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1. Einleitung

1.1. Toxoplasma gondii

1.1.1. Historie

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluldres Protozoon (Einzeller), das zu
dem Stamm der Sporozoen gezdhlt wird. Diese Sporozoen sind durch die zur
Infektion fiihrenden ,,Sporen” (Oozyste; Sporozyste) und durch einen
charakteristischen  Generationswechsel — zwischen  geschlechtlichen  und
ungeschlechtlichen Formen gekennzeichnet. Entdeckt wurde Toxoplasma gondii
(toxon: griech. Bogen) 1908 von Charles J.H. Nicolle und Louis H. Manceaux in
dem afrikanischen Nagetier Gondi. Toxoplasma gondii ist der Erreger einer
Anthropozoonose, der Toxoplasmose. Der Mensch kann sich entweder durch die
perorale Aufnahme der sogenannten Oozysten oder durch Verzehr von Fleisch,
das Toxoplasmazysten enthilt, infizieren. Toxoplasma gondii ist ubiquitir
vorkommend und mit einer hohen Privalenz in der Bevolkerung verbreitet. Durch
eine geringe Wirtsspezifitit ist das Protozoon zu einer Infektion eines breiten
Artenspektrums warmbliitiger Vertebraten fihig, z.B.: Katze, Schaf, Schwein,
Mensch, Pferd. Einzig bekannter Endwirt ist allerdings nur die Hauskatze, hier
allein finden sowohl die geschlechtliche als auch die ungeschlechtliche Zellteilung
statt. Bei den Zwischen- bzw. Fehlwirten kommt es nur zur ungeschlechtlichen
Vermehrung mit Bildung von Gewebszysten. Schitzungen zufolge soll etwa ein
Drittel der Weltbevolkerung mit diesem Erreger infiziert sein. Die Durchseuchung
beim Menschen nimmt mit jedem Lebensjahrzehnt um etwa 10 % zu und erreicht

in der Altersgruppe der 60-65- jahrigen bis zu 70 % (Hahn, 2004).



1.1.2. Entwicklung

Toxoplasma gondii tritt in verschiedenen Stadien auf:

Die Endozoiten (Abb. 1.1) oder auch Tachyzoiten sind eine Proliferationsform,
die sich innerhalb einer parasitophoren Vakuole in kernhaltigen Zellen des Wirtes
durch eine besondere Art der Zweiteilung, durch Endodyogenie (griech.: Innere
Zweiteilung), schnell vermehren. Hierbei entwickeln sich innerhalb der
Mutterzelle zwei Tochterindividuen. Die Mutterzelle 16st sich auf (Kohler, 2001).
Diese Endozoiten sind sichelformige Zellen, ca. 4-7 um lang und 2-4 um breit.
Durch den asexuellen Vermehrungszyklus wird die parasitophore Vakuole nach
und nach mit Tochterzellen ausgefiillt und dann als Pseudozyste bezeichnet. Am
vorderen Pol (Apex) der Zelle befindet sich ein Apikalkomplex. Dieser beinhaltet
vor allem das Konoid (konische Struktur aus spiralig angeordneten Mikrotubuli),
mehrere Polringe und die Rhoptrien. Im Bereich der Polringe miinden die
Ausfiihrungen der sogenannten Toxonemen. Die Toxonemen produzieren ein
enzymatisches Produkt, was bei der Penetration durch die Wirtsmembran von
entscheidender Bedeutung ist. Der Zellkern befindet sich in der hinteren Zellhélfte
(Kayser, 1998). Da die Endozoiten in der Aullenwelt nicht resistent sind und nach
peroraler Aufnahme im Magen zerstort werden, sind sie fiir Tier und Mensch
nicht infektios. In Versuchstieren und in Gewebekulturen konnen sie sich aber
vermehren (Eckert, 1998).

Die zweite morphologisch wichtige Proliferationsform sind die Zystozoiten oder
auch Bradyzoiten genannt. Sie sind durch langsame Vermehrung innerhalb von
Zysten gekennzeichnet. Die Zysten entwickeln sich intrazelluldr in verschiedenen
Geweben. Thre Wand ist verdickt und widerstandsfahig, sie werden bis zu 150 um
grof}. Durch viele Endodyogeniezyklen kann die Zyste zahlreiche Toxoplasmen
beherbergen. In einem Wirt konnen sie lange persistieren. Diese Zysten sind
Wartestadien. Gelangen solche Zysten durch Aufnahme von infiziertem Fleisch
wieder in den Darm einer Katze, beginnt ein neuer Entwicklungszyklus. Die
Besonderheit von Toxoplasma gondii ist, dass diese Zysten fiir Zwischenwirte wie
Mensch und Tier ebenfalls infektios sind und auch zur Bildung solcher

Gewebszysten fiithren. Die Zystozoiten werden auch vom Zwischen- bzw. vom



Fehlwirt durch zystenhaltiges Fleisch peroral aufgenommen (Eckert, 1998;
Hahn, 2004).

Die dritte morphologisch wichtige Erscheinungsform sind die Oozysten. Diese
Proliferationsform ist ein Dauerstadium. Die Oozysten sind rundlich, ca. 9 x 14
um grof3 und von einer duferst widerstandsfahigen Hiille umgeben. Sie stellen das
Endprodukt eines im Darmepithel von katzenartigen Tieren ablaufenden
geschlechtlichen Zyklus (Gamogonie) dar. Sie werden mit dem Katzenkot
ausgeschieden und enthalten eine Zygote. Nach der Ausscheidung in die
AuBlenwelt erfolgt innerhalb von 2-4 Tagen die Sporulation. Hier entstehen 2
Sporozysten mit je vier Sporozoiten. Sporulierte Oozysten sind sehr

umweltresistent und fiir Mensch und Tier infektios (Hahn, 2004).
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Abb. 1.1 Toxoplasma gondii, Endozoiten:
a: lichtmikroskopische Darstellung;

b: elektronenmikroskopischeDarstellung;

c: histologisches Praparat

aus Kayser/Bienz/Eckert/Zinkernagel, 1998

Die Entwicklung von Toxoplasma gondii wird in eine enteroepitheliale, eine
externe und in eine extraintestinale Phase unterteilt (Abb. 1.2). Die entero-
epitheliale Phase beinhaltet die Ausbildung von Geschlechtsformen und vollzieht
sich nur in Endwirten. Als Endwirt sind nur die Hauskatze und einige andere,

epidemiologisch aber unbedeutende katzenartige Tierarten relevant. In den



Zwischenwirten (Schaf, Schwein) oder in Fehlwirten (Mensch) findet nur die
extraintestinale Entwicklung statt. Die Erstinfektion der Katze erfolgt peroral mit
rohem, toxoplasmazystenhaltigem Fleisch, z.B. von Mausen. Die in den Zysten
enthaltenen Zystozoiten iiberstehen unbeschadet die Magendarmpassage. Sie
dringen in die Diinndarmepithelzellen ein und entwickeln sich zunéchst in
rezidivierenden ungeschlechtlichen Vermehrungsformen weiter (Schizogonie- und
Endodyogeniezyklen). Daran schlieft sich der geschlechtliche Vermehrungs-
zyklus (Gamogonie) an. Die hierbei entstehenden Mikrogameten (minnliche
Geschlechtszellen) emigrieren aus den Diinndarmmucosazellen in das
Darmlumen. Die Makrogameten (weibliche Geschlechtszellen) dagegen
verbleiben bis zum Zeitpunkt der Befruchtung intrazelluldr. Sie werden erst nach
der Befruchtung als Oozysten in das Darmlumen entlassen (Ddnges, 1988). Die
Oozysten werden frithestens nach einer Prépatenzzeit von 3-9 Tagen mit dem Kot
ausgeschieden. Infiziert sich die Katze nicht mit Toxoplasmazysten sondern mit
sporulierten Oozysten, ist die Pripatenzzeit auf 20-35 Tage verlangert, da vor der
enteroepithelialen Phase eine ungeschlechtliche extraintestinale Vermehrung
stattfinden muss. Die Ausscheidung von Oozysten dauert nur wenige Tage bis
Wochen, ist aber mit bis zu 600 Millionen Oozysten pro Tier sehr intensiv
(Mehlhorn, 2002). Nach der Ausscheidung mit dem Kot an die AuBlenwelt erfolgt
die externe Phase. Bei Zimmertemperatur sporulieren die Oozysten innerhalb von
2-4 Tagen. Dadurch werden sie infektids. Sie sind sehr resistent und kdnnen bei
feuchter Umgebung bis zu fiinf Jahre infektios bleiben. Durch die iiblichen
Desinfektionsmittel werden die sporulierten Oozysten nicht abgetdtet. Nur bei
Temperaturen {iber 55° C sterben sie ab.

Die extraintestinale Phase schlieft sich an eine perorale Infektion an und kommt
sowohl beim Endwirt als auch beim Zwischen- und Fehlwirt vor. Die
Toxoplasmen gelangen vom Darm durch das Blut oder die Lymphe in
verschiedene Organe und vermehren sich dort in kernhaltigen Wirtszellen. Die
Toxoplasmen bevorzugen das retikulohistiozytire System (RES), hier
insbesondere die Makrophagen, und verbreiten sich so hdmatogen im ganzen
Korper des Wirtes. In den kernhaltigen Wirtszellen finden wiederholte
Endodyogeniezyklen statt. Dabei erweitert sich die Wirtszelle so sehr, dass darin
bis zu 32 Tochterindividuen Platz haben. Danach platzt die Wirtszelle, die dabei
fre1 werdenden Endozoiten befallen die benachbarten Zellen. Dieser Ablauf fiihrt



im befallenen Gewebe zu fokalen Nekrosen und entziindlichen Reaktionen. Hier
sind insbesondere das Zentrale Nervensystem (ZNS) und die Muskulatur
betroffen. Um den Ablauf der extraintestinalen Gewebsinfektion zu beschreiben,
muss unbedingt zwischen den Bradyzoiten und den sich schnell vermehrenden
Tachyzoiten unterschieden werden.

Die Tachyzoiten prigen das akut verlaufende Initialstadium der Infektion. Im
Zytoplasma der Wirtszelle sind die Tachyozyten in eine sogenannte parasitophore
Vakuole eingeschlossen. Nach vielen Teilungsschritten ist die Wirtszelle
vollstindig von Parasiten ausgefiillt. Sie wird dann als Pseudozyste bezeichnet,
weil die Parasitenansammlung nicht von einer echten Zystenwand, sondern nur
vom Plasmalemma der Zelle umschlossen ist. Die Pseudozyste zerfdllt und die
Einzelparasiten dringen nach kurzer Zirkulation im Blut (Parasitimie) in neue
Zellen ein. Etwa eine Woche nach der Infektion zeigt sich eine Immunreaktion
des befallenen Wirtsorganismus. Zunehmend treten AntikGrper und gegen
Toxoplasma-Antigen sensibilisierte Lymphozyten auf (Kohler, 2001). Nach
Einsetzen der Immunantwort, d.h. nach Erreichen einer gewissen Konzentration
von Antikorpern, tritt das chronische Krankheitsstadium ein (Donges, 1988). Die
durch eine wesentlich ldnger dauernde Entwicklung gekennzeichneten
Bradyzoiten vermehren sich zunéchst auch in einer Wirtszelle. AnschlieBend sind
sie zu mehreren von einer Zystenwand umgeben und stellen Dauerzysten dar.
Diese Zysten konnen einen Durchmesser bis zu 150 pm erreichen und Hunderte
von Einzelparasiten enthalten. Sie rufen in ithrer Umgebung keine entziindliche
Reaktion mehr hervor und scheinen die Immunitit des Wirtes aufrecht zu
erhalten. Diese Zysten sind Dauerstadien, die lange im Gewebe erhalten bleiben,
vor allem sind sie im ZNS, der Skelett- und Herzmuskulatur zu finden, seltener
auch in der Retina oder der Uteruswand. Die Zysten konnen {iber Jahre im Wirt
existieren, ohne diesen merklich zu schidigen. Die gelegentlich aus den Zysten
emigrierenden Zystozoiten werden bei bestehender Immunitét entweder vernichtet
oder sie bilden neue Zysten. Bei neu auftretender Immunsuppression wie z.B.
durch eine HIV-Infektion kommt es dann zu einer Reaktivierung der

Toxoplasmose (Eckert, 1998; Herold, 2001).
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Abb. 1.2 Toxoplasma gondii, Entwicklungszyklus

Aus Mehlhorn und Piekarski, 2002

1.1.3. Pathogenese und Krankheitsbild

Grundlage fiir die Pathogenese bilden die fokal nekrotisierenden und
entziindlichen Prozesse sowie die immunpathologische Reaktion. Infiziert sich ein
Individuum mit Toxoplasma gondii, dann ist sowohl das Alter als auch der
Immunstatus des Patienten von groBer Bedeutung. Daraus ergibt sich ein
vielgestaltiges Krankheitsbild der Toxoplasmose. Der Infektionsweg kann auf drei
verschiedenen Wegen verlaufen. Das Individuum kann die Toxoplasmen zum
einen durch den Verzehr von rohem zystenhaltigem Fleisch peroral aufnehmen.
Hier spielt vor allem der Genuss von rohem Schweinemett eine grof3e Rolle. Zum
anderen ist ein zweiter peroraler Infektionsweg {iiber die Aufnahme von
sporozoitenhaltigen Oozysten moglich. Der dritte Infektionsweg verlduft auf

hdmatogen-diaplazentarem Weg, wenn sich die Mutter wihrend der



Schwangerschaft erstinfiziert. Man unterscheidet die postnatal und prénatal
erworbene Form (Heizmann, 1991). Bei der postnatalen Toxoplasmose muss auf
den Zustand des Immunsystems des Wirtes eingegangen werden. Daher wird die
postnatale Toxoplasmainfektion nochmals unterteilt. Die hdufigtse Form ist die
Primérinfektion bei Immunkompetenten, hier verlduft sie meistens ohne klinische
Manifestation. Nach einer Inkubationszeit von 1-3 Wochen kommt es zu leichtem
Fieber, Mattigkeit, Kopfschmerzen, Muskel- und Gelenkschmerzen sowie
gelegentlich zu Durchfillen. Bei etwa 1 % der akuten Infektionen findet sich im
Halsbereich eine subakute Lymphadenitis. Diagnostiziert wird die Toxoplasmose
iiber spezifische Antikorper im Serum. Die Infektion kann ein Leben lang

persistieren und sich nur bei Immunsuppression reaktivieren (Herold, 2001).

Eine ebenfalls wichtige Form ist die Primérinfektion wéahrend der
Schwangerschaft. Die Infektion der Mutter kann im Rahmen der Generalisation
die Plazenta besiedeln und etwa 3-4 Wochen spéter auf den Fotus iibertragen
werden. Dies geschieht bei etwa der Hilfte der Fille. Die Ubertragung auf den
Fotus und ihre Auswirkung sind jedoch trimenonabhéngig. Aufgrund der Schwere
der Erkrankung erlangt diese Form der Toxoplasmose besondere Bedeutung. Die
prinatale Infektion des Fotus tritt nur bei Frauen auf, die sich wéhrend der
Schwangerschaft erstmalig mit Toxoplasmen infizieren. Bei bereits bestehender
latenter Infektion vor Beginn der Schwangerschaft weisen die Miitter Antikdrper
(IgG) auf, hier besteht keine Gefahr einer erneuten Infektion und die schon
bestehende latente Infektion kann nicht auf den Fotus iibergehen. Das
Infektionsrisiko ist im ersten Trimenon der Schwangerschaft fiir den Fotus am
geringsten und nimmt bis zum Ende der Schwangerschaft stetig zu. Infektionen zu
Beginn der Schwangerschaft fiihren allerdings zu schwereren Schidden
beziehungsweise zum Abort. Findet die Infektion spéter statt, so ist das Ausmal
der Schidden geringer. Die Folgen einer prinatalen Infektion sind bei 10 %
klinisch gravierend mit Gehirnschiden wie Hydrocephalus oder intrazerebralen
Verkalkungen. In 15 % der prénatalen Infektionen zeigt sich eine mildere
Symptomatik mit Chorioretinitis, Gehirnschidden treten hier selten auf. In 75 %
der Infektionen erscheinen die Neugeborenen klinisch unauffillig, allerdings
konnen  spiter im  Sduglings- und  Kleinkindalter =~ Zeichen von
Entwicklungsstorungen, geistige Retardierung und Augenschidden bis zur

Erblindung auftreten (Hahn, 2004).



AuBerdem muf} auch die postnatale Infektion bei Immunsupprimierten erwéhnt
werden. Bei bestehender Immundefizienz mit erheblichen Storungen der CD4'-
und CD8'-T-Zellfunktionen wie bei einer HIV-Infektion oder unter immun-
suppressiver Therapie wie z.B. nach erfolgter Organtransplantation oder
Chemotherapie kann es zu einer Primédrinfektion oder zu einer Reaktivierungs-
Toxoplasmose kommen (Eckert, 1998). Die Primirinfektion bei Immun-
suppression dullert sich durch eine fieberhafte Allgemeinerkrankung mit
makulopapulésem Exanthem, generalisierter Lymphadenitis, nekrotisierender
interstitieller ~Pneumonie, Hepatosplenomegalie, Myokarditis, = Meningo-
enzephalitis, Augenschéden. Bei mehr als 30 % tritt die symptomatische Form als
nekrotisierende Enzephalitis auf, z.T. mit Dissemination in andere Organe.
Hierbei ist der Verlauf durch die Immundefizienz ebenso wie bei der
Reaktivierungs-Toxoplasmose sehr schwer. Unbehandelt hat die Infektion eine

hohe Letalitét.

Abb. 1.3 Toxoplasmenenzephalitis

Aus Hof/Miiller/Dérries, 2000



Die Reaktivierung geht von schon vorhandenen Gewebszysten aus, diese sind
meist zerebral lokalisiert. Die Reaktivierungs-Toxoplasmose ist eine hiufige
Komplikation bei AIDS-Patienten, bis etwa 40 % der Patienten im manifesten
AIDS-Stadium sind betroffen (Mehlhorn, 2002). Die Reaktivierung kann ortlich
begrenzt oder generalisiert verlaufen. Die Toxoplasmenenzephalitis (Abb. 1.3) ist
verbunden mit multiplen Nekrosen, kleinherdigen Blutungen und Umgebungs-
0dem. Seltener sind andere Organe betroffen, z.B. das Myokard oder die Lungen.

Toxoplasma gondii verursacht somit eine opportunistische Infektion.



1.2. Immunologische Abwehr gegen Toxoplasma gondii

Verschiedene Toxoplasma-Antigene l6sen sowohl die humorale als auch die
zelluldre Immunantwort im Wirt aus. Nach der Primédrinfektion sind etwa eine
Woche spéter zirkulierendes Toxoplasma-Antigen und spezifische Antikdrper im
Serum nachweisbar. Die aufgenommenen Parasiten werden von den Makrophagen
phagozytiert. Dadurch wird zwar die Vermehrung der Endozoiten limitiert, aber
die Makrophagen sind nicht in der Lage, die in thnen befindlichen Tachyzoiten zu
vernichten. Die Toxoplasmen konnen innerhalb der Makrophagen die Fusion mit
den Lysosomen verhindern und entziehen sich damit der intrazelluldren
Zerstorung durch lysosomale Enzyme und Sauerstoffmetaboliten (Keller, 1994).
Stattdessen vermehren sie sich ungeschlechtlich in den Fresszellen. Zusétzlich
entziehen sich die Toxoplasmen mit der raschen Entwicklung von Zysten der
Immunabwehr (Immunevasion). Nur so sind sie in der Lage, im
immunkompetenten Wirt viele Jahre lang zu persistieren. Gleichzeitig halten sie
durch die Persistenz einen Immunititsstatus aufrecht, der vor einer Neuinfektion

schiitzt.

= _.E‘. i

Abb. 1.4 Intrazelluliire Vermehrung von Toxoplasma gondii

Hof/Miiller/Dérrie, 2000

10



Die Immunabwehr gegen Toxoplasma gondii beruht zum GroBteil auf zelluldren
Mechanismen (Dédubener und Hadding, 1997) und auf der Bildung von
Interferon-y (IFNy). Das beweisen Versuche, bei denen es gelang, Milz- und
Lymphknotenzellen infizierter Zellen auf Hamster zu iibertragen und diese Tiere
damit immun gegeniiber einer Infektion mit Toxoplasma gondii werden zu lassen.
Zahlreiche zytostatische Mittel konnen die Ausbildung einer Immunitét
unterdriicken oder sogar verhindern. Behandelt man latent infizierte Mause mit
Antikorpern gegen IFNy, kann die Infektion durch die Zysten reaktiviert werden
(Suzuki et al., 1988). Die Zystozoiten sind in der Lage, aus den Zysten zu
emigrieren. Bei Immunkompetenz werden sie lokal inaktiviert, aber bei
bestehender Immundefizienz entfillt diese Kontrolle und die latente Infektion geht
iiber in eine akute, manifeste Toxoplasmose. Damit steht im Einklang, dass bei
AIDS-Patienten die latente Toxoplasma-Infektion normalerweise dann reaktiviert
und symptomatisch wird, wenn die Zahl der CD4"-Zellen auf Werte unter ca. 200
pro ul abfillt (Alexander, 1999).

Bei der spezifischen Immunreaktion entwickelt der Organismus zwei
grundsitzlich verschiedene Formen, die humorale und die zellulire Immunitit.
Gewisse Immunreaktionen konnen nur mittels Serum (humorale Immunitit),

andere nur mittels Zellen (zelluldre Immunitit) iibertragen werden.

1.2.1. Humorale Immunitat

In der akuten Phase der Infektion ist die humorale Immunantwort besonders
wichtig. Bei der humoralen Immunantwort wird nochmals zwischen
unspezifischer und spezifischer Immunitét unterschieden. Ein als fremd erkannter
Stoff, das Antigen, aktiviert zum einen das Komplementsystem (Schreiber und
Feldmann, 1980), bestehend aus den Faktoren C1-C9 (unspezifische Abwehr).
Zum anderen werden B-Zellen zur Bildung von Antikérpern und
Immunoglobulinen (spezifische Abwehr) angeregt. Diese Produktion der
Antikorper hat das Ziel, die Antigene - Toxoplasma gondii - an sich zu binden,

diese zu markieren und flir eine Vernichtung durch Immunzellen und
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Komplementproteine zugénglich zu machen (Kirchner, 1994). Hierbei wirken
Antikorper und das Komplementsystem synergistisch. Bindet die C3-Komponente
des Komplementsystems allerdings an die Oberflache eines Toxoplasma gondii,
kann kein lytischer Komplex gebildet werden und die Kaskade des
Komplementsystems bricht ab (Fuhrmann und Joiner, 1989). Toxoplasma gondii
ist aufgrund der Membranbeschaffenheit in der Lage, dieses C3-Fragment in ein
inaktives iC3-Fragment umzuwandeln.

Bei der chronischen Infektion mit Toxoplasma gondii scheint die humorale
Immunantwort eine untergeordnete Rolle zu spielen, da bei immunsupprimierten
Patienten trotz hoher Antikorpertiter die chronische Infektion wieder reaktiviert
wird und zum Vollbild der Toxoplasmose fiihren kann. Hier ist also die zellulére

Immunitét von groBer Bedeutung.

1.2.2. Zellulire Immunantwort

Zelluldre Immunreaktionen sind unter anderem von Bedeutung bei der Abwehr
gegeniiber Pilzen, Viren und intrazelluldr lebenden Bakterien bzw. Parasiten, wie
z.B. Mykobakterien, Listerien, Brucellen und Toxoplasmen, da die humorale
Immunantwort nicht in der Lage ist, die intrazellulére Proliferation einzudammen.
Bei der zelluliren Immunitit wird ebenfalls eine unspezifische von einer
spezifischen Form unterschieden. Bei der unspezifischen Form steht an erster
Stelle die Phagozytose des Erregers, also der Toxoplasmen. Dazu sind die
mononukledren Phagozyten (Makrophagen und Monozyten) sowie die
polymorphkernigen Leukozyten (Granulozyten) in der Lage. Die verantwortlichen
Zellen binden den Erreger mittels Oberflichenrezeptoren. Diese Rezeptoren
erkennen das betreffende Antigen allerdings nur, wenn es in Verbindung mit
bestimmten eigenen Strukturen présentiert wird (Keller, 1994). Sobald das
Antigen an der Oberflache haftet, wird es durch ,,Umflieen* in das Zytoplasma
der Fresszelle aufgenommen. Hier wird das Antigen von einer Vakuole
umschlossen - es entsteht das Phagosom. Die im Golgi-Apparat gebildeten

Lysosomen geben ihren Inhalt in das Phagosom. Durch diese Fusion wird das
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Antigen abgebaut. Toxoplasmen konnen sich dieser Phagozytose jedoch
entziehen, da sie aktiv in solche Zellen eindringen und somit eine phagolysosome
Vakuole entsteht. Die Toxoplasmen vermehren sich in dieser Vakuole, weil hier
keine Fusion mit den Lysosomen stattfindet. Damit die Toxoplasmen in den
phagolysosom Vakuolen erfolgreich vernichtet werden konnen, muss eine
vorhergehende Aktivierung durch Zytokine oder die Anwesenheit von
spezifischen Antikorpern oder Komplement stattgefunden haben (Stadtsbaeder et
al., 1975). Es wurde bewiesen, dass sowohl bei murinen als auch bei humanen
Makrophagen eine verstirkte Phagozytose liber den FC-Teil der Antikorper
vermittelt wird (Anderson und Remington, 1974). Zudem konnte eine Aktivierung
ruhender humaner und muriner Makrophagen durch Zytokine aufgezeigt werden
(Hughes et al., 1987; Anderson et al., 1976). Hierbei spielt IFNy in der Abwehr
gegen Toxplasma gondii die grofite Rolle (Kayser, 1998). Dieses Zytokin wird
von T-Zellen gebildet und ist zum einen an immunregulatorischen Prozessen
beteiligt, wie z.B. der Expression von Major histocompatibility complex (MHC)
Klasse I- und II-Antigenen. Zum anderen induziert es antibakterielle und
antiparasitdre Effektormechanismen. Beispielsweise wurde eine Proliferations-
inhibition auf Bakterien wie Chlamydia psittaci (Murray et al., 1985(a)) und eine
mikrobizide Wirkung bei Leishmania donovani (Murray et al., 1985(b)) sowie bei
Schistosoma mansoni (Esparza et al., 1987) nachgewiesen.

Ein weiteres wichtiges Zytokin ist der Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNFa), der
vorwiegend in aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet wird. Die Rolle
des TNFa im Immunsystem ist weniger in der anti-tumoralen Wirkung als in
seiner zentralregulatorischen Rolle bei Entziindungs- und Immunreaktionen zu
sehen. TNFa wird bereits frith wahrend der Entziindung gebildet und beeinflusst
die beteiligten Immunzellen. Bei Granulozyten und Makrophagen wird dadurch
eine Steigerung der Phagozytose und der antikOrperabhingigen Zytotoxizitit
gegen Mikroorganismen, Parasiten und Tumorzellen erreicht (Kirchner, 1994).
AuBerdem verstirkt TNFa die IFNy-Wirkung und unterstiitzt so wesentlich die
Immunantwort gegen Toxoplasma gondii (Daubener et al., 1996). Zudem werden
auch den Interleukinen-1, -2, -7 und -12 eine protektive Wirkungsweise
zugeschrieben (Ddubener und Hadding, 1997).

Um das Aktivieren des Immunsystems zu regulieren, wurde die Wirkung vor

allem von Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-10 (IL-10) untersucht. IL-4 ist ein
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Produkt von aktivierten T-Zellen, es ist ein stark glykosyliertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 25 Kilodalton. Wesentliche Eigenschaften dieses
Interleukins sind die Steigerung der MHC-Klasse-II-Expression und der
Antigenprésentation, der IgG- und der IgE-Produktion durch B-Zellen, die
Steigerung des T-Zell-Wachstums sowie die Wirkung als autokriner
Wachstumsfaktor fiir antigenspezifische T-Zellen in Verbindung mit IL-1
(Kirchner, 1994). Der bekannte antagonistische Effekt zu IFNy ist fiir diese Arbeit
von besonderer Bedeutung.

IL-10 wurde erstmals 1989 als Zytokin-inhibierender Faktor beschrieben
(Fiorentino et al., 1989). Bereits kurz nach seiner Entdeckung wurde es als IL-10
in die Zytokine eingereiht. IL-10 ist ein 35 bis 40 Kilodalton grof3es sdurelabiles
Protein, dieses Zytokin wird von den T-Zellen produziert. Zum einen steigert
IL-10 die humorale Immunantwort, zum anderen unterdriickt es die zelluldre
Immunantwort. Neben IL-4 ist IL-10 der bekannteste stirkste IFNy-Antagonist
(Kirchner, 1994). Der Krankheitsverlauf vieler Parasitosen wird durch IL-10
protrahiert, da das IL-10 die IFNy-Produktion und die zellulire Immunantwort
durch die T-Zellen unterdriickt.

Die Bedeutung der T-Zell-vermittelten Toxoplasmenabwehr konnte in einem in
vitro-Experiment bewiesen werden. Hierzu wurden Thymus- und T-Zell-
defizienten Maiusen physiologische Lymphozyten verabreicht. Diese Tiere
entwickelten nun im Vergleich zu vorher einen Infektionsschutz. Aufer der
lymphokinvermittelten Abwehr konnte den T-Zellen auch eine direkte Wirkung
nachgewiesen werden (Lindberg und Frenkel, 1977). In weiteren Experimenten
wurden intrazelluldre Toxoplasmen durch CD4'- und CD8'-T-Zellen abgetotet
und zwar sowohl in murinen als auch in humoralen Infektionsmodellen

(Khan et al., 1990).
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1.2.3. Die Rolle der humanen Makrophagen in der Immunabwehr

Innerhalb einer Entziindungsreaktion nehmen die Zellen des mononukledren
Phagozytensystems eine zentrale Stellung ein. Hierzu zéhlt man die Monozyten
des Blutes und die aus ihnen hervorgehenden gewebsspezifischen Makrophagen.
Ihre Aufgabe bei der korpereigenen Abwehr besteht hauptsdchlich in der
Aufnahme und Vernichtung von Mikroorganismen, Immunkomplexen und
geschidigten Zellen, daher werden sie neben den neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten zu den professionellen Phagozyten gezéhlt (Klein, 1991).
Monozyten entwickeln sich liber mehrere Zwischenstufen aus einer pluripotenten
hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. Sie zirkulieren fiir ca. 20 bis 30
Stunden (h) im Blut, danach wandern sie in die verschiedenen Organe und
Gewebssysteme aus. Hier entwickeln sie sich zu ortsspezifischen Makrophagen
und besitzen - durch das umliegende Gewebe gepriagt - unterschiedliche
zusétzliche Funktionen. Je nach Gewebetyp unterscheidet man die Makrophagen
der Lunge (Alveolarmakrophagen), der Bauchhdhle (Peritonealmakrophagen), der
Milz (Milzmakrophagen), der Leber (Kupffer-Zellen), des Gehirns (Mikroglia),
der Nierenglomeruli (endothelstindige Makrophagen), des Bindgewebes
(Histiozyten) und des Knochens (Osteoklasten) (Heizmann, 1999). Im nicht
entziindeten Gewebe beseitigen die Makrophagen gealterte Zellen. Aulerdem
produzieren sie eine grofle Zahl loslicher Faktoren, die fiir die Kommunikation
innerhalb des Immunsystems wichtig sind. Durch die Mediatoren -einer
Entziindungsreaktion werden die Makrophagen aktiviert. Im aktivierten Zustand
zeigen diese Zellen stark verdnderte phdnotypische und funktionelle
Eigenschaften. Aktivierte Makrophagen haben einen erhéhten Metabolismus und
sind zu einer gesteigerten Adhdrenz, Zytotoxizitit und Phagozytose fahig. Vor
allem sind diese Makrophagen sekretorisch hochaktiv, sie setzen vermehrt
Zytokine frei und greifen auf diesem Weg regulierend in die Immunantwort ein
(Kirchner, 1994). Durch die Freisetzung von Zytokinen, Komplement-
komponenten und proteolytischen Enzymen wie Elastase und Kollagenase tragen
sie mallgeblich zur Induktion und Verstirkung von Entziindungsprozessen bei.
Auf der anderen Seite werden auch entziindungshemmende Stoffe produziert wie

z.B. der Transforming-Growth-Factor-f (TGF-B) oder IL-10. Dadurch wird ein
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entscheidender Einfluss auf die Suppression und Beendigung der Immunantwort
ausgeiibt. So wird eine ausgeglichene Immunreaktion gewéhrleistet und die
Ausdehnung von entziindlichen Reaktionen wird begrenzt (Kirchner, 1994).

Bei der Phagozytose ist der erste Schritt die Anlagerung des Antigens an die
Oberfliche des Makrophagen, dies geschieht iiber Rezeptormolekiile. Dieser
Vorgang wird verstirkt, wenn der Mikroorganismus von Antikorpern oder der
Komplementkomponente C3b umgeben ist. Wihrend sich die Zytoplasma-
membran des Makrophagen einzustiilpen beginnt, wird der Erreger nun von
Pseudopodien umschlossen und dann als sogenanntes Phagosom eingeschlossen.
Im Zellinnern verschmelzen die Phagosomen mit Lysosomen. Dieser Vorgang ist
Voraussetzung fiir die verschiedenen Abtétungs-mechanismen. Zuerst kommt es
nach der Fusion mit den Lysosomen zu einem drastischen pH-Abfall, was bereits
fiir viele Bakterien toxisch ist. AuBerdem enthalten die Lysosomen viele
aggressive Substanzen, z.B. Lactoferrin, Proteasen, kationische Proteine,
Saurehydrolasen und Lysozym. Diese Substanzen sind ebenfalls an der
Vernichtung von Mikroorganismen beteiligt. Diese Mechanismen laufen
sauerstoffunabhéngig ab. Neben diesen sauerstoffunabhéngigen Vorgéngen
generieren Makrophagen viele reaktive Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite, die
bei der Abtotung der phagozytierten Erreger ebenfalls eine grofle Rolle spielen.
Einige Bakterien und Protozoen sind jedoch in der Lage, der intrazelluldren
Vernichtung zu entgehen. Entweder konnen sie die Fusion des Phagosoms mit
Lysosomen hemmen, sind gegeniiber lysosomalen Enzymen resistent oder sie
wandern in das Zytoplasma des Phagozyten aus. Dies gilt insbesondere fiir
fakultativ intrazellulir wachsende Erreger wie Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis oder Toxoplasma gondii (Kirchner, 1994). Diese
intrazelluldren Parasiten konnen sich in den Makrophagen vermehren und sind
zusdtzlich vor der zytotoxischen T-Zell-Antwort geschiitzt. Werden die
Makrophagen allerdings zusétzlich durch Zytokine, insbesondere IFNy aktiviert,
sind sie zu einer effektiven Toxoplasmostase fihig. Diesem Vorgang liegt ein
spezieller Mechanismus zugrunde. Zur Abwehr intrazelluldrer Parasiten sind aus
der Literatur mehrere Effektormechanismen bekannt, auf die drei Wichtigsten soll

hier eingegangen werden.
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1.2.4. Degradation von L-Tryptophan

Bei der Verstoffwechselung der fiir den menschlichen Korper essentiellen
Aminosdure L-Tryptophan spielt das Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO,
EC 1.13.11.42) eine wichtige Rolle. Dieses flavinabhéngige Enzym ist ubiquitér
in menschlichem Gewebe vorhanden und wurde erstmals von Hayaishi im Jahre
1963 isoliert. Seitdem wurde die IDO in vielen humanen Zelltypen nachgewiesen,
unter anderem in Makrophagen (Murray et al., 1989), in Monozyten (Carlin et al.,
1989(a)) sowie in Glioblastomzellen (Daubener et al., 1993). In Anwesenheit von
Sauerstoff katalysiert die IDO den Abbau von L-Tryptophan zu L-N-
Formylkynurenin und Kynurenin. Der Abbauweg des L-Tryptophan wird in den
»Indolaminweg®* und in den ,Kynureninweg* unterteilt. Das Endprodukt des
»Indolaminweges* ist das Serotonin, im Verlauf des ,,Kynureninweges* entstehen
iiber Zwischenschritte Quinolin- und Kynureninsdure. Die Quinolinsdure (QUIN)
kann weiter bis zur Entstehung von Nicotinsduramid (Vitamin B-Komplex)
abgebaut werden. Zusétzlich entsteht Acetyl-CoA (Stone, 1993; Kreutzig, 1993).
Der Abbau des L-Tryptophan kann durch IFNy verstirkt werden. Die bereits
bekannte potenzierende Wirkung des TNFa auf das IFNy konnte auch bei der
IDO-Induktion nachgewiesen werden, widhrend TNFa alleine keinen
Stimulationseffekt auf die IDO hat (Déaubener et al., 1996; de Titto et al., 1986).
Die IFNy-induzierte Toxoplasmostase wurde erstmalig in Fibroblasten
nachgewiesen (Pfefferkorn, 1984). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt
mit der Konzentration von L-Tryptophan korrelierte. Im Verlauf wurde fiir den
ebenfalls intrazelluldr wachsenden Parasiten Chlamydia psittaci dasselbe Ergebnis
beschrieben (Carlin et al,, 1989(b)). Der Effekt der IFNy-induzierten
Toxoplasmostase konnte durch Zugabe von L-Tryptophan komplett aufgehoben
werden. Daubener et al. konnten 1993 diesen Vorgang in Fibroblasten und in
Glioblastomzellen beweisen. Seitdem geht man davon aus, dass der oben
beschriebene L-Tryptophanmangel der Mechanismus der IDO-abhingigen
antiparasitiren Wirkung ist und durch IFNy induziert wird.

Zusitzlich konnte der IDO-Induktion auch ein antibakterieller Effekt
nachgewiesen werden. In Glioblastomzellen sowie in Nabelschnurblut-

makrophagen (CBMDM) konnte eine IDO-induzierte Wachstumshemmung
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extrazelluldrer Streptokokken der Gruppe B (GBS) aufgezeigt werden
(MacKenzie et al., 1998(a); MacKenzie et al., 1998 (b)).

1.2.5. Oxidative burst

Bei der Aktivierung eines Makrophagen phosphoryliert die Proteinkinase C, ein
membranstindiges Enzym, zweierlei Arten von Proteinen. Die eine Gruppe sind
Proteine der Mikrofilamente, sie spielen bei der Aufnahme des Partikels in den
Makrophagen eine wichtige Rolle. Die andere Gruppe sind Proteine des NADPH-
Oxidase-Komplexes, deren Phosphorylierung fiihrt zum sogenannten ,,Oxidative
burst* (Klein, 1991). Die dadurch enstehenden metabolischen Vorginge sind an
die mitochondriale Atmung gekniipft, es wird also Sauerstoff verbraucht. Durch
den Sauerstoffverbrauch entstehen intrazellulir Sauerstoffmetaboliten bzw.
Sauerstoffabfallprodukte und zwar das Peroxid (H,O,) und das Superoxidanion
(Oy). Diese Sauerstoffmetabolite, hierzu gehoren auch die Hydroxyl- (OH) und
die Alloxyradikale (RO'), sind aufgrund ihrer Elektronenkonfiguration wesentlich
reaktiver als der Ausgangsstoff (Lodish, 1996). Bei der Immunantwort werden die
Sauerstoffmetabolite sowohl von humanen (Nathan et al., 1983) als auch den
murinen (Murray et al., 1985(b)) Makrophagen nach Aktivierung mit IFNy
gebildet. Durch die Reaktivitit der Sauerstoffmetabolite erhoht sich die
antimikrobizide Wirkung der Makrophagen. Toxoplasma gondii besitzt allerdings
endogene Katalasen. Damit entzieht sich das Protozoen der antimikrobiziden
Wirkung der Sauerstoffmetabolite, da die Katalasen die Sauerstoffmetaboliten

spalten und damit die antimikrobizide Wirkung autheben (Murray et al., 1985(a)).
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1.2.6. L-Arginin abhingige Produktion von Stickoxiden

In murinen Makrophagen wurde ein weiterer wichtiger Abwehrmechanismus
beschrieben. Ding et al. entdeckte 1988 die Produktion von Stickstoffmonoxid
NO. Durch die Aktivierung der Makrophagen mittels IFNy kommt es zur
enzymatischen Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin, katalysiert durch das
zytokininduzierbare Enzym ,,inducible NO synthase® (iNOS). Diese Reaktion
findet ebenfalls nur unter Sauerstoffverbrauch statt, dabei entsteht das Radikal
NO. Diesem Radikal schreibt man die zytotoxische Wirkung aktivierter
Makrophagen zu. Bei Enzymen, die in ihren katalytischen Zentren das Kation Fe**
enthalten, fiihrt es zu einem Eisenverlust (Liew und Cox, 1991). Als Beispiel
wiren hier die Enzymkomplexe I und II der mitochondrialen Atmungskette
anzufiihren (Voet und Voet, 1992).

Die Produktion von NO in murinen Makrophagen ist ein anerkannter
Mechanismus der Immunantwort gegen Toxoplasma gondii. Auch in humanen
Makrophagen konnten entsprechende Faktoren, wie z.B. das Vorkommen der
iINOS-mRNA nachgewiesen werden (Bertholet et al., 1999). Allerdings wird
kontrovers diskutiert, ob NO in effektiven Mengen gebildet wird und welche
Bedeutung die Stickoxide als Abwehrmechanismus im menschlichen Organismus
haben, insbesondere in Bezug auf die Vernichtung von Toxoplasma gondii

(Weinberg et al., 1995).
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1.2.7. Nabelschnurblutmakrophagen

Die Rolle der humanen MDM in der Immunabwehr wund ihre
Wirkungsmechanismen sind weitestgehend bekannt. Fiir die Nabelschnur-
blutmakrophagen (CBMDM) wird eine #hnlich zentrale Stellung in der
Immunabwehr angenommen. Die Wirkungsmechanismen sind hier allerdings
noch nicht hinreichend geklart. Nabelschnurblut findet mittlerweile als Quelle von
Stammzellen therapeutische Verwendung z.B. bei Leukdmien oder nach
Chemotherapie. Es dient als Ersatz fiir allogene Knochenmarksspenden. Eine
Ubertragung von Nabelschnurblut ist wesentlich risikoirmer, v.a. im Hinblick auf
eine ,,Graft versus Host Reaktion® (GvHD) (Barker und Wagner, 2002). Zudem
ist auf Nabelschnurblut wesentlich einfacher zuriickzugreifen, anstatt einen
passenden Knochenmarkspender ausfindig zu machen. AuBerdem ist die
Ubertragung von Nabelschnurblut sehr viel kostengiinstiger (Cohen et al., 2000).
Aus diesen Griinden gewinnt Nabelschnurblut bei Knochenmarksuppression eine
immer wichtigere Rolle. Das Begreifen dieser Wirkungsmechanismen der
verschiedenen Zellen im Nabelschnurblut, insbesondere der CBMDM, ist also
von grofiter Bedeutung. Vor allem die Erforschung der immunologischen
Charakteristika verdient hochste Aufmerksamkeit. Daher wurde in der hier

vorliegenden Arbeit fast ausschlieBlich mit CBMDM gearbeitet.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Die immunologischen Reaktionen im Rahmen einer Infektion mit Toxoplasma
gondii bei immunsupprimierten Patienten z.B. bei einer HIV-Infektion oder durch
Therapien mit Immunsuppressiva nehmen einen immer gréer werdenden
Stellenwert ein. Nabelschnurblut wird therapeutisch unter anderem bei Leukédmien
mit  Knochenmarksuppression eingesetzt und gewinnt anstelle von
Knochenmarkspenden eine immer wichtigere Bedeutung.

Die bisher bekannten Abwehrmechanismen und ihre Rolle in der Bekdmpfung
intrazelluldrer Parasiten wurden zuvor in Kapitel 1.2.5.-1.2.7. beschrieben.
Makrophagen, die auch in Nabelschnurblut enthalten sind, spielen eine grofe
Rolle in der Immunabwehr von intrazelluliren Parasiten, insbesondere
Toxoplasma gondii. Allerdings dienen sowohl die MDM als auch die CBMDM
den obligat intrazelluldren Einzellern auch als Wirtszelle und Reservoir. Um diese
komplizierten immunologischen Abldufe dieser Zellen zu verstehen, wurden
sowohl humane MDM als auch CBMDM in verschiedenen Arbeitsgruppen
untersucht.

So konnte fiir humane MDM gezeigt werden, dass eine Stimulation dieser Zellen
mit INFy das tryptophanabbauende Enzym IDO induziert und somit das
tryptophanabhéngige Toxoplasmenwachstum hemmt. Die IDO als antiparasitérer
Mechanismus unterliegt einer Immunregulation und wird durch verschiedene
Effektoren des Immunsystems beeinflusst.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war, herauszufinden, ob die bisher
gewonnenen Erkenntnisse der immunologischen Abldufe in humanen MDM auch
auf CBMDM auszudehnen sind. Die Bedeutung der INFy-induzierten IDO-
Aktivierung und dem daraus resultierenden Tryptophanabbau wurde in CBMDM
untersucht. Es galt herauszufinden, ob diese Degradation des L-Tryptophans auch
in CBMDM eine Toxoplasmostase auslosen kann. Des Weiteren sollten in dieser
Arbeit auch regulierende Wirkungsmechanismen, die in die Degradation des L-
Tryptophans eingreifen, untersucht werden. Fiir TNFa konnte der bereits bekannte
synergistische antiparasitire Effekt auf die IDO-Induktion auch in CBMDM
nachgewiesen werden. Danach sollten auch inhibitorische Effektormechanismen

fiir die IDO-Induktion gefunden werden. Hierzu wurde mit bereits bekannten
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inhibitorisch wirksamen Zytokinen wie IL-4 und IL-10 gearbeitet. Im Anschluss
daran sollte untersucht werden, ob die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit mit
resultierendem beschleunigtem Tryptophanabbau auch durch ein Analogon des L-
Tryptophans, ndmlich das 6-chloro-D-L-Tryptophan (6-CDLT) inhibiert werden

kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Reagenzien und Zytokine

Anti-IL-10 Antikdrper
6-Chloro-D-L-Tryptophan
DMSO

Ehrlichsreagenz
Essigsédure

Fetales Kélberserum

Ficoll-Paque

GM-CSF
Heparin
*[H]-Uracil

Hydrocortison

Interferon-y
Interleukin-4
Interleukin-10

Iscove's Modified Dulbecco’s Medium
L-Glutamine

L-Tryptophan

PBS

Pferdeserum

RPMI-Medium

Seromed

Trichloressigsdure
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Genzyme, Cambridge, USA
Biosynth AG, Schweiz
Merck, Darmstadt

Sigma Chemical Co.
Merck, Darmstadt
Seromed, Berlin
Amersham Pharmacia
Biotech,Uppsala, Sweden
Genzyme,Cambridge, USA
Roche, Liquemin
Amersham Buchler, Braunschweig
Sigma, Chemical CO.,

St. Louis, USA

Thomae, Biberach

Genzyme, Cambridge, USA
Genzyme, Cambridge, USA
Gibco, Grand Island,

New York, USA

Gibco, Grand Island,

New York, USA

Sigma, Chemical CO.,

St. Louis, USA

Serag Wiessner, Naila, Bayern
PAA Laboratories, Linz, Austria
Gibco, Grand Island,

New York, USA

Biochrom KG 1640, FZ 1215
Merck, Darmstadt



Trypanblau Sigma, Chemical CO.,
St. Louis, USA
Tumornekrosefaktor-a Genzyme, Cambridge, USA

2.2. Gerate und Materialien

Filter 0,2 um Media Kap, Micrognon,
Laguna Hill, USA
Mikrotiterplatte, Flachboden Greiner, Niirtingen
Mikrotiterplatte, Spitzboden Greiner, Niirtingen
Perfusoreinmalspritze, Vol.:50 ml Braun, Meisungen AG
Zellkulturflaschen, Vol.: 50 ml Costar, Cambridge, England
Zellkulturflaschen, Vol.: 250 ml Costar, Cambridge, England
24-well-Zellkulturplatten Greiner, Niirtingen
96-well-Zellkulturplatten Greiner, Niirtingen
Zellschaber Greiner, Niirtingen

Zentrifugen PP-Réhrchen, Vol.: 15 ml Greiner, Niirtingen
Zentrifugen PP-R6hrchen, Vol.: 50 ml Greiner, Niirtingen

2.3. Zellkultur

2.3.1. Medien fiir die Zellkulturen

LTC-Medium:

Iscove’s Modified Dulbeco’s Medium (IMDM)
Pferdeserum 12,5 % (v/v)

Inaktiviertes, fetales Kilberserum 12,5 % (v/v)
L-Glutamin 1 % (w/v)

Hydrocortison (1uM)

24



IMDM 5 %:
Iscove's modifiziertes Dulbecco’'s Medium mit Phenolrot und mit 5 %

inaktiviertem, fetalem Kélberserum (FCS, Seromed, Berlin) versetzt.

RPMI-Medium 5 %:
RPMI 1640 Medium mit und ohne Phenolrot wurde als Fertigmedium (Gibco)

bezogen und mit 5 % hitzeinaktiviertem FCS (Seromed) supplementiert.

PBS-Puffer:

Der sterile PBS-Puffer wurde als Waschpuffer verwendet.
NaCl 0,8 % (w/v)

KC10,02 % (w/v)

Na,HPO, 0,135 % (w/v) x 2 H,0

KH,PO, 0,025 % (w/v)

FCS-Medium 5 %:

IMDM mit Phenolrot in Pulverform (Gibco), geldst in deionisiertem Wasser und
versetzt mit:

NaHCO; 0,3 % (w/v)

Fetales Kélberserum (FCS, Seromed) 5 % (v/v) hitzeinaktiviert (56 °C/30 min)
Glutamin 1 % (w/v) (Gibco)

B-Mercaptoethanol 50 uM (Merck)

Ehrlichsreagenz:
300 mg Ehrlichsreagenz (Wirkstoff: p-Dimethylaminobenzaldhyd) in 25 ml
96 %-iger Essigsdure gelost.
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Alle verwendeten Medien wurden mit 0,2 um MediaKap 5 Sterifiltern (Microgon,
Laguna Hill, USA) steril filtriert und anschlieend im Kiihlschrank gelagert. Zur
Priifung der Sterilitdt wurden jeweils zwei Aliquote von je 1 ml entnommen und
fiir 48 h im Brutschrank bebriitet. Danach wurden die Sterilproben mikroskopisch
auf Bakterien- und Pilzwachstum untersucht. Auf den Zusatz von Antibiotika
wurde verzichtet, um sicherzustellen, dass eine bakterielle Kontamination schnell

erkannt werden konnte.

2.3.2. Kultivierung und Ernte der Nabelschnurblutmakrophagen (CBMDM)

Die CBMDM enstammten aus der nach der Entbindung abgeklemmten
Nabelschnur von Sduglingen, die in der gynédkologischen Abteilung der Heinrich-
Heine-Universitit Disseldorf geboren wurden. Das Nabelschnurblut, dessen
Volumen weniger als 70 ml betrug, wurde freundlicherweise nach Absprache mit
der Knochenmarksspendezentrale dem Institut fiir Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene in steril abgepackter Form zur Verfligung gestellt. Zur
Isolierung der CBMDM, die innerhalb von 24 h vollzogen sein sollte, wurde im
Labor unter der sterilen Werkbank das Nabelschnurblut auf sterile Zentrifugen-
rohrchen (Zentrifugen PP-RShrchen, Vol. 50 ml, Greiner, Niirtingen) verteilt, in
die maximal 25 ml des Nabelschnurblutes pipettiert wurden. Mit PBS wurden die
Rohrchen bis auf 50 ml aufgefiillt. Das mit PBS verdiinnte Blut wurde vorsichtig
mit einer Pipette in mit jeweils 15 ml Ficoll-Paque gefiillte sterile Zentrifugen-
rohrchen {tberfiihrt, so dass sich 2 Schichten bildeten. Nach 30-miniitigem
ungebremstem Zentrifugieren bei 950 g und Raumtemperatur (RT) in einer
Kiihlzentrifuge (Minifuge GL, Haereus Christ, GmbH, Osterode) entstanden 4
Schichten in den Rd&hrchen. Die obere Schicht bestand aus Blutplasma, die
Schicht darunter zeichnete sich durch eine leicht gelbliche Farbe aus, hier
befanden sich die mononukledren Zellen. Die dritte Schicht bestand aus dem
Ficoll und in der untersten Schicht lagerten sich die Erythrozyten und
Granulozyten ab. Die mononukleédren Zellen wurden nun mit der Pipette sorgféltig
abgesaugt und erneut in sterile Zentrifugenréhrchen gefiillt. Diese Rohrchen

wurden ebenfalls mit PBS auf 50 ml aufgefiillt und mit 550 g fiir 10 min bei 4 °C
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zentrifugiert. Es erfolgte noch ein Waschschritt, hierzu wurde der Uberstand
abgesaugt, nochmals mit 50 ml PBS versetzt und erneut fiir 10 min mit 550 g bei
4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die CBMDM, die sich nun in dem
Zellpellet befanden, mit 25 ml LTC-Medium resuspendiert und in liegende 250
ml-Zellkulturflaschen (Costar, Cambridge, England) gegeben. Kultiviert wurden
die CBMDM bei 37 °C, wasserdampfgesittigter Luft mit 10 % CO,-Zusatz
(Haereus Brutschrank, Typ 5060 EK-CO,). Nach 1 h wurden die nicht-adhdrenten
Zellen mit dem Medium abgewaschen und verworfen. Die verbleibenden
adhidrenten Zellen wurden mit neuem Medium versorgt und dann fiir 2-3 Wochen
im Brutschrank kultiviert. Erst nach der Selektion durch die Adhérenz sind
Monozyten vorhanden. Aus diesem Grund wurde frithestens nach 21 Tagen unter
dem Mikroskop beurteilt, ob die CBMDM fiir eine Versuchsreihe geeignet waren.
Die adhirenten Zellen wurden vom Boden der Zellkulturflasche gespiilt. Als
Spiilung wurde entweder das sich in den Zellkulturflaschen befindliche Medium,
oder auf 4 °C gekiihltes PBS verwendet. Die gelosten CBMDM wurden samt dem
LTC-Medium in sterile Zentrifugenréhrchen pipettiert und bei 250 g und 4 °C fiir
10 min zentrifugiert. In den hier durchgefiihrten Versuchsreihen wurden 2 x 10*
CBMDM/well in 50 pl Medium eingesetzt. Zur Aufrechterhaltung der Zellkultur
wurde alle 2 Wochen das Medium zur Hilfte durch frisches Medium
ausgetauscht. Unter der Werkbank wurde aus den Zellkulturflaschen mit einer
Pipette das alte Medium aus den Flaschen entnommen und in sterile
Zentrifugenrohrchen gefiillt. Diese Rohrchen wurden fiir 10 min bei 250 g und
4 °C zentrifugiert, um die sich darin befindenden nicht adhdrenten CBMDM nicht
verwerfen zu miissen. Die CBMDM wurden mit 10 ml frischem LTC-Medium
resuspendiert und zurlick in das urspriingliche Gefa3 pipettiert, dazu wurden
nochmals 15 ml frisches LTC-Medium gegeben.

Fiir die Zellzdhlung wurde mit der Neubauer-Zahlkammer (Assistent, Tiefe: 0,100
mm, Fliche: 0,0025 mm?) gearbeitet. Die Zellsuspension wurde mit
Tryptophanblau zu einer 1:2 Verdiinnung vermischt. Nur vitale CBMDM stellen
sich unter dem Mikroskop hell dar, da sie den Farbstoff nicht aufnehmen. Fiir eine
Testreihe wurden mindestens 2 x 10* Zellen/well in einer 96 well-Platte benotigt.
Die fiir die Experimente bestimmten Zellen wurden nach der Zdhlung mit dem

Kulturmedium (IMDM 5 %) auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt.
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2.3.3. Humane adulte Makrophagen (MDM)

Auch mit Makrophagen von adulten Spendern wurden Testreihen durchgefiihrt.
Dazu wurden 100 ml Vollblut von gesunden Spendern entnommen. Um eine
Gerinnung zu vermeiden, wurde das Vollblut pro Perfusorspritze (Perfusor-
einmalspritze, Vol. 50 ml, Braun, Meisungen AG) mit 0,5 ml Heparin verdiinnt.
Die Priparation der adulten mononukledren Zellen unterschied sich nicht von der
der CBMDM-Kulturen, allerdings wurden die Monozyten direkt nach der
Priparation gezéhlt und auf 96-well-Zellkulturplatten (Greiner, Niirtingen) verteilt
(Minimum 1 x 10° Zellen/well). Die Platten wurden im Brutschrank gelagert.
Nach 1 h waren die adulten Monozyten zum Grofteil bereits adhdrent. Die nicht
adhirenten Zellen wurden mit PBS abgespiilt. Es blieben 1 x 10° Zellen pro well
adhdrent. Bei 37 °C und wasserdampfgesittigter Luft mit 10 % CO, —Zusatz
konnten die Monozyten innerhalb von 8-10 Tagen zu Makrophagen heranreifen
(Carlin et al., 1989(a); Hissong et al., 1994). Danach konnten die MDM fiir die
Versuchsansidtze verwendet werden, ohne die Zellen einem erneuten Ernte-
vorgang unterziehen zu miissen. Die MDM wurden nach acht Tagen Kultivierung
fiir Versuchsreihen benutzt. Ein Wechsel des Mediums war daher nicht von

Noten.

2.3.4. Herkunft der Mausfibroblasten

Die Mausfibroblastenlinie 1.929 entstammte dem Subkutangewebe einer Maus,
die 1940 als eine der Ersten von W. R. Earle etabliert wurde. Urspriinglich wurde
sie von ATCC Rockville (Katalognr.CCL-1) Maryland, USA, bezogen. Bei dieser
Zellinie handelt es sich um normale, aus dem Subkutangewebe der Maus
stammende Zellen. Die Zellen der Mausfibroblastenlinie 1L929 wurden in 50 ml
Zellkulturflaschen (Costar, Cambridge, England) bei 37 °C, 10 % CO, und
wasserdampfgesittigter Luft kultiviert. Als Kulturmedium diente IMDM 5 %.
Nach 3-5 Tagen bildeten die plastikadhdrenten Fibroblasten einen Zellrasen, der
den kompletten Boden der Kulturflasche bedeckte. Dieser Zellrasen wurde mit

Hilfe eines Zellschabers (Greiner, Niirtingen) sowie durch Abspiilen mit dem
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Medium vom Boden der Zellkulturflasche gelost. 1 ml dieser Zellsuspension
wurde dabei jeweils in der Kulturflasche belassen, 4 ml frisches Medium wurde
zur weiteren Kultivierung hinzugefiigt. Die entnommene Zellsuspension wurde
fir 10 min bei 250 g, RT zentrifugiert. Das sich abgesetzte fibroblastenreiche
Sediment wurde mit 3 ml Medium resuspendiert und nach Bestimmung der

Zellzahl in der Zahlkammer als Wirtszellen fiir Toxoplasma gondii verwendet.

2.3.5. Herkunft und Kultivierung von Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii des Stammes BK wurden von Prof. Seitz und Dr. Saathof,
Institut fiir Medizinische Parasitologie, Universitit Bonn, zur Verfiigung gestellt.
Da die Vermehrung von Toxoplasma gondii obligat intrazelluldr durch Endo-
dyogenie erfolgt, ist eine Wirtszelle fiir seine Kultivierung zwingend erforderlich.
Als Wirtszelle diente die Mausfibroblastenlinie 1.929, wobei 1-2 x 10° L929-
Zellen pro 1-5 x 10* Toxoplasmen in eine mit 5 ml IMDM 5 % gefiillte
Kulturflasche gegeben wurden. Diese Zellkulturflaschen wurden fiir 3 Tage bei
37 °C in wasserdampfgesittigter Luft mit 10 % CO,-Zusatz bebriitet (Flow
Brutschrank IR 1500, Automatic CO, Incubator). In dem Zeitraum von 3 Tagen
wurden nahezu alle Wirtszellen infiziert und nach mehreren Teilungszyklen der
Toxoplasmen lysiert. Die sich nun grofitenteils extrazellulir befindlichen
Toxoplasmen wurden nach dieser Zeit von dem Flaschenboden gespiilt und aus
der Kulturflasche entnommen. Diese Toxoplasmen wurden nun entweder fiir eine
laufende Versuchsreihe verwertet oder verworfen. Fiir eine laufende
Versuchsreihe wurde die Toxoplasmensuspension in ein steriles Zentrifugen-
r6hrchen (Zentrifugen PP-Rohrchen, Vol. 15 ml, Greiner, Niirtingen) {iberfiihrt.
Um die Toxoplasmen von den restlichen Mausfibroblasten zu trennen, wurde das
Rohrchen mit 40 g fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Die Toxoplasmen befanden
sich im Uberstand, der in ein neues 15 ml-Zentrifugenrdhrchen (Greiner,
Niirtingen) iiberfiihrt wurde. Durch erneute Zentrifugation dieses Uberstandes
diesmal mit 300 g fiir 10 min bei RT wurden die Toxoplasmen pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 2 ml RPMI-Med 5 %

resuspendiert. Zur Zdhlung wurden von dieser Suspension 10 pl entnommen und

29



mit 90 pl Trypanblau vermischt, so dass eine 1:10-Verdiinnung entstand. 10 pl
dieser Verdiinnung wurden in eine Neubauer-Zidhlkammer (Assistent, Tiefe: 0,100
mm, Fliche: 0,0025 mm?) gefiillt. Die Toxoplasmen wurden dann unter dem
Mikroskop gezéhlt. Die vitalen Toxoplasmen stellen sich unter dem Mikroskop
genau wie die CBMDM hell dar, da sie ebenfalls den Farbstoff nicht in sich
aufnehmen. Die avitalen Toxoplasmen sind dazu nicht in der Lage, sie werden
dunkel angefarbt. Fiir eine Versuchsreihe wurden mindestens 2 x 10°
Toxoplasmen pro 96-Multiwellplatte benétigt, das heiit mindestens 1,5 x 10*
Toxoplasmen/well. Die fiir die Experimente bestimmten Zellen wurden nach der
Zahlung mit dem Kulturmedium (IMDM 5 %) auf die gewiinschte Konzentration
verdiinnt. Zur weiteren Kultivierung wurde den verbliebenen Toxoplasmen 1.929-
Zellen und frisches Medium wieder hinzugefiigt und die Toxoplasmenkulturen
wurden im Anschluf} weiter bebriitet.

RegelmiBig wurden die Toxoplasmenkulturen und die L929-Zellen auf bakterielle

bzw. auf Mykoplasmen-Kontamination gepriift.
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2.4. Nachweis der Indolamin 2,3-Dioxygenase-Aktivitit

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein intrazelluldres Enzym des
Tryptophanstoffwechsels, das L-Tryptophan zu N-Formylkynurenin umsetzt. Das
Stoffwechselprodukt N-Formylkynurenin wird von aktivierten Zellen iiber die
gesamte Kulturdauer in die Uberstinde abgegeben. Durch Erhitzen bei 50 °C wird
N-Formylkynurenin zu Kynurenin hydrolysiert. Die Menge des entstandenen
Kynurenins ldsst sich photometrisch ermitteln, dadurch ist eine indirekte
Bestimmung der Aktivitdt der IDO moglich. Diese im Jahr 1994 von Déubener et
al. etablierte Methode weist gegeniiber dem in der Literatur beschriebenen
Nachweis (Feng, 1989) der intrazelluliren IDO-Aktivitit einige Vorteile auf: Es
war hier nicht notwendig, die Zellen vor der Messung durch mehrfaches
Einfrieren und Auftauen aufzuschlie3en, des Weiteren konnten die stimulierten
Zellen nach Entnahme der Uberstinde in den Kulturplatten verbleiben und fiir
weitere Experimente verwendet werden. Daher war es in den meisten Fillen
moglich dieselben Zellen fiir weitere Toxoplasmenproliferationstests nach
Entnahme der Uberstinde zur Bestimmung der Kynureininkonzentrationen, zu
verwenden.

Zunichst wurde in einer 96-well-Zellkulturplatte (Greiner, Niirtingen) eine 1:2-
Verdiinnungsreihe mit IFNy angesetzt. Hierzu wurden Konzentrationen von
1000-0 U/ml IFNy verwendet. Jede Konzentration wurde als Dreifach-
bestimmung angelegt. Das letzte Triplett beinhaltete kein IFNy und wurde als
Negativkontrolle genutzt. Danach wurden entweder TNFo oder Medium
hinzugefiigt, zuletzt wurden 2 x 10* Zellen/well dazu gegeben. Das Endvolumen
betrug 200 ul/well. Die Platte wurde danach fiir 72 h im Brutschrank inkubiert
(10 % CO,, 37 °C). Im Anschluss wurden von den Verdiinnungsreihen unter der
sterilen Werkbank je 160 pl aus den Vertiefungen mit einer Pipette entnommen
und in eine 96-well-Spitzboden-Mikrotiterplatte (Greiner, Niirtingen) iiberfiihrt.
Da die CBMDM adhidrent waren, blieben sie am Boden der 96-well-Zell-
kulturplatte haften. In die Spitzboden-Mikrotiterplatte wurden jetzt 10 pl Trichlor-
essigsdure (30 % in H,O, Merck, Darmstadt) pro well dazu pipettiert. Die Proben
wurden fiir 30 min in einem schon vorgeheizten Wasserbad (Typ 3041,
Kéttermann, Héningsen 20-100 °C, Modell LTH 382312, Dinkelberg) bei 50 °C

inkubiert, um N-Formylkynurenin zu Kynurenin zu hydrolysieren. Danach wurde
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die Spitzbodenplatte mit den Proben 10 min bei 550 g zentrifugiert (Beckmann
Plattenzentrifuge, Typ J-6-B). Dabei entstand in den Spitzbodenvertiefungen ein
Sediment aus Zellen und prézipierten Proteinen. Nun wurden je 100 pl des
Uberstandes mit der Pipette in eine 96-well-Flachboden-Mikrotiterplatte (Greiner,
Niirtingen) iiberfithrt und mit 100 pl Ehrlich-Reagenz (300 mg p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd in 25 ml 96 %-iger Essigsdure geldst) versetzt. Die
Spitzbodenplatte wurde verworfen. Durch das Ehrlich-Reagenz verfarbte sich der
Testansatz bei Vorhandensein von Kynurenin gelblich, wobei die Intensitéit der
Verfarbung abhédngig von der Konzentration des Kynurenins ist. Wurde kein
Kynurenin gebildet, blieb der Testansatz farblos. Die Absorption wurde 10 min
nach Zusatz des frisch angesetzten Ehrlich-Reagenz bei einer Extinktion von
492 nm gemessen (Nunc Immunoreader NJ 2000, Wiesbaden). Als Nullwert
wurde die Absorption von Uberstinden unstimulierter Zellen herangezogen.
Dadurch konnte indirekt die Induktion der IDO durch IFNy bestimmt werden.
Weitere Experimente sollten zeigen, ob die IDO-Induktion durch Stimulierung der
CBMDM mit IL-4 oder IL-10 regulierbar sei. Dazu wurden die CBMDM (2 x 10*
Zellen/well) mit IL-4 oder IL-10 in verschiedenen Konzentrationen stimuliert
(IL-4: 4-100 U/ml; IL-10: 4-100 ng/ml) und mit IFNy in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir 72 h im Brutschrank inkubiert. Der Kynureningehalt der mit
unterschiedlichen IFNy-Konzentrationen sowie mit TNFa versehenen und mit
IL-4 oder IL-10 stimulierten Zellkulturen wurde mit der oben beschriebenen
Methode bestimmt. Spéter wurde die Spezifitit des Effektes von IL-10 auf die
IDO-Induktion durch neutralisierenden anti-IL-10- Antikdrper (anti-IL-10-AK)
gepriift. Zu einem Teil der Zellen wurde IL-10 mit einer Konzentration von
50 ng/ml dazu gegeben, zu einem anderen Teil anti-IL-10-AK (6000 ng/ml). In
dem letzten Abschnitt der Multiwellplatte wurde sowohl IL-10 als auch anti-
IL-10-AK in die wells pipettiert. Nach 72 h Inkubation im Brutschrank wurde der
Kynureningehalt mit der oben beschriebenen Methode gemessen.

Auflerdem wurde die Wirkung von 6-CDLT, einem kompetitiven Hemmer
des L-Tryptophans, auf die IDO-Aktivitit untersucht. Dazu wurde -eine
1:2-IFNy-Verdiinnungsreihe in einer 96-well Flachboden-Mikrotiterplatte
angelegt (1000-0 U/ml). Das 6-CDLT wurde in Konzentrationen von 200, 400
und 800 uM dazu pipettiert. Nach 72-stiindiger Inkubation wurde auch hier wie

oben beschrieben der Kynureningehalt bestimmt.
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2.5. Toxoplasmenproliferationstest

Im Gegensatz zur Saugetierzelle verfiigt Toxoplasma gondii iiber das Enzym
Uracil-Phosphoribosyltransferase, das Uracil in Uridylat tiberfiihrt. Uridylat stellt
einen Baustein in der Nucleotidsynthese von Toxoplasma gondii dar. Daher wird
Uracil fast ausschlieBlich von den Toxoplasmen in deren DNS und RNS eingebaut
(Pfefferkorn und Pfefferkorn, 1977; McLeod, 1979). Wird Tritium-markiertes
Uracil (°[H]-Uracil) einer Toxoplasmenpopulation zugegeben, so wird dieses
Uracil zum Einbau in die DNS benutzt, anstatt neues Uracil zu synthetisieren. So
lasst die Menge des eingebauten Isotops Riickschliisse auf die Wachstumskinetik
der Toxoplasmen zu. Auch das Wachstumsverhalten beeinflussende Faktoren, wie
zum Beispiel bestimmte Zytokine, kénnen so in threr Wirksamkeit nachgewiesen
werden. Nach der Bestimmung der IDO-Induktion verblieben die adhdrenten
CBMDM und ein Restvolumen von 40 ul pro well in den Multiwellplatten. Diese
adhdrenten Zellen wurden mit Toxoplasma gondii infiziert (D&ubener et al.,
1994). Hierzu erwies sich eine Infektionsrate von 1,5:2 als besonders geeignet.
Hervorzuheben ist die Verwendung von tryptophan-freiem RPMI-Medium bei der
Infektion mit Toxoplasma gondii, da die Wirkung des IDO-induzierten
Tryptophanabbaus, also der daraus resultierende Tryptophanmangel, untersucht
werden sollte. Die infizierten CBMDM wurden im Brutschrank inkubiert
(10 % CO,, 37 °C). Die Vermehrung von Toxoplasma gondii und die damit
verbundene Zerstdorung der CBMDM wurden unter dem Mikroskop kontrolliert.
Nach 24 h erfolgte die radioaktive Markierung mit 37 kBq °[H]-Uracil pro
Vertiefung (10 pul). Nach Zugabe des radioaktiv markierten Nukleotids wurden die
Zellen fiir weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Das Reproduktionsmaximum
von Toxoplasma gondii konnte meist nach etwa 48 h beobachtet werden. Zu
diesem Zeitpunkt wurden die Testreihen bei —20 °C eingefroren. Dadurch wurden
die Toxoplasmen zerstort und die DNS freigesetzt.

Zum Nachweis der *[H]-Uracil markierten DNS wurden die infizierten Zell-
kulturen zu einem spéteren Zeitpunkt bei RT wieder aufgetaut und mit
deionisiertem Wasser (Zellerntegerdit Typ 1295-001, LKB Wallac, Turco,
Finnland) gewaschen und durch einen Glasfaserfilter (Fliche 102 x 258 mm
Preprinted Filtermat, LKB Wallac) abgesaugt. Dabei wurde die DNS im Glasfilter

zurlickgehalten. Nach etwa 20-miniitigem Trocknen der Filter bei 100 °C wurden
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diese unter Zugabe von 15 ml Szintillationsfliissigkeit (Beta Plate Scint, LKB,
Wallac) einzeln in Plastikfolie (Sample Bag, LKB Wallac) eingeschweif3t
(Schweillgerdt: Heat-Sealer 1295-012, LKB, Wallac) und in einem
-Szintillationszdhler (Betaplate Typ 1205, LKB Wallac) ausgewertet. Die
[-Strahlung (counts per minute; cpm) war somit ein Mal} fiir die Menge des von
den Toxoplasmen in die DNS eingebauten *[H]-Uracils, letztlich also fiir die
Proliferation der Toxoplasmenkultur. Nach Inkubation der CBMDM mit INFy
wurde das Wachstum der Toxoplasmen unter Zugabe verschiedener Zytokine und
Interleukine untersucht. Die CBMDM wurden in einigen Experimenten neben
IFNY zusétzlich mit rekombinantem, humanem TNFa (100 U/ml) stimuliert. Nach
der Toxoplasmeninfektion der Zellkulturen wurde der Proliferationstest wie oben
beschrieben durchgefiihrt. In weiteren Testansdtzen wurde untersucht, ob das
Toxoplasmenwachstum durch IL-4 oder durch IL-10 beeinfluBbar sei. Dabei
wurden die CBMDM zusétzlich mit IL-4 (Konzentrationen: 10, 100, 500 U/ml)
oder mit IL-10 (Konzentrationen: 10, 50, 100 ng/ml) stimuliert. Im Anschluss
erfolgte die Toxoplasmeninfektion der CBMDM. Auch hier wurde der
Toxoplasmenproliferationstest wie oben beschrieben fortgefiihrt. Mit Hilfe einiger
Experimente sollte festgestellt werden, ob anti-IL-10-AK in der Lage ist, den
Einfluss von IL-10 auf das Wachstum von Toxoplasma gondii in den CBMDM
aufzuheben. Zum Schluss wurde die Wirkung von 6-CDLT auf die Toxoplasmen-
proliferation untersucht. Dazu wurde zuerst eine 1:4-IFNy-Verdiinnungsreihe mit
Konzentrationen von 64-0 U/ml hergestellt. AnschlieBend wurde 6-CDLT in den
Konzentrationen 200 uM, 400 uM und 800 uM dazu pipettiert. Danach erfolgte
die Inkubation fiir 72 h im Brutschrank. Die Toxoplasmeninfektion und der

Proliferationstest verliefen wie oben beschrieben.
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2.5.1. Auswertung der Toxoplasmenproliferationstests

In jedem Proliferationstest wurden mindestens 3-fach-Bestimmungen durch-
geflihrt, hiufig sogar 8-fach-Bestimmungen. Alle dargestellten Ergebnisse wurden
als Mittelwert +/- Standardabweichung aus den Mehrfachbestimmungen ermittelt.
Die MeBwerte wurden nur dann in Form von Grafiken dargestellt, wenn sie in

mehreren Experimenten (mindestens 3) reproduziert werden konnten.
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3. Ergebnisse

3.1. IFNy-vermittelte IDO-Induktion in CBMDM

Die wichtigsten Wirkungsmechanismen in der Immunabwehr gegen Toxoplasma
gondii wurden bereits in den Abschnitten 1.2.3.-1.2.6. beschrieben. Auf die
Degradation von L-Tryptophan und der daraus resultierenden Toxoplasmostase
soll jetzt ndher eingegangen werden. Fiir Glioblastomzellen sowie fiir
Fibroblasten wurde bewiesen, dass durch den Tryptophanabbau eine
Toxoplasmostase entsteht (Ddubener et al., 1993; Pfefferkorn, 1984). Auch in
humanen MDM konnte dieser Effekt nachgewiesen werden (Tiirck, 2003).
Daraufhin ergab sich die Frage, ob dieser Wirkungsmechanismus der
Immunabwehr auch in CBMDM vorhanden ist, was in dieser Arbeit untersucht
werden sollte.

Wie bereits in “Material und Methoden* beschrieben, wurden hierzu CBMDM
mit INFy in einer 1:2-Verdiinnungsreihe von 1000 bis 0 U/ml in 96-Multiwell-
Platten fiir 72 h inkubiert. Genau wie bei den humanen MDM, den
Glioblastomzellen und den Fibroblasten konnte auch bei den CBMDM ein
synergistischer Effekt der IFNy-vermittelten IDO-Aktivitdt durch die zeitgleiche
Zugabe von TNFa erzielt werden (Déubener et al., 1996; Carlin und Weller, 1995;
Tiirck, 2003).

In der Abbildung 3.1 sind Untersuchungsergebnisse mit CBMDM in einem
typischen Experiment dargestellt. Die Abbildung zeigt deutlich, dass INFy mit
steigender Konzentration eine IDO-Aktivitdt induziert. Wird nun zusétzlich zu
IFNy noch TNFa in einer Konzentration von 100 U/ml zeitgleich dazugegeben, so
wirkt das Zytokin auf IFNy synergistisch und potenziert den Effekt. Ohne INFy
kann TNFa jedoch keine Wirkung erzielen (siehe ,,Nullwert™ fiir [FNy).
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Abb. 3.1 Die INFy vermittelte IDO-Induktion in CBMDM und der
synergistische Effekt von TNFa

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy mit und ohne TNFa (100 U/ml) fiir
72 h inkubiert. Anschliefend wurde der Uberstand abgenommen und der
Tryptophanabbau indirekt gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach

Bestimmungen +/- Standardabweichung.

Nachdem die IDO-Akivitit in den Zelliiberstinden der CBMDM bestimmt
worden war, erfolgte die Infektion der Zellen mit Toxoplasma gondii. Das
Toxoplasmenwachstum konnte nach anschlieBender Inkubation iiber den *[H]-
Uracil Einbau bestimmt werden. Bei zunehmender INFy-Konzentration zeigte
sich auch eine zunehmende Toxoplasmostase. Diese Wachstumshemmung ist in
der Abbildung 3.2 dargestellt. Der Graph verlauft zur Abbildung 3.1 reziprok, das

bedeutet, dass bei hoheren IFNy-Konzentrationen eine Abnahme der
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Toxoplasmenproliferation erfolgt. TNFa wirkt auch hier synergistisch, durch die

Zugabe von TNFa wird ein verstéirkter, antiparasitdrer Effekt erzielt.

Die Resupplementierung von L-Tryptophan zu diesem Infektionsmodell fiihrte

allerdings nicht zu einer Authebung der Toxoplasmostase.
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Abb. 3.2 Die IFNy-vermittelte Toxoplasmostase in CBMDM ist
konzentrationsabhiingig

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy mit und ohne TNFa (100 U/ml) fiir 72 h
inkubiert und danach mit 1,5 x 10°/well Toxoplasmen infiziert. Nach weiteren
24 h im Brutschrank wurden die Kulturen mit °*[H]-Uracil gepulst. 24 h spiiter
wurde das Toxoplasmenwachstum durch die erfolgte *[H]-Uracil-Inkorporation
gemessen. Dargestellt  sind  Mittelwerte aus  3-fach  Bestimmungen

+/- Standardabweichungen.
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3.2. IL-4 reguliert die IFNy-vermittelte IDO-Induktion

Der unmittelbare Zusammenhang zwischen der IFNy-vermittelten IDO-Induktion
und der antiparasitiren Wirkung auf Toxoplasma gondii konnte in CBMDM
gezeigt werden. Im Anschluss daran sollten Mechanismen untersucht werden, die
die IFNy-vermittelte IDO-Induktion regulieren.

Auf der Suche nach derart eingreifenden Wirkungsweisen wurde unter anderem
mit IL-4 gearbeitet. Der bereits bekannte antagonistische Effekt zu IFNy
(Kirchner, 1994) ist sicherlich besonders hervorzuheben. IL-4 ist in der Lage,
Immunantworten, die durch IFNy induziert wurden, wieder zu antagonisieren.
Die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit wird als wichtigste Immunantwort zur
Bekdmpfung einer Toxoplasma gondii-Infektion diskutiert. Aus diesem Grund ist
die Untersuchung der Wechselwirkung dieser Zytokine von besonderer
Bedeutung. Bereits in humanen MDM konnte dieser antagonistische Effekt des
IL-4 auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdit bestdtigt werden. Diese
Wirkungsweise filihrte zu einer Inhibition der IFNy-induzierten IDO-Aktivitat
(Tiirck, 2003). In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen auf die
CBMDM ausgedehnt. Es sollte gezeigt werden, ob und inwieweit IL-4 Einfluss
auf die IFNy-vermittelte IDO-Aktivitit hat. Zusétzlich sollte gepriift werden, ob
IL-4 auch Einfluss auf die IFNy-vermittelte Toxoplasmostase nimmt.
Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.3 dargestellt. Diese Grafik zeigt deutlich,
dass IL-4 die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit hemmt.

Es wurden weitere Versuchsreihen mit héheren IL-4 Konzentrationen (bis zu 500
U/ml) durchgefiihrt, hier war eine Zunahme der inhibitorischen Wirkung von IL-4

zu verzeichnen. Diese Ergebnisse wurden hier nicht zusétzlich dargestellt.
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Abb. 3.3 IL-4 inhibiert die IFNy-induzierte IDO-Induktion in CBMDM

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy mit oder ohne IL-4 (50 U/ml) stimuliert
und fiir 72 h inkubiert. Danach erfolgte die photometrische Messung des

Kynureningehaltes im Uberstand.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach-Bestimungen +/- Standardabweichung.

Damit konnte die bekannte inhibitorische Wirkung des IL-4 auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitdt auf die CBMDM ausgedehnt werden. Nun stellte sich im
néchsten Schritt die Frage, wie der potenzierende Effekt des TNFa auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitit durch die Zugabe von IL-4 beeinflusst wird. Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 3.4 dargestellt. Hier zeigt sich deutlich, dass
sich der in Abbildung 3.1 dargestellte synergistische Effekt des TNFa auf die

IFNy-induzierte IDO-Aktivitit durch Zugabe von IL-4 aufgehoben wird.
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Abb. 3.4 IL-4 verringert den synergistischen Effekt von TNFa auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitit in CBMDM

CBMDM (2 x 10°/well) wurden in einer I1:2-Verdiinnungsreihe mit IFNy
(1000-0 U/ml), TNFa (100 U/ml) mit und ohne IL-4 (50 U/ml) in 96-multiwell-
Platten fiir 72 h inkubiert. Danach wurde der Uberstand entnommen und der
Kynureningehalt photometrisch bestimmt.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach-Bestimmungen +/-Standardabweichung.
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Im Anschluss an die Bestimmung der IDO-Aktivitit wurden die CBMDM dieser
Testreihe ebenfalls mit Toxoplasma gondii infiziert. In der Abbildung 3.5 wurden
diese Ergebnisse ausgewertet. Diese Grafik zeigt deutlich, dass die durch IFNy
hervorgerufene Toxoplasmostase in CBMDM durch die Zugabe von IL-4
aufgehoben wird. Dieser antagonistische Effekt ist allerdings sowohl
konzentrationsabhingig von IFNy als auch konzentrationsabhéngig von IL-4. Je
hoher also die IL-4-Konzentration, je mehr wird die durch IFNy hervorgerufene
Toxoplasmostase inhibiert. Andererseits findet bei einer IFNy-Konzentration von
64 U/ml in dieser Testrethe immer eine Toxoplasmostase statt. Bei dieser
Konzentration des IFNy ist kein Toxoplasmenwachstum messbar, unabhéngig von
der Konzentration des IL-4. Damit konnte der bereits bekannte antagonistische
Effekt des IL-4 auf das IFNy sowohl fiir die IFNy-vermittelte IDO-Induktion als
auch fiir die IFNy-induzierte Toxoplasmostase in CBMDM bestitigt werden -
allerdings abhéngig von der Konzentration.

Zusiatzlich kann man erkennen, dass IL-4 bei Nichtvorhandensein von IFNy das
Toxoplasmenwachstum offensichtlich steigert. Bei der Konzentration des IL-4
von 100 U/ml und der Konzentration des IFNy von 0 U/ml ist ein doppelt so
hohes Toxoplasmenwachstum zu verzeichnen, als bei Nichtvorhandensein von
IL-4.

Allerdings verlaufen die Kurven in der Abbildung 3.5 ziemlich gleich, so dass es
moglich wire, dass IL-4 das Toxoplasmenwachstum fordert oder sogar eine
spontane Hemmung von nicht stimulierten Zellen authebt und zwar unabhéngig

von [FNy.
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Abb. 3.5 Die Inhibitorische Wirkung des IL-4 auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in CBMDM

CBMDM (2 x 10°/well) wurden in einer IFNy 1:2-Verdiinnungsreihe mit oder
ohne IL-4 (50 U/ml, 100 U/ml) stimuliert und fiir 72 h inkubiert. Danach erfolgte
die Infektion mit 1,5 x 10* Toxoplasmen/well. Nach weiterer Inkubation von 24 h
wurden die Zellen mit °[H]-Uracil gepulst und dann das Toxoplasmenwachstum
iiber die *[H]-Uracil Inkorporation gemessen.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach-Bestimmungen +/- Standardabweichung.
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Danach sollte die Wechselwirkung von IL-4 und TNFa auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase iiberpriift werden. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.6
dargestellt. Der Graph zeigt hier deutlich, dass schon eine geringe Konzentration
von IFNy (64 U/ml) ausreichend ist, um eine Toxoplasmostase zu bewirken.
Dieser Effekt wird von IL-4 geringfligig gehemmt. Ist kein IFNy vorhanden, ist
das Wachstum von Toxoplasma gondii groler. Dieser Effekt wird durch 1L-4
noch verstdrkt. Das bedeutet, dass IL-4 die IFNy-induzierte Toxoplasmostase
geringfiigig hemmt.
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Abb. 3.6 Die inhibitorische Wirkung des IL-4 auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in CBMDM wird durch TNFa aufgehoben
CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy, IL-4 (50 U/ml) und mit und ohne TNFa
(100 U/ml) fiir 72 h inkubiert und danach mit 1,5 x 10°/well Toxoplasmen
infiziert. Nach weiteren 24 h wurde mit *[H]-Uracil gepulst. 24 h spditer wurde
das Toxoplasmenwachstum durch die °[H]-Uracil-Inkorporation bestimmt.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach-Bestimmungen +/- Standardabweichung.
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3.3. IL-10 inhibiert die IFNy-vermittelte IDO-Induktion

Um weitere Faktoren zu finden, die an der Regulierung der IFNy-induzierten
IDO-Aktivierung und den daraus resultierenden Effekten beteiligt sind, wurde
auch das inhibitorisch wirksame Zytokin IL-10 untersucht. Neben IL-4 ist IL-10
der bekannteste stirkste IFNy-Antagonist. Der Krankheitsverlauf vieler
Parasitosen wird durch IL-10 protrahiert, da das produzierte IL-10 die IFNy-
Produktion unterdriickt (Kirchner, 1994). Fiir viele andere Zellen wurde eine
Inhibition der Immunantwort durch IL-10 beschrieben. In humanen MDM wurde
durch Stimulation mit IL-10 eine Inhibition der IFNy-induzierten IDO-Aktivitét
erzielt (Ttirck, 2003).

In der hier vorliegenden Arbeit sollten nun die Auswirkungen von IL-10 auf das
vorliegende Infektionsmodell in CBMDM untersucht werden. Zu einem Teil
der IFNy-stimulierten Nabelschnurblutmakrophagen wurde IL-10 mit der
Konzentration von 10 ng/ml oder von 50 ng/ml hinzugefiigt. Nach der iiblichen
Inkubationszeit wurde der Uberstand entnommen und die IDO-Aktivitit
photometrisch bestimmt. Die Ergebnisse zeigten zum einen die konkordante
Zunahme der IDO-Aktivitit bei steigender IFNy-Konzentration. Zum anderen
wurde deutlich, dass IL-10 die IFNy-induzierte Wirkung inhibiert. Die Stirke der
hemmenden Wirkung von IL-10 ist dabei konzentrationsabhéngig. So wirkt IL-10
in einer Konzentration von 50 ng/ml wesentlich stirker inhibitorisch auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitit als IL-10 in einer Konzentration von 10 ng/ml. Diese

Aussagen werden in der Abbildung 3.7 graphisch belegt.
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Abb. 3.7 Die inhibitorische Wirkung des IL-10 auf die IFNy-induzierte IDO-
Aktivitit in CBMDM

2 x 10°/well CBMDM wurden mit IFNy (0-64 U/ml) mit oder ohne IL-10
(10 ng/ml; 50 ng/ml) fiir 72 h inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung der
IDO-Aktivitiit iiber die photometrische Messung im Uberstand. Dargestellt sind

Mittelwerte aus 3-fach Bestimmungen +/- Standardbweichung.

Nachdem der vermutete hemmende Einfluss von IL-10 auf die IFNy-induzierte
IDO-Aktivitit in CBMDM bewiesen worden war, wurde im nédchsten Schritt
untersucht, ob die IFNy-induzierte Toxoplasmostase ebenfalls durch die Zugabe
von IL-10 aufgehoben bzw. verringert werden kann.

Hierbei zeigte sich die Aufthebung der IFNy-induzierten Toxoplasmostase, wobei
der inhibitorische Effekt des IL-10 auch hier wieder dosisabhédngig ist. Ist die
Konzentration von IFNy jedoch hoch genug (64 U/ml), kommt es auch in
Anwesenheit des IL-10 zu der IFNy-induzierten Hemmung des Wachstums von

Toxoplasma gondii. Das bedeutet, IL-10 kann die IFNy-induzierte
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Toxoplasmostase nur bei niedriger Dosis des IFNy hemmen. Allerdings kann man
einen Effekt erkennen, den IL-10 in Abwesenheit von IFNy verursacht. Es handelt
sich um eine Steigerung des Toxoplasmenwachstums. Bei einer Konzentration des
IL-10 von 50 ng/ml ist eine 1,5-fache Wachstumssteigerung zu verzeichnen. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abb. 3.8 IL-10 inhibiert die IFNy-induzierte Toxoplasmostase in CBMDM
CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit einer 1:2-IFNy-Verdiinnungsreihe angesetzt.
Die Zellen wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml, 50 ng/ml) fiir 72 h inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit Toxoplasma gondii (1,5 x 10%/well) infiziert und
nach weiteren 24 h mit *[H]-Uracil gepulst. Uber den [3-counter wurde das
Toxoplasmenwachstum bestimmit.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach Messungen +/- Standardabweichung.
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Um diese hemmende Wirkung nun wirklich IL-10 zuzuschreiben, musste die
Spezifitit dieses Effektes belegt werden. Aus diesem Grund wurde bei den
folgenden Versuchsreihen zusétzlich ein neutralisierender IL-10-Antikdrper
verwendet. Bezogen wurde der a-IL-10-AK von der Firma Genzyme. Hier wird
1 ng/ml des Zytokins IL-10 durch 30 ng/ml a-IL-10-AK neutralisiert. In weiteren
Testansdtzen, deren Ergebnisse hier nicht dargestellt wurden, konnte gezeigt
werden, dass der a-IL-10-AK alleine keinen Effekt auf die CBMDM besitzt. Die
Versuchsreihen wurden wie iiblich angesetzt, wobei zu einem Teil der well
entweder IL-10, a-IL-10-AK oder beides dazu gegeben wurde. Durch den nun
zusitzlich anwesenden Antikorper konnte die inhibierende Wirkung des IL-10 auf
die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit wieder aufgehoben werden. Damit konnte die
Spezifitit von IL-10 bewiesen werden.

Nach diesen Versuchsansétzen bleibt die Aussage, dass IL-10 die IFNy-induzierte
IDO-Aktivitdit hemmt, bestehen. Veranschaulicht wird das in der Abbildung 3.9.
Zunéchst kommen hier die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit sowie die inhibitorische
Wirkung des IL-10 zur Darstellung. Ebenfalls wird deutlich, dass a-IL-10-AK
alleine keine Wirkung auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt besitzt, denn diese
Kurve verlduft identisch mit der Kurve des IFNy. Die graphische Darstellung der
IDO-Aktivitdit in Anwesenheit von IL-10 plus a-IL-10-AK nimmt ebenfalls
denselben Verlauf. Diese Kurve beweist, dass die inhibitorische Wirkung des

IL-10 durch den a-IL-10-AK komplett aufgehoben wird.
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Abb. 3.9 Die inhibitorische Wirkung des IL-10 auf die IFNy-induzierte IDO-
Aktivitat in CBMDM wird durch a-IL-10-AK aufgehoben
CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy mit und ohne IL-10 (50 ng/ml) oder
IL-10 (50 ng/ml) und o-IL-10-Ak oder nur mit a-IL-10-Ak in 96-multiwell-Platten
fiir 72 h inkubiert. AnschliefSend folgte die photometrische Bestimmung der IDO-
Aktivitit im Uberstand.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach-Bestimmungen +/-Standardabweichung.

Im Anschluss daran sollte untersucht werden, was fiir eine Wirkung die Zugabe
des IL-10 auf den synergistischen Effekt des TNFa im Hinblick auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitidt besitzt. Die so erzielten Ergebnisse wurden in der
Abbildung 3.10 graphisch festgehalten. Zundchst zeigt sich hier die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitdt. Des Weiteren ldsst sich gut der synergistische Effekt des
TNFa auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit erkennen. Die bereits bewiesene
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inhibitorische Wirkung des IL-10 auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt kommt
ebenfalls zur Darstellung. Der additive Effekt des TNFa wird durch Zugabe von
IL-10 aufgehoben. In der Graphik verlduft diese Kurve nahezu identisch mit der

IFNy-Kurve.
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Abb. 3.10 Der synergistische Effekt des TNFa auf die IFNy-induzierte IDO-
Aktivitit in CBMDM wird durch IL-10 aufgehoben

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy, mit oder ohne TNFo (100 U/ml) und
mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 72 h inkubiert. Im Anschluss wurde die IDO-
Aktivitiit photometrisch im Uberstand bestimmt.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach Bestimmungen +/-Standardabweichung.
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3.4. Inhibition der IFNy-induzierten IDO-Aktivitit durch
6-Chloro-D-L-Tryptophan in CBMDM

Die  IFNy-induzierte IDO-Aktivitit und auch die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase liegen begriindet in dem beschleunigten Abbau des L-
Tryptophans, einer essentiellen Aminoséure.

Sowohl in Fibroblasten als auch in Glioblastomzellen wurde bereits
nachgewiesen, dass die antiparasitire IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt durch ein
Analogon des L-Tryptophan, ndmlich das 6-CDLT, aufgehoben werden konnte
(MacKenzie et al., 1999(b)). Dieses Analogon entfaltet auch in Makrophagen
seine Wirkung. In einer weiteren Untersuchungsreihe sollte nun tiberpriift werden,
in wieweit diese Aussage auf die CBMDM iibertragbar ist. Dazu wurden erneut
IFNy-Verdiinnungsreihen (1000-0 U/ml) mit CBMDM (2 x 10*%well) in
96-multiwell-Platten angesetzt und diese mit und ohne 6-CDLT in verschiedenen
Konzentrationen (200, 400 und 800 uM) versetzt und fiir 72 h inkubiert. Die
maximale Konzentration des 6-CDLT, die fiir die CBMDM tolerabel war, lag bei
800 uM. Hohere Konzentrationen des 6-CDLT waren fiir diese Zellen toxisch.
Durch Anfirben der Zellen mit Trypanblau konnte bei dieser Konzentration
(800 uM) des 6-CDLT gezeigt werden, dass die CBMDM noch vital waren.
Durch die anschlieBende photometrische Bestimmung des Kynureningehaltes in
den Uberstinden konnte die IDO-Aktivitit indirekt gemessen werden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.11 graphisch erfasst. Hier zeigt sich deutlich, dass
IFNy die IDO-Aktivitdt induziert. Je hoher die IFNy-Konzentration, umso hoher
der gemessene Kynureningehalt. Im Gegensatz dazu hemmt 6-CDLT signifikant
die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit in CBMDM. Alle Konzentrationen des 6-
CDLT erzielen eine Inhibition. Aber auch hier ist eine dosisabhingige Wirkung
anschaulich dargestellt. Bei der hochsten Konzentration des 6-CDLT (800 uM)
bleibt die IDO-Aktivitdt nahezu bei Null und steigt auch bei Zugabe hoher IFNy
Konzentrationen (1000 U/ml) kaum.
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Abb. 3.11 Die hemmende Wirkung des 6-CDLT auf die IFNy-induzierte
IDO-Induktion in CBMDM ist dosisabhangig.

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy (0-1000 U/ml) und mit oder ohne
6-CDLT in verschiedenen Konzentrationen (200 uM, 400 uM oder 800 uM)
stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 72 h erfolgte die photometrische
Bestimmung der IDO-Aktivitiit im Uberstand.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 3-fach Betimmungen +/- Standardabweichung.
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Nachdem die inhibitorische Wirkung des 6-CDLT auf die IFNy-induzierte IDO-
Aktivitit in CBMDM bewiesen wurde, sollte im nichsten Schritt untersucht
werden, ob der inhibitorische Einfluss des 6-CDLT in CBMDM auch fiir die
IFNy-induzierte Toxoplasmenproliferationshemmung zutrifft. Nach der iiblichen
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Toxoplasma gondii (1,5 x 10%well)
infiziert und nach weiteren 24 h Inkubationszeit mit °[H]-Uracil gepulst.
Nochmals 24 h spiter wurde das Toxoplasmenwachstum in den CBMDM iiber
den B-counter gemessen.

In diesen Versuchsansétzen zeigte sich, dass 6-CDLT nicht in der Lage ist, die
IFNy-induzierte Toxoplasmostasis komplett aufzuheben. Ist kein [IFNy vorhanden,
ist das Toxoplasmenwachstum hoch, in Anwesenheit von 6-CDLT sogar fast
doppelt so hoch. Doch sobald IFNy hinzugefiigt wird, auch in geringer
Konzentration von 16 U/ml, wird die Toxoplasmenproliferation inhibiert und
zwar mit und ohne Vorhandensein von 6-CDLT. Ab einer IFNy-Konzentration
von 64 U/ml verlaufen beide Kurven nahezu identisch, d.h. ab einer gewissen
Konzentration des IFNy hat das 6-CDLT keinen Einfluss auf die IFNy-induzierte
Toxopasmenproliferationshemmung. Diese Ergebnisse sind in der Abbildung 3.12

dargestellt.
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Abb. 3.12 Die Wirkung des 6-CDLT auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in CBMDM

CBMDM (2 x 10°/well) wurden mit IFNy (0-125 U/ml) mit oder ohne 6-CDLT
(800 uM) stimuliert und fiir 72 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
Toxoplasma gondii (1,5 x 10°well) infiziert und nach weiteren 24 h
Inkubationszeit mit *[H]-Uracil gepulst. Nach weiteren 24 h wurde das
Toxoplasmenwachstum tiber den [3-counter bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte

aus 3-fach Messungen +/- Standardabweichung.
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4. Diskussion

Das Protozoon Toxoplasma gondii ist ubiquitidr verbreitet und hat dadurch zu
einer hohen Durchseuchungsrate in der Bevolkerung gefiihrt. Die Primérinfektion
in der Schwangerschaft mit Toxoplasma gondii wird aufgrund der moglichen
verheerenden Auswirkungen fiir den Fotus gefiirchtet. Davon abgesehen wurde
der Toxoplasmose lange Zeit wenig Beachtung geschenkt. Bei immun-
supprimierten Patienten ist die Toxoplasmose jedoch eine hidufige und oft letale
Komplikation. Durch die steigenden Zahlen von HIV-Infizierten, durch vermehrt
durchgefiihrte Organtransplantationen und durch zunehmende Anwendung von
immunsuppressiven Therapien tritt die manifeste Toxoplasmose wesentlich
hiufiger auf und hat aus diesem Grund an Bedeutung gewonnen. Im Zentrum des
Interesses stehen die ablaufenden Immunreaktionen wéhrend einer Infektion.
Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluldr lebendes Protozoon und kann sich
in vielen Zelltypen vermehren. In humanen in vitro-Infektionsmodellen wurde das
Wachstum von Toxoplasma gondii in Fibroblasten (Pfefferkorn et al., 1984), in
Endothelzellen (Murray et al., 1985 (a)), in Monozyten (McLeod et al., 1983;
Catteral et al., 1987) sowie in Glioblastomzellen (Daubener et al., 1993)
bewiesen. Aullerdem wurden humane MDM als Wirtszellen fiir Toxoplasma
gondii beschrieben (Anderson et al., 1976; Catteral et al., 1987; Tiirck, 2003).
Diese humanen MDM sind an den immunologischen Ablidufen gegen diese
Parasiten beteiligt und weisen sowohl unter bestimmten Versuchsbedingungen als
auch in vivo eine effektive Toxoplasmostase auf. Allerdings dienen genau diese
Zellen nach einer Toxoplasmeninfektion fiir den obligat intrazelluldr lebenden
Erreger als Wirtszelle und auch als Reservoir. Es bestehen komplexe
Zusammenhinge zwischen der humoralen und der zelluldiren Immunabwehr. In
immunkompetenten Individuen wird Toxoplasma gondii vorwiegend durch das
zelluldre Immunsystem, den CD4+- und den CD8+-T-Zellen bekdmpft. Dabei
werden von diesen Zellen Zytokine produziert, die unter anderem antiparasitire
Effektormechanismen induzieren. Nachdem in unserer Arbeitsgruppe die
immunologischen Mechanismen untersucht worden sind, die im Rahmen einer
Toxoplasmose in humanen MDM von Bedeutung sind (Tiirck, 2003), sollte dieses

Infektionsmodell auf CBMDM  ausgedehnt werden. Nabelschnurblut wird
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therapeutisch als eine alternative Quelle fiir eine Stammzelltransplantation nach
Knochenmarkssuppression wie z.B. bei Leukdmie oder Lymphomen verwendet
und gewinnt anstelle von Knochenmarktransplantation oder anderen Stammzell-
transplantationen eine immer grofere Bedeutung. Der Grund hierfiir sind
wesentlich geringere Risiken, niedrigere Kosten und eine viel groflere
Verfligbarkeit (Lewis, 2002). Deshalb war es von groBer Wichtigkeit, die
CBMDM und ihre immunologischen Mechanismen gegen Toxoplasma gondii zu
untersuchen. Dazu wurden CBMDM kultiviert und anschlieBend mit Toxoplasma
gondii infiziert. Es wurde eine Quantifizierung der Toxoplasmenvermehrung in
den CBMDM durchgefiihrt und die Wirkung der IFNy-vermittelten IDO-
Induktion auf die Proliferation des Parasiten hin untersucht. Zusitzlich sollten
immunregulatorische Effektormechanismen, die in den IFNy-induzierten
beschleunigten Tryptophanabbau regulierend eingreifen, ermittelt werden. Dieser
IFNy-vermittelte Tryptophanabbau ist neben der Produktion von Sauerstoft-
radikalen und der L-Arginin-abhidnigen Produktion von Stickoxiden ein wichtiger

antiparasitdrer Mechanismus.
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4.1. INFy-induzierte IDO-AKktivitiit als antiparasitirer
Mechanismus

In humanen MDM wird die Rolle der IDO in der Toxoplasmenabwehr bisher
kontrovers diskutiert. Nach IFNy-Stimulation wird in allen Zellen eine
Toxoplasmostase beobachtet. Carlin et al. postulierten 1987 die durch IFNy
vermittelte IDO-Aktivitdit mit daraus resultierendem Tryptophanabbau in
peripheren Blutmonozyten als antitoxoplasmatischen Mechanismus. Im Gegensatz
dazu diskutierten Murray et al. 1989 den IFNy-induzierten Tryptophanabbau als
Oxidative-burst-unabhingigen Mechanismus mit resultierender Toxoplasmostase.
Sowohl in Blut- als auch in Gewebsmakrophagen konnte IFNy den Oxidative-
burst-unabhéngigen Effektormechanismus vermitteln, wobei er nicht fiir alle diese
Populationen relevant erscheint. So st beispielsweise fiir aktivierte
Alveolarmakrophagen ein verminderter Effekt beschrieben (Murray et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurde der antimikrobielle Effekt der IDO-Induktion in
CBMDM untersucht. Durch das bereits beschriebene Infektionsmodell konnte in
den stimulierten CBMDM eine IFNy-induzierte Wachstums-hemmung von
Toxoplasma gondii erzielt werden (Abbildung 3.2). In diesen Untersuchungen
wurde auch deutlich, dass die IFNy-vermittelte Toxoplasmostase in CBMDM
konzentrationsabhéngig ist, denn die Toxoplasmenproliferationshemmung nahm
mit ansteigender Konzentration des IFNy zu. Die Ergebnisse der dazugehdrigen
IDO-Messung (Abbildung 3.1) lieBen eine Ubereinstimmung zwischen dem
Auftreten des antiproliferativen Effektes und der Bildung von messbarem
Kynurenin erkennen. Damit konnte der Mangel der essentiellen Aminosdure
L-Tryptophan fiir die antiparasitire Wirkung in CBMDM verantwortlich sein.
Allerdings konnte durch Resupplementierung des abgebauten L-Tryptophans in
diesem Infektionsmodell eine Authebung der Toxoplasmostase nicht
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine Hemmung des
Toxoplasmenwachstums wahrscheinlich nicht alleine auf die Abwesenheit des
L-Tryptophans beruht. Ahnliche FErgebnisse wurden bei humanen MDM
beobachtet, wobei ebenfalls eine Resupplementierung von L-Tryptophan die
bereits eingesetzte Toxoplasmostase nicht verringern konnte (Tiirck, 2003). Hier
verhalten sich sowohl humane MDM als auch CBMDM kontrdr zu humanen

Fibroblasten und Glioblastomzellen, bei denen die Toxoplasmostase durch eine
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Resupplementierung von L-Tryptophan aufgehoben werden konnte (Ddubener et
al., 2001; Woodmann et al., 1991).

In der Gruppe von Fujigaki et al. wurde 2002 der antitoxoplasmatische Effekt in
murinen Zellen sorgfiltig untersucht. Auch hier war eine Induktion der
Toxoplasmostase durch IFNy mdglich. Allerdings zeigte sich hier, dass der
antiparasitire Effektormechanismus in den murinen Zellen nicht iiber die IDO,
sondern iiber die iNOS induziert wird. In dieser Untersuchung wurde die Wirkung
einer Toxoplasmeninfektion auf die IDO in Mé&usen, die nicht in der Lage waren,
IFNy zu produzieren (IFNy-KO Miéuse), verglichen mit der Wirkung in Wildtyp-
Maiusen. Eine mogliche Kreuzregulierung zwischen IDO und iNOS wurde sowohl
in murinen als auch in humanen Zellen postuliert. Der hauptsidchliche anti-
parasitdre Effektormechanismus scheint vom Zelltypus, von der Gewebeart und
von der Spezies abhingig zu sein.

In anderen Versuchen konnte gezeigt werden (Thomas et al., 1994), dass murine
Makrophagen, die normalerweise nicht zu einer IDO-Induktion in der Lage sind,
unter bestimmten Umstinden trotzdem diesen Stoffwechselweg durchfiihren
konnen. Diese Zellen induzieren die IDO nur dann, wenn kein L-Arginin im
Medium vorhanden ist oder in Anwesenheit von N(G)-monomethyl-L-Arginin
(N(G)MMA), einem Inhibitor der NO-Produktion. Aber auch bei minimal
vorhandener NO-Konzentration kann trotzdem die IDO induziert werden. Auch
diese Ergebnisse sprechen fiir eine Verkniipfung von IDO und iNOS. Fiir humane
MDM und murine Astrozyten ist bekannt, dass sie in der Lage sind, nach IFNy-
Stimulation das Toxoplasmenwachstum zu hemmen. Allerdings konnte in diesen
Zellen die Toxoplasmostase sowohl durch die Resupplementierung mit L-
Tryptophan als auch durch die Zugabe von N(G)MMA nicht gehemmt werden
(Halonen und Weiss, 2000; MacKenzie et al., 1999(a)). Dies deutet darauf hin,
dass hier weder die IDO-Induktion noch die iNOS der tragende antiparasitire
Effektormechanismus sein kann.

Der Toxoplasmostasemechanismus wurde auch in humanen Uroepithelcarcinom-
zellen untersucht (Ddubener et al., 1999(a)). Dabei wurde zunichst eine durch
IFNy-induzierte IDO-Aktivitit gemessen, durch die eine Toxoplasmostase erzielt
wurde. Nach Stimulation dieser Zellen mit IL-1 und IFNy wurden aber die IDO-
Aktivitit und ebenso die Toxoplasmostase reduziert. Stattdessen konnte eine

Induktion der iNOS beobachtet werden. Dieser Vorgang konnte durch Zugabe von

58



N(G)MMA wieder aufgehoben werden. Aus diesen Ergebnissen wurde
geschlossen, dass die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit ein wichtiger Mechanismus
gegen Toxoplasma gondii ist, aber auch, dass die NO-Produktion in die
Regulierung der IDO-Aktivitit involviert sein konnte. IFNy scheint in ein und
derselben Spezies sowohl die IDO als auch die iNOS induzieren zu kdnnen und
so den L-Tryptophanabbau als auch den L-Argininstoffwechsel zu beeinflussen
(Melillo et al., 1993).

In der Literatur wird vermutet, dass nicht nur dic Abwesenheit der essenticllen
Aminosdure L-Tryptophan eine Toxoplasmostase auslosen kann. So sind humane
MDM im Gegensatz zu beispielsweise Glioblastomzellen und dermalen
Fibroblasten in der Lage, das aus L-Tryptophan entstehende L-Kynurenin weiter
zu verstoffwechseln (Werner-Feldmeyer et al., 1989). Allerdings wird nur der
erste Schritt im L-Trypthophanmetabolismus durch IFNy induziert. Im weiteren
Abbau des L-Tryptophans entstehen verschiedene Stoffwechselprodukte, die zum
Teil toxisch sind wie zum Beispiel die Quinolinsdure (QUIN). Diese kann eine
Auslosung der Apoptose bewirken (Stone, 1993). QUIN ist ein neuroaktiver
Metabolit des L-Tryptophans und ist in Blut und ZNS zu finden. Nur wenige
Zellen sind in der Lage, das L-Tryptophan bis zur QUIN zu verstoffwechseln, hier
sind vor allem die MDM zu nennen (Saito, 1993). Bei entziindlichen
neurologischen Erkrankungen tritt QUIN in hohen Konzentrationen im Liquor
auf, korrelierend zur Schwere der Erkrankung, beispielsweise beim HIV (Martin
et al., 1992). Moglicherweise konnten sich diese Stoffwechselprodukte hemmend
auf das Toxoplasmenwachstum auswirken oder auch stimulierend fiir weitere
Stoffwechselreaktionen sein. Wire dieser Mechanismus der tragende anti-
parasitire Effekt in humanen MDM und in CBMDM, konnte diese These die
fehlende Aufhebung der Toxoplasmostase durch eine Resupplementierung mit

L-Tryptophan erkléren.

Die potenzierende Wirkung durch das Vorhandensein von TNFa auf IFNy ist bei
vielen antitumoralen und immunologischen Antworten bekannt (Sugarman et al.,
1985). Auch auf die IFNy-induzierte IDO hat das TNFa eine potenzierende
Wirkung. Dieser synergistische Effekt wurde in vielen verschiedenen Zellinien,
wie z.B. in murinen sowie humanen Fibroblasten, Glioblastomzellen, Astrozyten

und Endothelzellen nachgewiesen (Sibley et al., 1991; Ddubener et al., 1996;
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Déaubener et al., 1997). Der Synergismus von IFNy und TNFa bewirkte in allen
diesen Zellen auch eine Potenzierung des antiparasitiren Effektes, so dass
ebenfalls die Toxoplasmostase gesteigert wurde. In humanen Fibroblasten wurde
ebenfalls eine Potenzierung des antiparasitdren Effektes durch IFNy und TNFa
nach Toxoplasmeninfektion beobachtet, wobei die Toxoplasmostase durch
Zugabe von L-Tryptophan allerdings kaum aufgehoben werden konnte. Dieses
Ergebnis ist gegensitzlich zur alleinigen Stimulation mit IFNy. Dadurch ist
fraglich, ob die Wirkung des TNFa nicht iiber einen anderen Mechanismus lduft
(Chaves et al., 2001). Auch fiir Strepptokokken der Gruppe B (GBS) wurde in
humanen MDM eine gréfere  antimikrobielle Wirkung bei gleichzeitigem
Vorhandensein von IFNy und TNFa beobachtet (MacKenzie et al., 1998(b)). Es
ist bekannt, dass humane und murine MDM als Antwort auf eine Infektion mit
GBS TNFa sezernieren (Williams et al., 1993; Goodrum et al., 1995). In unserer
Arbeitsgruppe konnte bei humanen MDM nach Infektion mit Toxoplasma gondii
die gleiche synergistische Wirkung des TNFa auf das IFNy nachgewiesen werden.
Die IDO-Induktion und damit der Abbau von L-Tryptophan wurden durch diesen
Synergismus potenziert. Allerdings blieb ein potenzierender Effekt auf die
Toxoplasmostase aus (Tiirck, 2003). In den Versuchsreihen der hier vorliegenden
Arbeit mit CBMDM erzielte TNFo, wie bereits in der Literatur beschrieben
(Daubener et al., 1996; de Titto et al., 1986), alleine keine Induktion der IDO-
Aktivitit. Die simultane Stimulation der CBMDM mit IFNy und TNFa brachte
den synergistischen Effekt von TNFo zum Vorschein (Abbildung 3.1). Des
Weiteren zeigte sich in CBMDM allerdings auch ein Synergismus von IFNy und
TNFa hinsichtlich der Toxoplasmostase. TNFa wirkte ebenfalls potenzierend auf
die IFNy-induzierte Toxoplasmostase (Abbildung 3.2). Dieser Effekt ist bei den
CDMDM stérker ausgeprégt als bei den humanen MDM.

Die regulatorisch wirksame Beeinflussung der zytokin-induzierten antiparasitiren
Effektormechanismen ist sicherlich noch lange nicht geklirt. Nach den Versuchs-
rethen mit CBMDM am oben erlduterten Infektionsmodell scheint jedoch die
Degradation des L-Tryptophans iiber die IFNy-induzierte IDO-Induktion einen
wichtigen antiparasitiren Mechanismus darzustellen, allerdings ist dieser Effekt
nicht alleine fiir die Toxoplasmostase verantwortlich. Neben der Degradation des

L-Tryptophans sind noch viele weitere Mechanismen zur Abwehr intrazelluldrer
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Parasiten bekannt. Am Wichtigsten zu nennen sind hier die Produktion toxischer
Sauerstoffradikale und die Bildung von Stickoxiden. Was bisher nicht geklart
werden konnte, ist, ob und wie diese antimikrobiellen Mechanismen
zusammenarbeiten. Eine andere Frage, die hier nicht beantwortet werden konnte,
ist, ob die durch die IDO entstechenden Metaboliten von L-Tryptophan bzw.
Kynurenin in diesen Effektormechanismus eingreifen und eine Toxoplasmostase

verursachen. Weitere Untersuchungen sind hier notwendig.
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4.2. Die inhibitorische Wirkung von Interleukin-4

Nachdem die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt in CBMDM untersucht wurde, sollte
im Anschluss daran iiberpriift werden, ob und wie verschiedene Zytokine in
diesen anti-parasitdren Regulationsmechanismus eingreifen.

Da bei IL-4 bereits ein allgemeiner antagonisierender Effekt zu IFNy bekannt ist
(Kirchner, 1994), war es von grofler Bedeutung, herauszufinden, inwieweit dieser
antagonistische Effekt auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitét libertragbar ist. IL-4
wurde erstmalig 1982 als eine Substanz beschrieben, die das B-Zell-Wachstum
fordert. Das IL-4-Gen liegt auf dem Chromosom 5 des Menschen. IL-4 ist ein
Zytokin vom T,-Typ und wird von aktivierten T-Zellen produziert. Es hat sowohl
in der Proteinsequenz als auch in der Genstruktur einige Homologien mit IFNy
(Kirchner, 1994). Diese Homologien werden fiir den antagonisierenden Effekt zu
IFNy verantwortlich gemacht. IL-4 wird eine duale Rolle in der Abwehr
mononukledrer Phagozyten zugeschrieben und zwar sowohl eine induzierende als
auch eine supprimierende Rolle (Musso et al., 1994). Auf der einen Seite ist
bekannt, dass IL-4 die Aktivierung einiger Abwehrzellen hemmen kann (Cox et
al., 1991). AuBlerdem ist IL-4 in der Lage, Immunantworten, die durch IFNy oder
durch IL-2 induziert wurden, wieder zu antagonisieren. So greift IL-4 beispiels-
weise hemmend in die Produktion von TNFa (Hart et al., 1989), IL-6 (Te Velde et
al., 1990; Cheung et al., 1990) und IL-1 ein (Donnelly et al., 1990). Diese
Zytokine aktivieren Makrophagen, daher ist die supprimierende Rolle von IL-4
also eine makrophagen-deaktivierende Funktion (Bogdan und Nathan, 1993). IL-4
ist somit ein wirksamer Antagonist fiir einige IFNy-induzierte Effekte. Die
Aktivierung von Monozyten wird iiber diese reziproke Regulation von IFNy und
IL-4 geregelt (Donnelly et al., 1990).

Auf der anderen Seite wird das IL-4 auch fiir viele makrophagen-aktivierende
Wirkungen verantwortlich gemacht. In der Literatur wurde beschrieben, dass 1L-4
in murinen MDM die major histocompatibility complex (MHC) Klasse I und II
Antigen-Expression induziert (Stuart et al., 1988). Andere Forschungen konnten
auBBerdem zeigen, dass IL-4 die Sekretion von kolonie-stimulierenden Faktoren
(CSF) fiir Makrophagen vermittelt (Wieser et al., 1989). Aullerdem wurden fiir
IL-4 eine Induktion zur Steigerung des T-Zell-Wachstums sowie eine Wirkung als

autokriner Wachstumsfaktor fiir antigenspezifische T-Zellen in Verbindung mit
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IL-1 beschrieben (Kirchner et al., 1994). Zusétzlich wurde entdeckt, dass durch
IL-4 eine Induktion des IL-1-Rezeptors Typ I und II ausgelost wird (Colotta et
al., 1993; Colotta et al., 1996). Diese Induktion kann allerdings sowohl durch
IFNy als auch durch IL-10 wieder antagonisiert werden (Dickensheets und
Donelly, 1997). Um dieses diffizile Zusammenspiel der Zytokine besser zu
verstehen, war das Ziel unserer Untersuchungen, herauszufinden, ob und in
welcher Weise IL-4 zu einer Beeinflussung der IFNy-vermittelten IDO-Induktion
in CBMDM fiihrt. AuBBerdem sollte geklart werden, ob IL-4 in die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in CBMDM eingreift und welche immun-regulatorischen
Funktionen IL-4 dabei iibernimmt. In unseren Untersuchungen wurde deutlich,
dass IL-4 eine inhibitorische Wirkung auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitét
besitzt. In Abbildung 3.3 wird dieser Effekt dargestellt. Aber es wird auch
deutlich, dass der inhibitorische Effekt des IL-4 durch hohe Konzentrationen von
IFNy aufhebbar ist.

Im Anschluss daran wurde der immunregulatorische Einfluss von IL-4 auf die
IFNy-induzierte Toxoplasmostase {berpriift. Hier zeigte sich eine deutliche
Authebung der Toxoplasmostase in CBMDM in Anwesenheit von IL-4. Diese
Inhibition der Toxoplasmostase war IL-4- und IFNy-dosisabhéngig (Abb. 3.5).
Damit konnte der bereits bekannte antagonistische Effekt des IL-4 auf das IFNy
sowohl fiir die IFNy-vermittelte IDO-Induktion als auch auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in CBMDM ausgedehnt werden. Allerdings scheint IL-4 nicht
nur eine Inhibition der [IFNy—induzierten IDO-Aktivitit zu erzielen, sondern auch
alleine eine proliferierende Wirkung auf Toxoplasma gondii zu haben. Schon
frither wurde in der Literatur beschrieben, dass IL-4 einen inhibitorischen Effekt
auf die IDO-Induktion in humanen Monozyten besitzt und damit den Stoffwechsel
des L-Tryptophans negativ beeinflusst (Musso et al., 1994). Friith wurde auch
erkannt, dass die Wirkungsweise der Zytokine sowohl von ihrer Konzentration als
auch von dem Differenzierungs- und Aktivierungsgrad der Makrophagen
abhingig ist (Bogdan und Nathan, 1993). Bei Stimulation humaner MDM mit
IFNy in Gegenwart von IL-4 =zeigte sich ebenfalls ein IL-4-vermittelter
inhibitorischer Effekt auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit (Tiirck, 2003). Die
daraus resultierende Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums zeigte sich in
einer Aufhebung der Toxoplasmostase. Auch fiir humane Fibroblasten ist die

IFNy-induzierte IDO als der wichtigste antiparasitdre Effektormechanismus gegen
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Toxoplasma gondii bekannt. In den Untersuchungen von Chaves et al. im Jahre
2001 wurde dieser antitoxoplasmatische Effekt in den humanen Lungen-
fibroblastenzelllinien LL24 und MRCS5 durch IL-4 signifikant inhibiert.
Gleichzeitig wurde ein verminderter L-Tryptophankatabolismus und weniger
IDO-mRNA-Expression verzeichnet. Es wurde nachgewiesen, dass IL-4 die durch
IFNy induzierte Transkription des IDO-Gens hemmt. Gleichzeitig wurde die
durch IFNy-induzierte Zelloberflichen-Expression von HLA-DR und CD2
inhibiert.

In murinen Makrophagen lduft der antiparasitire Effektormechanismus iiber die
INOS, auch dieser Mechanismus wird durch IFNy induziert. Dadurch werden
Parasiten wie Schistosoma mansoni bekdmpft. Dieser Mechanismus wird durch
IL-4, IL-10 oder TGF-f inhibiert (Oswald et al., 1992). Die Kombination dieser
drei Zytokine erreichte eine deutliche Steigerung der Inhibition der iNOS. Auch
bei einer Infektion von murinen Makrophagen mit Candida albicans wurde dieses
Ergebnis erzielt (Cenci et al., 1993) und eine Inhibition der iNOS sowie des anti-
fungalen Effektes beschrieben. Bei einer Infektion mit Toxoplasma gondii kann
IL-4 sowohl eine protektive als auch eine destruierende Rolle spielen. Ergebnisse
von Roberts et al. im Jahre 1996, die den Verlauf einer Infektion mit Toxoplasma
gondii in IL-4 Gen Knockout Méusen (IL-4 -/-) und Wildtypméusen (IL-4 +/+)
untersuchten, zeigten, dass die Sterblichkeit bei den IL-4 -/- Méusen signifikant
hoher war als bei den Wildtypméausen. Das bedeutet, dass die reduzierte Mortalitét
bei den Wildtypméusen von der antiinflammatorischen Wirkung des IL-4 und
damit von der Reduzierung des IFNy abhingig sein konnte.

Somit scheinen die Interaktionen zwischen inflammatorischen und regulatorischen
Zytokinen sensibel ausbalanciert zu sein. Die Abwesenheit oder die {iber-
dimensionale Produktion einer dieser beiden Waagschalen kann die Morbiditét
und auch die Mortalitédt deutlich erh6hen.

Im Anschluss an die Versuche mit IL-4 wurde im nédchsten Schritt unserer Arbeit
die Interaktion zwischen IL-4 und TNFa auf die [FNy-induzierte IDO-Aktivitdt in
CBMDM untersucht. Wir haben bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe gezeigt,
dass der inhibitorische Effekt von IL-4 auf die IDO-Aktivitdt nicht nur in der
zuvor beschriebenen Hemmung der TNFa-Produktion in humanen MDM lag.
Durch die Zugabe von IL-4 wurde in humanen MDM eine viel stirkere Inhibition

der IDO erzielt als durch die Zugabe neutralisierender TNFa-Antikorper. In
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Anwesenheit von IL-4 und TNFa-Antikorper konnte allerdings kein Synergismus
im Sinne einer verstirkten Inhibition der IDO-Aktivitit erreicht werden
(MacKenzie et al., 1999(a)). Daher wurde davon ausgegangen, dass IL-4 und
TNFa entweder denselben Regulationsmechanismus haben oder das IL-4 auf
einer zentraleren Ebene wirkt als TNFa. In der Literatur wurde der inhibitorische
Effekt von IL-4 in einem vermehrten Abbau der Zytokin-mRNA beschrieben
(Wang et al., 1995).

In diesem Zusammenhang sollte die Interaktion zwischen IL-4 und TNFa auf die
[FNy-induzierte IDO-Aktivitit in CBMDM untersucht werden. In unserem
beschriebenen Infektionsmodell zeigte sich ebenfalls, dass das Vorhandensein von
TNFa und IL-4 keine synergistische Wirkung auf das IFNy hat. Die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitdt wird in Anwesenheit von TNFa potenziert und in
Anwesenheit von IL-4 inhibiert. Sind TNFa und IL-4 gleichzeitig vorhanden,
scheint sich ihre Wirkung gegenseitig aufzuheben (Abbildung 3.4). Die
Auswirkung der Interaktion zwischen dem inhibierenden IL-4 und dem
potenzierenden TNFa wurde auch im Hinblick auf die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase untersucht. Hier zeigte sich die bereits bekannte Authebung der
Toxoplasmostase durch IL-4. Bei zeitgleichem Vorhandensein von TNFa war die
Aufhebung der Toxoplasmostase geringer, wobei TNFa auch in Abwesenheit von
IFNy die inhibierende Wirkung des IL-4 geringfiigig verminderte (Abb. 3.6).

In der Literatur wurde beschrieben, dass der inhibierende Effekt von IL-4 auf der
Ebene der Transkription des IDO-Gens beginnt. AuBerdem soll IL-4 eine
biologische Relevanz auf den L-Tryptophankatabolismus haben, der den
inhibitorischen Effekt des IFNy antagonisiert (Chaves et al., 2001). Wihrend die
IFNy-Induktion iiber den Weg des STATI lauft, ist der Hauptsignalweg, der von
IL-4 getriggert wird, STAT6 (Hou et al., 1994; Schindler et al., 1994). Durch
IL-4-induzierte STAT6-Homodimere konnen sogar effektiv mit STATI-
Homodimeren um den Interferon-Regulationsfaktor-1 (IRF-1) kompetitiv
konkurrieren, ohne die positive transaktivierende Funktion der STATI-
Homodimere zu vermitteln. So wird eine negative Regulation der IFNy-
induzierbaren Gene erzielt (Ohmori und Hamilton, 1997). Interessanterweise
besitzt IL-4 keinerlei hemmende Wirkung auf die durch IFNB- und TNFa-
aktivierte IDO-Induktion, denn dieser Mechanismus lduft {iiber den

STATI1/STAT2 Weg, worauf IL-4 keinen Einfluss nehmen kann (Schindler und
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Darnell, 1995). Eine andere Alternative wire die Induktion des Interferon-
Regulationsfaktor-2 (IRF-2) durch IL-4, der mit IRF-1 um die gemeinsame
Bindung an der DNA konkurriert. IRF-1 wird durch IFNy induziert (Paludan et
al., 1999) und ist zugleich von hochster Wichtigkeit fiir IDO-Genexpression
(Du et al., 2000).

Die Ergebnisse durch Stimulation der CBMDM mit IL-4 lassen erkennen, dass
eine sensible immunologische Kontrolle des Tryptophanmetabolismus existiert.
Die bereits bekannte inhibitorische Wirkung des IL-4 konnte auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitit ausgedehnt werden.

Die IDO-Induktion steht damit sowohl unter dem positiven, verstirkenden
Einfluss des IFNy, als auch unter einem inhibitorischen Effekt des IL-4. Inwieweit
IL-4 das Entstehen toxischer Metabolite des L-Tryptophans verhindert und
dadurch die Toxoplasmostase inhibiert, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
geklart werden. Die bisher in der Literatur beschriebenen Moglichkeiten des 1L-4,
das IFNy iiber den STAT6-Weg oder den IRF-2 Weg kompetitiv zu hemmen,
konnten fiir den inhibitorischen Wirkungsmechanismus von IL-4 in Frage
kommen. Eine andere Moglichkeit wére, dass IL-4 einen anderen durch IFNy
induzierten antiparasitiren Effektormechanismus, der bis jetzt noch nicht bekannt
ist, inhibitorisch beeinflusst.

Eine Beurteilung von Immunreaktionen in vivo, auf der Basis von Ergebnissen aus
in vitro-Versuchen mit isolierten CBMDM ist aufgrund verschiedener
Wirkungsweisen in Abhdngigkeit vom Zelltyp und gegenseitiger Beeinflussung

multipler Faktoren schwierig und bedarf weiterer intensiver Forschung.
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4.3. Interleukin-10

Das humane IL-10 ist genau wie IL-4 als anti-inflammatorisch wirksames Zytokin
bekannt. IL-10 ist ein ca. 40 Kilodalton groB3es, sdurelabiles Protein, sein Gen
liegt auf Chromosom 1. IL-10 wurde erstmals 1989 von Fiorentino et al. als
Zytokin-Synthese-inhibierender Faktor (CSIF) beschrieben. Bereits kurz nach
seiner Entdeckung wurde es als IL-10 in die Zytokine eingereiht. IL-10 wird nur
von Tye- und Tu-Zellen produziert. IL-10 ist ein Zytokin mit pleiotrophischen
Effekten. Es unterdriickt die Proliferation von Ty;-Zellen und inhibiert vor allem
deren Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. Andererseits fordert
IL-10 allerdings die Reifung von Tu,-Zellen. Somit steigert IL-10 die humorale
Immunantwort und unterdriickt die zelluldre Immunantwort (Kirchner, 1994). In
der Literatur wurde ebenfalls beschrieben, dass IL-10 in der Lage ist, die
zellvermittelten Immunreaktionen, insbesondere die Zytokin-Synthese, zu
bremsen (Opal et al., 1998). Bei der Unterdriickung der Zytokinproduktion nimmt
IL-10 sogar eine zentrale Rolle ein. Neben IL-4 ist IL-10 der stidrkste IFNy-
Antagonist, da es die MHC-Klasse-II-Expression auf den meisten Zellen
vermindert. Die MHC-Klasse-II-Expression auf B-Zellen wird jedoch durch IL-10
gesteigert, was zur Forderung der humoralen Immunantwort passt (Kirchner,
1994). Identifiziert und lokalisiert wurde das humane IL-10 durch Kreuz-
hybridisierungen unter Verwendung von cDNA-Klonen des Maiuse-IL-10. Die
DNA-Sequenzen der beiden Zytokine stimmten in mehr als 80 % iiberein (Kim et
al., 1992). Auch das humane IL-10 zeigte ebenso wie das IL-4 in der
Tertidrstruktur deutliche Ubereinstimmungen mit IFNy (Zdanov et al., 1996).
Durch Ho et al. wurde 1993 erstmals eine Ahnlichkeit zwischen der Konstitution
des IFNy-Rezeptors und des Rezeptors des IL-10 bewiesen. Hierdurch ldsst sich
auch zum Teil die gegenseitige antagonisierende Wirkung beider Zytokine
erkldren. Beide zeigten eine hohe Rezeptoraffinitdt und wurden in verschiedenen
Zelllinien gefunden. IL-10 wird durch das Vorhandensein von Endotoxinen
induziert und dann von verschiedenen Zelltypen produziert. Dazu gehdren unter
anderem CD4'-und CDS8'-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Keratinozyten
(Pajkrt et al., 1997). Allerdings sind MDM hauptverantwortlich fiir die IL-10
Synthese (de Vries et al., 1995; de Waal Malefyt et al.; 1991). Hier ist eine

Aktivierung auf der Transkriptionsebene durch Interaktion von ,,nuclear factor
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kB“ (NFxB) und zyklischem Adenosin-monophosphat (cAMP) beschrieben
(Moore et al., 1993). Diese ist zeitlich verzégert zur proinflammatorischen
Immunsekretion, welche durch IL-1, IL-12 und TNFa gesteuert wird. Erst viel
spater beginnt die Aktivierung von IL-10 (Van der Poll et al., 1997). Das Ergebnis
dieser zeitlichen Verzdgerung unterstiitzt die Annahme, dass die spétere
Ausschiittung von IL-10 ein natiirlicher Regulationsmechanismus ist, um eine
protrahierte Entziindungsreaktion zu unterbinden. AuBerdem wird durch das
Vorhandensein von IL-10 die Synthese von IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, Granulozyten-
colony stimulating factor (G-CSF), Granulozyten-Makrophagen-colony
stimulating factor (GM-CSF), Stickstoffmonoxid (NO), TNFa und IFNy inhibiert
(Gazinelli et al., 1992; Smith et al., 1996). Dariiber hinaus wird aber auch die
Produktion von IL-10 gesteuert. Hierfiir sind Zytokine wie das IL-4, IFNy und
IL-1B verantwortlich (Chomarat et al., 1993). Interessanterweise kann sich IL-10
selbst durch die IL-10 mRNA-Expression in aktivierten humanen MDM herunter-
regulieren (Brown et al., 1996). Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass
IL-10 eine wichtige autoregulatorische negative Feedback-Schleife besitzt (de
Waal Malefyt et al. 1991 und 1993).

IL-10 kann nicht einfach als ,,Aktivator oder als ,,Suppressor beschrieben
werden. Es sind zwei gegensitzliche Wirkungsweisen flir das IL-10 im Korper
bekannt. Auf der einen Seite der antiinflammatorische Effekt, durch diesen wird
eine Vielzahl der entziindlichen Aktivititen antigenprisentierender Zellen
deaktiviert (Bogdan et al., 1991). Auf der anderen Seite besitzt IL-10 auch eine
immunstimulatorische Komponente. Dadurch werden die Proliferation und
Differenzierung verschiedener Zellen des Immunsystems sowie antikdrper-
abhéngige zelluldre zytotoxische Reaktionen induziert (Moore et al., 1993). Die
bisherigen Infektionsmodelle zeigten, dass die Wirkungsweise von IL-10 sowohl
abhédngig vom Infektionsort als auch vom infizierenden Pathogen ist. Fiir die
Pathogenese immunsuppressiver Vorgidnge bei Infektionen mit Leishmanien,
Schistosomen und Mycobacterium leprae sowie Toxoplasma gondii ist eine
Beteiligung von IL-10 bereits bekannt (Finkelmann et al., 1991; Heinzel et al.,
1991; Yamamura et al., 1991; Neyer et al., 1997). Aus diesem Grund war fiir
unsere Arbeitsgruppe interessant, inwieweit und auf welche Weise IL-10 auch
regulierend in eine Infektion von CBMDM mit Toxoplasma gondii eingreift. In

der Literatur wurde schon ein Infektionsmodell mit Toxoplasma gondii in Mausen
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beschrieben (Khan et al., 1995). Hier konnte in den infizierten Mausen eine IL-10-
vermittelte Immunsuppression bestdtigt werden. AuBerdem konnte in dieser
Studie die Produktion von IL-10 in Makrophagen und in T-Zellen der
Toxoplasma gondii infizierten Méusen nachgewiesen werden. Nach Infektion mit
dem Pathogen wurde am 7. Tag des Experiments eine Reduktion der IFNy—
Konzentration im Zelliiberstand gemessen. Zusétzlich wurde eine verminderte
Expression der IFNy-mRNA nachgewiesen. Khan et al. zeigten durch Zugabe von
a-IL-10-AK, dass dieser Effekt IL-10 spezifisch war. Auch dieses Ergebnis
unterstiitzte die Annahme, dass IL-10 und IFNy gegensétzliche Wirkungsweisen
haben und sich gegenseitig regulieren.

Die Rolle des IL-10 im murinen Immunsystem ist mittlerweile gut untersucht.
Allerdings sind in murinen Zellen andere Effektormechanismen zur Abwehr von
Toxoplasma gondii bekannt als in humanen Zellen. Es ist bewiesen, dass durch
IFNy stimulierte murine Makrophagen hohe Mengen iINOS produzieren. Die
Produktion und die Expression von iNOS wurden auch in murinen Makrophagen
durch IL-10 inhibiert. Auf diesem Weg kann die Wirkung des IFNy durch IL-10
antagonisiert werden (Cunha et al., 1992).

Trotzdem wurde in einer anderen Versuchsreihe gezeigt, dass Méduse mit einem
fehlendem IL-10 Gen (IL-10-/-) im Gegensatz zu den Wildtypméiusen bei einer
akuten Infektion mit Toxoplasma gondii eine Mortalitit von 100 % zeigten
(Neyer et al., 1997). Diese friihe Mortalitiat der IL-10-/- Mause korrelierte mit
hoheren IFNy-Serumspiegeln. Die Anwesenheit von IL-10 wihrend einer
Immunreaktion und die dadurch erreichte Suppression der Immunantwort
scheinen fiir den Wirt lebenswichtig zu sein (Neyer et al., 1997; Gazinelli et al.,
1996). Im Gegensatz dazu beschrieb Corradin et al. 1993 eine Induktion der
NO-Produktion durch IL-10 in murinen MDM. Und te Velde et al. schlossen 1992
aus ihren Beobachtungen, dass IL-10 nicht ldnger als genereller Inhibitor von
Immunantworten beschrieben werden kann.

In vorherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe beziiglich der Wirkung von
IL-10 auf den IDO-vermittelten L-Tryptophanabbau stellte sich heraus, dass die
IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt durch IL-10 in humanen MDM inhibiert wurde
(Tiirck, 2003). Diese Wirkung konnte durch Zugabe von neutralisierenden

a-IL-10-AK komplett aufgehoben werden, als Nachweis fiir eine IL-10-
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spezifische Wirkung. Die daraufhin erwartete Hemmung der Toxoplasmostase in
humanen MDM blieb dabei jedoch aus.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, welchen Einflu3 IL-10 auf
die IFNy-induzierte IDO-Induktion und auf die [FNy-induzierte Toxoplasmostase
in CBMDM besitzt. Es konnte gezeigt werden, dass IL-10 eine inhibitorische
Wirkung auf die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt besitzt, welche konzentrations-
abhéngig ist (Abb. 3.7). Auf welche Art und Weise das Zytokin auf die IFNy-
induzierte IDO-Aktivitdt wirkt, ist allerdings unklar. Eine deutliche Aufhebung
der Toxoplasmostase in CBMDM in Anwesenheit von IL-10 blieb auch hier aus.
Nur bei einer geringen Konzentration des IFNy (4 U/ml) war IL-10 in der Lage,
die Toxoplasmostase um ca. 50 % zu verringern. (Abb. 3.8). Damit konnte der
bereits bekannte antagonistische Effekt des IL-10 auf IFNy bestdtigt werden und
zusitzlich ein antagonistischer Effekt auf die [FNy-vermittelte IDO-Induktion in
CBMDM nachgewiesen werden. Fiir die IFNy-induzierte Toxoplasmostase in
CBMDM ist dieser antagonistische Effekt nur bei niedrigen IFNy-
Konzentrationen ausgepragt. Allerdings scheint IL-10 alleine sogar eine
proliferierende Wirkung auf Toxoplasma gondii zu besitzen. Durch simultane
Zugabe eines neutralisierenden a-IL-10-AK wurde der antagonistische Effekt auf
die IFNy-vermittelte IDO-Induktion wieder komplett aufgehoben und so die
IL-10-Spezifitit fiir den inhibierenden Effekt auf die IFNy-vermittelte IDO-
Induktion bestitigt (Abbildung 3.9).

Im Anschluss sollte liberpriift werden, wie und in welcher Weise IL-10 auf die
Wirkungsweise des TNFa im Hinblick auf die IDO-Aktivitdt in CBMDM Einfluss
nimmt. Die potenzierenden Effekte des TNFa auf die IDO-Aktivitdt sind bereits
bekannt (s. 4.1.2.). In unserer Versuchsrethe mit CBMDM wurde dieser
synergistische Effekt des TNFa auf das IFNy durch die Anwesenheit von IL-10
allerdings aufgehoben (Abbildung 3.10). TNFa wird wie viele andere Substanzen
z.B. nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) oder GBS von humanen
MDM gebildet (Goodrum et al., 1995). Danach stimuliert TNFa die Freisetzung
von [FNy mit seinen antiparasitidren Effekten aus NK- und spezifischen T-Zellen.
Um hier {iberschieBende Immunreaktionen und Folgen, wie z.B. eine Sepsis zu
vermeiden, miissen gegenregulatorische Effekte greifen. In  diesem
Zusammenhang werden in komplizierten klinischen Féllen Therapien mit

inhibitorischen Substanzen diskutiert (Pajkrt et al., 1997; Gomez-Jimenez et al.,
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1995). Hierzu zéhlt auch IL-10 als potenter Inhibitor von TNFa. Der schnelle
Anstieg des IL-10 wéhrend einer Endotoxikdmie scheint eine natlirliche anti-
inflammatorische Antwort zu sein, um die Zytokinproduktion zu kontrollieren
(Marchant et al., 1994). Die TNFa-Produktion von I[FNy-induzierten MDM wird
durch IL-10 deutlich supprimiert, dabei scheint das IL-10 friihzeitig auf die
Zytokinproduktion zu wirken, indem es die Degradation der Zytokin-mRNA
fordert (Bogdan et al., 1992).

In der Literatur wird die IL-10-induzierte Inhibition der Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen in humanen Monozyten, wie beispielsweise
TNFa, durch eine Blockierung der Gen-Transkription erkliart (Wang et al., 1995).
Diese erfolgt iiber eine Hemmung des Transfers des ,,nuclear factor kB*“ (NFxB)
vom Zytoplasma zum Kern, welche auch bei der zuvor erwéhnten Aktivierung der
IL-10-Synthese involviert ist (Moore et al., 1993). Es ist moglich, dass in dem von
uns verwendeten in vitro-System eine Beteiligung dieses Faktors vorliegt und
hierdurch die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit potenziert wird. Durch die zuvor
beschriebene IL-10-vermittelte Transferhemmung des Faktors wire dann
beispielsweise der hemmende Effekt auf das IDO-System zu erkldren. Eine andere
Moglichkeit wire, dass IL-10 einen direkten Effekt auf die IDO-Induktion besitzt.
IL-10 wird auch mit einem verminderten Transfer des STAT6-Weges zum
Zellkern assoziiert (Dickensheets und Donnelly, 1997). In der Literatur wird
angenommen, dass die inhibierende Wirkungsweise des IL-10 auf das IFNy iiber
den JAK/STATI1-Weg lduft. Zusétzlich induziert 1L-10 die Expression von
SOCS3-Gen (Suppressor of cytokine signaling 3-Gen) und greift auf diesem Weg
in die Suppression der STATI1-Phosphorylierung ein (Ito et al., 1999). Eine
Herunterregulation der IDO-Aktivitdt kdnnte moglicherweise auch {iiber eine
Inhibition der IFNy-induzierten IDO-Transkriptionsfaktoren vermittelt werden
(Dickensheets und Donelly, 1997). AuBlerdem scheint der immunhemmende
Effekt von IL-10 sowohl von der Wirtsspezies als auch vom stimulierenden
Pathogen abhéngig zu sein.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass IL-10 den IFNy-vermittelten
L-Tryptophanabbau in CBMDM inhibiert, wihrend das Toxoplasmenwachstum in
CBMDM wesentlich weniger beeinflusst wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse ist
die IDO als einziger Effektormechanismus im Rahmen der Toxoplasmenabwehr

in CBMDM eher unwahrscheinlich.
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Durch die Zytokine wird der Verlauf einer Immunantwort geregelt. Wird dieses
komplexe Regulationssystem richtig verstanden, konnte das Immunsystem durch
die Gabe von Zytokinen beeinflusst werden. Dadurch liee sich das Immunsystem
in den gewiinschten Funktionen verstirken und in den unerwiinschten Funktionen
unterdriicken. Ansétze hierfiir gibt es in der modernen Immuntherapie, bei der
Zytokine direkt gegeben oder Zellen in vifro mit diesen vorinkubiert werden.
Einen weiteren Ansatz bietet die Gentherapie, hier werden Zellen in vivo zur
Produktion von Zytokinen angeregt.

In diesem Zusammenhang scheint IL-10 trotz der oben genannten Ergebnisse eine
interessante Perspektive fiir die Behandlung infektioser und entziindlicher
Erkrankungen darzustellen. In der Therapie von bakteriellen und parasitiren
Infektionen kann die Kombination eradizierender Medikamente mit dem Zytokin
IL-10 eine effektive und schonende Behandlung darstellen. So konnte in ersten
Experimenten mit Hasen bei einer durch Listerien verursachten Meningitis mit
Hilfe einer derartigen Kombinationstherapie bereits ein Benefit fiir das infizierte
Individuum bewirkt werden (Paris et al., 1997). Auf diese Weise konnten
verheerende Krankheitsverldufe, wie ein septischer Schock, limitiert werden

(Opal et al., 1997).

72



4.4. Das Analogon 6-chloro-D-L-Tryptophan

In dem Infektionsmodell der hier vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass
die IDO durch IFNy in CBMDM induziert wird und dass durch die IDO-Aktivitit
eine verstdrkte Degradation des L-Tryptophans erzielt wird. Der IDO- vermittelte
L-Tryptophanabbau konnte aber fiir die Inhibition des Toxoplasmenwachstums in
CBMDM nicht verantwortlich gemacht werden, da die Resupplementierung von
L-Tryptophan die Toxoplasmostase in CBMDM aufgehoben hat. Dieses Ergebnis
wurde auch in Versuchen mit MDM erbracht (Tiirck, 2003). Hingegen bewirkte
die Resupplementierung von L-Tryptophan in anderen Zelllinien wie
Glioblastomzellen eine Authebung der Toxoplasmostase (Dédubener et al., 1993).
Daher scheint in CBMDM der L-Tryptophanmangel nicht alleine fiir die
Toxoplasmostase verantwortlich zu sein. Allerdings konnten durch den
Tryptophanabbau toxische Metabolite entstehen, die fiir die Toxoplasmostase
verantwortlich sind. Um die Rolle der IDO in CBMDM weiter zu klaren, sollte
tiberpriift werden, ob eine Inhibition der IFNy-induzierten IDO-Aktivitdt auch zu
einer Authebung der IFNy-induzierten Toxoplasmostase fiihrt. Dafiir wurde
6-CDLT verwendet, ein Substratanalogon des L-Tryptophans, das als
kompetitiver Inhibitor des L-Tryptophans fungiert. 6-CDLT entfaltet in humanen
MDM seine inhibitorische Wirkung und ist erst in hdheren Konzentrationen
toxisch. Es wird durch das Enzym IDO zu 4-chloro-3-hydroxyanthranilat
verstoffwechselt, ein weiterer Abbau ist nicht moglich. Der Stoffwechselabbau
des L-Tryptophans zu Quinolinsdure (QUIN) wird damit blockiert (Saito et al.,
1993). Bei kompletter Oxidation des L-Tryptophans entsteht am Ende des
Stoffwechselabbaus NAD. In Astrogliazellen konnte durch die IFNy-induzierte
IDO-Aktivitdt und dem daraus resultierenden L-Tryptophan-Abbau ein erhdhter
NAD-Spiegel gemessen werden (Grant und Kapoor, 2003). Dieser Energie-
lieferant wirkt bei neuroinflammatorischen Erkrankungen zellprotektiv. Durch die
Inhibition der IDO mittels 6-CDLT wird auch die de novo-Synthese des NAD
gehemmt. Das bedeutet weniger Energie und geringere Zellaktivitit (Grant und
Kapoor, 2003). In der Literatur wurde bereits eine Authebung der antiparasitdren
Mechanismen durch Substratanaloga des L-Tryptophans in Mausen beschrieben
(Munn et al., 1998). Auch in humanen Zellen wie beispielsweise Glioblastom-

zellen konnte ebenfalls die antiparasitire IFNy-induzierte IDO-Aktivitit durch das
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Analogon 6-CDLT aufgehoben werden (MacKenzie et al., 1999(b)). Das bedeutet,
dass die Toxoplasmostase durch den kompetitiven Inhibitor des L-Tryptophans
aufgehoben werden konnte. Untersuchungen mit humanen MDM kamen zu einem
anderen Ergebnis. Hier wurde zwar die IDO-Aktivitdt durch das Substratanalogon
6-CDLT inhibiert, die IFNy-induzierte Toxoplasmostase blieb davon jedoch
unberiihrt und konnte nicht aufgehoben werden (MacKenzie et al., 1999(b)).
Ahnliche Ergebnisse erzielten unsere Untersuchungen. Hierbei zeigte sich wie bei
den humanen Glioblastomzellen und den MDM eine Authebung der IDO-
Aktivitit. Diese Aufhebung war vor allem abhédngig von der Konzentration des
6-CDLT (s. Abbildung 3.11). Die IFNy-induzierte Toxoplasmostase in CBMDM
konnte aber auch genau wie bei den humanen MDM in Anwesenheit des
Substratanalogons 6-CDLT nicht aufgehoben werden (Abbildung 3.12).

Diese Ergebnisse bestitigten nochmals, dass die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt
nicht als alleiniger wesentlicher antiparasitirer Mechanismus in CBMDM

angesehen werden kann.

Die antitoxoplasmostatischen Mechanismen in CBMDM erscheinen sehr
komplex. Nach wie vor unklar ist auch die Rolle des IDO-vermittelten
L-Tryptophanmetabolismus bei der Toxoplasmostase in humanen MDM. In
humanen MDM wird im Gegensatz zu murinen MDM durch die iNOS keine
Toxoplasmostase erzielt und der Oxidative burst wird von Toxoplasma gondii
durch endogene Katalasen neutralisiert (MacKenzie et al., 1999(a); Murray et al.,
1985 (a)). In CBMDM wird die Toxoplasmostase genau wie bei den MDM durch
IFNy induziert. Zytokine, wie beispielsweise das TNFa, haben einen
synergistischen Effekt auf das IFNy, besitzen alleine jedoch keine antiparasitire
Wirkung. Andere Zytokine, wie IL-4 oder IL-10, wirken inhibierend auf das
IFNy. Die IDO-Aktivitit wird durch IFNy induziert. Dadurch wurde ein
vermehrter L-Tryptophanabbau mit konsekutiver Toxoplasmostase erzielt. Durch
Resupplementierung von L-Tryptophan kam es allerdings nicht wieder zu einer
Authebung der Toxoplasmostase in CBMDM. Dadurch kann die IFNy-induzierte
IDO-Aktivitdt als Hauptmechanismus gegen Toxoplasma gondii ausgeschlossen
werden. Das Analogon 6-CDLT fiihrte zu einer Inhibition der IDO, eine
Authebung der Toxoplasmostase blieb jedoch aus. Dies ist ein weiterer Hinweis,

dass die IFNy-induzierte IDO-Aktivitdt nicht allein als antitoxoplasmatischer
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Effektormechanismus fungieren kann. Da das 6-CDLT auch das Entstehen der
QUIN verhindert, wird dadurch auch die Hypothese, dass toxische Metabolite des
L-Tryptophans fiir die Toxoplasmostase verantwortlich sind, in Frage gestellt.
Denn diese toxischen Metabolite entstehen bei dem Abbau des 6-CDLT nicht,
trotzdem war eine Aufhebung der Toxoplasmostase nicht moglich. Da die IDO-
Hemmung nicht vollstindig war, ist es jedoch moglich, dass Metabolite in
geringeren Konzentrationen produziert werden, die eine inhibitorische Rolle
spielen. Falls die IFNy-induzierte IDO-Aktivitit eine Rolle bei der
Toxoplasmostase in CBMDM spielt, so scheint dieser Mechanismus im
Kynureninstoffwechsel zu liegen und zwar zwischen L-Kynurenin und QUIN, da
in diesen Stoffwechselvorgidngen das 6-CDLT nicht einzugreifen vermag. Wie die
IFNy-induzierte IDO-Aktivitit dann als antiparasitdrer Effektormechanimus
wirken konnte, ist nicht klar, da die IDO selbst durch den kompetitiven Inhibitor
6-CDLT ausgeschaltet wird. Eine andere Hypothese wire, dass eine
Proliferationshemmung von Toxoplasma gondii in CBMDM unabhingig von dem
Abbau der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan ablduft. Welche Mechanismen
hierfiir in Frage kommen, ist bisher ungekldrt und bedarf weiterer intensiver

Forschungen.
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5. Zusammenfassung

Toxoplasma gondii ist ein ubiquitir verbreitetes Protozoon. Eine Infektion kann
verheerende Auswirkungen haben, insbesondere bei einer Infektion wéhrend der
Schwangerschaft und bei Immunsuppression. Als ein wichtiger antiparasitirer
Effektormechanismus ist die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) bekannt. Dieses
Enzym katalysiert die Degradation der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan,
der dadurch vermehrter L-Tryptophanabbau wird fiir die Toxoplasmostase
verantwortlich gemacht. In der vorliegenden Arbeit wurde die IDO als
antiparasitirer Effektor-mechanismus in humanen WNabelschnurmakrophagen
(CBMDM) unter dem EinfluB von verschiedenen Zytokinen untersucht. Die
Stimulation von CBMDM durch Interferon y (IFNy) induzierte das Enzym IDO,
dies fiihrte zu einer Toxoplasmostase. Bei simultaner Stimulation mit dem
Tumornekrosefaktor oo (TNFa) zeigte sich ein synergistischer Effekt auf die IDO
und ebenfalls auf die Toxoplasmostase. Des weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass die IDO-Aktivitdit durch die Zytokine Interleukin 4 (IL-4) und
Interleukin 10 (IL-10) inhibiert wird. Dabei beeinflusste I1L-4 die IFNy-induzierte
Toxoplasmostase in Form einer Aufhebung, hingegen war ein Effekt auf diesen
antiparasitiren Mechanismus flir IL-10 nur geringfligig vorhanden. Somit
unterliegt die IDO als antiparasitdrer Effektormechanismus in CBMDM einer
Immunregulation. Ebenfalls bewirkte eine Inhibition der IFNy-induzierten IDO-
Aktivitat mittels 6-chloro-D-L-Tryptophan (6-CDLT), welches als kompetitiver
Inhibitor des L-Trytophans fungiert, keine Authebung der Toxoplasmostase. Die
Vermutung, dass toxische Metabolite des L-Tryptophans fiir den antiparasitdren
Effekt verantwortlich sind, erscheint unwahrscheinlich, weil 6-CDLT eine
Verstoffwechselung des L-Tryptophans und somit auch die Entstehung toxischer
Metabolite verhindert. Insgesamt scheint die IDO-Aktivitit einer komplexen
Immunregulation zu unterliegen und nicht der einzige antiparasitire Mechanismus
in CBMDM zu sein. Aus diesem Grund miissen weitere antiparasitire
Effektormechanismen in Erwdgung gezogen werden. Welche weiteren
Mechanismen in Frage kommen und inwieweit diese Ergebnisse auf die in vivo-

Situation iibertragbar sind, ldsst sich abschliefend nicht kldren.
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6.Abkiirzungsverzeichnis

% (V/V) Volumenprozent

% (W/v) Gewichtsprozent

Abb. Abbildung

AIDS Acquired immunodefiency syndrom

Bq Becquerel

cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat

CSF Kolonie-stimulierender Faktor

CSIF Zytokin-Synthese-inhibierender
Faktor

cpm Counts per minute

DNA(S) Desoxyribonukleinséure

E. coli Escherichia coli

FCS Fetales Kélberserum

g Fallbeschleunigung

G Granulozyten

GM Granulozyten-Makrophagen

GBS Streptokokken der Gruppe B

GvHD Graft-versus-host Reaktion

h Stunde(n)

H,O Wasser

HIV Human immunodeficiency virus

IDO Indolamin 2,3-dioxygenase

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IMDM Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s
Medium

iNOS Induzierbare Stickoxid-Synthase

IRF Interferon-Regulationsfaktor

JAK Janus family of cytoplasmic
tyrosine kinases

LPS Lipopolysaccharid

L-Tryp L-Tryptophan

MDM Monocyte derived macrophages

MHC Major histocompatibility complex

mRNA Messenger-Ribonucleinsiure

NaCL Natriumchlorid

NAD(PH) Nicotinamid-adenin-dinucleotid

Nf«kB Nuclear factor kB

N(G)MMA N(G)-monomethyl-L-Arginin

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

OD Optische Dichte

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

RES Retikulohistiozytires System

QUIN Quinolinsiure

RNA(S) Ribonukleinsdure
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RT
STAT

SD

TGF

TNF
trypB-Gen

ZNS
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Raumtemperatur

Signal transducers and activators
of transcription
Standardabweichung
Tumor-growth-factor
Tumor-Nekrose-Faktor
Tryptophansynthesegen

Units

Zentrales Nervensystem
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Interferon-y-induzierte IDO-AKktivitit als antiparasitirer Effektor-
mechanismus in Nabelschnurblutmakrophagen und

ihre Zytokin-vermittelte Regulation

vorgelegt von Simone Andrea Roch

2007

Durch Stimulation von humanen Nabelschnurblutmakrophagen (CBMDM) mit Interferon
v (IFNy) wird das Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) induziert. Dieses Enzym
katalysiert die Degradation der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan. In der Literatur ist
bekannt, dass durch den IDO-vermittelten Tryptophanabau das Wachstum einiger
intrazelluldrer Parasiten, wie z.B. Toxoplasma gondii in humanen Glioblastomzellen oder
in Fibroblasten inhibiert wird.

Unsere Ergebnisse konnten keinen direkten Zusammenhang zwischen dem IFNy-
vermittelten Tryptophanabbau und dem Auftreten eines antitoxoplasmatischen Effektes in
humanen CBMDM beweisen. In Resupplementationsversuchen wurde keine Aufhebung
des antitoxoplasmatischen Tryptophanmangels erreicht, so dass davon ausgegangen
werden muss, dass es sich bei dem IFNy-induzierten Tryptophanmangel nicht um den
einzigen antitoxoplasmatischen Mechanismus humaner CBMDM handelt. Neben der
Entstehung toxischer Metabolite ist die [FNy-vermittelte Induktion weiterer, eventuell
parallel ablaufender Immunreaktionen zu diskutieren.

Die IDO als antiparasitirerer Effektormechanismus unterliegt einer Immunregulation.
Unsere Arbeit zeigt, dass sie in humanen CBMDM durch IFNy induziert und durch
simultane Stimulation mit dem Tumornekrosefaktor oo (TNFa) verstirkt wird. Dariiber
hinaus besteht eine Inhibition dieses antiparasitiren Effektormechanismus durch die
Zytokine Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin 10 (IL-10). Bei beiden Zytokinen ist ein
antagonistischer Effekt zu IFNy bekannt. Die simultane Verstirkung des IFNy durch
TNFa wird ebenfalls aufgehoben. Eine Authebung der Toxoplasmostase konnte fiir IL-4
nachgewiesen werden, fiir IL-10 zeigte sich dagegen nur eine geringe Inhibition der
Toxoplasmostase. Die Anwesenheit eines kompetitiven Inhibitors des L-Tryptophans, das
Analogon 6-Chloro-D-L-Tryptophan (6-CDLT), fiihrte zu einer signifikanten IDO-
Inhibition, eine Aufhebung der Toxoplasmostase konnte hier allerdings nicht
nachgewiesen werden. Dadurch muss auch die Hypothese, dass toxische Metabolite des

L-Tryptophans fiir die Toxoplasmostase verantwortlich sind, in Frage gestellt werden.

Simone Andrea Roch PD Dr. med. Colin MacKenzie
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