tber
Nacht. Durch Erstellung einer Kalibrierungsgeraden lasst sich die molekulare Masse
unbekannter Proteine mit Hilfe mitgefihrter Marker wie SeeBlue Plus2 bestimmen. Die
Wanderungsstrecke der Proteine ist dabei antiproportional zum Logarithmus der

Molekularmasse.
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In Tabelle 4 ist die Zusammensetzung des 9,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgels aufgezeigt:

Stammloésung Sammelgel Trenngel (9,5 %)
Sammelgelpuffer 2,5ml -

Trenngelpuffer - 5ml
Acrylamidlésung (30 %) 1ml 6,3 ml

Aqua dest. 6,5 ml 8,5 ml

SDS (10 %) 100 pl 200 pl

APS (10 %) 150 pl 200 pl

TEMED 15 ul 25 yl

SDS-Probenpuffer:

50 % Glycerin 25 ml

SDS 29
B-Mercaptoethanol 5 % (wiv)
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 75 ml
Bromphenolblau 1 Spatelspitze

Sammelgelpuffer:

Tris-Base 60,0 g

Aqua dest. (entgast) ad 1000 ml
pH 6,8 mit HCI

Acrylamidlésung:

SDS-Laufpuffer:

Tris-Base 6 g (w/v)
Glycin 28,8 g (w/v)
SDS 19 (W)
Aqua dest. ad 1000 ml

Trenngelpuffer:

Tris-Base 181,59

Aqua dest. (entgast) ad 1000 ml
pH 8,8 mit HCI

Rotiphorese Gel 30 (gebrauchsfertige Lésung; 37 Anteile Acrylamid, 1 Anteil 0,8 % N,N’;-

Methylenbisacrylamid; Fa. Roth, Karlsruhe)

Tabelle 4: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele

Das 9,5 %-ige Trenngel wurde zunachst bis 2 cm unterhalb des Randes in eine

Gelvorrichtung eingegossen und zur Gewahrleistung einer ebenen Trennflache mit n-

Butanol benetzt. Nach Auspolymerisieren des Gels wurde das verwendete n-Butanol

verworfen und die Kammer mit Sammelgel aufgeflllt. Ein eingespannter Probenkamm

sorgte im Sammelgel fur die Ausbildung von Probentaschen zum spateren Beladen des

Gels.
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3.4.7 Proteinanalytische Methoden

3.4.7.1 Farbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau

Die in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe
einer Coomassie-Brilliant-Blau-Farbeldsung im Gel sichtbar gemacht. Zur Farbung wurde
das Gel auf einem Kippschuttler flir ca. 1 h bei RT in Coomassie-Farbeldosung
geschwenkt. Die Lésung wurde vorsichtig abgegossen und fir eine Wiederverwertung
nach Filtrierung gesammelt. Zur Entfernung Uberschissiger Farbriickstande wurde das
Gel anschlie®end mit H,O gespililt und die Uberschiissige Farbe mit Entfarberlésung unter
Schwenken entfernt, bis blau gefarbte Proteinbanden im Gel deutlich sichtbar wurden.

AnschlieRend wurden die Gele auf Whatman Papier Uberfihrt und im Geltrockner

(Amersham Biosciences, Freiburg) flr 2 h getrocknet.

Coomassie-Brilliant Blau-Farbelésung: Entfarberlésung:
Coomassie-Brilliant Blau R 250 0,5¢g Ethanol 200ml
Ethanol 500ml Essigsaure 74,5ml
Essigsaure 100ml H,0O 725,5ml
H,0 500ml

3.4.8 Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse wurden durch die Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine
(Kapitel 3.4.6.2) mittels ,Semidry-Blotting” (,CarboGlas®, Schleicher & Schiill, Dassel)
elektrophoretisch auf eine Protein-bindende Nitrozellulosemembran transferiert.

Im Rahmen der Gelelektrophorese wurden die zuvor mittels denaturierender
Proteinaufreinigung (Kapitel 3.4.3.2) gewonnenen und vereinten Proteine in spezifischer
Konzentration eingesetzt. Diese betrug fir rGRA1, rGRA2, rGRA9 und rMIC5 je 0,6 ug/ul
und fur rGRA6 und rGRA7 je 0,2 pg/ul. Fir rGRA1, rGRA2, rGRA9 und rMIC5 wurden je
2ul und fir rGRA6 und rGRA7 je 12 pl unter Nutzung der kommerziell erhaltlichen
NuPage 10%igen Polyacrylamid-Gele der Firma invitrogen in die Probetaschen pipettiert
und elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1%-iger MOPS-Puffer, der in die
Elektrophoresekammern eingefillt wurde, wobei die Auftrennung der Proteine bei einer
Spannung von 160 V Uber einen Zeitraum von einer Stunde erfolgte. Zur Beurteilung der

Molekularmasse der spezifischen Proteine wurde SeeBlue2 als Marker mit aufgetragen.
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MOPS-Puffer: 50 mM MOPS
50 mM Tris-Base
0,1 % (w/v) SDS
1 mM EDTA
pH 7,7
750 ml H,O

Nach der Proteinauftrennung wurden drei in NuPage-Puffer getrankte 3 MM’-Whatman-
Papiere, die der Gro3e des Gels entsprachen, auf die mit NuPage-Puffer angefeuchtete
Kathodenplatte des ,Semidry-Blot“-Gerates gelegt und das Gel sowie die angefeuchtete
Membran luftblasenfrei aufgebracht, um den spateren Proteintransfer nicht zu behindern.

Der Ansatz wurde mit sechs in Nupage-Puffer getrankten Filterpapieren abgedeckt und
mit dem Anodendeckel des ,Semidry“-Gerates verschlossen. Der Transfer der Proteine
erfolgte bei einer angelegten Stromstirke von 0,8 mA pro cm? Gelflache Uber einen

Zeitraum von 90 min.

NuPage-Puffer: 50 ml NuPage-Blot-Puffer
200 ml Methanol

750 ml Reinstwasser

Die auf die Nitrozellulosemembran fixierten Proteine konnten weiter immunologisch durch

spezifische Antikorper analysiert werden (Kapitel 3.4.9).

3.4.9 Inmunchemischer Nachweis von Proteinen

Die Detektion der auf Nitrozellulosemembran fixierten Proteine (Kapitel 3.4.8) erfolgte
unter  Verwendung spezifischer Primarantikorper und Enzym-gekoppelter
Sekundarantikorper. Hierbei wurden unspezifische Antikérper-Bindestellen auf der
Membran mittels Blocklésung (5 %-iges fettfreies Milchpulver in PBS geldst) abgesattigt.

Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran fiir 1 h bei RT unter leichtem Schutteln inkubiert.

3.4.9.1 Verwendung von Peroxidase-gekoppelten Sekundar- Antikrpern

Die im Rahmen der denaturierenden Proteinaufreinigung (Kapitel 3.4.3.2) gewonnenen
rekombinant  hergestellten  Proteine  wurden nach  Transfer auf einen
Nitrozellulosemembran (Kapitel 3.4.8) und anschlieRender Absattigung unspezifischer

AK-Bindestellen mittels spezifischer Primar-Antikérper (anti-Hise-AK, als auch mit
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spezifischen anti-Tg-Antikérpern) immunchemisch untersucht. Die Primar-Antikérper
wurden hierbei in einer Konzentration von 1:1000 mit 0,5%-iger Milchpulver-PBS-
Blocklosung versetzt und fur mind. eine Stunde unter Schitteln inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Nitrozellulosemembran dreimal mit Waschlésung (500 ml PBS mit
1000 pl Tween) gewaschen. Als Sekundar-Antikorper wurden hierbei spezifische
Peroxidase-gekoppelte-Enzyme verwendet, wobei durch die Peroxidase das verwendete
Chemilumineszenz-Substrat umgewandelt wird und die daraus resultierende
Lichtemission schlieRBlich mit einem Rontgenfilm (Kodak) detektiert werden kann. Die
Immunodetektion erfolgte mit dem ,Enhanced Chemiluminescence (ECL)*-System
entsprechend der Angaben des Herstellers (Amersham Pharmacia Biotech). Die
Expositionszeit erwies sich dabei abhangig von der Signalstarke und verlief in einem
Zeitraum von 5 Sekunden bis 3 Minuten. Im Anschluss wurde der Roéntgenfilm mit Hilfe
der Agfa-Entwicklermaschine entwickelt und die detektierten Proteinbanden durch

Vergleich mit der Markerbande auf der Nitrozellulosemembran ausgewertet.

3.4.9.2 Verwendung von Alkalischer-Phosphatase-gekoppelten Sekundar-

Antikoérpern
Als Primar-Antikérper wurden Seren von Personen mit verschiedenem Infektionsstatus

hinsichtlich einer Toxoplasmose verwendet und im Verhaltnis 1:100 mit Blocklésung
(0,5%iges fettfreies Milchpulver in PBS geldst) versetzt. Die Nitrozellulosemembranen
wurde nach Proteintransfer anschlieend mit den Primar-Antikérpern G. N. im Kihlraum
unter Schitteln inkubiert. Als Sekundar-Antikérper wurden Alkalische Phosphatase-
gekoppelte Antikdérper mit Blockldsung im Verhaltnis 1:1000 verdinnt. Alle Ansatze
wurden fir jeweils mindestens 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. Im Anschluss an
jede Inkubation wurde die Membran dreimal fur 15 min mit PBS gewaschen.

Zur Detektion spielt das an den Sekundarantikbrper gebundene Enzym Alkalische
Phosphatase die entscheidende Rolle. Im Falle der Alkalischen Phosphatase wurden die
gewaschenen Membranen mit Alkalische Phosphatase Puffer ( je 10 ml) unter Zugabe
von je 33 pl BCIP und je 44 yl NBT nach Herstellerangaben (Fermentas, St. Leon-Roth)
fir 5 min. bei Tageslicht inkubiert, hierbei kam es zu einem violetten Farbumschlag im

Falle einer positiven Detektion.
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3.4.9.3 Trichloressigsaure-Prazipitation von Proteinen

Fallt man Proteine mit Trichloressigsdure (TCA) kommt es zu einer Degradierung der
entsprechenden Proteine, wobei deren enzymatische Aktivitdten zumeist verloren gehen,
ihre Antigeneigenschaften jedoch Uberwiegend erhalten bleiben. Somit dient die TCA-
Behandlung von Proteinen deren Konzentration und sie sind anschlieRend weiterhin far
Western Blot-Analysen verwendbar.

Fur die TCA-Fallung werden 50 pl der Proteinprobe mit 350 pl PBS und abschliel’end 100
pl 50%-ige Trichloressigsaure (Endkonzentration 10 % TCA) versetzt und anschlief3end
fur 10 min auf Trockeneis gelagert. Die geféllten Proteinproben wurden anschlieRend
schonend bei RT aufgetaut und die Proteine durch eine 15-minutige Zentrifugation
gewonnen. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 70%-igem Ethanol (-
20°C) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation flr 15 min bei 23.708 g und 4°C wurde
der Uberstand verworfen und das Pellet bei Raumluft getrocknet.

Das gewonnene Pellet wurde in 20 pl PBS gelost und mit 10 pl 5-fach SDS-Puffer
versetzt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben anschlieend fiir 5 min bei
100°C inkubiert und fir 2 min bei 14.196 g abzentrifugiert. Die Analyse der gereinigten
Proteine erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Kapitel 3.4.6.2)
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4. Ergebnisse

Nach Invasion in eine Wirtszelle werden vom Parasiten T. gondii GRA-Proteine in vivo
wahrend der gesamten intrazelluldren Entwicklung des Parasiten in kleinen Mengen
sezerniert. Aufgrund der kontinuierlichen Ausschittung kénnen GRA-Proteine standig
vom Immunsystem erkannt werden. In aktuellen diagnostischen Nachweisverfahren
werden aufgereinigte Proteine wie ROP1, MAG1, SAG1, GRA7 und GRA8 verwendet, um
eine Infektion mit 7. gondii mittels Immunoblot nachzuweisen. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit lag darin weitere spezifische rekombinante GRA-Proteine von T. gondii
herzustellen, um zu analysieren, ob den GRA-Proteinen von T. gondii eine
unterschiedliche Immunitat im Verlauf der Infektion zugeschrieben werden kann. Ziel war
es darlber hinaus erste Daten unter Nutzung verschiedener Patientenseren zu erheben,
um eine Aussage treffen zu kdnnen, welche GRA- Proteine von T. gondii besonders

geeignet sind eine akute oder chronische Toxoplasmose zu diagnostizieren.

4.1 Herstellung der rekombinanten Proteine rGRA1, rtGRA2, rGRA6, rGRA7, rGRAY9,

rMIC5 mittels Insertion eines cDNA-Konstrukts in den Expressionsvektor pET32a(+)

Sekretorische GRA-Antigene von T. gondii werden als immundominante Antigene
betrachtet, die den Hauptanteil der ,excreted-secreted antigens (ESA)“ von T. gondii
bilden. Sie werden dariber hinaus wahrend des gesamten Entwicklungszyklus von T.
gondii kontinuierlich sezerniert und wirken daher Uber einen langeren Zeitraum stark
immunogen im Gegensatz zu den ROP und MIC-Proteine, die Uberwiegend zum
Zeitpunkt der Invasion des Parasiten in die Wirtszelle sezerniert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die GRA-Proteine als Antigene eingesetzt, um die
spezifische Antikdrper-Produktion T. gondii-infizierter Patienten zu analysieren. Fur die
geplanten serologischen Analysen wurden die Antigene GRA1, GRA2, GRAG, GRAY7,
GRA9 und MICS in Volllange rekombinant hergestellt.

Zur Herstellung der rekombinanten Antigene wurde zunachst die aus RH-Toxoplasmen
gewonnene RNA in cDNA umgeschrieben. Mittels Polymerase-Ketten-Reaktion wurde auf
Basis der cDNA die Sequenz des entsprechenden Proteins GRA1, GRA2, GRAG6, GRA?,
GRA9 sowie MIC5 amplifiziert. Hierbei wurden fur jedes cDNA-Konstrukt Gen-spezifische
Primer genutzt, z.B. GRA1forward-/GRA1reverse- Primer zur Herstellung des GRA1-
cDNA-Konstrukts (s. Kapitel 3.1.2.1). Der jeweilige Primer flankiert den ausgewahlten

Amplifikationsbereich des jeweiligen cDNA-Konstrukts und fugt Schnittstellen am 5‘- und
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3-Ende der PCR-Fragmente fiir Restriktionsendonukleasen an. Uber diese Schnittstellen
kénnen die PCR-Fragmente in die ,Multiple Cloning Site’ (MCS) des E. coli-

Expressionsvektors pET32a(+) eingefugt werden.

GRA1 CECEAATTCGRA o

Amplifikat: B ——
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Nukleinsduresequenz der GRA-Proteine mit der
jeweiligen vom Primer flankierten Sequenz. Primer forward (flankierte Sequenz: blau), Primer
reverse (flankierte Sequenz: ), enzymatische Schnittstellen (rot)

Die erfolgreiche Amplifikation des GRA1 (543bp), GRA2 (537bp), GRA6 (666bp), GRA7
(684bp), GRA9 (933bp) sowie des MIC5 (438bp) konnte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (s. Abbildung 6) bestatigt werden. Hierzu wurden die Amplifikate aus

dem Gel eluiert und Uber das QIAEXII Kit aufgereinigt.

Abbildung 6: Amplifikation der cDNA-Konstrukte mittels Agarose-Gelelektrophorese: Marker 1Kb
DNA ladder(line1), GRA1(line 2), GRAZ2(line3), GRA6(line4), GRA7(line5), GRA9(line6),
MIC5(line7)
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Die aufgereinigten DNA-Fragmente konnten anschlieBend der Restriktion zugefihrt
werden. Um eine gerichtete Klonierung des GRA1-, GRA2-, GRA6-, GRA7-, GRA9 und
MIC5-Gens in den Expressionsvektor pET32a(+) zu gewahrleisten, wurden Uber die
entsprechenden PCR-Primer spezielle Schnittstellen flr die Restriktionsenzyme
geschaffen. So lieferten die Primer GRA1-forward, GRA2-forward, GRA6-forward, sowie
GRA9-forward die Schnittstelle , GAATTC" fir das Restriktionsenzym EcoRI. Die Primer
GRA1-reverse, GRA2-reverse, GRAG6-reverse und GRA9-reverse sowie MIC5-forward
kodierten fur die Schnittstelle ,AAGCTT" des Restriktionsenzyms Hindlll. Der Primer
GRA7-forward lieferte die Schnittstelle ,GGATCC* fir das Restriktionsenzym BamHI,
GRAT7-reverse beinhaltete die Information ,GAGCTC" fir das Enzym Sac/ und der Primer
MIC5-reverse kodierte mit ,CTCGAG" fur das Restriktionsenzym Xhol.

Die aufgereinigten Amplifikate sowie der Vektor pET32a(+) wurden mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, Uber einen erneuten Gellauf
aufgereinigt und in die Ligation eingesetzt.

Die Ligation des Expressionsvektors pET32a(+) mit dem jeweiligen GRA1-, GRA2-,
GRAG- bzw. GRA9-Fragments erfolgte Uber EcoRI- und Hindlll-Schnittstellen. Die
Insertion von GRA7 erfolgte Uber die Schnittstellen BamH/ und Sacl/ und MIC5 wurde tber
die Schnittstellen Hindlll und Xhol in den Vektor pET32a(+) eingebracht. Das jeweilige
DNA-Fragment wurde dabei im Verhaltnis 2:1-4:1 Insert:Vektor in die Ligation eingesetzt.
Nach erfolgreicher Ligation wurden die Konstrukte pET32a(+)-GRA1-His, pET32a(+)-
GRA2-His, pET32a(+)-GRA6-His, pET32a(+)-GRA7-His, pET32a(+)-GRA9-His, sowie die
pET32a(+)-MIC5-His mittels der Hitzeschockmethode in den Bakterienstamm E. coli
DH5a eingebracht und die Transformanten auf Ampicillin-haltigen LB-Platten
ausselektioniert. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektor pET32a(+) weist eine
Ampicillinresistenz auf, wodurch selektiv nur die Klone mit Ampicillinresistenz Kolonien
ausbilden konnten. Die angewachsenen Klone wurden durch PCR-Analyse und
Restriktionsverdau Uberprift. Fir die Restriktionsanalyse der konstruierten Plasmide
wurden Restriktionsenzyme fur die einzelnen Analysen herangezogen: GRA1 wurde mit
Styl ,fast digest”, PVUI ,fast digest®, GRA2 mit BGLI, PVUII ,fast digest®, GRA6 mit Xhol
“fast digest”, Styl ,fast digest” geschnitten. GRA7 wurde mit EcoRI/Hindlll ,fast digest®,
GRA9 mit Xhol ,fast digest* und MIC5 mit BamHI ,fast digest“ enzymatisch behandelt.

Die Abbildung 7 zeigt beispielhaft den Restriktionsverdau des konstruierten pET32a(+)-
GRA2-His-Plasmids mit dem Restriktionsenzym PVUII ,fast digest"

56



GRA2- Restriktionsverdau mit PVUII
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Abbildung 7: Restriktionsverdau des pET32a(+)-GRA2-His-Konstrukts mittels des ,fast digest”
Restriktionsenzyms PVUIl. Zehn Klone des pET32a(+)-GRA2-His-Plasmids wurde mit PVUII
behandelt. Die erwarteten Fragmentgroen von 999 bp, 2294 bp und 3032 bp konnten in der
Gelelektrophorese nachgewiesen werden

Insgesamt wurden zehn Klone des pET32a(+)-GRA2-His-Konstrukts nach selektivem
Anwachsen auf Ampicillinagar fir die Restriktionsanalyse herangezogen. Die Plasmide
durch Minipraparation isoliert, mit dem Enzym PVUII ,fast digest* geschnitten und in der
Gelelektrophorese aufgetrennt. Im Falle von pET32a(+)-GRA2-His konnten spezifische
Banden auf Héhe von 3032 bp, 2294 bp und 999 bp detektiert werden. Die Banden
entsprachen damit den theoretisch ermittelten Fragmentgréf3en wodurch die erfolgreiche
Ligation und Integration des pET32a(+)-GRA2-His-Konstrukts in den Expressionsstamm
DH5a bestétigt werden konnte. Bei nicht erfolgter Ligation ware ein Bandenmuster von
FragmentgréfRen 4808 bp, 999 bp und 93 bp zu erwarten gewesen, welches dem Vektor
pET32a(+) mit PVUII geschnitten entspricht. Desweiteren konnte die erfolgreiche Ligation
des pET32a(+)-GRA1-His-Fusionskonstrukts durch den Restriktionsverdau mit Sty/
(erwartete FragmentgréRen von 5745 bp, 564 bp und 121 bp) als auch PVUI (erwartete
FragmentgréRen 5054 bp und 1376 bp) mittels Gelelektrophorese nachgewiesen werden.
Die Analyse von pET32a(+)-GRA6-His mit den Enzymen Xhol bzw. Styl zeigte die
erwarteten Fragmentgrofien von 6202 bp, 351 bp bzw. von 5745 bp, 564 bp, 244 bp. Die
Restriktionsanalyse des pET32a(+)-GRA7-His-Fusionskonstrukts mittels EcoRI/Hindlll
(erwartete Fragmentgréf3en von 6258 bp, 246 bp und 74 bp) konnte ebenfalls erfolgreich

Uber die Gelelektrophorese bestatigt werden. DaruUber hinaus konnte die erfolgreiche
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Ligation  des pET32a(+)-GRA9-His-Fusionskonstrukts  mit  Xho!/  (erwartete
FragmentgroRen 6244 bp, 477 bp, 99 bp) und die des pET32a(+)-MIC5-His-
Fusionskonstrukts mit dem Restriktionsenzym BamHI (erwartete Fragmentgrofien von
5992 bp, 343 bp) erfolgreich nachgewiesen werden.

Die Uber Restriktionanalyse und zusatzlicher Sequenzanalyse, seitens der Fima GATC
(Konstanz), ausgetesteten Konstrukte wurden zur Uberexpression in den E. coli-
Expressionsstamm BL21(DE3) transformiert. Der Expressionsstamm BL21 (DE3) steht
unter T7-Polymerase-Kontrolle. Durch ein lac-Repressor-Protein kann die T7-Polymerase
nicht binden und die Expression des Plasmids wird unterbunden. Dieser Stamm kann nur

gezielt durch Induktion mit IPTG das Zielprotein produzieren.

4.2 Denaturierende Aufreiniqung der verschiedenen Proteine mittels Hisg-Tag liber
SDS-Gele

Nach Transformation der Plasmidkonstrukte in den Expressionsstamm BL21(DE3), wurde
eine Vorkultur G.N. in LB-Ampicillin-Medium inkubiert. Durch Zugabe von IPTG zu den
Stammen E. coli BL21 — pET32a(+)-GRA1, E. coli BL21 — pET32a(+)-GRA2, -GRAG, -
GRA7, -GRA9 und E. coli BL21 — pET32a(+)-MIC5 wurde die Expression der
rekombinanten Proteine GRA1-Hiss, GRA2-Hiss, GRA6-Hissz GRA7-Hiss, GRA9-Hiss
MIC5-Hisg induziert. Die Isolierung der rGRA-Hisg- bzw. des rMIC5-Hisg-Fusionsproteinse
aus dem Lysat erfolgte Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie. Die in E. coli rekombinant
exprimierten Proteine besitzen einen Uber pET32a(+) vermittelten Tag, der sich aus einem
Trx-Tag (12 kDA), einem S-Tag (1,7 kDa) und einem Hisg-Tag (4,8 kDa) zusammensetzt.
Uber den Hisg-Tag, der aus sechs aneinandergereihten Histidinresten besteht, erfolgte die
Aufreinigung der Proteine durch Anlagerung an eine Ni-NTA-Matrix. Der Hisg-Tag des
rekombinanten Proteins bindet an die Ni-NTA-Matrix und nach mehreren Waschschritten,
die das Protein von Verunreinigungen befreiten, konnte mittels des verwendeten
Elutionspuffers das gereinigte, spezifische Protein in zehn Elutionsschritten von der Matrix
geldst werden. Die isolierten rekombinanten Proteine rGRA1-Hisg, rGRA2-Hiss, rGRAG-
Hiss, rGRA7-Hiss rGRA9-Hiss und rMIC5-Hiss wurden anschlieRend zum Nachweis der
Proteinexpression Uber eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die
Gele mit Comassie Brilliant Blau gefarbt, wodurch deutliche Banden auf der erwarteten
Hoéhe fur die gewlinschten Proteine erzielt werden konnten. Abbildung 8 a)-c) zeigt das
Ergebnis der Hisg-Proteinisolierung nach SDS-Page und Comassie Brilliant Blau-
Farbung. Exemplarisch ist das Ergebnis einer Antigenaufreinigung von rGRA1-Hisg,
rGRA2-Hisg, rGRA7-Hisg und rMIC5-Hisg dargestellt. In den Spalten A-C sind Proben der
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einzelnen Reinigungsschritte aufgetragen. Die Spalten 1-10 zeigen die einzelnen
Elutionsfraktionen.

a)

rGRA1-His,: 40kDa
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d)

rMIC5-Hisg: 28kDa
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Abbildung 8: Darstellung der denaturierenden Proteinaufreinigung beispielhaft fur die Proteine a)
rGRA1-Hisg (40 kDa), b) rGRA2-Hise (45 kDa), c) rGRA7-Hisg (47 kDa) und d) rMIC5-Hisg (28 kDa)
Die Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Comassie-
Brilliant-Blau im Gel angefarbt. Hierbei tragen die Proteine einen Tag, der sich aus einem Trx-,
einem S- sowie einem Hisg. Tag zusammensetzt

Abbildung 8 b) zeigt die denaturierende Proteinaufreinigung des rGRA2-Hisg-Proteins
nach Uberexpression in dem E. coli- Expressionsstamm BL21 (DE3). Die erfolgreiche
Expression des Proteins konnte in den Spalten 1-6 anhand der Elutionen nachgewiesen
werden. Das Protein GRA2 hat generell eine GroRe von 28kDa. Das rGRA2-Hisg-Protein
zeigt nach erfolgreicher Ligation und anschlielender Expression eine erwartete GrolRe
von 45kDa, die sich durch den zusatzlich an das Protein angehangenen Tag erklart, und
konnte in ausreichender Menge isoliert werden. Die Elutionen der einzelnen
denaturierenden Aufreinigungen wurden zum nachfolgenden Einsatz in Western-Blot-
Analysen gepoolt (fir GRA2 beispielsweise die Eluate 1-4), die Proteinkonzentration

mittels Nano-Drop ermittelt und die Proben bei -20°C gelagert.

4.2.1 Analyse der isolierten rGRA-Hiss- sowie des rMIC5- Hisg-Fusionsproteine im
Western-Blot

Die rekombinant hergestellten Proteine zeichnen sich durch einen Hisg-Tag aus, wodurch
sich ihre Laufgréfie von der der natirlich vorkommenden Proteine GRA1, GRA2, GRAG,
GRA7, GRA9 als auch MIC5 deutlich unterscheidet. Zusatzlich zum SDS-Polyacrylamid-
Gelnachweis wurde die erfolgreiche Isolierung der rGRA-Hisg- sowie des rMIC5-Hise-
Fusionsproteins im Immuno-Blot mittels des anti-Hisg-Antikdrpers sowie spezifischen
GRA-Antikdrpern Uberprtft. Daflir wurden jeweils drei Elutionsfraktionen von E. coli BL21-
pET32a(+)-GRA1-Hise-, BL21-pET32a(+)-GRA2-Hiss-, BL21-pET32a(+)-GRAB-Hise-,
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BL21-pET32a(+)-GRA7-Hiss-, BL21-pET32a(+)-GRA9-Hisg- und BL21-pET32a(+)-MIC5-
Hise-Proteins Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit spezifischen Anti-Hise— bzw. GRA-
Antikorpern immunologisch analysiert. Als Kontrolle wurde isoliertes T. gondii Lysat mit
aufgetragen. Abbildung 9 zeigt den Nachweis des aufgereinigten rGRA1-Hisg-Proteins auf
einer Hoéhe von 40 kD in den Elutionen 1-3. Ebenso konnte das rGRA2-Hisg-Protein auf
einer Hohe von 45 kD, das rGRA6-Hisg-Proteins auf einer Hohe von 49 kD, das rGRA7-
Hise-Proteins auf einer Hohe von 47 kD, das rGRA9-Hisg-Proteins auf einer Hohe von 58
kD und das rMIC5-Hise-Protein auf einer Hohe von 28 kD jeweils in den Elutionen 1-3
detektiert werden. Die Detektion des Hisg-Tags durch den monoklonalen anti-Hisg-
Antikorper bestatigt die erfolgreiche lIsolation der Hisg-getaggten Proteine. Dagegen
konnte im T. gondii-Lysat erwartungsgemal® keine Bande detektiert werden, da die
Proteine im Lysat keinen Hisg-Tag tragen. Das T.gondii-Lysat dient somit als

Negativkontrolle.
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Abbildung 9: Nachweis der Proteine rGRA1- Hiss, rGRA2- Hisg, rGRAG- Hisg, rGRA7- Hisg,
rGRA9- Hisg und rMIC5- Hisg in den Elutionen 1-3 nach Proteinaufreinigung unter denaturierenden
Bedingungen mittels anti-Hisg-AK. Als Kontrolle wurde T. gondii.-Lysat (Spur 4) aufgetragen

Fir den direkten Nachweis des rGRA1-Hiss.,, rGRA2-Hisg. und rGRA9-Hisg-Konstrukts
wurde der in unserer Arbeitsgruppe hergestellte spezifische anti-GRA9-Antikérper sowie
die spezifischen anti-GRA1- und anti-GRA2-Antikérper (M-F. Cesbron-Delauw (Grenoble,
Frankreich)) herangezogen. Abbildung 10 zeigt den Immunoblot-Nachweis von drei
Elutionsfraktionen der rekombinanten GRA1-Hisgs, GRA2-Hisg und GRA9-Hisg Proteine,
als Kontrolle wurde T. gondii-Lysat (Spur 4) eingesetzt. Nach Detektion mit den spezifisch
gegen diese Proteine gerichteten anti-GRA-Ak konnten das Protein GRA1

erwartungsgemal auf einer Héhe von 23 kDa nachgewiesen werden. GRA1 konnte auf
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entsprechender Hohe ebenfalls im T.gondii-Lysat detektiert werden, das in diesem Fall als
Positivkontrolle mit aufgetragen wurde. Dartber hinaus konnte das Protein GRA2 sowohl
in den Elutionen als auch im T. gondii-Lysat mit einer Grofle von 28 kDa detektiert
werden. Der Nachweis von GRA9 erfolgte in allen vier Spuren mit einer GroRe von 41
kDa.

anti-TgGRAZ- AK

anti-TgGRAS- AK

-
anti-TgGRA1- AK
R

Abbildung 10: Spezifischer Nachweis der Proteine GRA1- Hisg, GRA2- Hisg, GRA9- Hisg in den
Elutionen 1-3 mittels anti-GRA1-, anti-GRA2- und anti-GRA9-Antikdrper. Als Positivkontrolle wurde
T. gondii-Lysat mit aufgetragen

Nach positiver Analyse der isolierten rGRA-Hisg-Fusionsproteine wurden die rekombinant

hergestellten Proteine fir weiterfihrende Analysen mit Patientenseren eingesetzt.

4.3 Analyse der rekombinanten Proteine als Antigene in _Western-Blot-

Untersuchungen unter Verwendung von Patientenseren

Nach erfolgreicher Isolierung der rekombinanten GRA-Hise- sowie des rekombinanten
MIC5-Hisg-Fusionsproteins ~ Uber  Ni-NTA-Affinitdtschromatographie  wurden  die
aufgereinigten Proteine rGRA1-Hisg, rGRA2-Hiss, rGRA6-Hiss, rGRA7-Hiss, rGRA9-Hise
und rMIC5-Hiss in einem spezifischen Western-Blot Testverfahren als Antigene
herangezogen. Da im Rahmen der denaturierenden Proteinaufreinigung die
verschiedenen Proteine in unterschiedlichen Konzentrationen isoliert wurden, wurde vor
Einsatz der Fusionsproteine im Western-Blot die Proteinmenge fir jedes Protein am
NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt. Die photometrische Bestimmung ergab fur
die Proteine rGRA1-Hisg, rGRA2-Hisg, rGRA9-Hisg und rMIC5-Hisg eine Konzentration von
ca. 0,6 ug/ul. Die Fusionsproteine rGRA6-Hisg und rGRA7-Hiss wiesen eine Konzentration
von ca. 0,1 ug/ul auf. Aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen wurde in den
folgenden Western-Blot-Analysen flir rGRA1-Hisg, rGRA2-Hiss, rGRA9-Hiss und rMIC5-
Hisg jeweils 2 pl und fur rGRAG-Hiss und rGRA7-Hiss jeweils 12 pl Antigenmenge
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standardisiert im Western-Blot eingesetzt. In Zusammenarbeit mit der Abteilung flr
serologische Diagnostik des Universitatsklinikums Duisseldorf wurden Seren von
Patienten, die Toxoplasmose-negativ, chronisch oder aber akut mit T. gondii infiziert
waren, zur Verfugung gestellt. Die Blots wurden anschliefend mit den verschiedenen
Seren inkubiert. Die verwendeten Seren waren bereits durch die Abteilung far
serologische Diagnostik des Universitatsklinikums Disseldorf in serologischen Tests
mittels IFT-Titer und ISAGA-Titer naher spezifiziert worden waren. Um Untersucher-,bias”
zu vermeiden, waren die serologischen Ergebnisse bei Einsatz der Seren in den Western-

Blot-Analysen dem Untersucher nicht bekannt.

Die verschiedenen Antigene wurden auf Nu-Page 10%ige Polyacrylamid-Gele
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels ,SemiDry-Blotting“ auf
Nitrocellulosemembranen geblottet. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die
Membran mit Blocklésung abgesattigt und anschlieRend mit dem jeweiligen Patienten-
Serum U. N. inkubiert. Zur Reduzierung des Hintergrunds wurde die Membran mehreren
Waschschritten unterzogen und anschlielend mit dem Alkalische Phosphatase (AP)-
gekoppelten Sekundar-Antikérper anti-IgG, anti-IgM bzw. anti-IgA (s. Kapitel 4.5, 4.6)
inkubiert. Durch den Nachweis der Immunglobulinklassen IgG, IgM und IgA sollte der
Status einer T. gondii Infektion nachgewiesen werden und eine eventuelle Korrelation der
Immunglobulinklassen mit dem jeweiligen, tatsachlichen Infektionsstatus und —verlauf

verglichen werden.

Um auf Basis der humanen Seren mdglichst reine Detektionen zu erzielen, wurde im
Rahmen der Arbeit zunachst Peroxidase (POX)-gekoppelte, sowie AP-gekoppelte
Sekundar-Antikdrper verwendet. Der Nachweis mit POX-gekoppelten Antikérpern flihrte
jedoch zu starken Hintergrundsignalen, die auch durch den Einsatz von verschiedenen
Blockierlésungen wie 10-%iges Milchpulver-PBS oder 5%-iges FCS-PBS nicht
ausreichend abgeschwacht werden konnten. Aufgrund dieser starken Hintergrundsignale
wurde von einem POX-gekoppelten Nachweis abgesehen und die Detektion mittels
Alkalischer Phosphatase (AP)-gekoppelten Sekundar-Ak fortgeflihrt. Die Entwicklung
erfolgte standardisiert unter Nutzung von NBT und BCIP fir finf Minuten unter Einwirkung

von Tageslicht.
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4.3.1 1gG-spezifische Western-Blot-Analysen mit seropositiven und seronegativen

Patientenproben
Im Folgenden sollte analysiert werden, ob der Einsatz der rekombinanten Fusionsproteine

als Antigene in Western-Blot-Analysen geeignet ist seropositive von seronegativen
Patientenseren zu unterscheiden. Dazu wurden die rekombinanten Fusionsproteine
rGRA1-Hisg, rGRA2-Hisg, rGRAB-Hisg, rGRA7-Hiss, rGRA9-Hisg und rMIC5-Hisg im Nu-

Page 10%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf eine

Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Membran wurde schlief3lich mit dem Serum eines
chronisch mit T. gondii infizierten Patienten inkubiert und anschlieRend mit einem AP-
gekoppelten anti-lgG-Sekundarantikérper detektiert. Der in Abbildung 11 dargestellte
Immunoblot zeigt, dass das Humanserum des chronisch mit T. gondii infizierten Patienten
spezifische IgG-Antikdrper gegen die Proteine rGRA1, rGRA2, rGRAG6, rGRA7, rGRA9
sowie rMIC5 enthalt.

Als Kontrolle wurde die Analyse mit einem Serum eines T.gondii-negativen Patienten
durchgefuhrt, welches in serologischen Untersuchungen keine IgG-Ak gegen die
getesteten, spezifischen Toxoplasmen-Proteine aufwies. Wie in Abbildung 11 gezeigt
konnten erwartungsgemaf keine spezifischen Banden entsprechend vorhandener IgG-AK
gegen rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7, rGRA9 sowie rMIC5 detektiert werden, wodurch

nachgewiesen werden konnte, dass dieses Patientenserum keine spezifischen IgG-

Antikdrper gegen die untersuchten Fusionsproteine enthalt.
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Abbildung 11: Detektion der IgG-Ak gegen die rekombinanten Hisg-Fusionsproteine rGRA1,
rGRA2, rGRA6, rGRA7, rGRA9 sowie rMIC5 unter Verwendung eines T. gondii-positiven
Patienten-Serums(A) sowie eines T. gondii negativen Patienten-Serums(B) als Primar-Antikorper.
Die Proteine wurden in 10% NuPage-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit dem jeweiligen Serum
A oder B als Primar-AK sowie dem monoklonalen AP-gekoppelten IgG-Sekundar-AK inkubiert und

anschlielend mit Alkalischer-Phosphatase entwickelt.
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Der Nachweis zeigt, dass unter Verwendung der hergestellten rekombinanten GRA1-Hisg-
,GRA2-Hisg-, GRAB-Hisg-, GRA7-Hise-, GRA9-Hisg-Proteine und des hergestellten rMIC5-
Hisg-Proteins eine Unterscheidung zwischen Proben von seropositiven und seronegativen

Patienten maoglich ist.

4.3.2 Untersuchung von Patientenseren im zeitlichen Verlauf der Infektion

Um die Reproduzierbarkeit der erzielten Ergebnisse zu untersuchen, wurden
Patientenseren eines Individuums im zeitlichen Verlauf einer T. gondii-Infektion analysiert.
In Voruntersuchungen der serologischen Diagnostik wies das Serum desselben
Individuums im Verlauf unterschiedliche IFT- und ISAGA-Titer auf. Die rekombinant
hergestellten Proteine rGRA1, rGRA2, rGRAG6, rGRA7, rGRA9 und rMIC5 wurden im Gel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die Membran wurde
anschlieend mit dem jeweiligen Serum des selben Patienten, welches zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion asserviert wurde, inkubiert. Anschlieliend
erfolgte der Nachweis mit einem AP-gekoppelten anti-lgG-Sekundarantikérper und es
konnten spezifische IgG-Banden unterschiedlicher Intensitat detektiert werden, wie in
Abbildung 12 dargestellt. Die Probe 1, welche zum frihesten Zeitpunkt der Infektion
asserviert wurde, zeigt spezifische IgG-Antikérper gegen die rekombinanten Proteine
rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7, rGRA9. Die spezifischen IgG-AK gegen rGRA2, rGRAG,
rGRA7 als auch rGRA9 konnten ebenfalls in den Proben 2 und 3 detektiert werden.
Hierbei wurde Probe 2 ca. zwei Wochen nach der ersten Probe und Probe 3 ca. einen
Monat nach der ersten Serumprobe entnommen. Die Intensitat der Detektion der
spezifischen IgG-AK gegen rGRA2 als auch rGRA7 nimmt hierbei im Verlauf der Infektion
ab. Im Falle von rGRA1 konnten spezifische IgG-AK nur in der ersten Probe detektiert
werden. Wohingegen keine spezifischen IgG-Antikérper gegen rMIC5 detektiert werden

konnten, da diese vom Patienten zu keinem der drei Zeitpunkte gebildet wurden.

65



18.8.09 31.808 24.9.09
GRAT &

RS

GRAT sy ™ mm S
GRAS «

MIC5
Prohe1 Probe2 Probe3

Abbildung 12: Detektion von IgG-Ak unter Nutzung der rekombinanten Hisg-Fusionsproteine im
Fall einer reaktivierten, chronischen Toxoplasmose. Aufgetragen wurden Serumproben eines
Patienten im zeitlichen Verlauf einer Infektion. Die vom Patienten produzierten IgG-Ak gegen
rGRA2, rGRAB, rGRAY als auch rGRA9 sind im Verlauf durch spezifische Banden nachweisbar,
welche allerdings in Ihrer Intensitat im Falle von rGRA2 und rGRA7 abnehmen. Spezifische IgG-Ak
gegen rMIC5 wurden vom Patienten nicht gebildet, gegen rGRA1 konnten spezifische AK nur in
der ersten Serumprobe analysiert werden.

Im Falle der in Abbildung 12 im Immunoblot eingesetzten Seren handelte es sich um eine
Reaktivierung einer chronischen Toxoplasmose bei einem hamatoonkologisch
vorerkrankten Patienten, der zur Zeit der Probenentnahme 1 klinische Zeichen einer
akuten Toxoplasmose prasentierte. Die Spezifitdt der IgG-Antikdrper gegen rGRA2,
rGRA6, rGRA7 und rGRA9 blieb im Verlauf Uber einen Monat hinaus weitgehend
konstant, wohingegen der Nachweis spezifischer 1gG-Ak gegen rMIC5 vollstandig
ausblieb und der Nachweis spezifischer IgG-AK gegen rGRA1 nur in der ersten
Serumprobe des Probanden moglich war. Der Nachweis belegt, dass der Einsatz
verschiedener Seren eines Patienten im Verlauf vergleichbare, spezifische Bandenmuster

aufweist. Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse zeigen sich daher als reproduzierbar.

4.4 Western-Blot-Analysen zum Nachweis eines Leihtiters

Eine pranatal erworbene Toxoplasmose kann fir Neugeborene ein hohes
gesundheitliches Risiko darstellen und schwerwiegende Folgen wie einen Abort oder eine
Retinochorioiditis nach sich ziehen. Jedoch auch klinisch inapparente Verlaufe sind zu

beobachten. Daher ist es besonders bedeutend Neugeborene beim geringsten klinischen
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Verdacht ausreichend detailliert bezlglich einer Infektion zu untersuchen. Um die
Antikoérper-Produktion von Mutter und Kind auf Toxoplasmenantigene zu analysieren,
kann der Western-Blot aufgrund seiner hohen Spezifitat als geeignetes
Nachweisverfahren dienen. Als Schutz vor akuten Infektionen bietet der IgG-Leihtiter eine
Art Nestschutz fur Neugeborene. Das Neugeborene erhalt hierbei diaplazentar IgG-Ak der
Mutter, die es in den ersten Monaten post partum noch nicht eigenstandig bilden kann
und die innerhalb der ersten sechs bis neun Monate abgebaut werden. Um im Falle einer
chronischen Toxoplasmose der Mutter den diaplazentaren Ubergang des Leihtiters auf
das Neugeborene nachzuweisen, wurden die rekombinanten Hisg-Fusionsproteine
rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7, rGRA9 und rMIC5 elektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen geblottet. Diese wurden separat mit dem Serum der chronisch
an Toxoplasmose erkrankten Mutter und dem Serum ihres neugeborenen Kindes

inkubiert und auf spezifische IgG-Antikdrper hin untersucht:

Das mitterliche Serum zeigte in den serologischen Vorergebnissen einen IFT-Titer von
1:256, eine positive IgG-Liaison und einen ISAGA-Titer von <1:500. Als serologische
Resultate des Neugeborenen wurden ein IFT-Titer von 1:128 und eine positive 1gG-
Liaison ermittelt. Toxoplasmen- spezifische IgM-Ak, die im Rahmen einer intrauterinen
Infektion vom Ungeborenen selbst gebildet werden, wurden im Serum des Neugeborenen

nicht gefunden.

Mutter Kind

IFT:1:256 IFT:1:128
GRA1 —a g "
GRA2 p—  —
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Abbildung 13: Detektion von IgG-Ak gegen die rekombinant hergestellten Hisg-Fusionsproteine
rGRA1, rGRA2, rGRAB, rGRA7, rGRA9 sowie rMIC5 in mitterlichem und kindlichem Serum

In Abbildung 13 ist die Detektion spezifischer IgG-Antikorper gegen die Hisg-
Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRAB, rGRA7, rGRA9 und rMIC5 mittels Immunoblot in

Spur 1 nach Inkubation mit dem mutterlichen Serum und in Spur 2 nach Inkubation mit



dem Serum des Neugeborenen dargestellt. Im Falle von rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7
und rGRA9 konnten spezifische IgG-Ak in beiden Seren nachgewiesen werden. Im Falle
von rMIC5 konnten hingegen spezifische IgG-Antikorper weder im Serum der Mutter noch
in dem des Neugeborenen nachgewiesen werden. Die Detektion vergleichbarer
Bandenmuster bei Mutter und Kind bestatigt, dass das Neugeborene Uber einen IgG-

Leihtiter der Mutter verfugt.

4.5 Ergebnisse der IlgG-Detektion von Seren mit verschiedene IFT-Titern

Um hinsichtlich der Detektion von Toxoplasmen-spezifischen Antikérpern der Klasse 1gG
eine reprasentative Aussage zu erzielen, wurden 48 Seren, die sich bezlglich ihres IFT-
Titers unterschieden in Western-Blot-Analysen untersucht. Insgesamt wurden 13 T.
gondii-negative Seren und 35 Seren von Patienten mit einer Toxoplasmose analysiert. Die
rekombinant hergestellten Hisg-Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7, rGRA9
sowie rMIC5 wurden hierfir im Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet. Die Nitrozellulosemembran wurde anschlieRend mit dem zu analysierenden
Serum inkubiert. EIf Seren mit einem IFT-Titer von 1:16 - <1:256, die eher einer
chronischen Toxoplasmose entsprechen, wurden analysiert. Aulerdem wurden zwolf
Seren mit einem IFT-Titer zwischen >1:256 - <1:1024 untersucht. Die spezifische IgG-
Detektion sollte auch im Rahmen einer akuten oder reaktivierten Toxoplasmose gepruft
werden, wofur zwolf Seren mit einem IFT-Titer >1:1024 herangezogen wurden. Die
standardisiert entwickelten Blots wurden durch drei Untersucher unabhangig voneinander
ausgewertet und in einer Gesamtergebnistabelle festgehalten. Die nachfolgende Tabelle
5 zeigt die prozentuale Detektion der spezifischen IgG-Antikérper gegen die einzelnen

rekombinant hergestellten Hisg-Fusionsproteine.
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Protein
IFT-Titer GRA GRA2 GRAG GRAT GRAS MICS
(Anzahl der
untersuchten
Seren)
IFT<1:16
: ' . 15% L %
(13) % 15% 3% % % -y
IFT:1:16-£1:256
64% MY My Ti% T 184
(1)
IFT>1:256-
11024 6T% 1007 a2y % 5% 42%
(12)
IFT=1:1024
(12) B3% 9% 100% 100% 92% 6T%

Tabelle 5: Detektion der IgG-Ak gegen die rekombinant hergestellten Fusionsproteine fir
verschiedene Serumgruppen unterteilt nach jeweiligem IFT-Titer des untersuchten Serums

Wie Tabelle 5 zeigt war es generell moglich in den IFT- positiven Seren spezifische 1gG-
Antikorper gegen die rekombinant hergestellten Hiss-Fusionsproteine nachzuweisen. Die
untersuchten Seren von chronisch mit T. gondii infizierten Probanden, die einen IFT-Titer
von 1:16 - <1:256 aufwiesen, zeigten prozentual deutlich hdhere Detektionsraten von
Antikorpern gegen rGRA1, rGRA 2, rGRAG, rGRA7 sowie rGRA9 als die negativen Seren.
GRA-spezifische Antikérper wurden zwar auch in einigen seronegativen Proben
detektiert, so wurden beispielsweise in 15% bzw. 23% der seronegativen Seren IgG-
Antikorper gegen rGRA2 und rGRAG detektiert, jedoch war die Detektion von spezifischen
lgG-Ak gegen rGRA2 und rGRAG in 91% der Falle in Seren mit einem IFT-Titer von 1:16 -
<1:256 maoglich.

Der Nachweis von spezifischen IgG-Ak gegen die rekombinant hergestellten
Fusionsproteine in Seren mit einem IFT-Titer von >1:256 - <1:1024 zeigte sich
beispielsweise im Falle von spezifischen IgG-Ak gegen rGRA2 in 100% der untersuchten
Seren als moglich und auch in 75% der untersuchten Seren konnten spezifische IgG-Ak
gegen rGRA6 und rGRA7 detektiert werden.

In den Seren von Patienten, die klinische Zeichen einer akuten Toxoplasmose zeigten

sowie einen IFT-Titer von >1:1024 in serologischen Tests prasentierten, konnte auf Basis
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der Hisg-Fusionsproteine gezeigt werden, dass ein Nachweis von spezifischen IgG-Ak
gegen rGRAG6 und rGRA7 in 100% der Falle erfolgte. Dagegen konnten gegen die Hise-
Fusionsproteine rGRA2 sowie rGRA9 in den Western-Blot-Analysen spezifische IgG-Ak in
92% der Falle detektiert werden.

Bis hierhin wurde ausschliel3lich die Detektion von spezifischen IgG-Ak gegen die
rekombinant hergestellten, immunodominanten Antigene naher beleuchtet. Im akuten
Verlauf der Infektion kommt darlber hinaus auch dem Nachweis der Immunglobuline M
und A eine zentrale Bedeutung zu. Um das Vorhandensein spezifischer IgM- und IgA-
Antikorper gegen die rekombinant hergestellten Hise-Fusionsproteine zu analysieren,
wurde in weiteren Untersuchungen zusatzlich zur Detektion spezifischer 1gG-Antikorper,
die vorwiegend eine bereits langer bestehende Infektion mit T. gondii nachweisen, das
Vorhandensein von Toxoplasmen-spezifischen Antikérpern der Klasse IgM und IgA im

Serum von akut erkrankten Patienten untersucht.

4.6 Nachweis von Toxoplasmen-Antigen spezifischen IgM- und IgA-Antikérpern

Da gerade in friihen Stadien einer Infektion mit 7. gondii die IgM- und IgA-Titer gegen die
koérperfremden Proteine des Parasiten ansteigen, sollte im Rahmen dieser Arbeit
zusatzlich zum Nachweis spezifischer IgG untersucht werden, ob eine Detektion
spezifischer Immunglobuline der Klasse M sowie A bei Einsatz der rekombinant
hergestellten Antigene erzielt werden kann. Um die akute Phase der Infektion genauer zu
analysieren, wurde ein entsprechendes T. gondii-positives Serum gewahlt. In
serologischen Voruntersuchungen wies das Serum einen IFT-Titer von 1:1024 auf und
zeigte positive Ergebnisse in der IgM- und IgG-Liaison. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der rekombinanten Hise-Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRA6, rGRA7,
rGRA9 und rMIC5 und Blotting auf Nitrozellulosemembranen in dreifacher Ausflhrung
wurden die Membranen mit dem Serum (IFT-Titer 1:1024) inkubiert und anschlieRend
jeweils separat mit spezifischen, humanen IgG-, IgM- und IgA-Antikdrpern inkubiert und

entwickelt.
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Abbildung 14: Detektion der spezifischen 1gG-, IgM-, und IgA-Ak gegen die rekombinant
hergestellten Hisg—Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRA6, rGRA7, rGRA9 und rMIC5 durch
Einsatz eines T. gondii-positiven Serums. Das verwendete Serum zeigte in serologischen Tests
einen IFT-Titer von 1:1024, positive IgM- und IgG-Liaison, sowie einen negativen ISAGA-Test.

In der Abbildung 14 ist gezeigt, dass neben der Detektion von IgG-Ak gegen die
rekombinanten Proteine rGRA1, rGRA2, rGRAB, rGRA7, rGRA9 ebenfalls eine Detektion
von spezifischen IgM-Ak gegen die Proteine rGRA1, rGRA2, rGRA6 sowie rGRA9 erzielt
werden konnte. Dagegen konnten wie in Abbildung 14 aufgeflhrt keine spezifischen

Antikorper der Klasse IgM gegen das Fusionsprotein rGRA7 detektiert werden.

Zusatzlich zum Nachweis spezifischer IgM- Antikdrper konnte auch das Vorhandensein
spezifischer IgA-Ak gegen die rekombinant hergestellten Hiss-Fusionsproteine rGRA1,
rGRA2, rGRAG6 als auch rGRA9 gezeigt werden. Wie in der Abbildung 14 ersichtlich,
erfolgte die Detektion von spezifischen IgA-Antikbrpern gegenuber einer Detektion
spezifischer IgM-Ak mit einem schwacheren Signal, was unter Umstanden auf ein

Detektionsproblem hinweist.

In dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass die Detektion spezifischer IgM- und IgA-
Antikérper gegen die rekombinanten, Toxoplasmen-spezifischen Antigene moglich ist.
Um umfassendere Aussagen uber die Detektion spezifischer IgM- und IgA-Antikdrper zu
erzielen, wurden 14 verschiedenen Seren, die einen ISAGA-Titer von =1:6400 in
serologischen Voruntersuchungen zeigten und somit als ISAGA-positiv gewertet wurden,
analysiert. Die Antigene rGRA1, rGRA2, rGRA9 und rMIC5 wurde bei einer Konzentration
von ca. 0,6 ug/ul mit 2 yl eingesetzt. Die Fusionsproteine rGRA6 und rGRA7, die eine

Konzentration von ca. 0,1 pg/ul aufwiesen, wurden mit 12 pl eingesetzt und
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elektrophoretisch aufgetrennt. Die rekombinant hergestellten Hisg-Fusionsproteine wurden
anschlieflend auf Nitrozellulosemembranen geblottet. Jede Membran wurde mit einem
Serum mit positivem ISAGA-Titer, welches die akute Phase der Infektion prasentiert,
inkubiert und anschlielend nach mehreren Waschschritten mit humanen, spezifischen
IgM- oder IgA-Sekundar-Antikorpern inkubiert. Es folgte die standardisierte Entwicklung.
Anschlielfend wurden die Detektionen der Toxoplasmen-spezifischen IgM- (s.Tabelle 6)
und IgA-Ak (s.Tabelle 7) gegen die verwendeten Antigene von drei unabhangigen
Untersuchern ausgewertet. Die Ergebnisse wurden in einer Gesamtergebnistabelle
festgehalten. Anschlielend wurde die prozentuale Detektion der spezifischen Antikdrper
gegen das jeweilige Protein in negativen Seren und in den 14 ISAGA-positiven Seren

ermittelt.

Protein

GRA1 GRA2 GRAG GRA7 GRA9 MICS

ISAGA-Titer

(Anzahl der
untersuchten
Seren)

negative
Seren 0% 15% 8% 0% 0% 0%
(13)

ISAGA-positive
Serenz21:6400 0% 61% 92% 67% 42% 28%
(14)

Tabelle 6: Auswertung der Detektion der spezifischen IgM-Ak gegen die rekombinant hergestellten
Hisg-Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRA6, rGRA7, rGRA9, rMIC5 fir negative und ISAGA-
positive Seren

Die Detektion spezifischer IgM-Antikdrper gegen die rekombinant hergestellten Hisg-
Fusionsproteine war wie in Tabelle 6 dargestellt generell moglich. Die Seren von
Patienten, die in den Vortests als negativ gewertet wurden, zeigten jedoch auch im
Rahmen der Detektion der IgM- Antikérper gegen rGRA2 als auch rGRAG zu einem
geringen Prozentsatz spezifische Banden. Gegen rGRA1 konnten in den untersuchten
Seren keine spezifischen IgM-AK analysiert werden. Jedoch gelang der Nachweis
spezifischer IgM-Antikdrper gegen das Hisg-Fusionsprotein rGRA2 in 61% der
untersuchten Seren. Daruber hinaus konnten in 67% der untersuchten Seren spezifische
IgM-AK gegen rGRA7 detektiert werden. AuRerdem wurden in 92% der untersuchten
Seren spezifische IgM-Antikdrper gegen rGRAG nachgewiesen.
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Die Detektion spezifischer IgA-Antikdrper gegen die Toxoplasmen-spezifischen Antigene

ergab folgende Werte:

Protein;

GRA1 GRA2 GRASB GRA7 GRA9 MIC5

ISAGA-Titer

(Anzahl der
untersuchten
Seren):

negative
Seren 8% 8% 8% 8% 15% 0%
{13)

ISAGA-positive
Seren21:6400

(14) 0% 46% 44% 36% 8% 0%

Tabelle 7: Auswertung der Detektion der spezifischen IgA-Antikbrper gegen die rekombinant
hergestellten Hisg-Fusionsproteine rGRA1, rGRA2, rGRAG, rGRA7, rGRA9 sowie rMIC5. Es
wurden 13 T. gondii-negative Seren und 14 Seren mit ISAGA =1:6400 aufgefiihrt

Der Nachweis spezifischer IgA-Antikbrper gegen die analysierten Toxoplasmen-Antigene
wurde in Tabelle 7 zusammengefasst. Hierbei konnte die Detektion spezifischer IgA-
Antikérper gegen die rekombinant hergestellten Proteine rGRA2 in 46%, gegen rGRAG in
44% sowie gegen rGRA7 in 36% gezeigt werden. Spezifische IgA-Antikdrper gegen
rGRA1 und rMICS5 waren nicht nachweisbar. Wie bereits fur die anderen
Immunglobulinklassen beschrieben, konnten in einem relativ niedrigen Prozentsatz auch

GRA-Protein-spezifische IgA-Antikdrper in seronegativen Proben gefunden werden.
Diese Analysen stellen einen ersten Einblick der Verwendung der rekombinant

hergestellten Toxoplasmen-spezifischen Antigenen rGRA1, rGRA2, rGRA6, rGRA7,
rGRA9 und rMIC5 in Westernblotanalysen dar.
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5. Diskussion

5.1. Serologische Verfahren zum Nachweis einer Toxoplasmose

Um eine Infektion mit T. gondii nachzuweisen gibt es viele unterschiedliche Methoden. So
kann der Parasit aus Gewebeproben angeziichtet werden, jedoch ist der Direktnachweis der
Erreger mittels PCR schneller und sensitiver. Immunhistologische Farbungen zum
Direkthachweis des Parasiten werden nur noch im Rahmen von wissenschaftlichen Studien
durchgefihrt. Haufiger werden in Diagnostiklaboratorien serologische
Untersuchungsverfahren eingesetzt um eine stattgefundene Infektion nachzuweisen.
(Montoya et al., 2002).

In der Routinediagnostik werden derzeit meistens serologische Untersuchungen zur
Diagnose der Toxoplasmose herangezogen und die Produktion spezifischer Antikdrper im
Verlauf der Infektion analysiert. Eine besondere Bedeutung kommt der Bestimmung von
Immunglobulin-Subklassen (IgG, M, A als auch E) bei der Stadiendiagnostik der
Toxoplasmose zu. Dabei werden spezifische Antikorper der Subklassen M, A und E bei
frischen Infektionen vermehrt nachgewiesen. Der alleinige Nachweis von T. gondii-
spezifischen IgG wird eher als Hinweis auf eine langer zurtckliegende Infektion gewertet.
Spezifische IgG-Antikdrper werden meist mittels ELISA (,enzyme-linked immunosorbent
assay“), dem modifizierten direkten Agglutinationstest oder aber mittels IFT
(,immunofluorescence“-Test) nachgewiesen.

Spezifische IgG-Ak kénnen ca. ein bis zwei Wochen nach Erstinfektion nachgewiesen
werden, zeigen die hdchste Konzentration nach ein bis zwei Monaten und persistieren
gewohnlich lebenslang (Montoya et al., 2002). In aktuellen Arbeiten wird die Aviditat der IgG-
Ak analysiert. Die Aviditat beschreibt die Starke einer Mehrfachbindung zwischen Antikdrper
und Antigen. Sie ist in den ersten drei Monaten nach Infektion gering, danach findet man
hoch avide IgG-Antikorper (Ali-Heydari et al., 2013). Dies ist auf die Reifung der Ak-Antwort
im Verlauf der Immunantwort zuriickzufiihren. Die Aviditatsbestimmung von IgG-Antikdrpern
kann daher genutzt werden, um zwischen einer kdrzlich erworbenen und einer chronischen
Toxoplasmose zu differenzieren.

Spezifische IgM-Ak gegen T. gondii kdnnen bei einer Primarinfektion etwas friher als
spezifische 1lgG-Ak nachgewiesen werden und die Titer werden in den meisten Fallen einige
Monate nach Priméarinfektion wieder negativ. Trotzdem gibt es Individuen, bei denen eine
Persistenz spezifischer IgM-Ak auch nach der akuten Phase der Infektion mit T. gondii

beobachtet werden konnte. (Liesenfeld et al., 1997).
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IgA-Ak konnen ahnlich wie IgM-Ak fruh im Rahmen einer T. gondii Primarinfektion
nachgewiesen werden. Die Detektion spezifischer IgA-Antikbrper kann ebenfalls mittels
ELISA oder ISAGA erfolgen, wobei jedoch IgA-Ak genau wie IgM-Ak persistieren konnen
(Stepik-Biek et al., 1990). Dennoch ist die Sensitivitat der Tests zur Analyse spezifischer IgA-
Ak zum Nachweis einer akuten Infektion etwas besser als die zur Detektion spezifischer IgM-
Ak, weshalb die Detektion spezifischer IgA-Ak im Rahmen der Diagnose einer kongenitalen
Toxoplasmose eine wichtige Rolle spielen kann (Stepik-Biek et al., 1990).

Die Detektion spezifischer IgE-Antikdrper kann ebenfalls mittels ELISA analysiert werden
(Montoya et al., 2002), jedoch ist die Dauer der IgE-Seropositivitat gegen T. gondii kiirzer als
die der IgM- und IgA-Ak (Wong et al., 1993).

In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte die Detektion von IgG-, IgM-, IgA- und IgE-
Antikérpern gegen T. gondii-spezifische Proteine mittels Western Blot. Das Western Blot
Verfahren haben wir ausgewahlt, da diese Methode eine hoéhere Spezifitat als die
gewohnlichen ELISA-Untersuchungen besitzt. Es konnten spezifische IgG-, IgM- sowie IgA-
AK gegen die in dieser Arbeit rekombinant hergestellten Proteine nachgewiesen werden. Die
Detektion Parasiten-spezifischer IgE- Ak gelang jedoch in keiner der analysierten Proben.
Ein Grund hierflr kdénnte die kurze Zeitspanne sein, in der IgE- Antikérper nach frischer

Infektion im Serum vorhanden sind (Foudrinier et al., 2002).

5.2 Rekombinante Proteine in serologischen Analysen

In der labormedizinischen Diagnostik wird die Toxoplasmose, wie bereits erwahnt,
gewohnlich anhand des Vorkommens spezifischer Antikdrper im Serum des Patienten
nachgewiesen. Hierfir werden in kommerziell erhaltlichen Tests oft lysierte Toxoplasmen als
Antigen eingesetzt. Diese Lysate werden aus Tachyzoiten, die in Mausen oder auf einer
Gewebekultur gezichtet werden, hergestellt. Die Qualitdt des Toxoplasma gondii-Lysat
(TLA) kann von Labor zu Labor stark variieren. So kann das T. gondii-Lysat variable Mengen
nicht-parasitdrer Proteine, beispielsweise der eukaryoten Wirtszellen oder des
Kulturmediums, enthalten (Wu et al., 2009). Daher sind serologische Analysen, welche auf
nativen Toxoplasmen-Antigenen basieren, schwierig zu standardisieren und zeigen eine

Variabilitat in der Testgenauigkeit. (Kotresha et al., 2010; Holec-Gasior et al., 2013).
Rekombinante Proteine erlauben eine bessere Standardisierung von Tests und koénnen in

groferen Mengen ohne gréfRere Verunreinigung produziert werden (Pietkiewicz et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir daher rekombinant hergestellte Antigene von T.
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gondii und legten unseren Fokus auf die Analyse der immundominanten GRA-Proteine sowie
des MIC 5-Proteins. Um eine moglichst hohe Spezifitdt zu erreichen wurden Antikérper
gegen die rekombinant hergestellten Proteine GRA1, GRA2, GRA6, GRA7, GRA9 sowie
MICS5 (im Folgenden als rGRA1, rGRA2 usw. bezeichnet) im Immunoblot-Verfahren

nachgewiesen.

5.2.1 Detektion spezifischer IgG-Antikérper gegen rekombinante 7. gondii- Proteine

In der vorliegenden Arbeit wurden 48 Seren von Patienten, bei denen sich klinisch der
Verdacht auf eine Toxoplasmose-Infektion ergab, untersucht. Die humanen Seren waren
vorab durch die serologische Abteilung des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene der Universitat DUsseldorf analysiert worden, wobei das Testergebnis
dem Untersucher vorab nicht bekannt war. Nach Auswertung des Vorhandenseins von T.
gondii-spezifischen IgG-, IgM- und IgA-Antikdrpern gegen die rekombinanten T. gondii-
Proteine, wurden die humanen Seren nach dem IFT-Titer in vier Gruppen eingeteilt:

1.Gruppe IFT-Titer: <1:16 (13 Seren)

2. Gruppe IFT-Titer: 1:16- <1:256 (11 Seren)

3.Gruppe IFT-Titer: 1:256- <1:1024 (12 Seren)

4.Gruppe IFT-Titer: >1:1024 (12 Seren)

Die 1. Gruppe enthalt Seren, die in mikrobiologischen Screening- Analysen als negativ fur
das Vorliegen einer Infektion mit Toxoplasma gondii gewertet werden. Die 2. Gruppe
reprasentiert Seren von Patienten, die eine chronische Infektion mit T. gondii zeigen. Gruppe
3 und 4 enthalt Seren von Patienten mit akuter oder reaktivierter Toxoplasmose.

Die Reaktivitat dieser Seren mit den bereits beschriebenen sechs rekombinanten Antigene
wurde im Immunoblot Verfahren untersucht (s. Kapitel 4.2.1).

In der vorliegenden Arbeit konnten spezifische IgG-Antikdrper gegen rGRA1 in rund 71% der
untersuchten Seren von Patienten, die an einer Toxoplasmose erkrankt waren,
nachgewiesen werden. In 64% der Seren von Patienten mit chronischer Toxoplasmose und
in 75% der Seren von Patienten mit akuter oder reaktivierter Toxoplasmose konnten
spezifische IgG detektiert werden.

Zu einigen der von mir untersuchten GRA- Antigene sind bereits Serologie-Ergebnisse
publiziert. So Uberprifte z.B. Ferrandiz et al., 2004 in Seren von schwangeren Patientinnen
die Nachweisbarkeit von spezifischen Antikdrpern gegen rGRA1 sowie rGRAG. In Ferrandiz’
Arbeit wurden GRA1 und GRAG6-Nt in E. coli JM 109 als Glutathion-S-Transferase-Proteine
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synthetisiert (Ferrandiz et al., 2004). Die Antigene GRA1 (648bpNael-PVUIIl) und GRAG6-Nt
(330bp) wurden in ELISA System eingesetzt. Die Gruppe um Ferrandiz analysierte 32 Seren
von Patienten mit einer akuten Toxoplasmose, 46 Seren von chronisch Infizierten als auch
100 seronegative Proben.

Wie in Tabelle 8 dargestellt zeigte Ferrandiz fir die Detektion spezifischer IgG gegen rGRA1
eine Nachweishaufigkeit von 34% in Seren von akut Infizierten und von 78% in Seren
chronisch infizierter Patienten. Die hdhere Nachweisfrequenz fir GRA1-spezifische 1gG-
Antikdrper in Seren akut mit T. gondii infizierter Probanden in der vorliegenden Arbeit (75%),
koénnte durch eine hdhere Sensitivitat der hier verwendeten Western Blot-Methode begriindet
sein.

In Ferrandiz” Arbeit wurden auch spezifische IgG-Antikérper gegen rGRAG6-Nt mit 84%
Sensitivitdt in Seren von Patienten mit akuter oder reaktivierter Toxoplasmose detektiert. In
Seren von Patienten mit chronischer Toxoplasmose konnte in 83% eine lIgG-Reaktivitat
nachgewiesen werden. Dies korreliert mit den Befunden der vorliegenden Arbeit, die zeigt,
dass in 96% aller akuten Toxoplasma-Infektionen und in 91% aller chronischen Toxoplasma-

Infektionen IgG-Antikérper gegen rGRAG in den Seren nachweisbar sind.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Daten zu GRAG6-spezifischen Antikdrpern
in der vorliegenden Arbeit und in der Publikation von Ferrandiz prinzipiell &hnlich sind, es gibt
jedoch einige nennenswerte Unterschiede beim Nachweis weiterer GRA-spezifischer
Antikérper: So konnte Ferrandiz in der Gruppe der akut infizierten Probanden deutlich
weniger haufig GRA1 spezifische Antikérper (34%) detektieren als mittels WB in der
vorliegenden Arbeit gefunden wurden (75%). Eine Ursache hierfur konnte die Auswahl des
Patientenkollektivs darstellen. In Ferrandiz" Arbeit bestand dies vorwiegend aus
franzésischen Patientinnen, die im Rahmen der Schwangerschaft ein Toxoplasmose-
Screening vornehmen lielBen. In der vorliegenden Arbeit wurden Seren von Patienten aus
einem  multidisziplinaren  Universitatsklinikum verwendet. Dies sind Menschen
unterschiedlichen Alters, welche beispielsweise als internistische Patienten im Rahmen einer
Leukamie oder HIV-Infektion oder als chirurgische Patienten nach einer Herztransplantation
immunsupprimiert waren und eine reaktivierte Toxoplasmose zeigten. Ebenfalls sind
padiatrische Patienten, die im Rahmen des Verdachts einer kongenitalen Toxoplasmose
serologisch getestet wurden, reprasentiert.

Die Analyse der seronegativen Proben ergab sowohl im ELISA (Ferrandiz), als auch im
Western Blot-Verfahren, in 2% (ELISA) bzw. 8 % (Western Blot-GRA1) und 23% (Western
Blot-GRAG) positive Ergebnisse. Eine Erklarung fir die Detektion spezifischer IgG gegen
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rekombinante Proteine in ELISA oder Western Blot- Analysen mit Proben seronegativer
Spender kdnnte das Vorliegen einer Kreuzreaktivitdt sein. Diese Kreuzreaktivitdt kdnnte
durch eine vorherige Infektion mit einem Vertreter der Untergattung Eimeriina bedingt sein.
Diese Erreger sind ebenfalls humanpathogen (z.B. Cryptosporidium, Isospora) genetisch eng
mit T. gondii verwandt (Schulzig et al., 2004) und weisen homologe Proteine auf.

Bei der Nachweishaufigkeit von rGRAG-spezifischen Antikbrpern ergaben sich nur geringe
Unterschiede zwischen der vorliegenden Arbeit und den publizierten Daten von Ferrandiz.
Hier war die Nachweisfrequenz in den WB Analysen (96%) etwas hoher als in den ELISA
Untersuchungen von Ferrandiz (84%). Der Unterschied kdnnte durch eine héhere Sensitivitat
der Western Blot-Analysen flir rGRAB-spezifische Ak erklart werden. Dies wirde auch die
erhdhte Nachweisrate von rGRA6 spezifischen Ak in der mittels WB analysierten sero-

negativen Gruppe erklaren.
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Arbeit

Toxoplasmose(Anzahl

rGra1

rGra2

rGra6

rGra7

rGra9

rMic5

untersuchter Seren)

Vorliegende Arbeit
(Western Blot,

Hise-Fusionsproteine)

75%

64%

8%

Ferrandiz 2004
(ELISA,

GST-Fusionsproteine)

34%

78%

2%

Lecordier 2000
(ELISA,

GST-Fusionsproteine)

86%

54%

5%

Pietkiewicz 2004
(ELISA,

Hise —Fusionsproteine)

77%

90%

0%

Kotresha 2012
(Western Blot

Hiseg —Fusionsprotein)

Golkar 2007
(ELISA,

Hiseg —Fusionsprotein)

Ching 2012

(Western Blot,
Polyhistidin-Tag-

Fusionsproteine)

Tenter 1991
(ELISA, H4+H11-
GST-Polypeptide)

96%

91%

15%

96%

91%

23%

84%

83%

2%

95%

96%

3%

88%

73%

15%

76%

80%

0%

100%

40%

0%

84%

73%

8%

55%

18%

8%

Gruppe 3+4(24)
Gruppe 2(11)
Gruppe 1(13)

Akut(32)
Chronisch(46)
Negativ(100)

Akut (45)

Chronisch (55)

Negativ (100)
Akut (62)
Chronisch(20)
Negativ(20)
Akut (20)
Chronisch(20)

Negativ(20)

98% Akut (42)
=F=$Chrm
=WE=$NW

100% Akut(32)
=T=$Chrm
=F=$NW
===W—W

14% Chronisch(194)
0% Negativ(151)

Tabelle 8: spezifische IgG-Detektion gegen die in dieser Arbeit untersuchten Antigene im Vergleich

mit publizierten Arbeiten
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Lecordier et al., 2000 untersuchte ebenfalls die Bedeutung von GRA1- und GRAG6-
spezifischen Antikérpern fir die serologische Diagnose einer Toxoplasmose. Diese
Arbeitsgruppe verwendete Glutathion-S-Transferase-Fusionsantigene von GRA1 und GRAG-
Nt in ELISA Studien. 100 Seren von T. gondii-positiven und 98 Seren von seronegativen
Probanden wurden flr diese Studie von Sanofi Diagnostics Pasteur (Marnes la Coquette,
Frankreich) bereitgestellt. In der Tabelle 8 sind die Ergebnisse zur Nachweisfrequenz von
IgG-Antikdrpern gegen rekombinante GRA1 und GRA6 Antigene dargestellt.

Die von Lecordier ermittelte Pravalenz von GRA1 spezifischen Antikdrpern in Seren akut
infizierter Probanden betrug 86% und liegt damit etwas hdher als die Pravalenz von 75% in
der hier vorliegenden Arbeit. Unter Verwendung der T. gondii-positiven Seren von chronisch
Infizierten konnte Lecordier in 54% der Seren spezifische IgG-Antikdrper detektieren, wobei
mittels Western Blot-Analysen in der hier vorliegenden Arbeit in 64% spezifische IgG gegen
rGRA1 nachgewiesen werden konnten.

Im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit verwendete Lecordier sowohl ein
rekombinantes C-terminales-GRAG-Fusionsprotein, als auch ein rekombinantes N-terminales
GRAG-Fusionsprotein. Das C-terminale rGRA6-Fragment zeigte keine spezifische IgG-
Reaktivitat im Western Blot. Der Einsatz des N-terminalen rGRA6 im Western Blot zeigte
allerdings eine sehr gute Reaktivitat, wobei die Analyse der 100 T- gondii-positiven Seren
unter Verwendung des N-terminalen rGRAG6 im ELISA in 96% eine Detektion spezifischer
IgG’s zeigte. Eine Begriindung hierfiir kbnnte das Vorliegen eines immundominanten B-Zell-
Epitops im N-terminalen Teil des GRAG- Fusionsproteins sein. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde das komplette GRAG6 als GRAG-Hisg-Fusionsprotein hergestellt, welches naturlich
auch das erwdhnte immundominante B-Zell Epitop enthalt.

Die Nachweisfrequenz rGRA6-spezifischer Antikérper in Seren von Patienten mit akuter und
chronischer Toxoplasmose sind in beiden Arbeiten sehr ahnlich. In Seren akut infizierter
Probanden konnte Lecordier mittels ELISA in 95% spezifische IgG gegen GRAG detektieren.
In der vorliegenden Arbeit konnten mittels Western Blot-Analysen in 96% der Proben
spezifische 1gG nachgewiesen werden. In Seren chronisch infizierter Patienten konnte
Lecordier in 96% spezifische IgG nachweisen, die vorliegende Arbeit zeigte eine

Nachweisfrequenz von 91%.

In der Arbeit von Pietkiewicz et al., 2004 wurden spezifische Antikérper gegen rGRA1 und
rGRA7 untersucht. Als Antigene wurden Hisg- Fusionsproteine von GRA1 sowie GRA7 im
ELISA eingesetzt. Fur die Analysen wurden 102 Seren von polnischen und danischen

Personen mittels ELISA verwendet.
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Die prozentuale Detektion spezifischer IgG- Antikorper gegen die Antigene rGRA1 bzw.
rGRA7 bezogen auf die Anzahl der untersuchten humanen Seren mit einer chronischen bzw.
akuten Toxoplasmose, die von Pietziewicz ermittelt wurde, ist ebenfalls in Tabelle 8
aufgefihrt. Die IgG-Detektion gegen rGRA1 in Seren akuter Toxoplasmose-Infektionen
gelang in seiner und in der vorliegenden Arbeit vergleichbar gut: 75% in der vorliegende
Arbeit und 77% in der Arbeit von Pietkiewicz. Im Unterschied zur hier vorliegenden Arbeit
(64%) konnte Pietkiewicz jedoch eine hohere spezifische 1IgG-Detektion (90%) gegen rGRA1
in den humanen Seren mit chronischer Toxoplasmose demonstrieren.

Die IgG-Nachweisrate flur rGRA7-spezifische Antikdrper war in Seren von akut infizierten
Personen in der hier vorliegenden Arbeit mit 88% etwas hoher als bei Pietkiewicz mit 76%.
Unter Verwendung der Seren von Patienten mit chronischer Toxoplasmose konnten in der
hier vorliegenden Arbeit in 73% und in der Arbeit von Pietkiewicz in 80% der Proben rGRA7-

spezifische Antikérper gefunden werden.

Auch Kotresha et al., 2012 untersuchte die Reaktivitat von Patientenseren mit dem GRA7
Antigen. In dieser Studie wurden 60 Seren von Patienten mit akuter oder chronischer
Toxoplasmose sowie Proben von seronegativen Patienten untersucht. Die Arbeitsgruppe
fand GRA7-spezifische Antikdrper in allen untersuchten Seren von Patienten mit einer
akuten Toxoplasmose. Bei Patienten mit einer chronischen Toxoplasmose lag die
Nachweisrate der GRA7-spezifischen Antikérper bei 40 %. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde in den Seren von Patienten mit einer akuten Toxoplasmose eine hdhere Nachweisrate
detektiert als in den Seren der chronisch Infizierten. Jedoch war der Unterschied zwischen
beiden Gruppen gering (88 vs. 73 %). Zusammenfassend konnten die Daten der
vorliegenden Studie und die publizierten Daten von Pietkiewicz den Befund von Kotresha,
dass anti-GRA7 Antikorper besonders in der akuten Phase der Toxoplasmose nachweisbar
sind, nicht untermauern. Dies steht im Gegensatz zu Arbeiten von Pfrepper et al., 2005 und
Nigro et al., 2003 die beide eine starkere anti-GRA7 Detektion in Seren von Patienten mit

einer akuten Toxoplasmose fanden.

Neben GRA7 wird auch GRA2 als ein Antigen angesehen, dass in der Frihphase der
Toxoplasmose besonders gut von spezifischen Antikdrpern erkannt wird. Golkar et al., 2007
zeigte mittels ELISA eine hohe Detektionsrate spezifischer IgG-Ak gegen rGRA2 im Rahmen
einer akuten Toxoplasmose bei schwangeren Frauen in Iran (100%) und Frankreich (95,8%).
Im Rahmen einer chronischen Infektion konnten mittels ELISA spezifische 1gG-Ak gegen
rGRAZ2 nur in 65,7% (Frankreich) und in 71,4% (Iran) detektiert werden.
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Holec-Gasior et al., 2009 zeigte eine spezifische Detektion von IgG-Ak gegen rGRA2 in allen
Serumproben von Patienten mit einer akuten Toxoplamose wahrend nur 22% der Patienten
mit einer chronischen Toxoplasmose Antikérper gegen rGRA2 besal3en. In der vorliegenden
Arbeit wurde in Seren von Patienten mit einer akuten Toxoplasmose (n=24) in 96%
spezifische 1gG-Ak gegen rGRA2 gefunden. In Seren von Patienten mit chronischer
Toxoplasmose (n=11) konnten ebenfalls haufig (91%) spezifische 1gG-Ak gegen rGRA2
detektiert werden. Zusammenfassend scheint rGRA2 gerade bei der Diagnostik einer akuten
Toxoplasmose ein wichtiges diagnostisches Antigen zu sein. In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch auch in Seren chronisch infizierter Patienten mit einer hohen Frequenz GRA2-
spezifische Antikorper gefunden. Ein Grund hierflir kénnte die hohere Sensitivitdt des
verwendeten Western Blot Verfahrens gegeniber des von anderen Arbeitsgruppen
verwendeten ELISA’s sein.

Die Arbeitsgruppe um Ching 2013 benutzte ein Western Blot Verfahren zum Nachweis
GRA2-spezifischer Antikdrper und fand eine Nachweisfrequenz von 100 % bei Patienten mit
akuter bzw. 61% bei Patienten mit chronischer Toxoplasmose. Jedoch ist die positive
Nachweisquote von GRAZ2 in Seren chronisch infizierter Personen mit ca. 60-70% (Ching et
al., 2013 und Golkar et al., 2007) nicht so niedrig, dass eine Vorhersage des
Infektionszeitpunktes durch Analyse der anti-GRA2 Antikdrper mdglich ist.

Die Toxoplasmen-Antigene GRA1-7 sind schon recht lange bekannt, und wie erwahnt schon
von verschiedenen Arbeitsgruppen in unterschiedlichem Umfang in serologischen Assays
eingesetzt worden. Fur das Antigen GRA9 liegen bisher noch wenige Publikationen anderer
Gruppen vor. GRA9 wurde von Adjogble et al., 2004 erstmals charakterisiert und dessen
Interaktions-und Sekretionsverhalten von Spekker, 2008 analysiert.

Die Seren von akut infizierten Probanden zeigten in der hier vorliegenden Arbeit in 84%
Parasiten-spezifische IgG-Ak gegen rGRA9. Unter Verwendung Seren chronisch infizierter
Patienten konnte eine Detektion von 73% gezeigt werden. Hotop, 2011 zeigte mittels
Lineblot eine geringere Nachweisfrequenz spezifischer anti-GRA9-IgG-Antikérper: 42% in
Seren akut infizierter Patienten (n=23) und 43% in Seren chronisch Infizierter (n=28).

Eine Begrindung hierfur kdnnte sein, dass sie im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit einen
Lineblot verwendete, unter dessen Anwendung man mehrere Proteine auf eine PVDF-
Membran auftragen kann. Der Vorteil besteht darin, dass man das Vorhandensein
spezifischer Antikdrper gegen viele Antigene in einem Arbeitsschritt unter Einsparung von

Serum untersuchen kann. Ein Schwachpunkt des Lineblots ist, dass seine Spezifitat direkt
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mit der Reinheit des Antigens korreliert, da die Groflenseparation durch elektrischen
Transfer entfallt. Somit ist die Spezifitat des Lineblots geringer als die des Western Blots.
Nockemann et al., 1998 zeigte im Gegensatz dazu, dass vor allem akut- infizierte Patienten
IgG-Antikorper gegen das native GRA9(B10) bildeten.

Western Blot- und ELISA-Verfahren konnen gleichermalien zur Analyse Antigen-spezifischer
Immunantworten verwendet werden. Die beiden Methoden sind allerdings grundsatzlich
unterschiedlich. Die verwendeten Oberflachen (z. B. Polyvinylidenfluorid versus Polystyrol)
weisen eine unterschiedliche Bindung von Proteinen auf. AuRerdem weisen native Antigene
oftmals eine abweichende Proteinfaltung zu rekombinant hergestellten Antigenen auf,
welches ebenfalls zu einer unterschiedlichen Reaktivitat fihren kann (Hotop, 2011). Ferner
sind rekombinante Antigene beispielsweise in der Regel nicht glykosyliert. Desweiteren
kénnen in ELISA und Western Blot native oder denaturierte Proteine eingesetzt werden. Im
Rahmen der Denaturierung bleibt die Primarstruktur eines Proteins, seine AS-Sequenz,
erhalten, aber Sekundar- und Tertiarstruktur, die seine native Faltungsform ausmachen,
gehen verloren. Somit kann es im Rahmen der Denaturierung ebenfalls zur Veranderung der

Reaktivitat eines Antigens kommen.

Hotop et al., 2014 untersuchte HUhner- und Truthahnseren auf spezifische IgY-Antikdrper
gegen rekombinant hergestelltes GRA1, rGRA6 und rGRA9. Die Tiere wurden hierflr
experimentell mit Oozysten oder Tachyzoiten infiziert und die Seren wurden mittels Lineblot
untersucht.

IgY ist eng verwandt mit dem IgG der Saugetiere (Magor et al., 2011). Strukturell besteht IgY
ebenfalls aus zwei leichten und zwei schweren Ketten, was dem Aufbau des IgG gleicht.
Anders als IgG bindet IgY nicht an zelluldre Fc-Rezeptoren.

In Hotops Arbeit zeigten die Seren der Truthahne nach einer Infektion mit Oozysten eine
starkere IgY-Antwort gegen rGRA6 und rGRA9 bis 63 Tage post infectionem als bei einer
Infektion mit Tachyzoiten. rGRA1-spezifische IgY konnten weder in mit Tachyzoiten noch mit
Oozysten infizierten Truthdhnen nachgewiesen werden.

Im Falle der Hihnerseren zeigte sich ein starker Anstieg rGRA9- sowie rGRA1-spezifischer
IgY-Antikorper sieben bis 14 Tage post infectionem, danach fiel der Antikérperlevel ab, um
am Tag 42-63 wieder deutlich anzusteigen. Purzel et al., 2009 zeigte, dass Huhner-IgY
ahnlich dem humanen IgA an seinen Rezeptor bindet. So wurde in Hotops Arbeit diskutiert,
ob das Huhner-IgY eventuell eine ahnliche Kinetik wie das humane IgA und IgE zeigt, womit

sich auch die Kinetik der IgY-Antikorper im Falle von rGRA1 und rGRA9 in den Huhnerseren
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erklaren liee. Die starkste IgY-Immunantwort in den Huhnerseren konnte gegen rGRAG
detektiert werden. Die Arbeit von Hotop zeigt, dass sowohl in akut mit T. gondii infizierten
HUhnern als auch Truthdhnen eine spezifische IgY-Immunglobulinsynthese gegen rGRAG
und rGRA9 erfolgt. Jedoch schien der Nachweis spezifischer IgY mittels Lineblot in
Huhnerseren bei der Erfassung der Durchseuchung keinen Vorteil zu erbringen, weil die
Abwesenheit spezifischer IgY 21-42 Tage post infectionem zu falsch negativen Ergebnissen

fuhren konnte.

Das MIC5-Protein gehort zur Familie der Mikronemen-Proteine, die fur die Motilitdt des
Parasiten T. gondii als auch fir die Invasion der Wirtszelle unverzichtbar sind. In DNA-
Analysen zu MIC5 konnte gezeigt werden, dass das Protein ein immundominantes Antigen,
das sog. H4 Segment, enthalt (Brydges et al., 2000). In Arbeiten mit experimentell infizierten
Schweinen zeigte das rekombinant hergestellte H4-Antigen eine starke Immunantwort, die
zwischen vier Wochen bis vier Monaten nach Infektion anhielt (Andrews et al., 1996).
Aulerdem reagierte das rekombinant hergestellte H4-Antigen im ELISA in friihen Phasen
post infectionem starker als das native H4-Antigen. Somit schien es interessant die Eignung
des H4-Antigens fur die Diagnose einer akuten Infektion beim Menschen mittels des
rekombinant hergestellten MIC5 zu analysieren. Um die Eignung des rMIC5- Proteins als
Antigen in serologischen Untersuchungen zu Uberprifen, wurde im Rahmen dieser Arbeit
MIC5 in Volllange rekombinant hergestellt und in Western Blot Analysen eingesetzt.

In Seren von Patienten mit akuter oder reaktivierter Toxoplasmose konnten spezifische IgG
in 55% und in chronischen Seren zu 18 % detektiert werden. Tenter et al., 1991 untersuchte
mittels ELISA humane, T. gondii-positive Seren auf das Vorliegen von spezifischen
Antikorpern gegen H4/GST oder H11/GST. Hierbei konnten in 68% der akut mit 7. gondii
infizierten Seren Antikdrper gegen H4 und/oder H11(GRA4) nachgewiesen werden. Die
Seren der Personen mit chronischer Toxoplasmose zeigten nur in 14% spezifische
Antikorper, was den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit dhnelt.

Hotop, 2011 zeigte in lhrer Dissertation bei der Detektion humaner IgG-AK in Seren von akut

und chronisch Infizierten bereits eine geringe Nachweisfrequenz von rMIC5 (<10%).

5.2.2 Verwendung von Antigenkombinationen zur Steigerung der Sensitivitat der
Detektion

Um im Falle von T. gondii- positiven Seren eine hohe Detektion spezifischer Antikdrper

gegen die rekombinant hergestellten Proteine zu erzielen und dadurch die relative
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Sensitivitdt zu verbessern, ist es ein probates Mittel mehrere immundominante Antigene zu
mischen. Diese Strategie verfolgte z. B. Jacobs et al., 1999, welche GRA7 und das C-
terminale Fragment des ROP2-Proteins rekombinant hergestellt haben und als
Antigenmischung im ELISA einsetzten. Damit konnte die Sensitivitat der IgG-Detektion von
81% (fur rGRA7) und 88% (fir rROP2) auf eine Gesamtsensitivitdt von 96% gesteigert
werde.

Pietkiewicz et al., 2004 verwendete eine Kombination der drei rekombinanten Antigene
rGRA1(80,5%), rGRA7(78%), rSAG1(90,2%) in einem ELISA und konnte so eine 97,5%-ige
Testsensitivitat erzielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde pro Western Blot jeweils nur ein rekombinantes Protein
verwendet, um generell die Detektion spezifischer Antikérper flr jedes einzelne der
untersuchten Antigene zu analysieren. In der vorliegenden Arbeit konnte die Testsensitivitat
durch eine Kombination aus rGRA2, rGRA6 und rGRA7 auf 100% gesteigert werden, um
zwischen positivem oder negativem Befund zu diskriminieren. Weitere Arbeiten mit hoherer
Fallzahl konnten klaren, ob eine Zweifachkombination verschiedener in dieser Arbeit
hergestellter rekombinanter Antigene auch eine 100-ige Gesamtsensitivitdt der Detektion

spezifischer IgG erreichen kdnnte.

5.2.3 Detektion spezifischer IgM- Antikorper gegen rekombinante T. gondii- Proteine

zur Erkennung einer akuten Toxoplasmose

Der Nachweis von T. gondii spezifischen IgM- Antikérpern wird als Hinweis auf eine
Primarinfektion gewertet. Spezifische IgM-Antikérper werden mittels ,double-sandwich-
ELISA® oder ,capture® IgM-ELISA (s. Kapitel 3.3.2), -IFT (s. Kapitel 3.3.1) oder IgM-ISAGA
(s. Kapitel 3.3.3) nachgewiesen.

Dementsprechend schien es interessant, gegen welche der in dieser Arbeit synthetisierten
rekombinanten Antigene mittels Immunoblot spezifische IgM- und IgA-Antikérper
nachweisbar sind.

Die hochste Nachweisfrequenz zeigte in der hier vorliegenden Arbeit die Detektion
spezifischer IgM-Ak gegen rGRA6 mit 92%. Auch Golkar et al., 2008 zeigte eine Sensitivitat
von 91,5% unter Verwendung von Fusionsproteinen in ELISA bezlglich der IgM-Ak-
Detektion gegen rGRAG in Seren akut Infizierter. Die Arbeit von Golkar et al., 2008 deutete
GRA6 als mogliches Antigen zur Diskriminierung zwischen akuter und chronischer
Toxoplasmose. Betrachtet man die Detektion spezifischer IgM-Ak in Seren chronisch

Infizierter Probanden zeigen sich Unterschiede zwischen Golkar's Arbeit (2,9%
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Nachweisfrequenz) und der hier vorliegenden Arbeit (45% Nachweisfrequenz). Somit
konnten wir die These, dass sich rGRAG6 als Antigen zur Unterscheidung zwischen akuter
und chronischer Toxoplasmose eignet, mit unseren Daten nicht bestatigen.

Saadatnia et al., 2012 zeigte in 72% der Seren mit akuter Toxoplasmose spezifische IgM-Ak
gegen GRAY. Sie nutzte T. gondii- Lysat in Western Blot-Analysen. In der hier vorliegenden
Arbeit konnten in 67% der Seren mit akuter Toxoplasmose rGRA7- spezifische IgM-
Antikorper detektiert werden. Saadatnia zeigte allerdings auch in 16% der in
Voruntersuchungen als T. gondii-negativ gewerteten Seren einen positiven GRA7-
spezifischen IgM-Nachweis. Er schloss in die Gruppe der Toxoplasmose-negativen
Patienten neben vollkommen Gesunden auch Patienten mit anderen Infektionen (Malaria,
Leptospirose, Dengue-Fieber) ein, was eventuell die falsch-positiven Ergebnisse im Sinne
einer Kreuzreaktion verursacht haben konnte.

Aubert et al., 2000 konnte mittels IgM-rec-ELISA in 72% rGRA7-spezifische IgM nachweisen.
Er untersuchte 142 humane Seren, die in Voruntersuchungen das Profil einer akuten oder
kurzlich serokonvertierten Toxoplasmose prasentierten. Hierbei wurden Mikrotiterplatten mit
rGRAY beschichtet und spezifisches IgM mittels ELISA nachgewiesen.

In der hier vorliegenden Arbeit konnten rGRA7-spezifische IgM-Antikorper in 67% aller
untersuchten Seren, die von akut Infizierten stammten, nachgewiesen werden.

Somit decken sich die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen der
Arbeit von Aubert et al., 2000.

Bereits Hotop beschrieb 2012, dass die Detektion spezifischer IgG-Antikbrper gegen die
rekombinant hergestellten Proteine rGRA2, rGRA6 und rGRA7 eher als Marker fur den
Nachweis einer akuten Toxoplasmose angesehen werden kann (Golkar et al., 2007; Holec-
Gasior et al., 2009 , Redlich und Muller, 1998; Hiszczynska-Sawicka et al., 2005; Golkar et
al., 2008; Jacobs et al., 1998; Pietkiewicz et al., 2004; Sadeghiani et al., 2009). Daher schien
in der hier vorliegenden Arbeit auch die Nachweisfrequenz spezifischer IgM-Antikdrper

gegen diese Proteine von Interesse.

86



Arbeit rGral ||[rGra2 ||[rGra6 ||[rGra7 |||rGra9 ||[rMic5 Toxoplasmose(Anz
ahl untersuchter
Seren)
Vorliegende Arbeit 0%| 61% | 92% | 67% | 42% I 28% I ISAGA>1:6400(14) -
(Western Blot, 0% ||[36% ||[45% ||[36% ||[18% ||| 9% Chronisch (11)
Hise-Fusionsproteine)
0% [||15% 8% 0% 0% 0% Gruppe 1(13)
S 30 O
e [
T.g.-Lysat) | | | |
O O
Aubert 2000 | I Il 772 7 |l l At (142) |
(rec-ELISA,
CKS-Fusionsproteine)
Golkar 2008 91,7% Akut (24)
(ELISA, 2,9% Chronisch(34)
Fusionsproteine)

Tabelle 9: spezifische IgM-Detektion gegen die in dieser Arbeit untersuchten Antigene im Vergleich
mit anderen Arbeiten

Zusammenfassend konnte in meiner Arbeit im Falle einer akuten Toxoplasmose die
Detektion spezifischer IgM-Antikérper gegen die Proteine rGRA2, rGRA6 sowie rGRA7 mit
Sensitivitdten von 60-90% demonstriert werden (s. Tabelle 9). In zukunftigen Arbeiten kdnnte
eine Kombination dieser drei Antigene die Sensitivitdt der Detektion einer akuten
Toxoplasmose mittels Western Blot steigern.

Alle Seren, in denen GRA-spezifische IgM-Ak detektiert werden konnten, waren auch fir die
gleichen Proteine in IgG Analysen positiv-auRer zwei von 14 Seren. Eines hatte rGRA9-
spezifische IgM-, das andere rMIC5-spezifische IgM-aber beide hatten keine nachweisbaren
IgG Ak gegen rGRA9/rMIC5

5.2.3.1 Kreuzreaktivitit und Persistenz von IgM-Antikérpern

Im Rahmen des Nachweis® spezifischer IgM-Antikérper kann es aufgrund ihrer niedrigen
Affinitat zu Kreuzreaktionen kommen. Dies beschreibt die Bindung eines Antikérpers an zwei

verschiedene Antigene, die sehr dhnliche Bindungsstellen (Epitope) besitzen, an die sich der
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Antikdrper anheften kann. So koénnen nach einer Infektion mit anderen Erregern
beispielsweise der Gattung Neospora, Sarcocystis oder Besnoitia kreuzreaktive Antikdrper
gegenuber T. gondii Antigenen beobachtet werden (Lind et al., 1997). Die genannten
Vertreter der Untergattung Eimeriina sind genetisch eng mit T. gondii verwandt (Schulzig et
al., 2004). Wegen der generell niedrigeren Affinitat bei hoherer Aviditat sind Kreuzreaktionen
von IgM- Antikérpern haufiger zu beobachten.

Ferner kann die Reaktion von spezifischem IgG mit dem Rheumafaktor (RF) falsch-positive
IgM Ergebnisse im IFT und ELISA verursachen (Hyde et al., 1975; Naot et al., 1981). Hierbei
interagiert der Rheumafaktor, der meist ein Antikérper der Immunglobulinklasse M ist, mit
dem Fc-Fragment eines IgG-Antikdrpers. So kann es bei Bindung eines spezifischen IgG’s
an das entsprechende T. gondii-Antigen zur Anheftung des Rheumafaktors an den Fc-Teil
des spezifischen IgG-Ak kommen. Im IFT oder ELISA kann der Zweitantikbrper dann an den
IgM-Rheumafaktor binden und der Nachweis von spezifischem IgM zu falsch positiven
Ergebnissen flihren. Eine Mdglichkeit diesen Mechanismus aufer Gang zu setzen ware die
Zugabe von anti-lgG-Antikérpern. Die dabei entstehenden Immunkomplexe werden dann
vom RF erkannt und kénnen durch Zentrifugation entfernt werden. Dadurch kénnen falsch
positive Serologiebefunde durch den Rheumafaktor vermieden werden

Die bereits beschriebene Persistenz Parasiten- spezifischer IgM-Antikérper kann bis zu
mehrere Jahre andauern (Correa et al., 2007). Somit konnte die Detektion persistierender
IgM-Antikorper gegen T. gondii zu einer falschen Interpretation fuhren (Bessiéres et al.,
1992). Dies bedeutet, dass der alleinige positive Nachweis spezifischer IgM-Antikérper nicht
beweisend fur eine frische Infektion ist. (GroB et al., 2001).

Darlber hinaus muissen IgM-Antikérper nicht immer im Rahmen einer frischen Infektion

vorhanden sein (Bessiéres et al., 1992).

5.2.4 Detektion spezifischer IgA- Antikdorper gegen rekombinante T. gondii- Proteine

zur Erkennung einer akuten Toxoplasmose

Im Falle einer akuten Infektion mit T. gondii werden IgA-Antikérper meist einen Monat nach
Erstinfektion gebildet, erreichen ihr Maximum nach zwei bis drei Monaten und sind nach vier
bis sieben Monaten nicht mehr nachweisbar. Somit persistieren IgA-Antikérper im Gegensatz
zu IgM-Antikérpern nicht. Daher gewinnt der Nachweis spezifischer IgA zur Diagnosestellung
einer akut erworbenen Toxoplasmose sowie einer kongenitalen Toxoplasmose an

Bedeutung (Bessiéres et. al, 1992). Bedauerlicherweise kénnen IgA-Antikérper im Falle einer
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akuten Toxoplasmose nicht immer nachgewiesen werden. Jedoch kann das Vorhandensein
spezifischer IgA in Kombination mit spezifischen IgM auf eine akute Infektion hinweisen.

Paul et al., 2001 untersuchte unter Verwendung von Guthrie Testkarten das Blut von
Neugeborenen aus Polen auf das Vorliegen von SAG1-spezifischem IgM und IgA im ELISA.
Im Falle eines positiven Nachweises wurde neonatales und maternales Blut asserviert und
mittels handelsiblichen Testssystemen (PLATELIA TOXO IgM, IgA, and IgG; Sanofi
Diagnostics Pasteur) auf das Vorhandensein von spezifischen 1gG-, IgM- und IgA-
Antikérpern untersucht. Bei positivem Befund wurden die Seren nochmals nach vier Wochen
mittels ELISA und Western Blot auf das Vorhandensein spezifischer IgG, IgM und IgA
untersucht und anschlie®end alle zwei Monate. Paul zeigte, dass die Kombination der IgM-
und IgA-Detektion mittels ELISA hierbei eine Sensitivitat von 95% sowie eine Spezifitat von
99,9% erreichen kann und sich zur Diagnosestellung einer kongenitalen Toxoplasmose
eignen kann.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden 14 Seren, die im ISAGA-Test positiv vorgetestet
waren, hinsichtlich des Vorhandenseins spezifischer IgA-Antikérper untersucht.

Fir rGRA2, rGRA6 und rGRA7 konnten spezifische IgA-Antikdrper in 46, 44 und 36%
detektiert werden (s. Tabelle 10).

Auch Hotop, 2012 untersuchte 23 Seren von akut Infizierten und konnte spezifische IgA-
Antikérper detektieren. Sie beschrieb, dass das Vorhandensein spezifischer IgA-Antikdrper
gegen rGRA2 sich besser eignet, um zwischen akuter und chronischer Toxoplasmose zu
differenzieren, als das alleinige Vorhandensein von IgM-Antikdrpern.

Die geringe Nachweisfrequenz der IgA-Detektion in der hier vorliegenden Arbeit kdnnte in
weiteren Arbeiten durch eine Kombination mehrerer Antigene gesteigert werden.
Desweiteren beschrieb Hotop, 2012, dass sie fur die Detektion Antigen-spezifischer IgA-
Antikérper im Lineblot eine verlangerte Inkubationszeit im Gegensatz zur IgM- und IgG-
Detektion verwendete, um eine bessere Detektionsrate zu erzielen. In der vorliegenden
Arbeit wurde jedoch fir alle Immunglobulin-Subklassen die gleiche Inkubationsdauer
angewandt und es ist mdglich, dass dies zu einer falsch niedrigen IgA-Nachweisfrequenz
gefuhrt hat. In weiteren Analysen ware es daher sinnvoll auch in den klassischen WB-
Analysen flr IgA unterschiedliche Inkubationszeiten auszutesten.

Saadatnia et al.,, 2012 untersuchte 145 Seren: 75 Seren von Patienten mit akuter
Toxoplasmose, 20 Seren von Patienten mit chronischer Toxoplasmose, 20 Toxoplasmose-
negative und 30 von Patienten, die negativ fur eine Infektion mit T. gondii getestet waren
aber andere Infektionen hatten. Sie verwendete Lysat von T. gondii und setzte es in Western

Blot-Analysen ein. Hierbei konnte sie T. gondii- spezifische IgM- und IgA-Antikérper gegen
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ein 20 kDA-Protein detektieren, welches mittels Massenspektrometrie und Proteinanalysen
als GRA7 oder MIC10 identifiziert wurde. In Seren von Patienten mit akuter Toxoplasmose
konnte sie in 75% spezifische IgM- und in 44% spezifische IgA-Ak gegen dieses Protein
nachweisen. Durch Kombination des Nachweises 20kDA-spezifischer IgM und/oder IgA
konnte sie die Sensitivitdt des Nachweises einer akuten Infektion mit T. gondii auf 78,7%
steigern. Dieser kombinierte Nachweis von spezifischem IgM und/oder IgA zur Detektion
einer akuten T. gondii-Infektion scheint gerade in Hinblick auf die unterschiedliche Kinetik
dieser beiden Immunglobuline sinnvoll: Wahrend IgM- Antikérper-Spiegel mehrere Monate
erhdht bleiben und teilweise auch persistieren kénnen (s. Kapitel 5.2.3.1), fallen IgA-
Antikérper-Spiegel bereits nach einigen Monaten nach akuter Infektion ab und werden

zudem seltener im Serum T. gondii-negativer Individuen detektiert (Martin et.al, 1998).

Arbeit rGral |||rGra2 |||rGra6 ||[rGra7 |||rGra9 |||rMic5 ||| Toxoplasmose(Anzahl

untersuchter Seren)

Vorliegende Arbeit 0% |||146% 44% 36% 8% 0% ISAGA>1:6400(14)
(Western Blot, 18% ||[36% ||[ 9% 9% 0%|[[ 0% Chronisch (11)
Hiseg-Fusionsproteine)

8% 8% 8% 8% 15% 0% Gruppe 1(13)
Saadatnia 2012 44% | Akut(75)
S | | I
T.g.-Lysat)

30% Negativ(20)

Tabelle 10: spezifische IgA-Detektion gegen die in dieser Arbeit untersuchten Antigene im Vergleich
mit anderen Arbeiten

5.3 Konnatale Toxoplasmose

Die Folgen einer konnatalen Infektion mit T. gondii kdnnen fir das Ungeborene von einer
leichten Entwicklungsretardierung bis hin zu einer schwerwiegenden Infektion mit
Retinochorioiditis, Ventrikulomegalie oder/und Hydrozephalus reichen. Die diaplazentare
Transmission nimmt im Laufe der Schwangerschaft zu, jedoch nimmt die Schwere der
Infektion im Verlauf ab (Goldstein et al., 2008). Somit zeigen sich die schwerwiegendsten
klinischen Manifestationen bei einer Erstinfektion der Mutter im ersten Trimenon (Lopes,
Fabiana Maria Ruiz et al., 2007).

Um eine konnatale Toxoplasmose beim Neugeborenen zu diagnostizieren, muss man
zwischen den von der Mutter diaplazentar Ubertragenen Leihantikérpern und den vom

Saugling eigens produzierten Immunglobulinen differenzieren. Der von der Mutter auf das
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Neugeborene Ubertragene Leihtiter besteht aus Immunglobulinen der Klasse G. Hat sich das
Kind in der Schwangerschaft im Rahmen einer konnatalen Toxoplasmose infiziert, wird es,
sobald es dazu in der Lage ist, spezifische Antikdrper bilden.

Zur Unterscheidung zwischen Leihantikorper versus selbst produzierten Antikdrpern kann
man den IFT-Titer heran ziehen. Ist der IFT-Titer des Neugeborenen beispielsweise hdher
als der der Mutter, steigt er in Verlaufskontrollen oder fallt nach der Geburt nicht ab, kann
man von einer eigenen Antikdrperproduktion des Neugeborenen ausgehen.

Aulerdem kann eine qualitative Analyse der im kindlichen Serum enthaltenen Antikdrper
gegen die Toxoplasmenantigene zugrunde gelegt werden. Vergleicht man hierbei neonatales
und mautterliches Serum und beide enthalten Antikdrper gegen die gleichen Antigene, ist von
einem Leihtiter auszugehen. Sind im kindlichen Serum Antikérper gegen andere Antigene als
im miutterlichen Serum nachweisbar, ist von einer Eigensynthese auszugehen.

Um zwischen einem Leihtiter und einer konnatal erworbenen Toxoplasmose zu
differenzieren, haben wir die Seren von einer T. gondii-positiven Mutter und dem
zugehdrigen Saugling mittels Western Blot untersucht.

Das mutterliche Serum zeigte einen IFT-Titer von 1:256, das neonatale von 1:128. Hierbei ist
davon auszugehen, dass eine quantitativ ahnliche 1gG-Detektion im IFT in mutterlichem und
neonatalem Serum auf einen Leihtiter hinweist. Zeigt das Neugeborene eine akute
Toxoplasmose, wirde die Analyse seines Serums mittels Western Blot unter Umstanden
Toxoplasmen-spezifische IgM oder IgA enthalten. Dies war in unsren Untersuchungen nicht
der Fall.

Aulerdem konnte mittels Immunoblot in beiden Seren rGRA1-, rGRA2-, rtGRAG6-, rGRA7
sowie rGRA9-spezifische IgG-Antikorper nachgewiesen werden. Somit sind die Antikdrper
qualitativ im kindlichen Serum identisch, was die Vermutung eines Leihtiters bestarkt.
Desweiteren ist bei einer Neuinfektion des Neugeborenen davon auszugehen, dass im
Serum andere Antigen-spezifische IgG-Muster als die im mutterlichen Serum nachzuweisen
waren. Auch dies zeigte sich nicht in unseren Analysen. Somit konnte gezeigt werden, dass
sich der Western Blot aufgrund seiner Sensitivitat auch eignet einen ,Leihtiter* von einer

akuten Neuinfektion des Neugeborenen zu unterscheiden.
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5.3.1 Infektionswege einer konnatalen Toxoplasmose und Pathogenitdt im Rahmen

einer Reinfektion

Bereits 1995 wurden drei verschiedene Genotypen von T. gondii beschrieben. Diese
Genotypen unterscheiden sich bezlglich ihrer Virulenz im Mausmodell, wobei Genotyp | als
hoch virulent, Genotyp Il als intermediar und Genotyp lll als wenig virulent beschrieben
wurden. In 95% der isolierten und genotypisierten Parasiten in Nordamerika und Europa
waren diese drei Genotypen wiederzufinden. Die verbleibenden 5% wurden als atypische T.
gondii-Stamme bezeichnet (Howe und Sibley, 1995; Su et al., 2010).

In Sidamerika gibt es momentan kaum mehr eine klare Differenzierung in Typ I-lll-hier
Uberwiegen atypische Stdmme. Die Stdmme vom Typ I-lll zeigen kaum Unterschiede
bezlglich ihrer Nukleotidstruktur und es besteht die Annahme, dass sie von einem
gemeinsamen Vorfahr abstammen.

Atypische Stdmme zeigen je nach Region hingegen eine gro3e genetische Diversitat.
Hiermit scheint sich T. gondii durch klonale als auch sexuelle Fortpflanzung an die jeweilige
Umweltbedingungen anzupassen und somit sein Uberleben als auch seine Ubertragung in

verschiedenen Wirten zu sichern (Ajzenberg et al., 2004).

Bislang war die bestehende Annahme, dass eine durchgemachte Infektion mit T. gondii
immunologisch auch gegen eine Infektion mit einem anderen T. gondii- Stamm schitzt.
Allerdings berichtete Elbez-Rubinstein 2009 Uber eine Infektion einer bereits immunisierten
Schwangeren mit einem atypischen T. gondii-Stamm vermutlich durch Verzehr von
infiziertem rohem Pferdefleisch. Die Schwangere litt an einer Hashimoto-Thyreoiditis, die
teilweise eine Suppression einer Subpopulation von NK-Zellen mit sich bringen kann (Solerte
et al., 2005). Somit ist die naturliche immunologische Barriere beispielsweise im Darm
geschwacht, was die Manifestation einer Zweitinfektion durch orale Aufnahme des Erregers
beglnstigt.

Das Neugeborene zeigte postnatal eine Sepsis, die mit einer Dreifach-Antibiose (Ampicillin,
Cefotaxim und Gentamycin) behandelt wurde. Es wurden ophthalmologisch mehrere
Lasionen im Sinne einer Chorioretinitis des Neugeborenen entdeckt. Nach acht Tagen wurde
im Blut des Neugeborenen mittels PCR der Erreger T. gondii nachgewiesen. Es wurde ein
ISAGA angeschlossen in dem sich Toxoplasmen-spezifische IgM detektieren lieRen.

Im Mausmodell konnte Elbez-Rubinstein zeigen, dass chronisch mit T. gondii Typ Il infizierte
Mause, die experimentell mit dem aus dem Blut des Neugeborenen isolierten Stamm infiziert

wurden, starben, was die hohe Pathogenitat dieses atypischen Stammes beweist.
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Die fruhere Vorstellung, dass eine Zweitinfektion mit 7. gondii kein klinisch fulminantes
Krankheitsbild mit Parasitamie zur Folge hat, konnte damit durch Elbez-Rubinsteins Arbeit
widerlegt werden. Sie machte deutlich, dass eine erworbene Immunitat durch vorherige
Infektion mit einem der drei Hauptgenotypen von T. gondii nicht immer vor einer Reinfektion

mit einem atypischen T. gondii-Stamm schutzt (Elbez-Rubinstein et al., 2010).

Lindsay und Dubey et al., 2011 zeigten in lhrer Arbeit vier Infektionswege auf, die zu einer
konnatalen Infektion mit T. gondii fiihren kénnen:

1. Primarinfektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft und Transmission auf den
Fetus (McLeod et al., 2006). Derzeitige medizinische Erkenntnisse stiitzen sich auf
Untersuchungen von Schwangeren aus Europa, die meist mit Genotyp Il infiziert sind.
Die aktuelle Datenlage beschreibt eine zunehmende Inzidenz von Infektionen im
Laufe der Schwangerschaft mit abnehmendem Schweregrad der klinischen
Manifestation. Eine konnatale Infektion durch einen atypischen T. gondii-Stamm kann
allerdings einen schwerwiegenderen Krankheitsverlauf verursachen (Delhaes et al.,
2010; Petersen et al., 2005)

2. Infektion der Mutter kurz vor der Konzeption mit andauernder Parasitamie, welche
auch in den ersten Wochen der Schwangerschaft anhalt (Bouhmahni et al., 2004).
Derzeit gibt es kaum Daten zur Dauer der Parasitamie bei typischen versus
atypischen T. gondii-Stammen.

3. Reaktivierung einer Toxoplasmen-Infektion bei immunkompromittierten Mduttern
(Bachmeyer et al., 2006; Azevedo et al., 2010)

4. Schwangere, die durch eine friihere Infektion mit einem typischen T. gondii-Stamm
(in Europa meist Genotyp Il) immunisiert ist, infiziert sich wahrend der

Schwangerschaft mit einem atypischen Stamm. (Elbez-Rubinstein et al., 2010)

5.3.2 Mikro-Peptid-Array zur Differenzierung unterschiedlicher Genotypen von T.
gondii

Derzeitige serologische Tests kdnnen zwischen einer Infektion mit einem typischen oder

atypischen T. gondii-Stamm nicht unterscheiden (Lindsay und Dubey, 2011).

Hierbei konnten Peptid-Mikroarray-Analysen helfen, die die gleichzeitige Analyse von
mehreren Antigenen oder deren Epitope erlauben. Vorab synthetisierte Peptide kénnen
beispielsweise im Rahmen einer Drucktechnik als nanoliter-gro3e Tropfchen auf einen

Peptid-Mikroarray-Slide ,geprintet” werden. Dies hat den Vorteil, dass einmalig synthetisierte
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Peptide immer wieder auf ein neues Peptid-Mikroarray-Slide ,geprintet® werden kdénnen
(Maksimov, 2013).

In der Arbeit von Maksimov et al., 2012 wurden 38 Peptide synthetisiert, die Epitope T.
gondii-spezifischer Antigene (GRA1, GRA2, GRA4, MIC3, u.a.) darstellen. Um den
diagnostischen Nutzen dieser Epitope fur zukinftige serologische Analysen zu untersuchen,
verwendete man ein Peptid-Mikro-Array. Es wurden 184 humane Seren, die in Vortests
positiv fur eine Infektion mit T. gondii gewertet wurden, untersucht. Zehn Peptide zeigten ein
signifikantes Potential zur Detektion einer akuten Toxoplasmose.

Maksimov zeigte mittels Peptid-Mikroarray eine Testsensitivitdt von 100% bei Patienten mit
okkularer Toxoplasmose (n=10), von 86% bei Patienten mit akuter Toxoplasmose (n=21),
von 81% bei Patienten mit chronischer Toxoplasmose (n=53) sowie von 57% bei
seropositiven Forstarbeitern (n=100). Die Untersuchung 140 T. gondii-negativer Seren auf
diese zehn Peptide mittels Peptid-Mikro-Array zeigte eine diagnostische Spezifitat von 84%.
In einer weiteren Arbeit von Maksimov et al., 2012 wurden 54 Peptide unterschiedlicher T.
gondii —Genotypen in einem Peptid-Mikro-Array analysiert. Es wurden hierfir 21 Seren von
Patienten mit akuter Toxoplasmose, 53 Seren von Individuen mit chronischer Toxoplasmose
und 100 Seren sero-positiver Forstarbeiter untersucht.

71% der Seren zeigten eine Reaktion mit Peptiden des Genotyps Il, was sich mit
genotypisierten Oozysten aus dieser Region deckte. Typ I- und Typ lll-Peptide wurden in 42
und 16% der Seren erkannt. In Maksimovs Arbeit zeigten 13% der Seren keine Reaktion auf
Typ-spezifische Peptide. Insgesamt reagierten die Seren der Patienten mit akuter
Toxoplasmose mit einer statistisch signifikant gréReren Anzahl von Peptiden als chronisch
Infizierte oder Forstarbeiter.

In weiteren Analysen muss geklart werden, wie vollstandig die Kreuzreaktivitat der Seren mit

Antigenen von typischen und atypischen T. gondii-Stammen ist.
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