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1 Einleitung

11 Toxoplasma gondii

1.1.1 Der Parasit

Das zum Stamm der Apicomplexa gehérende Protozoon Toxoplasma gondii ist ein obligat
intrazellular lebender Parasit, der nahezu gleichzeitig, jedoch unabhingig voneinander von
den Arzten Chatles Nicolle und Louis Herbert Manceaux in Tunis und in Brasilien von
Alfonso Splendore im Jahr 1908 entdeckt und beschrieben wurde. Der Name leitet sich
von der bogenférmigen Gestalt (foxo = Bogen, plisma = Gebilde, beides Altgriechisch) und
von dem zuerst entdeckten Wirt, dem Nagetier Crenodactylus gundi ab (Dubey 2014).

Wie auch andere verwandte humanpathogene Parasiten (z. B. Plasmodium spp.) zeichnet sich
T. gondii durch einen komplexen Lebenszyklus (1.1.2) mit verschiedenen Wirten aus. Der
dem Stamm namengebende Apikalkomplex (Abbildung 1) besteht aus vorderem Polring,
Mikronemen, Konoid und Rhoptrien (Ferguson und Dubremetz 2014), mit dem eine
Wirtszelladhision bzw. -invasion mit Hilfe des Aktin-Skeletts des Parasiten ermdglicht wird
(Dobrowolski und Sibley 1996).

T. gondii ist mit Hilfe dieser Strukturen in der Lage, alle kernhaltigen Zellen einer Vielzahl
von warmbliitigen Vertebraten zu infizieren (Hill et al. 2005). Diese geringe Zell- und
Wirtsspezifitit erleichtert seine ubiquitire Verbreitung und macht ihn zu einem der

hiufigsten parasitiren Zoonoseerreger weltweit (1.2.3).
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Bilder eines T.-gondii-Tachyzoiten und

des Apikalkomplexes eines Bradyzoiten

Elektronenmikroskopisches Bild eines Tachyzoiten des T.-gondi-Stammes VEG, gewonnen aus
dem Peritonealexsudat einer Maus (A). Zu sehen sind Amylopectin-Granula (Am), Konoid (Co),
Dichte-Granula (Dg), Golgi-Apparat (Go), Mikronemen (Mn), Nukleolus (No) und Nukleus (Nu),
die parasitophore Vakuole (Pv), Lucent bodies (Lb) und die Rhoptrien (Rh). Das
elektronenmikroskopische Bild des vorderen Endes eines Bradyzoiten zeigt den Apikalkomplex (B).
Zu sehen sind die Apikal-Ringe 1 und 2 (Ar), der innere Membrankomplex (Im), Teile der
Rhoptrien (Nr), das Plasmalemm (Pl), die Polarringe 1 und 2 (Pr) sowie subpellikulire Mikrotubuli
(Sm, Dubey et al. 1998). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von J. P. Dubey.

1.1.2 Der Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von 1. gondii lisst sich in einen geschlechtlichen und einen
ungeschlechtlichen Zyklus unterteilen, die mit verschiedenen Entwicklungsstadien des
Parasiten eng verkniipft sind. Endwirt und damit Ort der geschlechtlichen Vermehrung
sind Katzenartige (= Felidae), die Gewebszysten mit Bradyzoiten von T. gondii iber
Beutetiere aufnehmen (Dubey 1998).

Dabei setzt nach enzymatischer Zystenwandlyse der Gewebszysten, Freisetzung von
Bradyzoiten im Gastrointestinaltrakt, Infektion der Enterozyten und anfinglicher
ungeschlechtlicher Vermehrung die geschlechtliche Vermehrung ein (Dubey 1998; Hill et
al. 2005). Hierbei spalten sich von den zu Schizonten umgewandelten Bradyzoiten kleine
Tochterzellen, die sog. Merozoiten, ab, welche sowohl minnliche als auch weibliche
(Mikro- bzw. Makro-) Gameten bilden. Diese befruchten sich gegenseitig und werden
anschlieBend von einer Oozystenwand umschlossen. Dieser Vorgang findet vielfach in

einer Epithelzelle statt, bis diese rupturiert und unsporulierte Oozysten ins Darmlumen
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freisetzt. Je nach Art der Infektion des Endwirtes variiert die Pripatenzzeit (= Zeit
zwischen Aufnahme des Parasiten und Ausscheidung von Oozysten mit dem Faeces)
zwischen 3 bis 10 Tagen bei Gewebszysten, mehr als 13 Tagen bei Tachyzoiten und mehr
als 18 Tagen bei Oozysten. In den Oozysten befinden sich die sog. Sporozysten, die
innerhalb von 1-5 Tagen unter Sauerstoffzufuhr sporulieren und Sporozoiten ausbilden, die
dann fir neue Wirte infektios sind, sodass der Lebenszyklus von Neuem beginnen kann
(Dubey 1998, 2005). Die Infektion eines Zwischenwirtes, wie z. B. des Menschen oder
eines anderen warmbliitigen Tieres, kann tber Gewebszysten aus rohem oder nicht
durchgegartem Fleisch chronisch infizierter Zwischenwirte erfolgen. Weiterhin besteht die
Moglichkeit der Infektion tber Lebensmittel, Wasser und Erde, die zuvor mit Oozysten-
haltigem Katzenkot kontaminiert wurden. Ein weiterer Weg ist die vertikale Ubertragung,
also diaplazentar auf den Foétus iber Tachyzoiten bei akuter Erstinfektion der Mutter
wihrend der Schwangerschaft (Abbildung 2, Tenter et al. 2000; Frenkel et al. 1975).

Wichtig fur die ubiquitire Verbreitung des Parasiten ist, dass auch eine horizontale
Ubertragung zwischen verschiedenen Zwischenwirten méglich ist, was zum Teil die
Vielfalt der betroffenen Arten erklirt (Tenter 2009).

Nimmt ein Zwischenwirt Gewebszysten oder Oozysten (enthalten Sporozoiten) tber
kontaminiertes Material auf, wird deren Gewebswand im Gastrointestinaltrakt des
Zwischenwirts enzymatisch aufgespalten, und die enthaltenen Parasiten werden freigesetzt.
Diese penetrieren nun aktiv die Dinndarmepithelzellen und bilden intrazellulir eine
parasitophore Vakuole (PV) aus, die den Parasiten gegentiber lysosomalem Abbau schiitzt
(Joiner et al. 1994; Schwab et al. 1994).

Via Endodyogenie (= ungeschlechtliche Lingsteilung innerhalb einer Mutterzelle, bei der
jeweils zwei Tochterzellen entstehen) vermehrt sich der Parasit, bis der Enterozyt aufplatzt
und die zu Tachyzoiten entwickelten Parasiten frei werden, sich iber Blut- und
Lymphwege im Korper ausbreiten und in den nichsten Tagen Organe wie Lymphknoten,
Lunge und Leber befallen (Dubey 1997, 1998). Diese Parasitimie mit Tachyzoiten wird
auch als akute Toxoplasmose bezeichnet, die mit unspezifischen, grippeihnlichen

Symptomen einhergehen kann (1.2.1).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von 7. gondii

(vereinfacht)

Katzenartige nehmen Gewebszysten, die T.-gondii-Bradyzoiten enthalten, Uber Beutetiere auf. Es
folgt die geschlechtliche Vermehrung, an dessen Ende die Freisetzung von Oozysten iber den
Faeces steht (1). Diese werden von anderen Tieren aufgenommen und es kommt nach einer
Parasitimie zu einer erneuten Ausbildung von Gewebszysten, z. B. im Muskelgewebe. Uber rohes
oder unzureichend gegartes Fleisch kann sich der Mensch infizieren (2). Ein weiterer Infektionsweg
fiir den Menschen ist die orale Aufnahme von Oozysten iiber z. B. kontaminiertes Trinkwasser (3).
Wihrend einer Erstinfektion bei Schwangerschaft kénnen die Parasiten auch diaplazentar auf den
Fotus ibertragen werden. Infektiése (i) und diagnostische (d) Stadien sind in der Abbildung
gekennzeichnet (Silva und Moser 2002).

Im Zuge der Immunantwort des Wirtes auf die akute Infektion macht der Parasit eine
Stadienkonversion durch: Die sich schnell teilenden Tachyzoiten wandeln sich zu
Bradyzoiten mit geringer Replikationsrate und minimiertem Metabolismus um, gleichzeitig
andert sich das Profil der Oberflichenantigene (Kasper 1989; Bohne et al. 1999) und die
PVs werden zu Gewebszysten mit einer festen Zystenwand umgebaut, in denen
Bradyzoiten mit Hilfe verschiedener Immunevasionsmechanismen lebenslang persistieren
konnen. Dieses stellt den Ubergang zur chronischen bzw. latenten Toxoplasmose dar.
Obwohl nahezu alle kernhaltigen Zellen des Zwischenwirts befallen sein koénnen, findet
man die Gewebszysten bevorzugt in Gehirn, Auge, Herz und anderen Muskelzellen (Gross
et al. 1992; Dubey 1998). Unter bestimmten Bedingungen kann beliebig oft eine
Reaktivierung, also ein Wiedereintritt in eine Replikationsphase, der bis dahin ruhenden

Bradyzoiten in den Gewebszysten mit resultierender Parasitimie erfolgen (1.2.1).
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1.2 Die klinische Relevanz einer Infektion mit 7. gondii

1.2.1 Das klinische Erscheinungsbild der akuten bzw. reaktivierten

Toxoplasmose

Entscheidend fiir das symptomatische Bild einer Infektion mit T. gondii ist der Immunstatus
des Patienten. Eine akute Infektion verliuft beim immunkompetenten Menschen hiufig
klinisch ~ inapparent oder mit milden Allgemeinsymptomen wie Fieber und
Lymphknotenschwellungen occipital und/oder cervical (Hill und Dubey 2002). Jedoch
koénnen auch bei immunkompetenten Patienten schwere Schiden auftreten, wie z. B. eine
okulire Toxoplasmose, die den haufigsten Grund einer posterioren Uveitis darstellt
(Shobab et al. 2013). Seltener sind fulminante Verlidufe mit Beteiligung anderer Organe, wie
Lunge und Gehirn beschrieben (Demar et al. 2007).

Nach durchgemachter Infektion kann bei persistierenden IgG-Titern (Immunglobulin G)

von einer Immunitit gegen eine erneute Infektion ausgegangen werden (Wilson 2012).

Von klinischer Bedeutung sind insbesondere Toxoplasmosen in Form der Reaktivierung
einer latenten Infektion bei Immunsuppression oder der konnatalen Toxoplasmose des

Fo6tus bei Erstinfektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft (Gross 2004).

Eitrige Myokarditiden, Pneumonien und Enzephalitiden ausgelost durch T. gondii treten
insbesondere bei organtransplantierten, therapeutisch immunsupprimierten Patienten auf
(Derouin und Pelloux 2008) und reduzieren damit das Uberleben dieser Patienten (Doesch
et al. 2010).

Weiterhin fihrt der Parasit zu einer opportunistischen Infektion bei Menschen mit dem
erworbenen Immundefizienzsyndrom AIDS (Acquired immunodeficiency syndrome), die mit
einer hohen Mortalitit verknipft ist (Bonnet et al. 2005). Nicht antiretroviral behandelte
Patienten erleiden in bis zu 50% der Falle bei Toxoplasma-Infektion eine Toxoplasma-
Enzephalitis (TE, Happe et al. 2002), wobei der Anteil unter Patienten mit einer
Kombinationstherapie auf 2,2% gesenkt werden konnte (Sacktor et al. 2001). Trotz aller
therapeutischer Bemtihungen bleibt die TE die haufigste Todesursache bei AIDS-Patienten
(Luft und Remington 1992; Contini 2008).

Findet eine Infektion mit T. gondii erstmalig wihrend der Schwangerschaft statt, kann dies
zu fokalen Lisionen der Plazenta mit der Durchtrittsmoglichkeit fiir Tachyzoiten zum
Fétus und somit zu einer Infektion des Fétus fihren (Hill und Dubey 2002). Maf3geblich
fir die Folgen dieser Infektion sind die Zahl der ibertragenen Parasiten und deren
Virulenz, viel mehr jedoch noch das Gestationsalter zum Zeitpunkt der Infektion. So steigt
die Ubertragungsrate von der Mutter auf den Fotus wihrend der Schwangerschaft auf ca.
60% im dritten Trimenon an, wohingegen das Risiko von Symptomen reziprok dazu
verlduft: Es sinkt im Laufe der Schwangerschaft von 60-75% im ersten auf 10% im dritten
Trimenon ab (Gross 2004; Lopes et al. 2007; Montoya und Remington 2008). Zu klinisch
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schweren Fillen kann eine Infektion in der frithen Schwangerschaft fithren, die sich mit
Retinochorioiditis, Hydrozephalus und Enzephalitis (Ttias) oder sogar als Spontanabort
zeigt. Weiterhin kann es zu mentaler Retardierung, zerebraler Kalzifizierung sowie
psychomotorischen, neurologischen Stérungen und zu Wachstumsstérungen kommen. Bei
kongenitaler, subklinischer Infektion kénnen Spitschiden wie die okulire Toxoplasmose
mit einer Latenz von Monaten bis Jahren auftreten (Hill und Dubey 2002; Montoya und
Liesenfeld 2004; Lopes et al. 2007; Montoya und Remington 2008).

Zu grofier medialer Popularitit kam 1. gondii, als bekannt wurde, dass eine Infektion das
Verhalten des Wirtes manipulieren kann. So weisen z. B. infizierte Ratten einen
verminderten Fluchtinstinkt gegentiber Katzen auf (Berdoy et al. 2000), was zu der Frage
fihrte, ob auch der infizierte Mensch in seinem Verhalten beeinflusst wird. Zu diesem
Zweck wurden psychologische Studien mit Infizierten wund nicht-infizierten
Kontrollpersonen durchgefiihrt, die zu signifikanten, geschlechtsspezifischen Ergebnissen
kamen: Frauen verhielten sich aufgeschlossener und Minner hatten ein vermindertes
Regelbewusstsein  (Flegr und Havlicek 1999; Lindova et al. 2006; Flegr 2007). In

Fachkreisen sind Schlussfolgerungen daraus jedoch umstritten.

1.2.2 Diagnostik

Diagnoseverfahren der Wahl beim gesunden, nicht-immunkompromittierten Patienten ist
der Nachweis von Toxoplasma-spezifischen Antikorpern (IgG). Sind diese nicht vorhanden,
besteht in der Schwangerschaft die Gefahr einer Erstinfektion. Steigt der IgG-Titer im
Vergleich zum Vorwert an, kann dies beim immunsupprimierten Patienten auf eine
Reaktivierung einer chronischen Infektion hinweisen (Montoya und Liesenfeld 2004;
Montoya und Remington 2008). Da dieser Labortiter jedoch keine Ruckschlisse zur
Differenzierung zwischen akuter und chronischer Infektion liefert, werden bei Bedarf noch
weitere Verfahren eingesetzt. Zu nennen sind hier subklassen-spezifische ELISA (engymze-
linked immunosorbent assay), IFAT (Indirekter Immunfluoreszenz-Antikorper-Test), Sabin-
Feldmen Dye Test, Agglutinationstest und die IgG-Aviditatstestung. Mit Hilfe dieser
Laboruntersuchungen ist es moglich eine akut erworbene Infektion von einer chronischen
abzugrenzen (Montoya und Liesenfeld 2004; Igbal und Khalid 2007).

IgM ist das Immunglobulin der ersten Infektionsphase und somit wihrend der akuten
Infektion, teilweise aber auch noch bis Monate nach durchgemachter Infektion serologisch
nachzuweisen. Aufgrund dessen kann es keine akute Infektion beweisen, jedoch bei
negativem IgM eine akute Infektion ausschlieBen (Bobi¢ et al. 1991; Liesenfeld et al. 1997).
Als sensitiverer Marker fiir eine akute Toxoplasmose steht IgA in Kombination mit IgG als

Test in der perinatalen Diagnostik zur Verfiigung (Stepick-Biek et al. 1990).

Ist wihrend einer Infektion der Titer fir serologische Verfahren zu niedrig, kann ein
direkter Nachweis von T. gondii notwendig sein. Hier steht neben einer Mausinokulation

und der Zellkultur vor allem die PCR (Polymerase Chain Reaction) im Vordergrund (Montoya
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2002). Ein Vorteil der Real-Time-PCR ist, dass viele verschiedene Probenmaterialien (z. B.
Fliassigkeit einer bronchoalveoliren Lavage bei AIDS-Patient mit Pneumonie) benutzt

werden konnen (Petersen et al. 2000).

In der Prinataldiagnostik ist die PCR-Analyse von Nabelschnurblut eine
Standarduntersuchung, jedoch ist sie mit einer Sensitivitit von 064-97 % je nach
Gestationsalter nicht immer zuverldssig (Hohlfeld et al. 1994; Montoya und Remington
2008). Sensitiver, jedoch mit einem Abort-Risiko von ca. 1 % verbunden ist die
Untersuchung von Fruchtwasser aus einer Punktion der Fruchtblase (Amniozentese). Ab
der 18. Schwangerschaftswoche (SSW) kann dieses Verfahren unter strenger
Indikationsstellung verwendet werden (Montoya und Remington 2008; Tabor und Alfirevic
2010).

1.2.3 Epidemiologie

Aufgrund verschiedener Faktoren wie Hygiene, Klima und Ernihrungsgewohnheiten der
Bevolkerung variiert die Durchseuchungsrate von 1. gondii von Region zu Region stark.
Verstirkt betroffen sind z. B. dichtbesiedelte, warme Kiistenregionen verglichen mit

trockenen Wistengebieten (Julvez et al. 1996; Chacin-Bonilla et al. 2001).

Ein Beispiel fir ein Land mit einer hohen Seroprivalenz von 75-80% ist Brasilien. In
Europa ist sie in Frankreich dhnlich hoch (Miller et al. 2009), und somit liegen beide
Linder uber der weltweiten Privalenz von gut einem Drittel der Weltbevolkerung
(Montoya und Liesenfeld 2004).

Zwar konnte in Deutschland durch die Einfihrung des Infektionsschutzgesetzes im Jahr
2001, das eine nicht-namentliche Meldepflicht vorsieht, die FErfassung konnataler
Toxoplasmose-Fille verbessert werden, jedoch ist von einer hohen Dunkelziffer,
insbesondere bei klinisch inapparenten Fallen, auszugehen (Robert-Koch-Institut 2009,
RKI). Man geht daher von einer Seropravalenz bei Schwangeren von 26-54% aus, die mit
wachsendem Lebensalter steigt (Gross 2004). Eine aktuelle Ver6ffentlichung des RKIs aus
dem Jahr 2016 gibt eine Durchseuchung von 55%  fiir Erwachsene in Deutschland an
(Wilking et al. 2016).

Ein Grund der hohen Durchseuchungsrate liegt in der Umweltresistenz der Oozysten, die
bis zu 18 Monate im Erdreich unterschiedlichste klimatische Bedingungen tberleben
konnen (Frenkel et al. 1975). So ist es moglich, dass aus Katzenkot ausgewaschene
Oozysten mit starken Regenfillen in Trinkwasserreservoirs, Fliisse und Ozeane gespiilt
werden (Lindsay und Dubey 2009), Gber die sie Oberflichentrinkwasser in (sub-)tropischen
Regionen (Bahia-Oliveira et al. 2003) und Teilen Europas kontaminieren kénnen (Ertug et
al. 2005). Da Oozysten auch eine hohe Resistenz gegeniiber gingigen Verfahren der
Trinkwasseraufbereitung wie z. B. der Desinfektion mittels Ozon oder UV-Strahlung
(Ultraviolett) aufweisen, ist diese Infektionsquelle vermutlich von grofler Bedeutung
(Wainwright et al. 2007a; Wainwright et al. 2007b). Der grote Risikofaktor einer Infektion
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ist jedoch unzureichend gegartes oder rohes Fleisch, was in Europa fiir 30 — 63% der
Infektionen verantwortlich ist (Cook et al. 2000). Trotz des Wissens um diese
Risikofaktoren ist die Diagnose bei einem grof3eren Teil von Toxoplasmose-Ausbriichen
schwierig zu stellen. Kiriterien hierbei sind regionale und zeitliche Haufung von
Symptomen einer akuten T.-gondii-Infektion und serologischer Nachweis von spezifischem
IgG und IgM (Demar et al. 2007).

1.2.4 Die aktuelle Therapie

Die Therapie der Toxoplasmose richtet sich nach dem Immunstatus des Patienten, der
Schwere der Erkrankung, dem Vorliegen einer Schwangerschaft und anderen

medizinischen Faktoren wie z. B. der Nierenfunktion und bekannten Allergien.

Bei immunkompetenten Menschen kann bei unkomplizierten Verldufen in der Regel auf
eine medikamentése Therapie verzichtet werden (Montoya und Liesenfeld 2004).
Indikationen fiir eine antiparasitire Medikation sind die okulidre Toxoplasmose, eine aktive
Infektion bei Immunsupprimierten und die prinatale Toxoplasmose des Neugeborenen
sowie die Erstinfektion wihrend der Schwangerschaft. Letztere wird bis zur 16. SSW mit
dem Makrolid Spiramycin, nach der 16. SSW mit einer Kombination aus Pyrimethamin
(Dihydrofolatreduktase-Hemmer, potenziell teratogen, hidmatotoxisch) und Sulfadiazin
behandelt. Zur Vermeidung von Knochenmarksschiden, die durch das Pyrimethamin
entstechen konnen, wird die gleichzeitige Gabe von Folinsiure empfohlen. Bei
nachgewiesener Infektion des Fétus sollte eine vierwochige Intervalltherapie mit dieser
Dreifachkombination bis zum Ende der Schwangerschaft erfolgen (Schema: 4 Wochen
Kombinationstherapie, 4 Wochen frei oder Spiramycin, usw.). Fur Neugeborene wird
ebenfalls diese Kombination empfohlen, wobei die Dauer individuell angepasst werden
muss. Zur rechtzeitigen Erkennung von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen mussen
regelmafBige Blutbild- und Leberfunktionswertkontrollen erfolgen. Clindamycin ist als

Alternative angegeben (Montoya und Remington 2008; Robert-Koch-Institut 2009).

Fir organtransplantierte, immunsupprimierte Patienten wird eine hochwirksame Therapie
mit Trimethoprim und Sulfamethoxazol vorgesehen, die TE wird mit Pyrimethamin und
Sulfadiazin bzw. Atovaquone behandelt. AnschlieSend sollte eine prophylaktische Therapie
mit halber Dosierung bis zum Erreichen der Immunkompetenz fortgefithrt werden (AIDS-
Patienten: CD4+ (cluster of differentiation)-T-Zellen >200/ul und mindestens 6 Monate
therapeutisch kontrollierte Viruslast, Montoya und Liesenfeld 2004).

1.2.5 Pravention

Die haufigste Infektionsquelle des Menschen mit T. gondii ist die Ingestion von
Gewebszysten aus ungekochtem und unzureichend gegartem Fleisch. Dies ist daher der
Hauptrisikofaktor einer Infektion (Roghmann et al. 1999) und fir ca. 50 % der
Erkrankungen verantwortlich (Slitko et al. 2000). Verglichen mit Infektionen tber
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Oozysten-kontaminiertes Erdreich mit bis zu 17% (Cook et al. 2000) kann der Aufnahme
von ungeniigend gegartem, mit Gewebezysten kontaminierten Fleischs je nach Region in
Europa eine Haufigkeit von 30-63 % zugeschrieben werden, was sie zum wichtigsten
Ansatzpunkt von Priventionsprogrammen macht. Auf verunreinigtes Wasser, Aufnahme
von Oozysten aus dem Erdreich und ungekochtes Gemiuse sind bei der nicht-
fleischessenden Bevolkerung 22- 48 % der Toxoplasma-Infektionen zurtickzufthren (Hall et
al. 1999; Roghmann et al. 1999; Chacin-Bonilla et al. 2001).

Demnach wird Schwangeren die ausreichende Erhitzung von Fleisch auf tber 66 °C
empfohlen, da ab dieser Temperatur die Bradyzoiten in Gewebszysten denaturieren,
Gemiise und Obst sollten griindlich gewaschen werden, Gartenarbeit sollte gemieden
werden (Dubey et al. 2005). Katzenklos sollten nur von Nicht-Schwangeren mit heillem
Wasser gesdubert werden, wohingegen der Kontakt mit Katzen kein signifikantes Risiko
darstellt (Cook et al. 2000). Kommt es dennoch zu einem Risikokontakt sollten

anschlieBend die Hinde griindlich gereinigt werden.

Eine Infektion kann fir organtransplantierte Patienten unter Umstinden fatale Folgen
haben (1.2.1) und kann tber das Tachyzoiten-haltige transplantierte Organ (Herz, Leber,
Lunge) oder Blut erfolgen (Hermanns et al. 2001; Derouin und Pelloux 2008).
Hochrisikopatienten, die durch serologische Untersuchungen von Spender und Empfinger
erkannt wurden, profitieren von einer Prophylaxe mit Cotrimoxazol, auch wenn die genaue

epidemiologische Bedeutung nicht abschlieBend geklirt ist (Derouin und Pelloux 2008).

Zum Schutz der breiten Bevolkerung sollte tber die notwendigen Hygienemalnahmen
aufgeklirt werden und eine zuverlissige Trinkwasseraufbereitung erfolgen (Isaac-Renton et
al. 1998), insbesondere um Menschen mit niedrigem soziookonomischen Status zu
schiitzen, die laut einer Studie eine hohere Seroprivalenz aufweisen (Bahia-Oliveira et al.
2003).

Screening-Programme fiir Schwangere zeigen gute Erfolge: So konnten durch primire
Privention die Serokonversionsrate um 63 %, durch sekundire Privention um 40%
gesenkt werden (Foulon et al. 1994), was jedoch auch von der Privalenz der untersuchten

Region anhingig ist.

Da in neueren Studien auch die medizinische Bedeutung einer Infektion von
immunkompetenten Patienten vor allem aufgrund der von T. gondii ausgelosten
Retinochorioiditis gezeigt wurde, wird vermehrt eine Impfung fiir den Menschen diskutiert,
bisher ist jedoch nur ein zugelassener Impfstoff fiir Schafe in Umlauf (Owvilis Toxovax,
Intervet International). Somit ist nicht mehr alleine der Schutz vor kongenitalen
Infektionen Schwerpunkt der Toxoplasmose-Privention (Havelaar et al. 2007; Innes und
Vermeulen 2000).
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1.3  Die immunologische Reaktion des Wirtes auf eine Infektion mit

T. gondii

1.3.1 Die Immunreaktion auf eine Parasitimie mit Toxoplasmen

Wie bei jeder Infektion ist auch bei der Infektion mit 1. gondii das Ziel des Wirtes eine
dauerhafte Schiadigung zu vermeiden und die Erreger entsprechend schnell und stark

einzudammen.

Immunkompetente Wirte reagieren auf eine Parasitimie mit Tachyzoiten von T. gondii
heftig, um eine weitere Replikation des Parasiten und damit mdgliche Schiden zu
verhindern. Hierbei werden eine Reihe von pro-inflaimmatorischen Signalkaskaden aktiviert

und Abwehrzellen mobilisiert, die in der Regel die akute Infektion erfolgreich eindimmen.

Eine zentrale Funktion spielt das pro-inflaimmatorische Zytokin Interleukin-12 (IL-12),
welches in der Frihphase der Infektion nach Phagozytose von Parasiten durch Monozyten,
neutrophile Granulozyten und antigenprasentierende Dendritische Zellen (DCs) sezerniert
wird. Es aktiviert in Natirlichen Killer (NK)-Zellen den STAT4 (Signal transducer and
activator of transcription)-Signalweg, an dessen Ende Interferon-gamma (IFN-y) ausgeschiittet
wird (Gazzinelli et al. 1993; Fukao et al. 2001). Gleichzeitig spielt I1.-12 eine Rolle in der
Differenzierung und Aktivitit von T-Lymphozyten (Reis e Sousa et al. 1997), sodass diese
vermehrt T.-gondi-infizierte Zellen zytotoxisch angreifen bzw. wesentlich zur IFN-y-

Produktion beitragen (Montoya et al. 1996).

IFN-y ist bei der Abwehr von intrazelluliren Protozoen von zentraler Bedeutung, da es auf
vielfaltige Weise immunologische Prozesse aktiviert, die sich unter anderem gegen
intrazellulire Pathogene richten (Suzuki et al. 1988; Lykens et al. 2010). Unter anderem
aktiviert es die Genexpression fiur MHC (Major Histocompatibility)-Molekile der Klasse I und
I1, fur Proteine des Zellwachstums und der Apoptose (Boehm et al. 1997). Dem gegeniiber
fihrt die Abwesenheit von IFN-y zu einer unkontrollierten Vermehrung oder
Reaktivierung von Toxoplasmen bei Miusen, was zu einer erhéhten Mortalitdt fihrt
(Scharton-Kersten et al. 1996; Yap und Sher 1999).

Gleichzeitig ablaufende anti-inflammatorische Prozesse vermindern bei Infektionen mit
Protozoen durch die Immunantwort hervorgerufene Gewebeschiden, was jedoch ebenso

eine Persistenz der Parasiten im Wirten ermoglicht (Raes et al. 2007, 1.3.3).

Monozyten spielen als Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems und bei der
Initiierung der adaptiven Immunantwort tiber die Prisentation von Antigenen tiber MHC-
Klasse-1I-Molekiile an CD4+-T-Zellen oder direkt an B-Zellen ohne gleichzeitige
Prisentation an T-Zellen eine wichtige Rolle. Ebenso koénnen sie durch direkte
antimikrobielle Wirkungen, u.a. durch Produktion von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen,
Begrenzung essentieller Wachstumsfaktoren oder Lyse von Vakuolenmembranen durch

GTPasen (Guanosintriphosphat) Infektionserreger bekimpfen (Serbina et al. 2008).
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Durch CCR2 (C-C chemokine receptor tjpe) -vermittelte Rekrutierung gelangen Monozyten an
den Ort der Infektion, um dort die fortschreitende Erregerausbreitung einzugrenzen.
CCR2-Knock-out-Miuse sind nicht in der Lage die Vermehrung von 1. gondii zu
kontrollieren und weisen gleichzeitig niedrigere IL-12-Spiegel unter einer solchen Infektion

auf, was zu einer erhohten Mortalitit fihrt (Dunay et al. 2008; Serbina et al. 2008).

Durch die Kombination von IFN-y, produziert von NK-Zellen und T-Lymphozyten vom
T-Helfer-1-Typ, und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-o, produziert von
antigenprisentierenden  Zellen (APCs), werden aus Gewebsmakrophagen und
Blutmonozyten klassisch aktivierte Makrophagen mit pro-inflammatorischer und
gesteigerter antimikrobieller Aktivitit (sog. M1-Makrophagen). So werden von ihnen durch
IFN-y eine Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und IL.-23
sezerniert, die wiederum auf andere Zellen des Immunsystems wirken (Mosser und
Edwards 2008). Weiterhin wird die Expression der induzierbaren Stickoxidsynthase (iNOS)
im Rahmen der Erregerzerstérung erhoht (Luder et al. 2003).

Studien zeigten, dass eine starke zellulire Immunantwort zwar wichtig fiir die rasche
Bekiampfung von T. gondii ist (Dunay und Sibley 2010), jedoch auch mit dem erhdhten
Risiko fir Autoimmunerkrankungen korreliert. Solche Autoimmunerkrankungen kénnen
durch polymorphonukleire Leukozyten ausgelost werden, die tiber die Signalkaskade IL-
13, T-Helfer-17-Zellen, und IL-17-Sekretion rekrutiert werden (Langrish et al. 2005).
Weiterhin konnte im Modell mit T.-gondii-infizierten Miusen eine erhohte Mortalitit durch
uberschieffende Produktion von IL-12, IFN-y und TNF-a bei Abwesenheit des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 beobachtet werden, sodass angenommen wird, dass jede
unterschwellige und jede tberschieBende Reaktion auf eine Infektion zu verschiedenen

Schidigungen fithren kann (Gazzinelli et al. 1996).

Dendritische Zellen, die sich aus Monozyten-Vorliaufern differenzieren, sind nicht nur an
der Abwehr einer Infektion mit T. gondii beteiligt, sondern auch Wirtszellen des Parasiten.
Sie kénnen in Abhingigkeit vom Genotyp von T. gondii nach Infektion hypermotil werden
und als ,,Trojanische Pferde® die Dissemination des Parasiten in seinem Wirt sogar

begiinstigen (Lambert et al. 2009).

Neuere Studien zeigten aullerdem, dass die Freisetzung des parasitiren Proteins Dichte
Granula-Protein GRA15 im Zytoplasma einer dendritischen Wirtszelle zur Aktivierung des
NY«B (nuclear factor 'kappa-light-chain-enbancer' of activated B-cells) -Signalweges fiihrt, was unter
anderem die Synthese von IL-12 induziert. Jedoch unterliegt diese Eigenschaft Stamm-
spezifischen Unterschieden (Rosowski et al. 2011). Somit sind infizierte Zellen des
angeborenen Immunsystems an der schnellen Ausbreitung des Parasiten im gesamten

Organismus, aber auch an der Abwehr einer Infektion mit Toxoplasmen beteiligt.
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1.3.2 Der Einfluss einer chronischen Toxoplasma-Infektion auf das

Immunsystem

Eine Reihe von Verinderungen der Immunreaktivitit lassen sich nicht nur bei akuter

Toxoplasmose, sondern auch bei einer latenten Infektion feststellen.

So zeigte eine Studie bei chronisch-infizierten Patienten erhohte Spiegel von
Malondialdehyd (MDA) und NO (Stickstoffmonoxid) bei gleichzeitig erniedrigter
Glutathion (GSH)-Aktivitit (Karaman et al. 2008). Wihrend der erhéhte NO-Spiegel als
Zeichen gesteigerter Abwehrbereitschaft gegen die bestehende Infektion mit T. gondii
gedeutet wurde, deutet die hohe MDA-Konzentration im Blut der Patienten auf erhohten
oxidativen Stress fiir Zellen und Gewebe hin. Die erniedrigte Aktivitit des endogenen
Antioxidans GSH wurde als Zeichen einer verminderten Antwort auf den oxidativen Stress
interpretiert, sodass die Autoren zusammenfassend von einer erniedrigten Aktivitit der
Schutzmechanismen gegentiber Schiden durch freie Radikale bei chronisch-infizierten

Patienten ausgingen.

Eine Studie zur Immunsuppression durch T. gondii zeigte im Mausmodell auf der einen
Seite eine zeitweise erhohte Produktion von I1.-12 und IFN-y, also eine Stimulation der
Immunantwort, auf der anderen jedoch eine erniedrigte Proliferation von Splenozyten mit
einer geringeren Produktion von IL-2 durch diese Zellen nach Stimulation mit allogenem
Zellmaterial. Dies deutet auf eine Hemmung der Immunantwort hin. Weiterhin wurde in
diesem Zusammenhang gezeigt, dass die NO-Produktion durch Makrophagen auch 15
Wochen nach Infektion bei einer Stimulation mit LPS (Lipopolysaccharid) niedriger ist als
bei den Miusen in der Kontrollgruppe (Kankova et al. 2010).

Neuere Studien zeigten sogar, dass eine chronische Infektion mit 1. gondii zu einem
immunologischen Vorteil fir Mause bei einer akuten Infektion mit Listeria monocytogenes
wird. Ursachlich dafiir ist die Stimulation des Nager-spezifischen Toll-like-Rezeptors
TLR11 durch T. gondii, durch die pro-inflaimmatorische Monozyten rekrutiert werden, die

den Wirt gegentiber einer Infektion mit Listerien schiitzen (Neal und Knoll 2014).

Frihere Studien unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass sowohl HLA (Hwuman Lenkocyte
Antigen)-A,B,C als auch HLA-DR,DP,DQ bei chronisch-infizierten Blutspendern verstirkt
exprimiert werden, was in einem Shift der Monozyten-Subpopulationen (1.4.1) begriindet
sein und eine erhohte Immunreaktivitit auch gegeniiber anderen Erregern zur Folge haben
konnte (Stalling 2013).

Somit scheint eine chronische Infektion mit T. gondii das Immunsystem des Wirtes zu
beeinflussen, indem der Organismus vermehrtem oxidativen Stress und zumindest
zeitweise einer verstirkten Entziindungsreaktion ausgesetzt ist. Dies konnte das Auftreten
einer Autoimmunerkrankung wihrend der chronischen Toxoplasmose begiinstigen

(Fischer et al. 2013). Eine linger andauernde Immunsuppression kénnte dagegen zu einer
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erhohten Anfilligkeit gegeniiber anderen Infektionserregern fihren, wobei die erhchte

Antigen-Prisentation iiber MHC-Molekiile diesem Effekt entgegensteht.

1.3.3 Lebenslange Persistenz des Parasiten durch Immunevasionsmechanismen

Von groBler Bedeutung fir die lebenslange Persistenz von T. gondii in seinen
Zwischenwirten ist die Balance zwischen Eindimmung des Parasiten durch das
Immunsystem des Wirtes und der Immunevasion des Parasiten. Ein Uberwiegen der
Immunantwort wiirde zu einer Eradikation, ein Uberwiegen der Immunevasion zu einer
unkontrollierten Erregerausbreitung und somit zum Tod des Wirtes fihren (Denkers et al.
2012). In beiden Fillen wire die Infektion weiterer End- oder Zwischenwirte nicht mehr

moglich.

Eine Schlisselrolle in der Immunevasion spielt bei Mausen die Rhoptrien-Protein-Kinase
ROP18, die #mmunity-related GTPase (IRG)-Proteine inaktiviert (Fentress et al. 2010;
Steinfeldt et al. 2010) und somit verhindert, dass die Membran der parasitophoren Vakuole
zerstort wird und Tachyzoiten ins Zytoplasma gelangen, in dem sie nicht tiberleben kénnen
(Howard et al. 2011).

Die Effekte von ROP16 sind komplexer. Es aktiviert in Abhangigkeit vom Genotyp des
Parasiten im Zytoplasma der Wirtszelle die Signalmolekiile STAT3 und STATO, was die
zellulire Immunitat begrenzt und dem Parasiten Zugang zu Nihrstoffen der Wirtszelle
ermoglicht (Butcher et al. 2011; Jensen et al. 2011). Weiterhin verringert die IL10-
unabhingige STAT3-Aktivierung durch den Parasiten die Bildung der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-a (Butcher et al. 2005). Das Conoid-
assoziierte Protein CAP-1 ist in seiner Wirkungsweise noch nicht vollstindig verstanden,
jedoch fithrt ein Fehlen dieses Proteins zu einer erhéhten Anfilligkeit des Parasiten
gegenuber Stickstoffoxid-Radikalen (Skariah et al. 2012).

Eine In-vitro-Infektion humaner Monozyten-angereicherter PBMCs mit Toxoplasmen fihrt
zu einer signifikanten Hemmung der Expression von HLA-A,B,C und HLA-DR,DP,DQ
(Stalling 2013), was analog zu Studien mit murinen Monozyten zu einer verminderten
Antigenprisentation an T-Lymphozyten und somit zu einer abgeschwichten Antwort des
erworbenen Immunsystems fihren kénnte (Luder et al. 2001; Liider und Seeber 2001). Die
Manipulation der Apoptose infizierter Wirtszellen ist ein weiterer Mechanismus, der die
Eradikation des Parasiten verhindert (Lider und Gross 2005; Hippe et al. 2009).

Somit ermoglicht die Balance zwischen pro-inflammatorischen, anti-parasitiren und anti-
inflammatorischen, gewebeschonenden Reaktionen bei Infektion mit T. gondii im
Zusammenspiel mit Immunevasionsmechanismen des Parasiten die lebenslange Persistenz
des Parasiten in Form ruhender Bradyzoiten in verschiedenen Geweben des

Zwischenwirtes (1.1.2).
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1.4  Monozyten als Teil der antiparasitiren Abwehr

1.41 Entwicklung, allgemeine Aufgaben und die Unterteilung in drei Monozyten-

Subtypen mit deren Oberflichenantigenen

Humane Monozyten spielen bei vielen Prozessen der Erregerabwehr, der Regulation des
Immunsystems, aber auch der Wundheilung eine grof3e Rolle und sind eine sehr heterogene
Gruppe von mononukleiren Zellen des angeborenen Abwehrsystems (Mosser und
Edwards 2008). Monozyten entwickeln sich im Knochenmark aus hidmatopoetischen
Stammzellen tiber myeloide Progenitorzellen, die auch Vorlduferzellen einer Reihe anderer
Zellen, wie zum Beispiel von Granulozyten sind. Aus granulocyte/ macrophage colony-forming
units reifen Monoblasten heran, die sich iber Pro-Monozyten zu reifen Monozyten

entwickeln, die ins Blut abgegeben werden (Gordon und Taylor 2005).

Nicht nur ihre Phagozytose-Aktivitit von opsonisierten und nicht-opsonisierten Partikeln,
sondern auch die Fihigkeit inflaimmatorische Prozesse im Korper zu modulieren, die
Zellen des erworbenen Immunsystems zu aktivieren, als antigenprisentierende-Zellen zu
fungieren und sich in verschiedenen Geweben zu ortsstindigen Gewebsmakrophagen oder
Vorlidufer von dendritischen Zellen zu differenzieren, sind wichtige Eigenschaften ihrer

antimikrobiellen Aktivitit (Sampath et al. 2018; Recalcati et al. 2018).

Der gemeinsame Marker aller humaner Blutmonozyten sowie von dendritischen Zellen des
Blutes ist CD115, der monocyte colony stimulating factor 1 receptor (Ingersoll et al. 2010). Die
eigentlichen Monozyten des Menschen kénnen anhand der Oberflichenantigene CD14
und CD16 in drei Subtypen eingeteilt werden. Ca. 90-95% sind CD14"CD16 und werden
als ,,klassische Monozyten® bezeichnet. Sie exprimieren CCR2, CD64, CD62L auf ihrer
Oberfliche. Eine gut dokumentierte Funktion dieser Subpopulation ist das Recycling von
apoptotischen neutrophilen Granulozyten, die stindig in grof3er Zahl anfallen und nach
einer lokalen Infektion vermehrt vorliegen kénnen (Chimma et al. 2009). CD16°CD14%™
werden auch ,,nicht-klassische® oder ,,pro-inflammatorische Monozyten® genannt, da sie
TNF-a sezernieren (Chimma et al. 2009; Takeyama et al. 2007). Dieses Zytokin wirkt tiber
verschiedene Signalkaskaden auf die Zellproliferation, -differenzierung und -apoptose von
vielen Zellen des Immunsystems und verstirkt so die Antwort auf eine Infektion (Hehlgans
und Pfeffer 2005). Gegenspieler und somit ,,anti-inflammatorische® bzw. ,intermediire
Monozyten® sind CD14"CD16" Monozyten. Sie exptimieren HLA-DR und produzieren
IL-10 (Chimma et al. 2009), was inflammatorische Prozesse hemmt und so den Kérper vor
UberschieBenden Immunreaktionen schiitzt (Gritz 2005). Eine starre Zuordnung von
Subpopulation und Funktion 7 vivo ist jedoch nur eingeschrankt korrekt, da auch ein ,,pro-
inflammatorischer Monozyt™ anti-inflammatorische Funktionen aufweist und umgekehrt
(Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Diese Subpopulationen und damit eingeschlossen die
Expression von bestimmten Oberflichenantigenen und ihre antimikrobielle Aktivitit

werden durch Infektionen beeinflusst (Ziegler-Heitbrock 2007).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Die Modulation des Immunsystems, genauer gesagt der immunologischen Zellen,
Signalwege und Zytokine durch Toxoplasma gondii ist fur das Verstindnis der
pathogenetischen Prozesse wihrend der Toxoplasmose von zentraler Bedeutung. Wihrend
Immunantworten und deren FEinfluss auf den Infektionsverlauf wihrend der akuten
Infektion vor allem im Mausmodell sehr gut charakterisiert sind, ist der Einfluss von
chronisch-persistierenden Infektionen mit T. gondii auf Zellen des Immunsystems weniger
gut untersucht. Dies ist in Anbetracht der hohen Seropravalenz chronischer Toxoplasma-
Infektionen des Menschen (Wilking et al. 2016) sowie des vermutlich jahrelangen, eventuell
sogar lebenslangen Verlaufs jedoch von groem Interesse. Langanhaltende Verinderungen
von Zellen der angeborenen Immunitit wihrend chronischer Toxoplasmose konnen dabei

deren Verlauf, aber auch den anderer Infektionserkrankungen beeinflussen.

Vorangegangene Arbeiten unseres Instituts beschiftigten sich unter anderem mit
Signalwegen und Proteinen der Antigenprisentation und deren Expression nach In-vitro-
Infektion humaner Monozyten sowie bei chronischer Infektion des Menschen mit dem
Parasiten. Stalling 2013 zeigte, dass sowohl die Expression von HLA-A,B,C als auch die
von HLA-DR,DP,DQ auf humanen Monozyten durch eine In-vitro-Infektion mit T.-gondii-
Tachyzoiten signifikant gehemmt wird. Interessanterweise war eine latente Toxoplasma-
Infektion hingegen mit einer Hochregulation dieser Molekiile verglichen mit Monozyten
T.-gondii-naiver Blutspender assoziiert. Letzteres wurde als mogliche Dominanz einer

Monozyten-Subpopulation mit erh6hter HLA-Expression gedeutet (Stalling 2013).

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob chronisch T.-gondi-Infizierte eine
verinderte Zusammensetzung des Monozytensubtypen-Pools im Vergleich zu nicht-
infizierten Personen aufweisen. Aullerdem sollte die Expression ausgewihlter
Oberflichenmarker auf Monozyten chronisch-infizierter Toxoplasmose-Patienten und
nicht-infizierter Kontrollpersonen verglichen werden. Weiterhin sollten Unterschiede
zwischen den phinotypischen Verinderungen von Monozyten der beiden Serogruppen
durch eine akute In-vitro-Infektion mit Toxoplasma-Tachyzoiten ermittelt werden. Zusitzlich
wurden hierbei auch die Expressionsmuster pro- und anti-inflammatorischer Zytokine

bestimmt.

Die Monozyten wurden dazu aus PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) von Blutspendern
der Universititsmedizin Gottingen isoliert und der Toxoplasma-Infektionsstatus serologisch
ermittelt. Mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) wurden die fiir die Subtypisierung von
Monozyten genutzten Antigene CD14 und CD16 sowie weiterer Markerantigene auf den
Oberflichen der Monozyten direkt nach Isolation sowie nach In-vitro-Infektion
zytometrisch bestimmt. Aufgrund der CD14- und CD16-Expression erfolgte die Einteilung
in ,klassische (CD14°CD16), ,,intermedidre (CD14°CD16") und ,,nicht-klassische
Monozyten® (CD16°CD14%"). Die Transkriptmengen pro- und anti-inflammatorischer

b 3

Zytokine Monozyten-angereicherter PBMCs wurden ex vvo und nach In-vitro-Infektion
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mittels RT-qPCR (real-time quantitative polymerase chain reaction) bestimmt. Die genannten
Untersuchungen haben zu neuen Erkenntnissen tber Wirt-Parasit-Interaktionen wihrend

einer chronischen Infektion des Menschen mit Toxoplasma gondii gefihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Zelllinien

Linie

1929 Murine  Fibroblasten  (adhirierend), die als
Wirtszellen zur Kokultivierung von T. gondii genutzt
wurden

T. gondii NTE Toxoplasma gondii Typ 11-Stamm, urspriinglich aus
einem AIDS-Patienten in Deutschland isolierte
Tachyzoiten (Gross et al. 1991)

PBMCs Periphere mononukledre Zellen des Blutes, die

durch Zentrifugation und Aufreinigung aus
mononukledren peripheren Blutzellgemischen (sog.
Buffy Coats) von Blutspendern aus Goéttingen
gewonnen wurden. Sie enthalten  humane
Monozyten (English und Andersen 1974)

THP-1-Monozyten

Humane Monozyten (Suspensionszelllinie), die aus
einem Patienten mit akuter monozytischer

Leukidmie isoliert wurden (T'suchiya et al. 1980)

2.1.2 Zellkulturmedien und Additive

Alle Zellkulturmedien, -reagenzien und -additive stammten von Biochrom, Berlin. Andere

Hersteller sind direkt vermerkt.

2.1.2.1 Medien

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medinm)

Instandpulver (Instamed T043-10), 580 mg/l L-Glutamin, 3700 mg/l NaCOs, 4,5 g/l
Glucose, auf pH 7,2 eingestellt, sterilfiltriert
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RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

Instandpulver (Instamed T121-10), 300 mg/1 L-Glutamin, 2000 mg/1 NaCOs, auf pH 7,2

eingestellt, sterilfiltriert

2.1.2.2 Additive

Tabelle 2: Additive

FCS (fetal calf serum), hitzeinaktiviert

Penicillin — 10.000 U/ml / Streptomycin — 10.000 pg/ml

NEAA (non-essential amino acids), 100x

Na-Pyruvat, 100 mM Stamml6sung

Glucose, 10% Lésung

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) Pufter, 1 M

2.1.2.3 Zellkulturmedien
1.929-Fibroblastenmedium:

DMEM

1% FCS

100 U/ml Penicillin / 100 ug/ml Streptomycin
1x NEAA

1 mM Na-Pyruvat

NTE-Medium:
RPMI 1640
1% FCS

100 U/ml Penicillin / 100 ug/ml Streptomycin

THP-1-Medium:
RPMI 1640
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10 % FCS
1 mM Na-Pyruvat
10 mM HEPES

2,5 g/1 Glucose

100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin

PBMC-Medium
RPMI 1640

10% FCS

100 U/ml Penicillin / 100 ug/ml Streptomycin

PBMC-Verdiinnungsmedium
RPMI 1640

100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin

2.1.3 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Reagenzien

Hersteller

Agarose-Pulver

Roth, Karlsruhe

10% bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Minchen

Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt

Ficoll-Paque Plus

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Humanes Serum AB

Institutseigene Herstellung, gepriifte
Spender

2% Natriumazid (NaNs)

Merck, Darmstadt

1% Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA),

100 uM Stammlosung

Sigma-Aldrich, Miinchen
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Reagenzien Hersteller

Phosphate-buffered saline (PBS), pH 7,4 Biochrom, Berlin

0,1% Trypanblau Ferak, Berlin

Acetat-Ethylendiamintetraessigsdure-
Puffer (TAE-Puffer), pH 8

Tris-(hydroxmethyl)-aminomethan- Merck, Darmstadt

Andere Standardchemikalien

Merck, Darmstadt; Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe; Sigma-Aldrich,

Minchen

2.1.4 Antikérper

Tabelle 4: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Primirantikbrper Klon Hersteller

FITC (Fluorescein) Mouse IgG, Anti- M5E2 BD Biosciences,

Human CD14 Heidelberg

Isotyp-Kontrolle: FITC Mouse IgGo., G155-178  BD Biosciences,
Heidelberg

PE (Phycoerythrin) Mouse IgG: Anti-| 3G8 BD Biosciences,

Human CD16 Heidelberg

Isotyp-Kontrolle: PE Mouse IgGi, » MOPC-21 |BD Biosciences,
Heidelberg

Unmarkierte Antikérper (AK)

Purified Mouse IgGi Anti-Human HLA- G46-2.6 BD Biosciences,

AB,C Heidelberg

Purified Mouse IgG1 Anti-Human CD62L.. DREG-56 BD Biosciences,

Heidelberg
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Primirantik6rper Klon Hersteller

Unmarkierte Antikorper (AK)

Purified Mouse IgG1 Anti-Human CD64  10.01.13 ~ BD Biosciences,
Heidelberg

Isotyp-Kontrolle: Purified Mouse IgG1,x MOPC-21 BD Biosciences,
Heidelberg

Purified Mouse IgGa, Anti-Human CCR2 48607 R&D Systems

Isotyp-Kontrolle: Purified Mouse IgGa, x| 27-35 BD Biosciences,
Heidelberg

Purified Mouse IgG2, Anti-Human HLA- Tu39 BD Biosciences,

DR,DP,DQ Heidelberg

Isotyp-Kontrolle: Purified Mouse IgGa, v G155-178 | BD Biosciences,
Heidelberg

Sekundarantik6rper

PE-konjugiertes Ziege anti-Mouse IgG Dianova, Hamburg

2.1.5 Oligonukleotide

Tabelle 5: Primer fiir die RT-qPCR

Oligonukleotide Sequenz (5' - 3" Produktgrole

(alle human)

B-Actin foward TATCCAGGCTGTGCTATCCC 266 bp

B-Actin reverse CCATCTCTTGCTCGAAGTCC

IL-10 forward GGCGCTGTCATCGATTTCTTC 188 bp

IL-10 reverse TAGAGTCGCCACCCTGATGT

1L-12 forward ATGCCCCTGGAGAAATGGTG 171 bp
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Oligonukleotide Sequenz (5' - 3") Produktgro3e
(alle human)

IL-12 reverse GAACCTCGCCTCCTTTGTGA 171 bp
TNF-o forward GCCCATGTTGTAGCAAACCC 241 bp
TNF-a reverse GGAGGTTGACCTTGGTCTGG

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich, Miinchen, bezogen.

2.1.6 Reaktionskits und Enzyme

Tabelle 6: Verwendete Reaktionskits und Enzyme

Anwendung

Name

Hersteller

Isolation von RNA

GenElute Mammalian
Total RNA Kit

Sigma-Aldrich, Minchen

DNase-Verdau

DNase 1, Amplification
Grade

Sigma-Aldrich, Minchen

Reverse Transkription

Omniscript Reverse
Transkriptase, Enzym:
Omniscript Reverse

Transkriptase

Qiagen, Hilden

Ribonuklease-Inhibitor

RNasin 10 U/ul

Promega, Madison, USA

RT-qPCR

LightCycler FastStart
DNA Master”™"* SYBR
Green I, Enzym: Tag-
Polymerase aus Thermus

aquaticus

Roche, Mannheim
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2.1.7 Gerite

Tabelle 7: Verwendete Gerite

Gerit Modell und Hersteller

Laminar-Flow-Sicherheitsbinke BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl-Genkingen

Zellkulturinkubator Heracus (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte)

Auflichtmikroskop Leica DM IL (Leica, Heidelberg)

Mikroskop Zeiss Axiostar plus (Zeiss, Gottingen)

Durchflusszytometer FACS-Calibur (BD Biosciences,
Heidelberg)

PCR-System LightCycler 2.0 Real-Time PCR-System
(Roche, Mannheim)

Spektrophotometer NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte)

Transilluminator BioDoc II Digital Imaging System
(Biometra, G6ttingen)

Waage Feinwaage P 6200 S (Sartorius,
Gottingen)

Weiterhin wurden Standardgerite von tiblichen Herstellern fiir Laborbedarf verwendet.

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial fir die Zellkulturen wurde von Greiner (Frickenhausen), Sarstedt

(Numbrecht) und Eppendorf (Hamburg) bezogen.



2 Material und Methoden 24

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmedienherstellung

Die Zellkulturmedien wurden unter sterilen Bedingungen an Laminar-Flow-
Sicherheitsbanken hergestellt und vor jedem Gebrauch optisch auf Kontaminationen

untersucht.

Pro Ansatz wurde ein Volumen von ca. 500 ml mit den unter 2.1.2.2 genannten Additiven

hergestellt, nach der Zubereitung wurden sie im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.2 Zellkulturen und -kokulturen

Jegliche Arbeiten mit Zellkulturen fanden ebenfalls unter sterilen Bedingungen an Laminar-
Flow-Sicherheitsbianken statt. Zellkulturmedien wurden vor Benutzung circa 20 Minuten
im Wasserbad bei 37°C erwirmt. Die Zeiten der Zellen aullerhalb des Inkubators wurden
so gering wie moglich gehalten. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO; und gesittigter
Wasserdampfatmosphire. Bevor die Kulturen weiterverwendet wurden, wurden sie

mikroskopisch auf Zelldichte, -zustand und eventuelle Verunreinigungen kontrolliert.

2.2.2.1 1.929-Mausfibroblasten

Mausfibroblasten der 1.929-Linie dienten als Wirtszellen fir die Kokultivierung mit 1. gondii

und wurden in 6-Loch-Platten mit dem unter 2.1.2.3 genannten Medium kultiviert.

Fir ihre Subkultivierung wurden die adhirierten Zellen zunichst mit einem Zellschaber
von den Boden der Zellkulturplatten gelost und anschlieBend resuspendiert. Die
Suspension wurde teilweise fir die Kultivierung der Parasiten nach u.g. Schema (2.2.2.2) in
12-Loch-Platten pipettiert. Die verbliebene Suspension wurde zur Rekultivierung der
Fibroblasten genutzt. Dazu wurden in jedes Loch einer 6-Loch-Platte 7-9 Tropfen der
1.929-Suspension (je nach Zelldichte) pipettiert, anschlieBend kamen jeweils 4 ml 1.929-
Medium hinzu und die Inkubation wurde fortgesetzt. Dies erfolgte zweimal pro Woche,

damit permanent vitale Zellen zur Verfiigung standen.

2.2.2.2 Toxoplasma gondii NTE-Stamm

Alle Infektionen mit Toxoplasma gondii wurden mit dem Maus-avirulenten Typ-II-Stamm
NTE durchgefiihrt, der urspriinglich aus einem AIDS-Patienten isoliert wurde (Gross et al.
1991).

Die Tachyzoiten wurden in 12-Loch-Platten in unterschiedlichen Parasit-Wirtszell-
Verhiltnissen kultiviert und bei ausreichender Wirtszelllyse und vitaler, bogenférmiger

Gestalt zweimal pro Woche subkultiviert.

Als Wirtszellen wurden die o.g. 1.929-Mausfibroblasten verwendet, deren Zellsuspension in

absteigender Menge in die Vertiefungen einer neuen 12-Loch-Platte verteilt wurde. Finf
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stark  besiedelte Vertiefungen einer 12-Loch-Platte mit T.-gondi-Kultur wurden
resuspendiert und dann ebenfalls in absteigender Menge in die Vertiefungen pipettiert, alle
Vertiefungen der 12-Loch-Platte wurden mit etwa 1,5 ml Toxoplasma-Medium aufgefiillt
und inkubiert. Auf diese Weise konnten tber einen lingeren Zeitraum reife T.-gondii-
Tachyzoiten in ausreichender Konzentration fur die Infektionsversuche zur Verfigung

gestellt werden.

2.2.2.3 THP1-Monozyten

Bei Monozyten der THP-1-Zelllinie handelt es sich um nicht-adharent wachsende Zellen,
die aus dem Blut eines Jungen mit akuter monozystischer Leukimie isoliert wurden. Auf
threr Oberfliche exprimieren sie Fc (fragment, crystallizable)-Rezeptoren. Weiterhin sind sie in
der Lage zu phagozytieren und Lysozyme zu produzieren, sie weisen Esterase-Aktivitat auf,
und ihre Entartung war nicht auf eine Epstein-Barr-Virus-Infektion zurtckzufiihren
(T'suchiya et al. 1980).

Sie wurden in 75-cm?-Gewebekulturflaschen mit dem unter 2.1.2.3 genannten THP-1-
Medium im Inkubator kultiviert. Nach einer Behandlung mit dem Phorbol-Diester PMA
adhirierten die Zellen an den Béden der Gewebekulturschalen. Sie wurden fiir die
Etablierung der Firbung mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern und die korrekte

Einstellung der Messparameter des Durchflusszytometers genutzt.

2.2.2.4 Isolierung von Monozyten aus Buffy Coats

Im Zentrum dieser Arbeit standen Monozyten von Blutspendern des Universititsklinikums
Gottingen. Sie wurden aus den mononukledren Zellen des peripheren Blutes von Buffy

Coats gewonnen.

Die Verwendung von humanem Zellmaterial wurde unter der Antragsnummer 1/3/13
durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

genehmigt.

Vor der Monozytenisolation wurde jedem Buffy Coat circa 2 ml entnommen. Diese Probe
wurde bei 3.000 x g (Gravitationskonstante 9,81 m/s?) fir 5 Minuten zentrifugiert und das
Plasma anschlieBend bei -20°C ecingefroren, um es spiter serologisch auf spezifische
Immunglobuline gegen T. gondii zu untersuchen, sodass zwischen akut-, chronisch- bzw.

nicht-infizierten Spendern unterschieden werden konnte (2.2.2.5).

Um zunichst die im Buffy Coat enthaltenen PBMCs von den Erythrozyten, Granulozyten,
Thrombozyten und vom Plasma zu isolieren, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation
mit dem Seperationsmedium Ficoll-Paque Plus durchgefiihrt. Hierzu wurden 110-120 ml
Buffy Coat im Verhiltnis 1:3 mit PBMC-Verdiinnungsmedium gemischt und anschlieBend
je 35 ml in einem 50 ml-Zentrifugenrohrchen vorsichtig auf 15 ml Ficoll-Paque Plus
pipettiert, sodass zwei Phasen entstanden. Anschlieend wurde bei 900 x g fir 30 Minuten

mit geringer Beschleunigung und Abbremsung (Stufe 2) zentrifugiert, wobei vier Phasen
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entstanden. Die diinnen, milchig-triiben Interphasen aus zwei 50 ml-Zentrifugenrohrchen
(Zellen gleicher Spender) wurden nun vorsichtig abgenommen, mit mindestens dem
gleichen Volumen PBMC-Verdinnungsmedium verdiinnt und bei 400 x g fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Nach erneutem Waschen der Zellen in PBMC-Verdinnungsmedium wurden
die Zellsuspensionen gleicher Spender zusammengefuhrt und anschlieBend die Zellzahl
nach Firbung mit dem Vitalfarbstoff Trypanblau in einer Neubauer-Zihlkammer

bestimmt.

Je nach Zellzahl wurden in vier Gewebekulturschalen je 2,65 x 10" bis 8 x 107 fiir die
Durchflusszytometrie und in einer 6-Loch-Platte je 1 x 10" bis 2 x 107 Zellen fiir die RNA-
Isolation ausgesit und fiir zwei Stunden mit PBMC-Verdinnungsmedium im Brutschrank
inkubiert. Da die Monozyten an Plastikoberflichen adhirierten, konnten die nicht-
adhirenten, nicht-monozytiren Zellen anschlieBend durch zweimaliges Waschen mit
PBMC-Medium entfernt werden. Schlieflich wurden die Monozyten im Inkubator fiir
Infektionsversuche (2.2.3) fiir 24 Stunden aufbewahrt bzw. direkt analysiert (2.2.4).

2.2.2.5 Serologischer Nachweis einer T.-gondi-Infektion

Blutplasma aus den Buffy Coats diente zur Bestimmung des Toxoplasma-Serostatus der
Spender. Um zwischen positiven und negativen Proben zu unterscheiden, wurde ein
immunenzymatischer, qualitativer Test zur Detektion von T.-gondi-spezifischen
Antikérpern  verwendet (VIDAS TOXO Competition Kit mit Multiparameter-
Immunoanalyzer mini VIDAS, beides von bioMérieux, Nirtingen). Bei positiven Proben
wurde weitergehend zwischen akuter und chronischer Infektion differenziert, indem mit
zwei Reaktionskits per Engyme Linked Fluorescent Assay (ELFA) die Immunglobuline G und
M quantitativ bestimmt wurden (VIDAS TOXO IgG II und IgM mit mini VIDAS, beides
von bioMérieux, Nirtingen). Liel3 sich IgM nachweisen, ist von einer akuten oder
abklingenden Infektion auszugehen, wobei auch Jahre nach einer Infektion der Titer
persistieren kann. Um bei solchen Proben eine Infektion in den letzten Monaten
auszuschlieBen, wurde die IgG-Aviditit bestimmt (VIDAS TOXO IgG Avidity mit mini
VIDAS, beides von bioMérieux, Nirtingen), wobei eine hohe Aviditit zwischen
Antikérper und Antigen auf eine mehr als vier Monate zurtickliegende Infektion hindeutete
(Suter et al. 1999). Wenn sich dem gegeniber IgM nicht nachweisen lief3, war eine

chronische (latente) Infektion wahrscheinlich.

Zusitzlich wurde mit einem Reaktionskit qualitativ auf IgA getestet (PLATELIA TOXO
IgA TMB von BIO RAD, Minchen mit Microplate Washer LLP35 von Sanofi Pasteur,
Berlin), was bei akuter Infektion oder Reaktivierung einer chronischen Infektion

nachweisbar wire.
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2.2.3 In-vitro-Infektion humaner Monozyten mit 7. gondii

Alle  Infektionen wurden unter sterilen Bedingungen an  Laminar-Flow-
Sicherheitswerkbidnken durchgeftihrt. Weiterhin wurden Kokulturen bei 37 °C, 5% CO; in
gesittigter Wasserdampfatmosphire inkubiert.

2.2.3.1 Isolation von T. gondi:

Die zur In-vitro-Infektion bendtigten Toxoplasmen stammten aus den unter 2.2.2.2
genannten Kulturen, wobei acht bis zehn Tage alte Kokulturen verwendet wurden, um eine
ausreichende Zahl frisch freigesetzter Parasiten zu gewahrleisten. Der Anteil von lysierten
Wirtszellen bzw. von freigesetzten Parasiten wurde mikroskopisch kontrolliert, ebenso wie

die Vitalitit der Toxoplasmen (bogenfoérmig, beweglich).

Zunichst wurde die Parasit-1.929-Suspension bei 34 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert, um
Wirtszellen zu pelletieren und von den im Uberstand befindlichen Toxoplasmen zu
trennen. Das entstandene Pellet wurde verworfen und der Uberstand bei 1.300 x g fiir 10
Minuten zentrifugiert. Bei dieser hoheren Zentrifugalkraft entstand ein Parasiten-Pellet, das
nach zweimaligem Waschen in 1 ml des Mediums der zu infizierenden Zellen (THP-1 oder
PMBC) resuspendiert wurde. Dann erfolgte eine Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammet.

2.2.3.2 Infektion von PBMC-Monozyten mit 1. gondii

Nach 24 Stunden Inkubation wurden die unter 2.2.2.4 isolierten und ausgesiten

Monozyten aus Buffy Coats mit Tachyzoiten des NTE-Stammes infiziert.

Erneute Zellzahlbestimmungen wie in 2.2.2.4 ergaben, dass die Zahl vitaler Monozyten um
den Faktor 5 wihrend dieser Inkubation abnahm. Ausgehend von dieser neuen Zellzahl
wurden die entsprechenden Parasitenzahlen fir das korrekte Parasit-zu-Wirtszellverhiltnis
errechnet. Fur die FACS-Analyse wurden die Wirtszellen im Parasit-zu-Wirtszellverhaltnis
von 3:1 und 6:1 infiziert; eine Zellkultur blieb nicht-infiziert. Fir die mRNA-Isolation
wurden zwei Vertiefungen einer 6-Loch-Platte im Verhaltnis 6:1 infiziert und zwei

verblieben als nicht-infizierte Kontrollen.

Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurden die infizierten Zellen und deren Kontrollen

durchflusszytometrisch analysiert (2.2.4) oder es wurde RNA isoliert (2.2.5.1).

2.2.4 Durchflusszytometrie

Von Zellen jedes Spenders wurden durchflusszytometrische Analysen zu zwei Zeitpunkten
durchgefiihrt: Zum einen direkt nach Isolation der Monozyten (2.2.2.4), zum anderen 48
Stunden nach Isolation, wobei die Zellen zum Teil fir die letzten 24 Stunden mit T. gondii

infiziert waren (2.2.3.2).
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Um die Monozyten durchflusszytometrisch untersuchen zu kénnen, wurden zunichst die
adhirenten Zellen mit Zellkulturschabern von den Béden der Gewebekulturschalen
abgel6st, resuspendiert und in 50-ml-Zentrifugenréhrchen tGberfiihrt. Nach Zentrifugation
bei 400 x g fiir 5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Monozyten-Pellet in 10
ml PBS, pH 7,4, gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert
und die Zahl lebender Zellen nach Trypanblau-Firbung in einer Neubauer-Zihlkammer

bestimmt.

Pro Probe wurden je 0,5 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 96-Loch-V-Boden-Platte
pipettiert, zentrifugiert (400 x g, 4 °C, 5 Minuten), der Uberstand abgesaugt und die Pellets
in 50 ul Blockierlosung (Tabelle 8: Losungen fir die FACS-Firbung) resuspendiert. Die
Zellen wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert, um unspezifische Proteinbindestellen sowie
Fc-Rezeptoren weitgehend zu blockieren. Dadurch wurde die Spezifitit der Bindung bei
Inkubation mit den spezifischen Antikérpern erhoht. Daran anschlieBend wurde mit den
Fluoreszenz-markierten (Probe 2 — 3) bzw. unmarkierten (Probe 4 - 11) Primarantikérpern
(Tabelle 4: Antikoérper fir die Durchflusszytometrie) inkubiert. Dazu wurden die
Zellsuspensionen zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Pellets mit je 50 wl
Antikorperlosung fiir 30 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die Endkonzentration der
unmarkierten Antikérper war 2 pug/ml und die bereits Fluoreszenz-markierten wurden im
Verhiltnis 1:5 verdinnt. Nach dreimaligem Waschen mit je 100 ul Inkubationslésung
(Tabelle 8: Losungen fir die FACS-Firbung) wurden die Proben 1 — 3 in 400 pl 1%
Paraformaldehyd in PBS fixiert und in 500 ul-FACS-Réhrchen tiberfihrt. Die Proben 4 —
11 wurden 30 Minuten mit einem Fluoreszenz-markierten, 1:50-verdiinnten
Sekundirantikorper (Tabelle 4: Antikorper fir die Durchflusszytometrie) inkubiert, erneut
wie oben angegeben dreimal gewaschen und in 1% Paraformaldehyd in PBS fixiert und in
FACS-Roéhrchen tberfithrt. Die Zellen wurden anschlieBend in einem FACSCalibur (BD
Biosciences, Heidelberg) analysiert. Das Prinzip des FACS ist in Abbildung 3 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder FACS beruht auf der Bindung von Fluoreszenz-markierten

Antikérpern an  spezifischen Oberflichenantigenen von Zellen und der anschlieBenden
zytometrischen Messung ihrer Fluoreszenzintensitit, Zellgrée und -granularitdt. Dabei wird von
einer Suspension AntikGrper-markierter Zellen durch einen Hillstrom von Trigerflissigkeit und
einen sich verjingenden Austrittskanal eine Einzelzellstrtémung erzeugt (single flow), die die Zellen
nacheinander an einem Laser-Strahl vorbeiftihrt. Bei der Passage dieses Laser-Strahls wird ein Teil
des Lichts charakteristisch als Vorwirts- und als Seitwirtsstreulicht (FSC = forward scatter, SSC = side
scatter, nicht abgebildet) abgelenkt und von Lichtverstirkern detektiert. Aus diesen Werten wird die
ZellgroBe (FSC) und die Zellgranularitit (SSC) abgeleitet. Weiterhin werden die an Antikérpern
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission von Licht einer fiir sie spezifischen Wellenldnge
(FL (Fluoreszenz)-1, FL-2 usw.) angeregt. Durch Detektion der Lichtintensitdten kénnen somit
Rickschliisse auf die Expression eines bestimmten Antigens gezogen werden (Bernal Sierra et al.

2018). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Andrea Yinth Bernal Sierra.

Tabelle 8: Losungen fir die FACS-Firbung

Blockierlsung Inkubationslésung
PBS, pH 7,4 PBS, pH 7,4

1% BSA 1% BSA

0,1% NaN3 0,1% NaN;

1% humanes Serum AB
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2.2.5 RT-qPCR

2.2.5.1 RNA-Isolation

Aus den in 6-Loch-Platten ausgesiten Monozyten-angereicherten PBMCs wurde RNA fiir
transkriptionelle Untersuchungen isoliert, wobei zum einen direkt nach PBMC-Isolation

und zum anderen nach Inkubation und Infektion mit T. gondii isoliert wurde.

Zunichst wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellkulturschabers von den Boden der
Vertiefungen gel6st, in 15 ml-Zentrifugationsrohrchen uberfihrt, zentrifugiert (400 x g, 5
Minuten) und anschlieBend in PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Aus den Zellpellets
wurde darauthin mit dem GenElute Mammalian Total RNA Kit (Sigma Aldrich, Miinchen)
die RNA nach Herstellerangaben isoliert. Nach der Eluierung in 50 ul RNase-freiem
Wasser erfolgte mit Hilfe des DNase 1, Amplification Grade-Kits (Sigma Aldrich,
Miinchen) nach dem Protokoll des Herstellers ein DNase-Verdau, um bei der RT-qPCR
Kontaminationen durch genomische DNA auszuschlieBen. Bevor die Proben bei — 80 °C
eingefroren wurden, wurde eine geringe Menge des RNA-Eluats zur photometrischen
RNA-Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,

Schwerte) abgenommen.

2.2.5.2 Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Fir die RT-qPCR wurde zuniachst die mRNA in cDNA  (complementary DNA)
umgeschrieben. Hierbei macht man sich ein retrovirales Enzym, die reverse Transkriptase
zunutze, die aus mRNA-Stringen einzelstringige, komplementire DNA synthetisiert.
Retroviren, wie sein populdrster Vertreter, das HI-Virus (Humanes Immundefizienz-Virus),
benotigen dieses Enzym, um ihre RNA in DNA umzuschreiben, die dann anschlielend in

das Genom der Wirtszelle integriert wird (Figiel et al. 2018).

Die mRNA wurde mit Hilfe des Omniscript Reverse Transkriptase Kits von Qiagen,

Hilden umgeschrieben.

Zunichst wurde aus der photometrisch gemessenen Konzentration das Volumen der
Eluate errechnet, die 1 pg RNA enthalten. Diese Volumina wurden ad 22,6 pl mit RNA-
freiem Wasser in sterilen Eppendorf-GefiBlen aufgefillt und auf Eis gehalten.
AnschlieBend wurden 7,4 pl des Mastermix (Tabelle 9: Mastermix fur die reverse
Transkription) hinzugegeben und die Proben fir 90 Minuten bei 37 °C inkubiert.
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Tabelle 9: Mastermix fur die reverse Transkription

Bestandteile des Mastermixes Volumen (pro Probe)

10x RT (Reverse Transkriptase) Puffer 3 ul

dNTP (2‘-Desoxyribonukleosid-5‘- 2 ul
Triphosphat) -Mix (5 nM pro dNTP)

Oligo-dT (15-25 Desoxythymidin)- 0,4 ul
Primer (50 uM)

RNase-Inhibitor (10 U/ul) 1l
Reverse Transkriptase (4 U/ul) 1l
Gesamt 7,4 ul

Nach der Inkubation befand sich die cDNA in einem Volumen von 30 ul, von denen 10 pl
zur Herstellung von Verdinnungen mit sterilem Wasser genutzt wurden. Alle Proben

wurden bei -20 °C fiir die qPCR eingefroren.

2.2.5.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die mRNA-Mengen aus PBMCs (bzw. die daraus generierten cDNA-Mengen) der pro-
inflammatorischen Zytokine I1.-12 und TNF-«, sowie des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-10 wurden durch quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion bestimmt. Bei der
qPCR wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I (Roche, Mannheim), der
an DNA-Stringe bindet, nach jedem Amplifikationszyklus die entstandene Menge an DNA
photometrisch gemessen. Entscheidend war ein Schwellenwert (der sogenannte Crossing
point (Cp)-Wert), der angab, nach welchem Amplifikationszyklus so viel DNA vorhanden
war, dass ein signifikanter Fluoreszenz-Anstieg gemessen werden konnte. Je kleiner dieser
Wert war, desto mehr Gen-spezifische cDNA war in der Probe vor Beginn der
Amplifikationen vorhanden. Fir jedes der drei oben genannten Gene und fir das zur
Normalisierung benutzte Gen des Proteins 3-Aktin, welches konstitutiv exprimiert wird,

wurden spezifische Primerpaare verwendet, die in Vorversuchen etabliert worden waren.

In dieser Arbeit wurden Zellen von finf chronisch- und finf nicht-T.-gondii-infizierten
Spendern untersucht, mit jeweils einem Ansatz direkt nach Isolation und je einem Ansatz

nach 48h Inkubation mit bzw. ohne 24h-Infektion mit T. gondii.
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Zunichst wurden die cDNA-Proben und Primer (5 uM Stammlésungen) auf Eis aufgetaut,
und von den Proben wurden jeweils eine 1:5- und eine 1:50-Verdinnung (bei IL-12
stattdessen 1:10-Verdinnung) mit sterilem Wasser angesetzt. Je nach Anzahl der Proben
wurde nach Herstellerangaben (Tabelle 10: Probenansatz fir die qPCR) der Mastermix mit
dem LightCycler Fast Start DNA Master™ SYBR Green I Kit (Roche, Mannheim)
angesetzt und davon jeweils 15 pl in gekihlte PCR-Kapillaren (Roche, Mannheim)
pipettiert. AnschlieBend wurden von jeder Probe 5 ul der 1:5- oder 1:50-Verdiinnung (bei
IL-12 stattdessen 1:10-Verdiinnung) hinzugegeben und die Kapillaren kurz zentrifugiert.
Die qPCR wurde nach dem in Tabelle 11: Ablaufprotokoll der qPCR genannten Schema
mit 45 Zyklen im LightCycler (Roche, Mannheim) durchgefiihrt.

Tabelle 10: Probenansatz fir die qPCR

Reagenz Volumen (pro Probe)
RNA-freies HO 9l
5 uM Primer forward 1wl
5 uM Primer reverse 1wl

Enzymgemisch (u.a. SYBR Green I) 4 ul

Gesamt (Mastermix) 15 ul

+ cDNA 5ul

Pro Kapillare 20 wl
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Tabelle 11: Ablaufprotokoll der qPCR

Primer (alle Abschnitt Zeit Temperatur

human)

Alle Initiale 10 Minuten 95°C
Denaturierung

Alle Denaturierung 10 Sekunden 95 °C

IL-12 Annealing 10 Sekunden 67 °C

TNF-«, B-Aktin  Annealing 10 Sekunden 65 °C

IL-10 Annealing 10 Sekunden 66 °C

IL-12, TNF-«, - Elongation 20 Sekunden 72 °C

Actin

IL-10 Elongation 10 Sekunden 72 °C

Alle Schmelzkurve 0 Sekunden 95°C

Alle Kihlung 10 Minuten 40 °C

(fettgedrucktes: 45 Zyklen)

2.2.5.4 Agarosegel-Elektrophorese

Um die FEtablierung der Primer zu kontrollieren, wurden die amplifizierten cDNA-
Abschnitte mittels Agarosegel-Elektrophorese ithrer Gré3e nach aufgetrennt und iber ihre

Grofe als die korrekten Produkte identifiziert.

Dazu wurde ein 2% Gel mit TAE-Puffer hergestellt, welches mit 1 ul Ethidiumbromid pro
10 ml Gel versetzt wurde, damit unter UV-Licht die Banden der amplifizierten DNA-

Abschnitte sichtbar wurden.

Jeweils 10 pl der amplifizierten DNA wurden dabei mit 1,5 ul 6x DNA-Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) gemischt und anschlieSend 10 pl davon in eine Gel-
Tasche  pipettiert. In  einer weiteren Tasche befand sich ein  50-bp-
Molekulargewichtsmarker, mit dessen Banden spiter auf die GroBen der Proben-DNA
geschlossen werden konnte. Bei 120 V liefen die Proben fiir ca. 30 Minuten durch das Gel.
AnschlieBend wurden die Banden mit UV-Licht im Transilluminators beleuchtet und das

Bild fotografiert und ausgewertet.
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2.2.6 Datenverarbeitung und -bearbeitung

Mit Hilfe der Software CellQuest Pro 5.2.1 (BD Biosciences, Heidelberg) wurden die
Daten der Durchflusszytometrie erfasst und verarbeitet. Weiterhin wurden damit simtliche
Dot-Plot-Diagramme erstellt. Daten der RT-qPCR wurden mit der Software LightCycler 3
Run 5.32 bzw. Data Analysis 3.5.28 (Roche, Mannheim) erstellt.

Zur statistischen Verarbeitung der Daten wurde die Tabellenkalkulation von Excel aus
Office 365 (Microsoft) und STATISTIKA 13 (Dell) benutzt. Statistische Ausreiller wurden
mit Hilfe des Dixon-Tests erkannt und flossen nicht in die Auswertung mit ein. Angegeben
wurden die Ergebnisse als Mittelwerte = Standardfehler der Mittelwerte. Signifikanzen
zwischen diesen Mittelwerten wurden mit Hilfe des Student's ~Tests ermittelt, wobei p-

Werte <0,05 als signifikant, p-Werte < 0,01 als hochsignifikant gewertet wurden.

Fir die Sammlung, Verarbeitung und Speicherung aller Quellen wurde das
Literaturverwaltungsprogramm Citavi 6 (Swiss Academic Software) verwendet. Als

Textverarbeitungsprogramm wurde Word aus Office 365 (Microsoft) verwendet.
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3  Ergebnisse

Schon in fritheren Arbeiten wurde die Expression von Oberflichenantigenen auf murinen
(Lang et al. 2006) beziehungsweise auf humanen (Stalling 2013) T.-gondii-infizierten und
nicht-infizierten Monozyten untersucht. Im Focus stand dabei der Einfluss des Parasiten
bei In-vitro-Infektion und chronischer Infektion auf die Expression von HLA-A, -B, -C und
HLA-DR, -DP, -DQ. Es wurde eine signifikante Inhibition der Expression der MHC-I
bzw. -II-Molekiile durch In-vitro-Infektion mit T. gondii festgestellt, die von der Dosis des
Parasiten abhingig war und nicht durch steigende Konzentrationen des pro-
inflammatorischen Zytokins IFN-y aufgehoben werden konnte. Ebenso wurden héhere
Expressionsniveaus fiir diese Oberflichenmolekiile bei chronisch mit 1. gondii infizierten
Blutspendern beobachtet, die als Verdnderungen der Subtypen-Zusammensetzung des

Monozytenpools gedeutet wurden (Stalling 2013).

In dieser Arbeit wurde diese Fragestellung weiterverfolgt; es wurden die Monozyten
chronisch-infizierter mit denen T.-gondii-seronegativer Blutspender durchflusszytometrisch
auf  verschiedene Oberflichenantigene untersucht, die Hinweise auf
Monozytensubpopulationen gaben (2.2.4). Dadurch sollte eine mogliche Verschiebung von
Monozytensubpopulationen wihrend der chronischen Toxoplasmose des Menschen
nachgewiesen werden (1.4.1). Weiterhin wurde die Expression dieser Antigene auch nach
In-vitro-Infektionsversuchen untersucht, um mdgliche Unterschiede in der Reaktion von
Monozyten auf eine Infektion zwischen seronegativen und -positiven Spendern zu erfassen
(2.2.3).

3.1 Serologische Untersuchung der Blutproben auf T.-gondii-
spezifische Antikorper

Zur Unterscheidung zwischen T.-gondii-naiven und akut- oder chronisch-infizierten
Spendern wurden alle Proben in der Routinediagnostik des Instituts fiir Medizinische

Mikrobiologie serologisch untersucht (2.2.2.5).

Von den 21 Proben von Blutspendern der Universititsmedizin Gottingen (UMG) waren
tunft Toxoplasma-seropositiv, wobei es sich bei allen fiinf um chronische Infektionen
handelte (Tabelle 12: Serologische Ergebnisse der 21 untersuchten Buffy Coats). Diese finf
Proben fielen durch einen positiven kompetitiven Screeningtest (ein immunenzymatischer
qualitativer Test zur Detektion von T.-gondir-spezifischen Antikérpern) auf. Drei von ihnen
wiesen in weiterfihrenden quantitativen Untersuchungen IgG- jedoch keine IgM-
Antikorper gegen Toxoplasmen auf und konnten somit als chronisch-infiziert identifiziert

werden. Bei den zwei verbliebenen Proben mit IgM-Antikorpern zeigte die hohe IgG-
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Aviditit an, dass eine Infektion mit T. gondii mindestens vier Monate zurlickliegen musste,
dementsprechend handelte es sich auch hierbei um latente Infektionen (Suter et al. 1999).
T'-gondii-1gA-AntikSrper, die auf eine akute oder reaktivierte Infektion hinweisen, waren bei
keiner der seropositiven Proben zu finden. Fiinf seropositive von 21 untersuchten Proben

entspricht einer Kollektivprivalenz von 23,8% (Abbildung 4).

Abbildung 4: T.-gondii-Seroprivalenz im untersuchten Patientenkollektiv

Vor der Isolation der Monozyten wurden jedem Buffy Coat ca. 0,5 ml Blutplasma zur serologischen
Analyse entnommen. Es erfolgte ein kompetitiver Screeningtest auf Toxoplasma-spezifische
Antikorper, der bei positivem Ergebnis um quantitative Tests auf IgG, IgM und IgA sowie um die
IeG-Aviditit erweitert wurde. Von 21 untersuchten Proben waren 16 Toxoplasma-negativ (blau) und

finf -positiv (rot).
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Tabelle 12: Serologische Ergebnisse der 21 untersuchten Buffy Coats

Nummer| Comp (Ig)! IgG IgM2 IgA IgG-Aviditit

1 positiv 0,03 | 55IU/ml negativ negativ

2 negativ

3 negativ

4 negativ

5 negativ

6 negativ

7 negativ

8 negativ

9 positiv 0,06 | 24 IU/ml negativ negativ

10 negativ

11 negativ

12 negativ

13 negativ

14 negativ

15 negativ

16 positiv 0,00 |>300 IU/ml| positiv 1,95 negativ hoch
17 positiv 0,03 | 63 IU/ml | positiv 0,94 | negativ hoch
18 negativ

19 negativ

20 negativ

21 positiv 0,01 | 267 UI/ml negativ negativ

! Kompetitiver Test; angegeben sind Indexwerte, die umgekehrt proportional zur Menge der T.-gondii-
spezifischen Antikorper sind (positiv < 1,6; VIDAS TOXO Competition Manual, bioMérieux, Niirtingen)

2 Quantitativer Test; angegeben sind Indexwerte, die proportional zur Zahl der T.-gondii-IlgM-Antikorper
sind (positiv > 0,65; VIDAS TOXO IgM Manual, bioMérieux, Niirtingen)
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3.2  Unterschiedliche Expression von Oberflichenantigenen auf
Monozyten chronisch-infizierter und gesunder Blutspender ex
vivo

Periphere mononukleidre Zellen des Blutes (PBMC) wurden aus Buffy Coats von

Blutspendern in Gottingen isoliert und zum Teil fiir spatere Versuche bereitgestellt, aber

auch direkt nach Isolation (zum Zeitpunkt Oh) mit Antikbrpern markiert und

durchflusszytometrisch analysiert. CD14 und CD16 wurden als Doppel- und CDO62L,

CDo64, CCR2, HLA-A,-B,-C sowie HLA-DR,-DP,-DQ als Einzelfirbungen durchgefithrt

(2224, 224). Nach CDI14-Firbung von frisch isolierten PBMCs wurden

Zellpopulationen selektiert, die im Durchschnitt zu ca. 97,5% £0,6% CD14 schwach

(CD14%™ bis stark positiv (CD14") waren (Abbildung 5, A) und somit als Monozyten

identifiziert werden konnten (Chimma et al. 2009).

Diese CD14 positiven Zellen wurden nach Doppelfairbung direkt auf Expression von
CD16 untersucht (Abbildung 5, B) oder sie wurden im FSC-/SSC-Dot-Plot-Diagramm
markiert (Mal3 fiir das Zellvolumen und die -granularitit in relativen Einheiten; Abbildung
6, B und C). Mit Hilfe dieser Markierung wurde anschlieBend die Expression einzeln
gefirbter Oberflichenmolekiile untersucht, um méglichst wenig andere Zelltypen auller

Monozyten in die Auswertung einflieBen zu lassen (Abbildung 6).

Ausgewertet wurden jeweils die Fluoreszenz-Intensititen sowie der prozentuale Anteil von
positiven Zellen einer Probe, d. h. solchen, deren Fluoreszenzintensitit hoher als die der
Isotypkontrolle war. Dabei wurde jeweils nach Proben chronisch T.-gondii-infizierter sowie

nicht-infizierter Personen differenziert.
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Abbildung 5: Dot-Plot-Diagramme der Doppelfirbung fiir CD14 und CD16 mit
dazugehdorigen Isotypkontrollen

Dargestellt sind Dot-Plot-Diagramme einer reprisentativen durchflusszytometrischen Analyse von

peripheren mononukledren Zellen eines Toxoplasma-seronegativen Blutspenders. Mit Hilfe der

Fluoreszenz-Intensititen fir CD14 (FL1-Height, relative Einheiten) wurde die Monozyten-

Population in der Probe identifiziert (A) und mit einem Analyse-Gate markiert (rote Punkte, Gate
R1). Nur Zellen dieses Gates wurden zur Auswertung der Doppelfirbung fiir CD14 (FL1-Height)
und CD16 (FL2-Height) genutzt (B). Mit Hilfe parallel durchgefiihrter Isotypkontrollfirbungen

wurden die Grenzwerte fiir Antigen-positive Zellen bestimmt (C, D).
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Abbildung 6: Dot-Plot-Diagramme zur Analyse einer Einzelfirbung fiir HLA-A,B,C
und der zugehdérigen Isotypkontrollfirbung

Dargestellt sind Dot-Plot-Diagramme einer reprisentativen durchflusszytometrischen Analyse der
peripheren mononukledren Zellen eines Toxoplasma-seronegativen Blutspenders. Mit Hilfe der
Fluoreszenz-Intensititen fir CD14 (FL1-Height, relative Einheiten) wurde die Monozyten-
Population in der Probe identifiziert (A) und mit einem Analyse-Gate markiert (rote Punkte, Gate
R1). Die CD14-positiven Zellen wurden im FSC-/SSC-Dot-Plot-Diagramm markiert (B) und mit
Hilfe eines weiteren Gates (C, Gate R2) fiir die nachfolgende Analyse von Einzelfirbungen von
Zellen des gleichen Spenders selektiert. Die so ausgewihlten Zellen wurden anschlieBend auf die
Expression anderer Antigene, wie hier HLA-A,B,C (D, FL2-Height) untersucht. Mit Hilfe parallel

durchgefiihrter Isotypkontrollfirbungen wurden die Grenzwerte fiir Antigen-positive Zellen
festgelegt (E, F).
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Beim Vergleich der Fluoreszenzintensititen der untersuchten Oberflichenantigene von
Toxoplasma-seropositiven und -negativen frisch isolierten Proben fand sich eine
hochsignifikante Reduktion von CD16, gleichzeitig wurden die meisten der anderen
untersuchten Oberflichenmolekiile bei chronischer Toxoplasma-Infektion zwar nicht-
signifikant, aber im Durchschnitt deutlich geringer exprimiert als in seronegativen
Spendern.

Bei chronisch-Infizierten war die Expression von CD14 (ein Lipopolysaccharidrezeptor,
der vor allem von Monozyten und Makrophagen exprimiert wird; Wright et al. 1990) mit
75,9 5,4 relativen Einheiten niedriger als im Vergleich zu Kontrollspendern (92,0 £5,2 rel.
Einheiten; Abbildung 7). Der niedrigaffine IgG-Fc-Rezeptor CD16 (wird u.a. von ,,nicht-
klassischen Monozyten® exprimiert; Chimma et al. 2009; Li et al. 2016) wurde am
deutlichsten durch eine latente Infektion mit T. gondii beeinflusst. Die mittlere
Fluoreszenzintensitit von CD16 war mit 47,2 £5,4 bei Toxoplasma-positiven Spendern im
Vergleich zu 176,7 *21,1 rel. Einheiten bei seronegativen Personen hochsignifikant
geringer (p=0,009; Abbildung 7). Weiterhin wurde das Zelladhisionsmolekiil CD62L (wird
u.a. von ,.klassischen Monozyten® exprimiert; Xu et al. 2008; Chimma et al. 2009) deutlich
weniger und der Chemotaxis-Rezeptor CCR2 (wird von ,klassischen Monozyten®
exprimiert; Han et al. 1998; Chimma et al. 2009) durchschnittlich weniger auf Monozyten
T'-gondii-positiver Spender exprimiert (Abbildung 7). CD64, ein hochaffiner Fc-Rezeptor
tir IgG, der ebenfalls von ,klassischen Monozyten® exprimiert wird (Hulett und Hogarth
1998; Chimma et al. 2009) war bei seropositiven mit 146,9 £24,7 und seronegativen
Individuen mit 155,8 +13,6 rel. Einheiten nahezu gleich stark exprimiert (nicht gezeigte
Ergebnisse). Gleiches gilt fiir die MHC-Klasse-I-Molektle HLA-A,B,C und die MHC-
Klasse-1I-Molekiile HLA-DR,DP,DQ (nicht gezeigte Ergebnisse).
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Abbildung 7: Expression von CD14, CD16, CD62L und CCR2 auf humanen

Monozyten von chronisch T.-gondii-infizierten und nicht-infizierten Blutspendern

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs von chronisch T.-gondi-infizierten und nicht-infizierten
Blutspendern wurden direkt nach Isolation mit Antikérpern fir die o.g. Oberflichenantigene
markiert und durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurden die CD14-positiven Zellen markiert
und fiir die weitere Analyse selektiert. Es wurden Proben von 16 seronegativen (neg) und funf
seropositiven (pos) Blutspendern untersucht. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines
Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der
Fluoreszenzintensititen von den Oberflichenantigenen CD14, CD16, CD62L und CCR2.
Hochsignifikante (**; p<0,01) Unterschiede zwischen chronisch-infizierten und T.-gondii-negativen

Blutspendern wurden mit dem Student's #Test ermittelt.

Bei der prozentualen Verteilung der Monozyten wurden dagegen zum Teil signifikante
Unterschiede zwischen den Spendergruppen festgestellt, die jedoch nicht auf eine
Umverteilung zwischen den drei bekanntesten Monozyten-Subpopulationen des Menschen
wihrend einer chronischen Toxoplasmose hindeuteten. So war der Anteil an CD14°CD16
Zellen bei seropositiven Spendern dhnlich hoch wie bei seronegativen Spendern (86,1%
+1,8% im Vergleich zu 84,4% £1,0%; Abbildung 8). Gleichzeitig war der Anteil
CD14"CD16" Monozyten bei Spendern mit chronischer Toxoplasmose geringfiigig, jedoch
nicht-signifikant niedriger als bei nicht-infizierten Personen (7,1% 1,7% im Vergleich zu
8,1% +0,8%; Abbildung 8). CD16"CD14*™ und CCR2 positive Monozyten waren in
beiden Personengruppen nahezu gleich hiufig nachzuweisen. In der Gruppe der
seronegativen Spender lag der Anteil der CD16"CD14%™ Monozyten bei 4,8% +0,6%,
positiv fiir CCR2 waren in dieser Gruppe 86,8% £1,5% der Monozyten (nicht gezeigte
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Ergebnisse). Ebenso verinderte sich der Gesamtanteil an CD14 positiven Zellen
(CD14°CD16 + CD14"CD16") mit jeweils etwa 97% £0,7% durch den Infektionsstatus
nicht (Abbildung 8, siche Grafiken fiir CD14"CD16 und CD14°CD16"). Weiterhin war
bei Chronisch-Infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollpersonen der
Prozentsatz von CDG62L positiven Monozyten mit 29,1% £5,9% gegentiber 51,3% 4,4%
signifikant niedriger (Abbildung 8; p=0,022). Dagegen war der Anteil von CD64-positiven
Zellen bei Chronisch-Infizierten mit 93,5% *1,2% im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
89,5% 10,8% signifikant héher (p=0,037, Abbildung 8). Auller einem geringfiigig héheren
Anteil von HLA-A,B,C-positiven Zellen bei Toxoplasma-seropositiven Personen, der aber
statistisch nicht signifikant war, lieBen sich keine Auswirkungen auf die Expression von
MHC-Klasse-I- und -II-Molekiilen durch eine chronische Infektion mit T. gondi

nachweisen (nicht gezeigte Ergebnisse).
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und CD64-positiver Monozyten von chronisch 7.-gondii-infizierten Blutspendern

und seronegativen Kontrollen

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs von chronisch T.-gondii-infizierten und nicht-infizierten

Blutspendern wurden direkt nach Isolation mit Antikérpern fir die o.g. Oberflichenantigene

markiert und durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurden die CD14-positiven Zellen markiert

und fiir die weitere Analyse selektiert. Es wurden die Zellen von 16 seronegativen und funf

seropositiven Blutspendern untersucht. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines
Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der
prozentualen Anteile von CD14+*CD16-, CD14*CD16*, CD16*CD14dm CDG62L- und CDG64-

positiven Monozyten. Als positiv wurden Monozyten gewertet, deren Fluoreszenz iiber denen der

dazugehorigen Isotypkontrollfirbung lagen. Signifikante (*; p<0,05) Unterschiede zwischen

chronisch-infizierten und T.-gondii-negativen Blutspendern wurden mit dem Student's #Test

ermittelt.
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Zusammenfassend wiesen Monozyten von T.-gondii-seropositiven Spendern im Vergleich
zu seronegativen Spendern zum Teil deutliche Verinderungen im Expressionsmuster von

CD14, CD16, CD62L und CDG64 auf, die jedoch nicht mit verinderten prozentualen

Verteilungen von den drei bekanntesten Monozytensubpopulationen einhergingen.

3.3 Auswirkungen von In-vitro-Infektion mit 7. gondii auf die
Expression von Oberflichenantigenen auf Monozyten
chronischer Toxoplasmose-Patienten und seronegativer

Kontrollpersonen

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs wurden nicht nur direkt nach Isolation
durchflusszytometrisch analysiert (2.2.4), sondern auch fiir weitere Infektionsversuche
bereitgehalten. Dazu wurden sie nach Isolation fir 24 Stunden in PBMC-Medium inkubiert
und anschlieBend in den Parasit-Wirtszellverhiltnissen von 3:1 und 6:1 fir 24 Stunden mit
T. gondii infiziert (48h + Tg). Eine Kontrollprobe verblieb nicht-infiziert und wurde weitere
24h inkubiert (48h ni), sodass die Proben zum gleichen Zeitpunkt untersucht werden
konnten. Diese Kontrollprobe diente dem Ziel, einen Effekt durch die Inkubation 7 vitro
nicht falschlicherweise als Effekt der parasitiren Infektion zu deuten. Im Folgenden sind
im Text hauptsichlich die Ergebnisse fir Monozyten der Gruppe T.-gondii-negativer
Spender explizit dargestellt, da diese den groBeren Probenumfang mit 16 versus finf
Proben besallen und sich haufig nicht von den Proben chronisch-infizierter Personen
unterschieden. Deutliche Unterschiede zwischen den zwei Spendergruppen werden jedoch

ebenfalls explizit erwihnt.

Durch eine 24-stindige In-vitro-Infektion von PBMCs seronegativer Blutspender mit T.
gondii wurde die Expression von CD14 Dosis-abhingig und im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrolle hochsignifikant gehemmt (Abbildung 9). So reduzierte sich die
Fluoreszenz-Intensitit von 156,0 £12,0 auf 94,0 £8,5 fir 3:1-infizierte Zellen und fur 6:1
auf 794 19,0 rel. Einheiten (»p=0,001 bzw. p=0,0001). Auch im Vergleich zu frisch
isolierten Zellen konnte bei der hoheren Infektionsdosis eine geringgradige Hemmung
beobachtet werden. Interessanterweise stieg die Expression von CD14 auf nicht-infizierten
Monozyten von seronegativen Spendern innerhalb von 2 Tagen hochsignifikant an
(»=0,00009; Abbildung 9). Die Expression von CD14 wurde auch auf Monozyten
chronisch  Toxoplasma-Intizierter durch  In-vitro-Infektion hochsignifikant gehemmt
(Abbildung 9). Ebenso stieg die Expression von CD14 auf Kontroll-Monozyten
Toxoplasmose-positiver Spender innerhalb von zwei Tagen nach Isolation hochsignifikant
an (Abbildung 9). Die Expression von CD16 wurde auf nicht-infizierten Kontroll-

Monozyten von seronegativen Individuen innerhalb von 48 Stunden nach Isolation von
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176,7 *21,1 auf 245,5 +306,0 rel. Einheiten ebenfalls hochreguliert, bei seropositiven
Spendern war dies mit p=0,006 sogar hochsignifikant (Abbildung 9). Die CD16-
Hochregulation war durch In-vitro-Infektion von PBMCs seronegativer Spender mit T.
gondii Dosis-unabhingig und signifikant auf 130,0 £15,3 (3:1, p=0,013) bzw. 134,0 17,1
rel. Einheiten (6:1, p=0,015) gehemmt. Auf Monozyten Toxgplasma-seropositiver Spender
war diese Parasiten-induzierte Hemmung sogar noch ausgeprigter, auch hier konnte keine
Dosis-Abhingigkeit festgestellt werden. So verminderte sich in dieser Gruppe die
Fluoreszenz-Intensitit nach Infektion im Parasit-Wirtszellverhdltnis von 6:1 von 271,2
35,7 auf 83,0 £23,0 rel. Einheiten (Abbildung 9; p=0,004).

In der Gruppe der Toxoplasma-negativen Kontrollspender wurde auch die durch zweitagige
Inkubation bedingte Hochregulation von CD62L durch In-vitro-Intektion mit T. gondii im
Mittel gehemmt, jedoch war diese Hemmung nicht signifikant oder Dosis-abhingig (nicht
gezeigte Ergebnisse). Bei chronisch-infizierten Blutspendern lieB sich diese Verdnderung
gar nicht nachweisen. Eine Ex-vivo-Inkubation von PBMCs von chronisch-infizierten und
von seronegativen Blutspendern fiihrte zu deutlich verstirkter Expression von HLA-A,B,C
und HLA-DR,DP,DQ. Die Infektionsversuche mit Toxoplasmen veridnderten sowohl bei
seropositiven als auch T.-gondii-naiven Spendern die Expression von HLA-A,B,C-
Molekilen kaum (nicht gezeigte Ergebnisse). Die Monozyten der beiden Spendergruppen
reagierten dagegen auf In-vitro-Infektion mit T. gondii hinsichtlich der Expression von HLA-
DR,DP,DQ gegensitzlich. So wurde durch eine 6:1-Infektion bei seronegativen Individuen
die Expression signifikant gehemmt (p=0,044), wohingegen das gleiche Parasit-
Wirtszellverhaltnis  bei  T.-gondii-seropositiven Individuen die Expression signifikant
hochregulierte (p=0,047). Bei der niedrigeren Infektionsdosis wurde in beiden Fallen keine
Signifikanz erreicht, was fiir eine Dosis-Abhingigkeit spricht (Abbildung 10).

Die Expression von CD64 wurde auf Monozyten beider Personengruppen durch In-vitro-
Inkubation fiir 2 Tage zum Teil deutlich gehemmt, ein Effekt, der durch T. gondii vor allem
in geringer Infektionsdosis signifikant gehemmt wurde (Abbildung 10; p=0,022).

In-vitro-Infektion mit T. gondii fihrte im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle auch zu
einer sehr stark verminderten Expression von CCR2 auf den Monozyten beider
Personengruppen (Abbildung 10). So reduzierte sich die Fluoreszenz-Intensitit bei
Monozyten von seronegativen Spendern annihernd um den Faktor 8 im Vergleich zur
Kontrollinkubation; sie sank von 126,1 +34,8 auf 16,0 £1,1 (3:1, p=0,0176) und auf 17,8
11,6 rel. Einheiten (6:1, p=0,007). Noch deutlicher waren diese Verinderungen bei den
chronisch-infizierten Spendern, jedoch erreichte dies nur bei der héheren Infektionsdosis
einen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,0446; Abbildung 10).
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Abbildung 9: Expression von CD14 und CD16 auf humanen Monozyten von
chronisch T.-gondii-infizierten und nicht-infizierten Blutspendern ex vivo und nach

In-vitro-Infektion mit T. gondii

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs wurden fir 24 h in PBMC-Medium inkubiert und
anschliefend in den Parasit-Wirtszellverhiltnissen 3:1 (48h + Tg 3:1) und 6:1 (48h + Tg 6:1) fiir
weitere 24 h infiziert. Kontrollzellen blieben nicht-infiziert (48h ni). Im Anschluss erfolgte die
Markierung mit Antikérpern fiir die o.g. Oberflichenantigene und die durchflusszytometrische
Analyse. Dazu wurden die CD14-positiven Zellen markiert und fiir die weitere Analyse selektiert.
Es wurden PBMCs von 16 seronegativen und fiinf seropositiven Individuen untersucht. Dargestellt
sind der Mittelwert (schwarzes, kleines Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-
Konfidenzintervall (Whiskers) der Fluoreszenzintensititen von den Oberflichenantigenen CD14
und CD16. Signifikante (*; p<<0,05) bzw. hochsignifikante (**; p<0,01) Veranderungen durch I»-

vitro-Infektion oder Inkubation wurden mittels Student's ~Test ermittelt.
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Abbildung 10: Expression von HLA-DR,DP,DQ, CD64 und CCR2 auf humanen
Monozyten von chronisch 7.-gondii-infizierten und nicht-infizierten Blutspendern

ex vivo und nach In-vitro-Infektion mit 7. gondii

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs wurden fiir 24 h in PBMC-Medium inkubiert und
anschlieBend in den Parasit-Wirtszellverhiltnissen 3:1 (48h + Tg 3:1) und 6:1 (48h + Tg 6:1) fiir
weitere 24 h infiziert. Kontrollzellen blieben nicht-infiziert (48h ni). Im Anschluss erfolgte die
Markierung mit Antikérpern fir CD14 und die o.g. Oberflichenantigene und die
durchflusszytometrische Analyse. Dazu wurden die CD14-positiven Zellen markiert und fir die
weitere Analyse selektiert. Es wurden PBMCs von 16 seronegativen und finf seropositiven
Individuen untersucht. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines Quadrat), das 75%-
Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der Fluoreszenzintensititen
von den o.g. Oberflichenantigenen. Signifikante (*; p<<0,05) bzw. hochsignifikante (**; p<0,01)

Verinderungen durch In-vitro-Infektion oder Inkubation wurden mittels Student's ~Test ermittelt.
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In-vitro-Infektion mit T. gondii 16ste auch spezifische Verinderungen der Zusammensetzung
humaner Monozytensubpopulationen aus. Durch Inkubation der PBMCs von Toxoplasna-
seronegativen Spendern ex vivo fur 2 Tage treduzierte sich der Anteil CD14"CDI16
Monozyten hochsignifikant (p<0,001) von 84,4% £1,0% bei frisch isolierten Proben auf
22,0% £2,8% (Abbildung 11). Eine Ex-vivo-Infektion mit 1. gondii hob diesen Effekt mehr
als vollstindig und Dosis-abhingig auf, der Anteil CD14°CD16" Zellen stieg
hochsignifikant auf 92,8% £1,5% (3:1, p<0,001 im Vergleich zur Kontrollinkubation) bzw.
auf 94,6% *0,6% (6:1, p<0,001; Abbildung 11). Ahnliche Verinderungen des Anteils
CD14"CD16° Monozyten wurden auch nach Kontrollinkubation bzw. Ex-vive-Infektion
von PBMCs chronisch-infizierter Toxoplasmose-Patienten nachgewiesen (Abbildung 11).
Im Gegensatz zur steigenden Fluoreszenz von CD16 durch 48-stindige Inkubation fiel der
Anteil CD16°CD14%" Zellen durch diese deutlich um mehr als die Hilfte von 4,8% +0,6%
auf 1,3% 10,2% bei T.-gondii-seronegativen Personen (p<0,001). Durch In-vitro-Infektion
der PBMCs reduzierte sich dieser Wert weiter und Dosis-abhingig auf 0,6% +0,2% bei
einem Parasit-Wirtszellverhaltnis von 3:1 (p=0,048) und bei einem Verhiltnis von 6:1 auf
0,3% £0,1% (p=0,002). Bei humanen Monozyten von Toxgplasma-seropositiven Spendern
reduzierte sich der Anteil CD16°CD14"™ Zellen durch Ex-vivo-Inkubation nicht-
signifikant, und nur bei hoherer Infektionsdosis wurde eine signifikante Abnahme des
prozentualen Anteils erreicht (Abbildung 11). Analog dazu sank auch der Anteil von
CD14'CD16" Zellen unter den untersuchten Monozyten von seronegativen
Kontrollpersonen und chronisch Toxoplasma-Infizierten in Folge der parasitiren Infektion
im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollen hochsignifikant und Dosis-abhingig
(Abbildung 11). Damit wirkte die Infektion mit T. gondii dem hochsignifikanten Anstieg
von z. B. 8,1% £0,8% auf 74,0% £3,0% (»p<0,001) bei seronegativen Spendern nach Ex-
vivo-Inkubation der Zellen fir 2 Tage deutlich entgegen. Am starksten ausgeprigt war dies
bei Chronisch-Infizierten und einem Parasit-Wirtszellverhaltnis von 6:1 (von 77,1% £1,4%
auf 2,3% £0,9%, »<0,001; Abbildung 11). Bei seronegativen Kontrollspendern, nicht aber
bei chronisch-infizierten Spendern war der Gesamtanteil CD14 positiver Monozyten
(CD14°CD16 + CDI14'CD16") nach In-vitro-Infektion mit T. gondii im Parasit-
Wirtszellverhiltnis von 6:1 von 97,2% £0,4% auf 98,7% £0,2% (p=0,007) hochsignifikant
erhoht. Infektion mit der niedrigeren Dosis von 3:1 fihrte diesbeztglich dagegen nicht zu
signifikanten Veridnderungen (nicht gezeigte Ergebnisse). Die fir CD64 positiven
Monozyten reduzierten sich in beiden Spendergruppen hochsignifikant durch zweitigige
Inkubation. In-vitro-Infektionen fithrten dagegen zu keinen nennenswerten Verinderungen

der Pools von CD64 und CDO62L positiven Zellen (nicht gezeigte Ergebnisse).

Bei den CCR2-positiven Zellen lieBen sich die deutlichsten Verdnderungen durch eine
Infektion mit T. gondii feststellen. So reduzierte die Infektion der PBMCs von Toxoplasma-
naiven Blutspendern mit T. gondii im Parasit-Wirtszellverhiltnis von 6:1 den Anteill CCR2
positiver Monozyten von 86,2% *1,5% auf nur noch 4,8% £1,0% (Abbildung 12).

Dagegen sank der Anteil CCR2-positiver Zellen in nicht-infizierten Kontrollzellen im
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gleichen Zeitraum lediglich auf 42,4% * 5,8% (p<0,001). T. gondii verstirkte damit den
Effekt der In-vitro-Kultivierung noch einmal hochsignifikant (p=0,000019). Diese
Verinderungen traten dhnlich auch nach Infektion von PBMCs chronisch Toxoplasma-

infizierter Personen bzw. in nicht-infizierten Kontrollzellen auf (Abbildung 12).

Infektionen von PBMCs 7z vitro mit T. gondii fihrten zu keiner eindeutigen Verdnderung des
Pools MHC-Klasse-I- und -II-positiver Zellen in beiden Spendergruppen. So wurde zum
Beispiel der Anteil HLA-A,B,C- und HLA-DR,DP,DQ-positiver Zellen bei seropositiven
Personen durch die niedrigere Infektionsdosis reduziert und durch die hohere erhoht. T.-
gondii-naive Individuen wiesen nach In-vitro-Infektion diskrete Erhohungen des HILA-
A,B,C-Zell-Pools auf, jedoch konnte tiber ihren HLA-DR,DP,DQ-Zell-Pool wegen hoher

Variabilitit der Werte kein Ergebnis formuliert werden (nicht gezeigte Ergebnisse).



3 Ergebnisse 51

Toxoplasma-negativ Toxoplasma-positiv
CD14'CD16"* CD14'CD16"
9 100 Iy 100
§ &
o o
60 60
40 = 40 R -
Lok L kek
20 *ox 20 —X%
= = @
0 0 ==
Oh 48h ni 48h +Tg3:1 48h+Tg6:1 Oh 48h ni 48h +Tg 3:1 48h +Tg6:1
Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis
CD16*CD144™m CD16*CD14™
g 10 g 14
= € 12
[ [
g ° o
[ o 10
6 8
4 ,—**—‘ 6
X
1
Kk 4 *
2
i
0 = == 0 i [ e
Oh 48h ni 48h+Tg3:1  48h+Tg6:1 Oh 48hni 48h+Tg3:1  48h+Tg6:1
Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis
CD14'CD16" CD14'CD16"
~ 100 ~ 100
< =] = @
R 80 R 80
e e
' o
k%
60 60 Kk
Xk
*k
40 kk 40
k%
20 @ 20 =
0 0
Oh 48h ni 48h+Tg3:1 48h+Tg6:1 Oh 48h ni 48h+Tg3:1 48h+Tg6:1
Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis Zeitpunkt und Parasit-Wirtszellverhaltnis

Abbildung 11: Anteil CD14"CD16°, CD16*CD14“™ und CD14"CD16" mononukleirer
Zellen von chronisch T.-gondii-infizierten Blutspendern und seronegativen

Kontrollen ex vivo und nach In-vitro-Infektion mit 7. gondii

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs wurden fir 24 h in PBMC-Medium inkubiert und
anschliefend in den Parasit-Wirtszellverhiltnissen 3:1 (48h + Tg 3:1) und 6:1 (48h + Tg 6:1) fiir
weitere 24 h infiziert. Kontrollzellen blieben nicht-infiziert (48h ni). Im Anschluss erfolgte die
Markierung mit Antikérpern fur die o.g. Oberflichenanticene und die durchflusszytometrische
Analyse. Dazu wurden die CD14-positiven Zellen markiert und fiir die weitere Analyse selektiert.
Es wurden 16 seronegative und fiinf -positive Proben untersucht. Dargestellt sind der Mittelwert
(schwarzes, kleines Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall
(Whiskers) der prozentualen Anteile von CD14*CD16-, CD16*CD14dm und CD14*CD16*
Monozyten. Als Antigen-positiv wurden Monozyten gewertet, deren Fluoreszenz-Werte tiber denen
der dazugehérigen Isotypkontrolle lagen. Signifikante (*; p<<0,05) bzw. hochsignifikante (**; p<<0,01)

Anderungen durch In-vitro-Infektion oder Inkubation wurden mittels Student's #Test ermittelt.
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Abbildung 12: Anteil CCR2 positiver peripherer mononukleirer Zellen von
chronisch T.-gondii-infizierten Blutspendern und seronegativen Kontrollen ex vivo

und nach In-vitro-Infektion mit T. gondii

Die aus Buffy Coats isolierten PBMCs wurden fir 24 h in PBMC-Medium inkubiert und
anschliefend in den Parasit-Wirtszellverhiltnissen 3:1 (48h + Tg 3:1) und 6:1 (48h + Tg 6:1) fiir
weitere 24 h infiziert. Kontrollzellen blieben nicht-infiziert (48h ni). Im Anschluss erfolgte die
Markierung mit Antikérpern fiir CD14 und CCR2 und die durchflusszytometrische Analyse. Dazu
wurden die CD14-positiven Zellen markiert und fiir die weitere Analyse selektiert. Es wurden 16
seronegative und finf -positive Proben untersucht. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes,
kleines Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers)
der prozentualen Anteile von CCR2 positiven Monozyten. Als positiv wurden Monozyten gewertet,
deren Fluoreszenz-Werte iber denen der dazugehérigen Isotypkontrolle lagen. Signifikante (*;
p<0,05) bzw. hochsignifikante (**; p<0,01) Einfliisse durch die In-vitro-Infektion oder Inkubation

wurden mittels Student's t-Test ermittelt.

Zusammenfassend konnten nach In-vitro-Infektion von PBMCs mit T. gondii bei Toxoplasma-
seropositiven und -negativen Spendern zum Teil hochsignifikante Verinderungen der
Expression von Oberflichenmarkern auf Monozyten nachgewiesen werden. So erhohte die
24-stundige Infektion den Anteil von CD14"CD16 Zellen wihrend gleichzeitig weniger
CD16"CD14%" und weniger CD14"CD16" Monozyten nachgewiesen wurden. Ebenso war
die Population CCR2-positiver Monozyten stark reduziert. Die Fluoreszenzintensititen all
dieser Oberflichenantigene nahmen nach In-vitro-Infektion ab, nur die von CD64 und die
von HLA-DR,DP,DQ seropositiver Spender stieg an. Dabei reagierten CD14-positive
PBMCs chronisch-infizierter Toxoplasmose-Patienten und seronegativen Kontroll-
personen nach In-vitro-Infektion mit T. gondii meist dhnlich. Auch In-vitro-Kultivierung von
PBMCs beider Spendergruppen ohne T. gondii fihrte haufig zu spezifischen Veranderungen
in der Expression der hier untersuchten Oberflichenmolekiile bzw. der Zusammensetzung

der Monozytenpopulation.
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3.4 Transkriptmengen pro- und antiinflammatorischer Zytokine

nach Infektion von PBMCs mit 7. gondii in vitro

Die durchflusszytometrische Analyse von Oberflichenantigenen auf Monozyten und deren
Verinderungen in Abhingigkeit vom Infektionsstatus bzw. nach In-vitro-Infektion mit T.
gondii wies auf deutliche Verinderungen des Oberflichenantigen-Musters von Monozyten

unter dem Einfluss des Parasiten hin.

Ob sich der Effekt auf Oberflichenantigene der Monozyten beschrinkt oder auch Einfluss
auf die Zytokin-Produktion von Monozyten-angereicherten PBMCs hat, wurde mit Hilfe
der quantitativen Real-Time PCR (RT-qPCR) untersucht. Dazu wurden die
Transkriptmengen von Genabschnitten der pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und

TNF-a sowie des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 gemessen.

3.4.1 Hochregulation von IL-12 und Runterregulation von IL-10 auf mRINA-

Ebene bei In-vitro-Infektion

Die Transkriptmengen der Zytokine IL-10, IL-12, TNF-a und des konstitutiv exprimierten,
zur Normalisierung der mRNA-Mengen genutzten B-Actins wurden in Monozyten-
angereicherten peripheren mononukleiren Zellen des Blutes von jeweils funf Toxoplasma-
seropositiven und seronegativen Blutspendern bestimmt (2.2.5). Dabei wurden adhirente
PBMCs direkt nach Isolation der Zellen (0 Stunden) und nach In-vitro-Kultivierung der
Zellen fir 48 Stunden mit bzw. ohne 24-stiindige T.-gondii-Infektion im Parasit-

Wirtszellverhaltnis von 6:1 untersucht.

3.4.1.1 1L-12

Durch In-vitro-Infektion mit 1. gondii wurde die Transkriptmenge fir IL-12 gegentber
nicht-infizierten Kontrollzellen signifikant erhoht (Abbildung 13). So wurde in adhirenten
PBMCs von Toxoplasma-seropositiven Proben die IL-12-mRNA in infizierten Zellen ca. 5-
fach stirker hochreguliert als in nicht-infizierten Kontrollzellen (5,2-fach * 1,8 in nicht-
infizierten PBMCs und 259-fach + 6,0 in infizierten PBMCs; p=0,0152). In dhnlicher
Weise erhohte sich der IL-12-mRNA-Gehalt in adhirenten PBMCs seronegativen
Blutspender von 3,1-fach £ 0,9 auf 14,2-fach * 3,1; p=0,0154), jedoch lagen deren Ratios
deutlich, aber nicht signifikant unter denen der positiven Blutspender (Abbildung 13).
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Abbildung 13: IL-12-Transkriptmengen in Monozyten-angereicherten PBMCs 7.-
gondii-positiver und —negativer Blutspender nach Infektion mit 7. gondii in vitro

und in nicht-infizierten Kontrollzellen

PBMCs von finf seropositiven und fiinf seronegativen Blutspendern wurden beziiglich ihrer
Transkriptmenge fiir IL-12 mit Hilfe der RT-qPCR analysiert. Jeweils eine Probe wurde direkt nach
Isolation (Oh), eine nach 48-stindiger Inkubation ohne Infektion (48h ni) und eine nach 48-
stindiger Inkubation mit 24-stindiger Infektion mit T. gondii im Parasit-Wirtszellverhiltnis von 6:1
(48h + Tg 6:1) untersucht. Die IL-12-Transkriptmengen wurden jeweils auf die des konstitutiv
exprimierten B-Actins normalisiert und die Regulation in nicht-infizierten bzw. T.-gondji-infizierten
Zellen zwischen 0 und 48 Stunden berechnet. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines
Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der x-
fachen Regulation der Transkriptmengen fur IL-12. Signifikante Unterschiede der mRNA-Mengen
wurden mit Hilfe des Student's #Test ermittelt (*; p<0,05).

3.4.1.2 1L-10

Nach In-vitro-Infektion von adhirenten PBMCs chronisch Toxoplasma-intizierter Spender
reduzierte sich die Transkriptmenge fiir anti-inflammatorisches IL.-10 um den Faktor 10
(von 2,0-fach = 0,4 in nicht-infizierten Kontrollzellen auf 0,2-fach * 0,1 in infizierten
PBMCs; p=0,0094; Abbildung 14). Auch in PBMCs seronegativer Blutspender reduzierte
sich der IL-10-mRNA-Gehalt nach Infektion mit T. gondii im Vergleich zu nicht-infizierten
Kontrollzellen signifikant (1,5-fach & 0,5 in nicht-infizierten Zellen auf 0,2-fach * 0,1 nach
Infektion; p=0,0365; Abbildung 14). Die Monozyten-angereicherten PBMCs von
chronisch-infizierten Blutspendern wiesen im Vergleich zu denen Toxoplasma-Naiver

geringfligio héhere Ratios nach Inkubation der Zellen ohne Parasiten auf (Abbildung 14).
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Abbildung 14: IL-10-Transkriptmengen in Monozyten-angereicherten PBMCs 7.-
gondii-positiver und —negativer Blutspender nach Infektion mit 7. gondii in vitro

und in nicht-infizierten Kontrollzellen

PBMCs von finf seropositiven und fiinf seronegativen Blutspendern wurden beziiglich ihrer
Transkriptmenge fiir IL-10 mit Hilfe der RT-qPCR analysiert. Jeweils eine Probe wurde direkt nach
Isolation (Oh), eine nach 48-stindiger Inkubation ohne Infektion (48h ni) und eine nach 48-
stindiger Inkubation mit 24-stindiger Infektion mit T. gondii im Parasit-Wirtszellverhiltnis von 6:1
(48h + Tg 6:1) untersucht. Die IL-10-Transkriptmengen wurden jeweils auf die des konstitutiv
exprimierten B-Actins normalisiert und die Regulation in nicht-infizierten bzw. T.-gondji-infizierten
Zellen zwischen 0 und 48 Stunden berechnet. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines
Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der x-
fachen Regulation der Transkriptmengen fiir IL-10. Signifikante (*; p<0,05) bzw. hochsignifikante
(**; p<0,01) Unterschiede der mRNA-Mengen wurden mit Hilfe des Student's #Test ermittelt.

3.4.1.3 TNF-a

Die Transkriptmengen fiir TNF-a reduzierten sich wihrend einer 48-stiindigen Inkubation
in vitro von adhirenten PBMCs Chronisch-Infizierter und Toxoplasma-Naiver auf das 0,34-
fache +0,08 bzw. auf das 0,29-fache £0,06 der Mengen direkt nach Isolation. Die In-vitro-
Infektion der Zellen beider Spendergruppen fithrte zu ahnlichen Reduktionen der TNF-a-
mRNA-Mengen (Abbildung 15).

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der RT-qPCR auf die pro-inflaimmatorische
Wirkung einer In-vitro-Infektion mit 1. gondii hin. Dies spiegelte sich in einer deutlich
stirkeren Expression von I1.-12 bei gleichzeitiger Inhibition der IL-10-Synthese wider. Der
Serostatus der PBMC-Spender hatte dabei allenfalls einen geringen Einfluss, indem die
Zellen positiver Spender geringfiigic héhere Regulationen fir IL-12 zeigten. Die TNF-a-
Synthese wurde dagegen in PBMCs beider Spendergruppen durch In-vitro-Intektion mit T.
gondii nicht deutlich beeinflusst.
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Abbildung 15: TNF-a-Transkriptmengen in Monozyten-angereicherten PBMCs 7.-
gondii-positiver und —negativer Blutspender nach Infektion mit 7. gondii in vitro

und in nicht-infizierten Kontrollzellen

Adhidrente PBMCs von funf seropositiven und fiinf seronegativen Blutspendern wurden beziglich
ihrer Transkriptmenge fiir TNF-o mit Hilfe der RT-qPCR analysiert. Jeweils eine Probe wurde
direkt nach Isolation (Oh), eine nach 48-stundiger Inkubation ohne Infektion (48h ni) und eine nach
48-stiindiger Inkubation mit 24-stiindiger Infektion mit T. gondii im Parasit-Wirtszellverhiltnis von
6:1 (48h + Tg 6:1) untersucht. Die TNF-a-Transkriptmengen wurden jeweils auf die des konstitutiv
exprimierten B-Actins normalisiert und die Regulation in nicht-infizierten bzw. T.-gondji-infizierten
Zellen zwischen 0 und 48 Stunden berechnet. Dargestellt sind der Mittelwert (schwarzes, kleines
Quadrat), das 75%-Konfidenzintervall (Box) und das 95%-Konfidenzintervall (Whiskers) der x-
fachen Regulation der Transkriptmengen fir TNF-a.

3.4.2 Die Agarosegel-Elektrophorese bestitigt die korrekte Amplifikation der
Genabschnitte von IL-12, IL-10 und TNF-« in der RT-qPCR

Um sicherzustellen, dass bei der quantitativen Real-Time PCR (3.4.1) die cDNAs der
Zytokine IL-12, IL-10 und TNF-a korrekt amplifiziert worden waren, erfolgte im
Anschluss eine Agarosegel-Elektrophorese (2.2.5.4). Dabei wurden die amplifizierten
DNA-Stringe der Proben im Ethidiumbromid-haltigem Agarosegel aufgetrennt und ihre
GroBe mit Hilfe eines Molekulargewichtsmarkers in Basenpaare (bp) bestimmt. Da die
GroBe der zu erwartenden Amplifikate bekannt war, konnte so validiert werden, dass bei

der RT-qPCR die korrekten Gene amplifiziert und analysiert wurden.

Die Liange der Genabschnitte betrug fiir IL-12 171 bp, fiir I1.-10 188 bp, fiir TNFa 241 bp
und fir die Kontroll-cDNA B-Actin 266 bp (Abbildung 16). Damit konnte die Annahme,
dass es sich bei den amplifizierten DNA-Stringen um die gewiinschten Genabschnitte

handelte, bestitigt werden.
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Abbildung 16: Agarosegel-Elektrophorese der Amplifikate spezifischer
Sequenzabschnitte von IL-12, IL-10, TNF-« und 3-Actin zur Bestitigung der
korrekten Gen-Amplifikation bei der RT-qPCR

Reaktionsgemische nach quantitativer PCR von cDNAs ausgesuchter PBMC-Proben wurden mit
Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und mittels eines 50 bp Molekulargewichtsmarker
(M) beztglich ihrer korrekten GréB3e kontrolliert. Die Abbildung zeigt die unter UV-Licht sichtbar
gemachten Banden der Amplifikate. Als Negativkontrolle der qPCR-Reaktion wurde statt cDNA
Wasser (H2O) parallel mitgefithrt. Die Proben A (48h ni, seronegativ), B (48h + Tg 6:1,
seronegativ), C (Oh, seropositiv) und D (48h ni, seropositiv) waren stichprobenartig ausgewihlt.
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4 Diskussion

Der intrazellulir lebende Parasit Toxoplasma gondii beeinflusst seine Wirte auf vielerlei Art
und Weise. In Presse und Medien wird hiufig von Verinderungen des Verhaltens
chronisch-infizierter Menschen berichtet’. Besser dokumentiert und zum Teil intensiv
erforscht sind die Auswirkungen einer Infektion auf Zellen des Immunsystems des Wirtes
(Lang et al. 2006). Nach oraler Aufnahme von T. gondii-Gewebezysten oder -Oozysten mit
darauffolgender Parasitimie wird die akute Toxoplasmose in der Regel durch eine starke
inflammatorische Immunantwort des Wirtes beendet, jedoch persistieren wenige Parasiten
dauerhaft in Form von Gewebszysten im infizierten Organismus (Rougier et al. 2017,
1.2.1). Immunevasionsmechanismen ermdglichen unter anderem diese Persistenz und
fihren gleichzeitig zu einer Reihe von moglicherweise lingerfristigen Verinderungen der
Immunantwort gegeniiber anderen Infektionserregern (1.3.3). Verinderungen von
Immunantworten, wie die Reduktion der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase in
murinen Makrophagen (Luder et al. 2003), deren ,,immunsupprimierende® Auswirkung
auch tber die akute Infektion hinaus beobachtet werden konnte (Kankova et al. 2010) oder
die Modulation der Wirtszell-Apoptose (Lider und Gross 2005), die verhindert, dass
infizierte Zellen effektiv vernichtet werden, sind zwei von vielen Mechanismen der

Evasion.

Vorherige Arbeiten unserer Arbeitsgruppe beschiftigten sich mit der IFN-y-induzierten
Expression von MHC-Klasse-I- und -II-Molekilen auf humanen Monozyten in
Abhingigkeit vom T.-gondii-Serostatus und bei In-vitro-Infektion mit dem Parasiten. Der
Autor beschrieb eine Reduktion beider Molekiil-Klassen bei Iz-vitro-Infektion und, dass
serologisch  Toxoplasma-positive, chronisch-infizierte Personen mehr HLA-DR als
serologisch negative Spender auf Monozyten exprimierten. Er fihrte dies auf eine
Beeinflussung des Monozyten-Subtypenpools wihrend chronischer Toxoplasmose zurtck
(Stalling 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Hypothese weiterverfolgt. Humane Monozyten
wurden sowohl in Abhingigkeit vom Toxoplasma-Serostatus des Spenders als auch nach In-
vitro-Infektion beziglich ihrer Subtypen-Zugehorigkeit analysiert, und die Expression pro-
bzw. anti-inflammatorischer Zytokine von PBMCs wurde quantitativ untersucht. Ich kam

dabei zu dem Ergebnis, dass serologisch Toxoplasma-positiv getestete im Vergleich zu

3 http://www.focus.de/gesundheit/ratgeber/psychologie/persoenlichkeit/staendig-

wuetend-vielleicht-leiden-sie-an-toxoplasmose id 5397224.html; Zugriff am 29.11.16)
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negativ getesteten Spendern ex wivo hochsignifikant weniger CD16 exprimieren und
gleichzeitig eine Verminderung der Oberflichenantigene CD14, CD62L, CCR2 und HLA-
A,B,C auf Monozyten aufwiesen. Diese verminderten Expressionen beeinflussten jedoch
nicht die prozentuale Zusammensetzung der klassischen Monozytensubtypen, jedoch sank
der Anteil CDO62L-positiver, und es stieg der Anteil CD64-positiver Monozyten in
chronisch-infizierten Toxoplasmose-Patienten signifikant. Nach  Iz-vitro-Infektionen
humaner PBMCs mit 1. gondii zeigte sich eine Zunahme ,klassischer Monozyten®
(CD14°CD16), wihrend sich der Anteil ,intermedidrer (CD14"CD16") und ,,nicht-
klassischer Monozyten® (CD16°CD14%™) deutlich reduzierte. Gleichzeitig wurden die
Expressionen der zur Einteilung der Monozyten benutzten Antigene CD14 und CD16
durch die In-vitro-Infektion stark inhibiert. Als Zeichen gesteigerter Inflammation war in 7z-
vitro-infizierten PBMCs die Transkription von IL-12 erhoht und die von IL-10 erniedrigt.
Die Expression von CCR2, einem Chemotaxis-Rezeptor, wurde durch die In-vitro-Infektion
beinahe vollstindig verhindert. Weiterhin ist die in dieser Arbeit erhobene T.-gondii-
Seroprivalenz deutlich niedriger als die im Bundesdurchschnitt (Wilking et al. 2016), was

im folgenden Abschnitt diskutiert werden soll.

4.1 Die T.-gondii-Seroprivalenz von 24% beruht auf den gré3tenteils

jungen Blutspendern der Universititsmedizin G6ttingen

Vor weiterfihrenden Analysen wurden alle hier untersuchten Buffy Coats von
Blutspendern der Universititsmedizin Gottingen beztglich ihres T.-gondii-Serostatus
untersucht (3.1). Funf von 21 Buffy Coats stammten von chronisch-infizierten Spendern,
was einer Kollektivpravalenz von 23,8% entspricht. Dies liegt deutlich unter dem im Jahr
2016 erhobenen Bundesdurchschnitt von beinahe 50%. Schaut man sich in der gleichen
Studie jedoch an, in welcher Altersgruppe eine Privalenz von ca. 24% auftrat, so kommt
man bei Minnern auf 28 und bei Frauen auf 30 Jahre. Gleichzeitig stieg die Privalenz
kontinuierlich mit dem Alter der untersuchten Personen an (Wilking et al. 2016). Somit
konnte die unterdurchschnittliche Pravalenz der Spender der hier vorliegenden Arbeit in
einem jungen Alter der Blutspender und -spenderinnen begriindet sein. Weiterhin hat
wahrscheinlich ein groflerer Teil der Spenderinnen und Spender einen akademischen
Bildungshintergrund und deshalb einen eher héheren soziookonomischen Status. Hoher
sozioOkonomischer Status ist ebenfalls mit einer verminderten Seroprivalenz verbunden
(Gross 2004; Wilking et al. 2016). Eine andere Moglichkeit wire, dass die hier ermittelte
Privalenz auf die relativ geringe Stichprobengréfle zuriickzufihren ist und damit nicht
reprisentativ ist. Statistische Auswertungen der Spendenden durch die Abteilung fir
Transfusionsmedizin der Universititsmedizin Gottingen weisen jedoch darauf hin, dass ein
geringes Durchschnittsalter fiir den Wert verantwortlich ist. Im Jahr 2013 wurde Vollblut

von 7611 verschiedenen Personen gespendet. Davon entfielen ca. 57% auf die
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Altersgruppe unter 35 Jahre und ganze 30,6% auf die unter 25 Jahre. Da also fast jeder
dritte Buffy Coat von einer Person unter 25 Jahren und mehr als jeder zweite von einer
Person unter 35 Jahren stammte, kann die vergleichsweise niedrige T.-gondii-Seroprivalenz
zum Teil damit erklirt werden. Um einen statistischen Fehler ginzlich ausschlieBen zu
konnen, hitte man jedoch deutlich mehr Proben beztiglich ihres Serostatus untersuchen

mussen.

4.2  Eine chronische T.-gondii-Infektion fiihrt zu einer
hochsignifikanten Expressionsminderung von CD16 ohne damit

die Zusammensetzung des Monozyten-Subtypenpools zu dndern

Die Monozyten von Toxgplasma-seropositiven wiesen im Vergleich zu denen Toxoplasma-
naiver Individuen eine verinderte Zusammensetzung ihrer Oberflichenantigene auf.
Insbesondere die Expression von CD16 war hochsignifikant reduziert, was vor allem die
kleineren Populationen, also die CD14'CD16" und CD16"CD14%" Monozyten
beeinflussen sollte. Zwar dnderte sich die Zusammensetzung der Monozytensubtypen
nicht, die Modulation bestimmter Funktionen der CD16-positiven Monozyten ist jedoch

dennoch mdglich.

Es ist bemerkenswert, dass eine latente Infektion, mit wenigen Gewebszysten in
Muskulatur und Gehirn bzw. eine abgelaufene akute Infektion mit 1. gondii so deutliche
Auswirkungen auf mehrere Oberflichenantigene humaner Monozyten des peripheren
Blutes nehmen kann. So waren neben der hochsignifikanten Reduktion von CD16 auch
CD14, CD62L, CCR2 und HLA-A,B,C in der Expression reduziert. Eine mogliche
Erklirung fiir diese Inhibitionen ist, dass eine andauernde Aus- bzw. Nachwirkung der
zurtckliegenden akuten Toxoplasmose die Expression von Antigenen verandert. Alternativ
konnten T.-gondii-Gewebszysten in Gehirn und Muskeln die Expression dieser Antigene auf
Monozyten durch konstante Signale inhibieren. Dies soll nun im Folgenden diskutiert

werden.

Auswirkungen chronischer Infektionen auf Zellen des Immunsystems sind bei
verschiedenen Erregern beschrieben und erforscht. So fihrt eine latente Infektion mit
Stimmen des humanen Cytomegalievirus (HCMV) dazu, dass infizierte, monozytire
Vorliuferzellen vermehrt das Zytokin monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) bilden und
sezernieren. MCP-1 steht im Verdacht arteriosklerotische Prozesse zu beguinstigen und
somit koénnte eine latente HCMV-Infektion dies ebenfalls begunstigen (Stern und
Slobedman 2008). Ein wichtiger Unterschied zwischen den Ergebnissen von Stern und
Slobedmen und denen dieser Arbeit ist jedoch, dass die monozytiren Vorlauferzellen selbst

latent HCMV-infiziert waren und nicht Erreger aus bestimmten Regionen des Korpers
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periphere Monozyten beeinflussten, wie es in der vorliegenden Arbeit der Fall sein konnte.
Neuere Arbeiten zur Funktion von Alveolar-Makrophagen bei HIV1-Patienten konnten
ebenfalls Effekte einer direkten Zellinfektion, aber auch eine generalisierte Beeinflussung
der nicht-infizierten Alveolar-Makrophagen zeigen. Die Autoren vermuten, dass diese
nicht-infizierten Zellen durch hoéhere IFN-y-Level im Lungengewebe HIV-positiver
Patienten aktiviert und dadurch proteolytisch weniger aktiv werden (Jambo et al. 2014). In
dhnlicher Weise kann auch T. gondii die HLA-DR,DP,DQ-Expression von nicht-infizierten
Monozyten tber benachbarte infizierte Zellen 7z vitro beeinflussen, wie eine Arbeit unserer
Arbeitsgruppe zeigte. Verschiede parasitire Proteine, die an die Umgebung abgegeben
werden, konnten fir solche ,,Bystander-Effekte verantwortlich sein und sind Teil
intensiver Forschung (Stalling 2013). Jedoch ldsst sich aus einer Beeinflussung der Zellen in
der Umgebung von T.-gondii-positiven Zellen nicht schlussfolgern, dass diese Proteine
ebenfalls in der Lage sind, Eigenschaften entfernter Zellen des peripheren Blutes zu
modulieren. Einen konkreteren Hinweis liefert eine Publikation zu sog. Exosomen, die bei
der interzelluliren Kommunikation eine wichtige Rolle spielen und auch von T. gondii an
den Wirtsorganismus abgegeben werden. Exosomen enthalten eine Vielzahl an Proteinen
und im Falle von T.-gondii-Exosomen unter anderem parasitire Proteine wie Dichte
Granula-Proteine (GRA), die neben den Rhoptrien (ROP) die Hauptquelle von
Effektorproteinen des Parasiten sind (Dlugonska und Gatkowska 2016). Da diese
,verpackten® Proteine ebenfalls vom Infektionsherd entferntere Zellen erreichen und das
Immunsystem beeinflussen koénnen (Li et al. 2000), sind parasitire Exosomen eine
mogliche Erklirung fur die in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen von peripheren
humanen Monozyten. Voraussetzung daftr ist allerdings, dass die Exosomen auch
wihrend einer latenten Infektion durch Gewebszysten-haltige Zellen sezerniert werden.
Weiterfithrende Studien zu parasitiren Exosomen wihrend einer chronischen Infektion
mit T. gondii konnten Hinweise liefern, wie der Parasit das Immunsystem chronisch-

infizierter Wirte moduliert.

4.2.1 CD16-abhingige Abwehrmechanismen kénnten durch eine chronische

Infektion mit 7. gondii eingeschrinkt werden

CD16 ist ein niedrigaffiner Fc-Rezeptor fur IgG (FcyRIID). Er wird unter anderem fiir die
antibody-dependent — cellular  cytotoxicity  (ADCC,  Antikérperabhingige  zellvermittelte
Zytotoxizitat) und die antibody-dependent cellular phagocytosis (ADCP, Antikorperabhingige
zellvermittelte Phagozytose) von Monozyten bendtigt, durch die unter anderem
Tumorzellen abgetotet werden kénnen (Herter et al. 2014; Li et al. 2016). Eine mégliche
Folge der verminderten CD16-Expression wire demnach, dass wihrend chronischer
Toxoplasmose Tumorzellen weniger effektiv ADCC- und/oder ADCP-abhingig zerstort
werden konnen als dies bei seronegativen Personen moglich ist. Zum einen konnte dies die
Wahrscheinlichkeit an einer Tumorerkrankung zu erkranken erhdhen, da semimaligne

Zellpopulationen nicht frithzeitig ausreichend effektiv zerstort werden, um weitere
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Entartung und invasives Wachstum zu stoppen. Zum anderen kénnte auch die Therapie
bestimmter Krebserkrankungen erschwert werden. So beruht die Behandlung einiger B-
Zell-Non-Hodgkin-Lymphome  unter anderem  auf der antikérperabhingigen
zellvermittelten Zytotoxizitit (Hiddemann et al. 2005). Einschrinkend muss zu diesen
Uberlegungen jedoch festgestellt werden, dass es nach aktueller Studienlage allenfalls
vereinzelt Hinweise auf eine Assoziation von Malignomen und chronischer Toxoplasmose
gibt. So entdeckten australische Forscher eine zur Kontrollgruppe signifikant erhohte T.-
gondii-Privalenz bei Meningeom-Patienten (Ryan et al. 1993). Fir konkretere Hinweise
miissten jedoch weitere klinische und experimentelle Studien zur Assoziation von
Tumorerkrankungen und zum Stellenwert von CD16 auf Monozyten bei diesen

Erkrankungen in Abhingigkeit vom T.-gondii-Serostatus durchgefiihrt werden.

4.2.2 Verandert die Reduktion von CD16 bei einer chronischen Infektion mit 7.

gondii das Auftreten von Autoimmunerkrankungen?

Andere Studien beschiftigten sich mit CD16-assoziierten Autoimmunerkrankungen und
beschreiben FcyRIII als ein mogliches Ziel fir neue Therapeutika. Zwei dieser
Erkrankungen sind die autoimmunhamolytische Animie (AIHA) und die idiopathische
thrombozytopenische Purpura (ITP), fir dessen Therapie bereits ein humanisierter anti-
CD16-Antikorper tierexperimentell erprobt wurde (Clarkson et al. 1986; Meyer et al. 1998;
Flaherty et al. 2012). Die hochsignifikant niedrigere Expression von CD16 auf humanen
Monozyten T.-gondi-seropositiver Blutspender konnte somit auch zu einem individuellen
Ubetlebensvorteil werden, da méglicherweise die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
einer solchen Autoimmunerkrankung reduziert ist. Es gilt jedoch zu bedenken, dass auch
andere Zellen neben CD14"CD16" und CD16"CD14*" Monozyten CD16 exprimieren,
deren Expressionsverhalten in Bezug auf eine chronische Infektion mit T. gondii in dieser
Arbeit nicht untersucht wurde. Ebenso ist dies zurzeit eine eher theoretische Uberlegung,
denn Hinweise auf eine negative Assoziation zwischen CD16-assoziierten
Autoimmunerkrankungen und einer latenten Infektion mit T. gondii gibt es nach aktueller
Studienlage nicht. Es gibt zwar eine ganze Reihe von Autoimmunerkrankungen, die mit
anti-Toxoplasma-Antikorpern vom Typ IgG einhergehen, jedoch gehéren die CD16-
assoziierten nicht dazu. Weiterhin fihrt die chronische Infektion mit 1. gondii zu einem
erhohten Auftreten dieser Autoimmunerkrankungen, uber einen Schutz wird nicht
berichtet (Shapira et al. 2012). Auch hier mussten klinische Studien zur Privalenz von
CD16-assoziierten Autoimmunerkrankungen in Abhingigkeit vom T.-gondi-Serostatus
durchgefiihrt werden, um einen Hinweis auf einen protektiven Effekt einer chronischen

Infektion zu erhalten.
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4.3 Eine chronische T.-gondii-Infektion reduziert den Anteil CD62L-
positiver und erhéht den Anteil CD64-positiver Monozyten

Neben den zur Einteilung der Monozyten genutzten Antigenen CD14 und CD16 stehen
auch andere Oberflichenmarker zur Verfigung, die verstirkt von bestimmten
Subpopulationen exprimiert werden. Mit ihnen kann eine weitere Differenzierung von
Monozyten innerhalb der drei klassischen Subpopulationen erfolgen. Da eine chronische
Infektion mit T. gondii keine Auswirkungen auf die prozentuale Verteilung von
CD14"CD16, CD14"CD16" und CD16"CD14*" Monozyten zeigte, sollen im Folgenden
die prozentualen Verinderungen von CDG62L- und CDG64-positiven Monozyten in
Abhingigkeit vom T. gondii-Serostatus diskutiert werden.

In dieser Arbeit zeigten sich beziiglich der Anteile von CDG62L- und CD064-positiver
Monozyten bei T.-gondii-seropositiver Spender widerspriichliche Expressionsmuster. So
wiesen diese Blutspender signifikant weniger CD62L- und gleichzeitig signifikant mehr
CDo64-positive Monozyten auf, zusitzlich war auch die Expression von CDO62L reduziert
(3.2). Beide Antigene sind in der Literatur generell als Marker fiir ,,klassische Monozyten
bekannt (Chimma et al. 2009), jedoch wird in neuen Publikationen betont, dass auf
Monozyten CDG62L exklusiv von ,klassischen Monozyten* exprimiert wird, wohingegen
CD64 auch von ,intermedidre Monozyten® exprimiert werden kann (Wong et al. 2012). Bei
bestimmten chronischen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, ist die Expression
von CD64 sogar in allen drei Monozytensubpopulationen im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen erhoht (Rossol et al. 2012). Dementsprechend ist CID64 kein eindeutiger
Marker fur ,klassische Monozyten®. Somit kénnten die hier genannten Ergebnisse auf
einen erhohten Anteil der ,,intermedidren” und / oder der ,,nicht-klassischen Monozyten*
zu Lasten der ,klassischen (CD62L-positiven) Monozyten bei chronischer T.-gondir-
Infektion hindeuten. Die wichtigste Aufgabe der ,klassischen Monozyten® ist die
Phagozytose von Antikérper-markierten Partikeln und Detritus. Daneben sind sie auch an
der Wundheilung und der Gerinnung beteiligt (Wong et al. 2012). Schrumpft diese
Population stark, konnte sich dies auf den kompletten Organismus auswirken und so zum
Beispiel Wundheilungsstorungen ilterer Patienten verstirken (Guo und DiPietro 2010).
Allerdings wurden in dieser Arbeit zwar signifikante, aber dennoch lediglich geringe
Schwankungen zwischen seropositiven und -negativen Spendern festgestellt, wie sie
regelhaft auch bei anderen chronischen Infektionen auftreten kénnen (Nockher und
Scherberich 1998; Fernandes et al. 2014). Ein erhohtes Risiko fiir Wundheilungsstorungen
aufgrund der moglichen Abnahme CDG62L-positiver ,klassischer” Monozyten wihrend
chronischer Toxoplasmose scheint daher cher unwahrscheinlich. Weiterhin ist zu
bedenken, dass die Uberginge zwischen den drei Subpopulationen flieBend sind und sich
somit ein Teil der analysierten Zellen ,,zwischen® den Subtypen der tblichen Einteilung

befinden konnte. Diese phanotypische Plastizitit ermdglicht eine Anpassung der
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Monozyten an die Aufgaben, die ihr aktuelles Milieu an sie stellt, wie z. B. Wundheilung
oder Inflammation (Mosser und Edwards 2008).

Die oben genannte Schlussfolgerung deckt sich jedoch mit den Ergebnissen einer
vorangegangenen Arbeit unserer Arbeitsgruppe, in der eine Anteilserh6hung der
wintermedidiren Monozyten® bei chronischer Toxoplasmose vermutet wurde. Dies wurde
mit einer deutlich erhohten Expression von HLA-DR begriindet, das von CD14"CD16"
Monozyten besonders stark exprimiert wird (Stalling 2013). Weniger CD62L-positive und
mehr CD064-positive Monozyten wiirden diese These stiitzen: Dies ist jedoch allenfalls ein
diskreter Hinweis auf eine Expansion der ,intermedidiren Monozyten®, da die
durchflusszytometrischen Untersuchungen auf CD14 und CD16 diesbeztiglich keine

Verinderungen der Monozytensubpopulationen zeigen.

Zusammenfassend betrachtet ist es bemerkenswert, dass im Stadium der chronischen
Toxoplasmose die Infektion deutlichen FEinfluss auf die Expression von
Oberflichenantigenen peripherer humaner Monozyten hat. Ob es sich dabei um eine
Nachwirkung der akuten Infektion oder den Effekt von T.-gondii-Gewebszysten handelt,
miissen weiterfithrende Arbeiten kliren. Es bestiinde jedoch die Moglichkeit, dass der
Parasit das Wirtsimmunsystem tber Exosomen beeinflusst. Die hochsignifikante
Reduktion von CD16 bei T.-gondii-seropositiven Personen koénnte Mechanismen der
Tumorabwehr durch Monozyten einschrinken. Ob sich eine solche Einschrinkung der
ADCC und der ADCP 7n vivo auf die effektive Bekimpfung entarteter Zellen und damit auf
die Wahrscheinlichkeit, an einer Krebserkrankung zu erkranken, widerspiegelt, muss jedoch
durch zukunftige Studien statistisch und experimentell nachgewiesen werden. Gleiches gilt
fur die moglicherweise erniedrigte Wirksamkeit einer zum Teil ADCC/ADCP-basierten
Malignom-Therapie oder fir die erniedrigte Anfalligkeit gegeniiber CD16-assoziierten
Autoimmunerkrankungen. Weiterhin geben die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
Hinweise, dass sich der Pool ,intermedidrer Monozyten“ zu Lasten der ,klassischen
Monozyten in chronisch-infizierten Toxoplasmose-Patienten vergréflert. Indirekt geben
die signifikanten Verdnderungen der fiir die Oberflichenantigene CD62L und CD64
positiven Monozyten einen Hinweis auf diese Umverteilung. Jedoch konnte dies nicht mit
Hilfe der zur klassischen Einteilung benutzen Antigene CD14 und CD16 nachvollzogen

werden.

4.4 Eine chronische Toxoplasmose fiihrt zu vermehrter IL-12-mRINA

Neben der Analyse von Oberflichenantigenen auf Monozyten wurden auch die
Transkriptmengen der Zytokine I1L-10, IL-12 und TNF-« in PBMCs in Abhingigkeit von

einer chronischen Infektion mit T. gondii bestimmt. Die Ergebnisse zeigten insbesondere,
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dass Monozyten-angereicherte PBMCs Chronisch-Infizierter vor und nach In-vitro-
Infektion mit T. gondii durchschnittlich 1,5-fach héhere 11.-12-mRNA-Mengen als PBMCs
von Spendern in der Kontrollgruppe hatten. Gleichzeitig hatte die latente Infektion keinen
Einfluss auf die IL-10- oder die TNF-a-mRNA-Menge. Bei IL-12 ist sowohl die mRNA-
Menge ex vivo als auch die nach einer inflammatorischen Reaktion auf In-vitro-Infektion mit
Toxoplasmen bei seropositiven Individuen hoher. Das pro-inflammatorische Zytokin IL-
12 wird u.a. von Makrophagen und dendritischen Zellen nach Erregerkontakt sezerniert
und induziert die Produktion von IFN-y durch T- und NK-Zellen, erhéht deren
zytotoxische Aktivitit und beeinflusst die T-Zell-Differenzierung (Wolf et al. 1994). Eine
mogliche  Folge dieser erhohten  IL-12-Level ist eine  generell  erhohte
Inflammationsbereitschaft chronisch Toxoplasma-Infizierter, die Auswirkungen auf die
Reaktion gegen Infektionserreger, aber auch auf den Organismus selbst haben konnte. So
konnte bei erthohten pro-inflammatorischen Zytokin-Spiegeln eine Immunantwort auf eine
Infektion schneller und heftiger ausgeldst werden und somit die Eradikation von Erregern
effektiver sein. Dass erhohte IL-12-Spiegel bei Infektion von Vorteil sein konnen, zeigten
Studien mit verschiedenen Infektionserregern und exogenem IL-12 als Therapeutikum
(Hamza et al. 2010). So hatten Miuse durch exogenes IL-12 eine gesteigerte Resistenz
gegentber einer Infektion mit dem Herpes simplex Typ 1-Virus (Matsuo et al. 1996) und
eine I1-12-Applikation fiithrte zu einer gesteigerten Ubetlebensrate von Miusen bei
Tuberkulose (Flynn et al. 1995). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die chronische T.-
gondii-Infektion bei Mausen zu einer verstirkten Rekrutierung von pro-inflammatorischen
Monozyten tber die Stimulation des Toll-like-Rezeptors TLR11 durch den Parasiten fiihrt
und damit die Abwehrlage gegeniiber einer Infektion mit Listeria monocytogenes verbessert
wird (Neal und Knoll 2014).

Moglich wire somit, dass auch endogen erhohte I1-12-Spiegel beim Menschen, wie z. B.
die von T.-gondii-seropositiven Individuen, diese Vorteile mit sich bringen kénnten. Ob eine
leichte, wie in dieser Arbeit beschriecbene Erhchung ausreicht, um signifikante
Immuneffekte nachzuweisen, miissen weitere Studien zu Infektionserkrankungen bei

seropositiven Probanden zeigen.

Die verstirkte IL-12-mRNA-Bildung bei Chronisch-Infizierten kénnte jedoch auch mit
einem Nachteil fiir den Organismus verbunden sein. Geht man von einer permanenten
geringfligigen Aktivierung des Immunsystems durch konstant mehr 11.-12 aus, konnte dies
auf Dauer zu Schiden durch die chronische Inflaimmation fihren. So eine chronische
Entziindung bei chronischer Infektion ist in neueren Studien bei lingerfristig antiretroviral
-behandelten HIV-Patienten beschrieben worden, bei denen insbesondere ein vorzeitiges
Altern bet persistierend hohen pro-inflammatorischen Zytokin-Spiegeln beobachtet wurde.
Kardiovaskulire und andere Erkrankungen, die normalerweise cher idltere Menschen
betreffen, fihrten die Autoren bei den vergleichsweise jungen Patienten auf diese

»Inflammations-induzierte, vorzeitige Alterung® zuriick (Nasi et al. 2010).
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Kontakt mit IL.-12 leitet bei naiven T-Zellen eine Differenzierung zu T-Helferzellen vom
Th1-Typ ein und fordert damit die Zell-vermittelte Immunantwort (Wolf et al. 1994). Th1-
Zellen sind insbesondere an der Abwehr intrazellulirer Erreger beteiligt und fithren zu
einer Steigerung der mikrobiellen Aktivitit von zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen
(Zhu und Paul 2008). Eine Uberfunktion der Thl-Zellen kann jedoch auch zu
unerwinschten Immunreaktionen fithren, wie z. B. der Hypersensibilititsreaktion vom
Spittyp (Typ 4 Allergie) oder der Psoriasis (Biedermann et al. 2004). Untersuchungen
beziiglich des Auftretens von Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang mit T.-gondii-
spezifischen Antikorpern zeigten bereits Hinweise auf eine Verbindung zwischen
chronischer Toxoplasmose und z. B. rheumatoider Arthritis, jedoch wurde dies nicht auf
zellulirer Ebene weiterverfolgt (Shapira et al. 2012; Fischer et al. 2013). Ob ein
Zusammenhang zwischen unerwiinschten Immunerkrankungen und erhéhten IL-12-
mRNA-Mengen bei seropositiven Individuen besteht und ob die T-Zell-Differenzierung
dabei eine Rolle spielt, bleibt daher zurzeit spekulativ. Untersuchungen, die in Abhingigkeit
vom T.-gondii-Serostatus die Thl-Zellzahl und -Aktivitit sowie die Ausbildung
unerwinschter Immunreaktionen bestimmen, konnten diese These untermauern.
Ahnliches wurde in einer Studie aus dem Jahr 2016 bei akuter Toxoplasmose gemacht.
Dabei konnten die Autoren eine persistierend erniedrigte Zahl naiver CD4-positiver T-
Zellen bei gleichzeitig voriibergehend mehr aktivierten Thl-Zellen feststellen. Diese
Verschiebung fiithrte zu lingerfristigen Verinderungen des Immunsystems und begtinstigte
die Persistenz des Parasiten (Kugler et al. 2016). Ob dieser Effekt, wie die chronische T.-
gondii-Infektion selbst, andauert und ob neben einer Schwichung des Immunsystems auch
andere unerwinschte Immunphinomene auftreten konnen, missten weitere Studien

zeigen.

Fasst man zusammen, so konnten erhohte I1-12-Spiegel bei T.-gondii-seropositiven
Menschen durch die gesteigerte ,,Alarmbereitschaft des Immunsystems zu einer
effizienteren Vernichtung von Erregern fithren, aber auch gleichzeitig zu einer vorzeitigen
Alterung mit entsprechend Alters-assoziierten Erkrankungen fihren. Da IL-12 die T-Zell-
Differenzierung  beeinflusst, konnten Thl-Zellen auch das Auftreten von
Autoimmunerkrankungen férdern. Ob die hier beschriebene verstirkte Expression von IL-
12 bei chronisch-infizierten T.-gondii-Patienten fir diese Folgen ausreicht, mussen

zusatzliche Studien klaren.
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4.5  In-vitro-Infektion mit 7. gondii verindert die Expression von
Oberflichenantigenen auf humanen Monozyten drastisch und

fithrt zu verdnderten Monozytensubpopulationen

Aus Buffy Coats von Blutspendern isolierte Monozyten-angereicherte PBMCs wurden
nicht nur direkt ex vivo durchflusszytometrisch analysiert, sondern auch 7 vitro in den
Parasit-Wirtszellverhaltnissen 3:1 und 6:1 mit Toxoplasma gondii fir 24 Stunden infiziert.
Dadurch sollte der Effekt einer direkten Infektion mit T. gondii auf die Monozyten
chronisch-infizierter Toxoplasmose-Patienten bzw. seronegativer Kontrollen untersucht
werden. Fine weitere Probe verblieb fiir diese Zeit nicht-infiziert. Analog zu den Ex-vivo-
Analysen wurden auch hier anschlieBend die Expression der Oberflichenantigene CD14,
CD16, CDo62L, CD64, CCR2, HLA-AB,C sowie HLA-DR,DP,DQ durchfluss-
zytometrisch untersucht. Dabei wurde die Fluoreszenz-Intensitit der Antigene der
Monozyten und der Anteil der fir ein Antigen positiven Monozyten ermittelt. In der
Auswertung wurde zwischen seropositiven und -negativen Proben unterschieden, jedoch

waren die Ergebnisse zwischen diesen beiden Gruppen meist ahnlich (3.3).

Bei der Auswertung fiel auf, dass nicht nur eine In-vitro-Infektion, sondern auch die In-vitro-
Inkubation in Abwesenheit von T. gondii humane Monozyten in der Oberflichenexpression
stark beeinflusste. So wurde die Expression der Antigene CD14, CD16, HLA-A,B,C und
HLA-DR,DP,DQ durch Inkubation zum Teil hochsignifikant hochreguliert, die von CD64
und CCR2 wurde runterreguliert. Dabei war die Expression von CD14 und HLA-
DR,DP,DQ nach Inkubation ohne Parasiten bei seropositiven Spendern im Vergleich zu
Kontrollgruppe niedriger, auf CD16 und HLA-A,B,C hatte der Serostatus dabei keinen
Einfluss. In Bezug auf die Monozytensubpopulationen fiihrte die Inkubation in Medium zu
einer hochsignifikanten Expansion der CD14"CD16" Zellen zu Lasten der CD14"CD16
und CD16°CD14%" Monozyten. Ebenso nahm nach In-vitro-Inkubation der Anteil CD64-
positiver Monozyten hochsignifikant ab und der Anteil CCR2-positiver Monozyten nahm
signifikant ab. Dies konnte auf die Dauer der Inkubation von 48 Stunden oder auf das
verwendete PBMC-Medium (2.1.2.1) zuriickzuftihren sein. Andere Studien zur
Kultivierung humaner Monozyten zeigten jedoch, dass selbst bei Kultivierung von mehr als
sieben Tagen und der Nutzung von Medium mit 10% FCS, so wie es hier ebenfalls
verwendet wurde, weder starke Verinderungen in Bezug auf die Expression von CD14
noch eine erhéhte Differenzierung zu Makrophagen nachzuweisen waren. Jedoch wurden
die Zellen in dieser Studie nicht durchflusszytometrisch, sondern immunhistochemisch und
per Western Blot untersucht, sodass die Ergebnisse mit denen dieser Arbeit nicht direkt
vergleichbar sind (Safi et al. 2016). Ebenso konnte die Plastikoberfliche der
Zellkulturschalen, an der die Zellen adhirierten, bestimmte Verinderungen der
Oberflichenantigenexpression hervorrufen. So zeigte eine Studie aus dem Jahr 2005, dass

Monozyten nach Stimulation und Differenzierung zu dendritischen Zellen deutlich mehr
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Zytokine produzieren, wenn sie durch Adhirenz und nicht durch magnetic activated cell sorting
(MACS) isoliert wurden (Elkord et al. 2005). Dies gibt einen Hinweis, dass die Oberfliche
oder die Adhirenz an sich einen Stimulus fir die Monozyten darstellt und somit auch zu
Expressionsinderungen der Oberflichenantigene fithren konnte. Auf jeden Fall zeigen
diese Ergebnisse, dass Inz-vitro-Kultivierung von primaren Monozyten die Oberflichen-
expression verschiedener Markerproteine gegeniiber der direkt ex w0 gemessenen

Expression sehr deutlich verindert.

Die starken Verinderungen der Antigenexpression auf humanen Monozyten durch In-vitro-
Inkubation in Medium wurden deutlich, zum Teil sogar hochsignifikant durch Infektion
mit dem Parasiten aufgehoben oder verstirkt. So wurde die Fluoreszenz-Intensitit von
CD14, CD16 und CCR2 durch eine In-vitro-Infektion mit T. gondii teils stark inhibiert, die
von CD64 wurde induziert. Bei der prozentualen Verteilung der Subtypen fiihrte sie trotz
der geringeren Expression von CD14 interessanterweise zu einem hochsignifikanten
Anstieg der ,klassischen Monozyten (CD14°CD16) zu Lasten der beiden anderen
Subpopulationen. Ebenso war nach In-vitro-Infektion die Expression von CD14 und CD16
bei seropositiven Personen geringer als bei seronegativen. Dies hatte jedoch keinen
Einfluss auf die prozentuale Verteilung der Monozytensubpopulationen, die Werte waren
in beiden Serogruppen sehr dhnlich. CCR2-positive Monozyten waren nach Infektion in

beiden Gruppen kaum noch zu finden.

Kontakt oder In-vitro-Infektion von PBMCs mit T. gondii dirfte eine inflammatorische
Reaktion dieser Zellen auf den infektiésen Stimulus auslésen. Denkbar ist die
Differenzierung bzw. Aktivierung ruhender Zellen oder eine pro-inflammatorisch
verinderte Zytokinproduktion. Verschiebungen zwischen den Subtypen humaner
Monozyten gehen 7z vivo mit Anderungen der Oberflichenantigenstruktur einher, die im
Idealfall die monozytire Immunantwort optimieren und anpassen (Yang et al. 2014). In vitro
sollten unversehrte Monozyten analog reagieren (Hammerstrom 1979), sodass die
Ergebnisse dieser Arbeit auf die Reaktion im Menschen tbertragen werden koénnen.
Zunichst sollen die in dieser Arbeit beobachteten mit den zu erwartenden Verinderungen

verglichen und diskutiert werden.

Bemerkenswert ist die ausgeprigte Dominanz der CD14"CD16 Monozyten nach In-vitro-
Infektion mit 1. gondii mit einem Anteil von tber 90% der gesamten Monozyten. Nach
Inkubation der Zellen in Medium, aber Abwesenheit von T. gondii lag ihr Anteil bei knapp
20%, sodass die Anwesenheit des Parasiten den Phanotyp der Monozyten hochsignifikant
und Dosis-abhingig verinderte. Entsprechend nahmen die prozentualen Anteile der
CD14"CD16" und CD16"'CD14%™ Monozyten im Vergleich zur Inkubationskontrolle nach
Infektion stark ab. Gleichzeitig reduzierte die In-vitro-Infektion mit 1. gondii jedoch die
Expression von CD14, sodass im Endeffekt mehr ,klassische Monozyten® mit weniger
statker Expression von CD14 vorhanden waren. Der Anteil CD14"CD16 , klassischer

Monozyten® war nach In-vitro-Infektion mit T. gondii sogar gréB3er als der Anteil ex vzvo und
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dem in der Literatur angegeben Wert von ca. 85% (Wong et al. 2012). Analog zu den
Ergebnissen der Ex-vivo-Analysen (3.2) war auch nach In-vitro-Infektion die Expression von
CD14 und CD16 bei chronisch-infizierten stirker gehemmt als bei seronegativen Personen,
sodass auch bei erneuter Infektion mit dem Parasiten die Auswirkungen der erstmaligen
Infektion festzustellen waren. Dies unterstreicht moglicherweise die nachhaltige
Modulation, die 1. gondii auf das Immunsystem des Wirtes austbt, die bereits in 4.1.
diskutiert wurde. Bei Infektionen mit anderen humanpathogenen Erregern lieen sich
ebenfalls spezifische Verinderungen der Monozytensubtypen beobachten. So sind bei
bakterieller Sepsis, Hautinfektionen mit Leishmania braziliensis, HIV-Infektionen und dem
Erysipel erhohte Anteile ,,nicht-klassischer Monozyten® beschrieben worden, jedoch wurde
in diesen Studien nur nach zwei Subtypen (,,klassische® CD14"CD16 vs. ,,nicht-klassische®
CD16" Monozyten) unterschieden (Fingetle et al. 1993; Thieblemont et al. 1995; Horelt et
al. 2002; Soares et al. 20006). In der nachtriglichen Beurteilung und unter Bertcksichtigung
der heute weit verbreiteten Nomenklatur der humanen Monozyten mit drei Subtypen, war
dies auf Expansionen der ,intermediiren” und / oder der ,,nicht-klassischen Monozyten*
zuriickzuftihren. Diese Ergebnisse deuten auf die Expansion der Monozyten mit pro-
inflammatorischer Funktion wihrend akuter bakterieller oder intrazelluldrer Infektion hin,
um den Erreger moglichst effektiv bekampfen zu konnen (Wong et al. 2012). Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit, bei denen eine Abnahme des Pools
CD14°CD16" und CD16"CD14"™ Monozyten durch T.-gondii-Anwesenheit beobachtet
wurde. Ebenso sind die in der Literatur beschriebenen Hauptfunktionen der nach In-vitro-
Infektion dominierenden ,klassischen Monozyten® eher die Phagozytose von Detritus, wie
z. B. abgestorbene neutrophile Granulozyten und nicht primir die Infektionserreger-
Abwehr (Chimma et al. 2009; Wong et al. 2012). Somit stellt sich die Frage, warum die I»-
vitro-Infektion mit Toxoplasmen zu gegensatzlichen Ergebnissen beziiglich der Monozyten-
Polarisation im Vergleich zu anderen akuten Infektionen fihrt. Eine mogliche Erklirung
konnten Immunevasionsmechanismen des Parasiten sein (Lang et al. 2006), um im Wirt

persistierende Infektionen induzieren zu kénnen.

In dieser Arbeit wurden bereits einige Immunevasionsmechanismen von Toxoplasma gondii
beschrieben (1.3.3). So kann der Parasit die Wirtszell-Apoptose manipulieren (Liuder und
Gross 2005; Hippe et al. 2009) und durch Reduktion von MHC-Molekilen der Klasse 11
die Antigenprisentation an T-Lymphozyten hemmen (Lider et al. 2001; Lider und Seeber
2001). Eine solche Reduktion von HLA-DR,DP,DQ konnte in In-vitro-Versuchen fur
primire und permanente humane Monozyten bestitigt werden (Stalling 2013). Da
insbesondere ,,intermedidre Monozyten® HLA-DR exprimieren (Wong et al. 2012), konnte
dieser Effekt auch durch ecinen niedrigeren Anteil CD14"'CD16" Monozyten erklirt
werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, bei der ebenfalls durch In-vitro-
Infektion verkleinerte Populationen ,,intermedidrer” und ,,nicht-klassischer Monozyten®
nachgewiesen wurden. Moglichweise handelt es sich dabei also um einen

Immunevasionsmechanismus, mit dessen Hilfe T. gondii die phanotypische Anpassung der
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Monozyten beeinflusst, sodass weniger Zellen entstehen, die T-Zellen aktivieren oder
Sauerstoffradikale produzieren koénnen (Wong et al. 2012). Stattdessen dominieren die
»Kklassischen Monozyten®, die in Bezug auf die Erregerabwehr weniger effektiv sind.
Betrachtet man dazu die Verteilung nach alleiniger Inkubation der adhirenten PBMCs in
Medium ohne Parasiten, wird die Stirke des Effekts durch T. gondii noch deutlicher. Eine
solche Inkubation steigerte den Anteil CD14"CD16" Monozyten deutlich, was fir eine
Aktivierung der Zellen durch die Adhirenz an der Plastikoberfliche wihrend der 48-
stiindigen Inkubation sprechen konnte (s.0.). Diesem Stimulus wurde durch die Infektion
also zusitzlich entgegengewirkt. Dass auch andere intrazellulir-lebende Parasiten nach
Befall von Zellen des Immunsystems diese in ihrer Reaktion beeinflussen, zeigen Studien
zu Leishmania chagasi. Dabei wurde eine Inhibition von MHC-Molekiilen der Klassen I und
IT und von CD11b (ein Oberflichenmolekiil, das bei der LPS-induzierten I1L-12-Sekretion
eine Rolle spielt) auf humanen Monozyten durch eine Infektion dokumentiert, was von den
Autoren als Immunevasion gedeutet wurde (Almeida et al. 2003). Neuere Studien sprechen
sogar von einer zumindest partiellen ,,Hyporeaktivitit® von bereits infizierten Monozyten

bei einer anschlieBenden erneuten Infektion mit Leishmanien (Ben-Othman et al. 2008).

Zusammenfassend konnten sowohl durch In-vitro-Inkubation als auch durch -Infektion fur
24 Stunden mit T. gondii deutliche Verinderungen der Oberflichenantigenexpression von
CD14 und CD16 auf humanen Monozyten beobachtet werden. Da bei den meisten
Infektionserkrankungen der Anteil CD14"CD16" und CD16°CD14"™ Monozyten erhéht
wird, kénnte die hier beobachtete Umverteilung der Subtypen von ,jintermedidren” und
nhicht-klassischen hin 2zu mehr klassischen Monozyten“ ein Immunevasions-
mechanismus des Parasiten sein. Da durch diesen Mechanismus weniger fir die
Erregerabwehr spezifische Monozyten zur Verfigung stehen, wird die monozytire
Immunantwort auf die parasitire Infektion méglicherweise abgeschwicht. Dies deckt sich
mit Ergebnissen vorheriger Arbeiten unserer Arbeitsgruppe bei denen nach In-vitro-
Infektion weniger MHC-Molekiile der Klasse II dokumentiert wurden. Da insbesondere
wintermedidre Monozyten® das MHC-Klasse-1I-Molekiil HLA-DR exprimieren, konnte
deren verminderte Expression auf eine Reduktion dieser Population durch den Parasiten
hinweisen. Gleichzeitig wurde auch der andauernde Einfluss einer chronischen Infektion
deutlich, da bei erneuter Infektion mit dem Parasiten die Expression von CD14 und CD16
im Vergleich zu T.-gondii-Naiven abgeschwiacht wurde. Ex vivo wurden diese Antigene
ebenfalls schwicher von humanen Monozyten Chronisch-Infizierter exprimiert. Im
Folgenden sollen weitere Verinderungen der Monozyten durch In-vitro-Infektion mit T.

gondii diskutiert werden.
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4.6  Eine In-vitro-Infektion mit 7. gondii hemmt die Expression von

CCR2 auf humanen Monozyten

Neben den oben diskutierten Verinderungen von CD14 und CD16 verinderte die In-vitro-
Infektion mit T. gondii die Expression von CCR2 am stirksten. Schon die Inkubation der
Monozyten fur 48 Stunden 7z vitro ohne Parasiten fithrte zu zum Teil deutlich weniger
CCR2-positiven Monozyten.  Die Infektion zeigte jedoch einen noch stirkeren
inhibitorischen Einfluss auf die Anteile CCR2-positiver Monozyten. Sowohl bei
Toxoplasma-infizierten als auch bei seronegativen Personen waren nach Infektion weniger
als 5% der Monozyten positiv fiir CCR2, wihrend nach Isolation tiber 80% CCR2-positiv
waren. Weitethin wurde auch in beiden Spendergruppen die Expression dieses
Oberflichenmolekiils in Anwesenheit des Parasiten stark inhibiert. So sank zum Beispiel
die CCR2-Fluoreszenzintensitit bei seronegativen Spendern durch die In-vitro-Infektion

annihrend um Faktor acht.

CCR2 ist ein Rezeptor fur das monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) auf der Oberfliche
humaner Monozyten. Er wird typischerweise von , klassischen Monozyten® exprimiert und
spielt eine Rolle bei der Chemotaxis von Monozyten bei entztindlichen Prozessen (Han et
al. 1999; Wong et al. 2012). Im vorherigen Abschnitt wurde die Expansion von
»klassischen Monozyten nach  In-vitro-Infektion diskutiert und als mdglicher
Immunevasionsmechanismus vorgestellt (4.5). Da auch CCR2 als Marker fur CD14"CD16
Monozyten gilt (Wong et al. 2012), wire zu erwarten gewesen, dass dieser Rezeptor
ebenfalls wihrend der Infektion hochreguliert wird. Genau Gegenteiliges wurde jedoch in
dieser Arbeit nach In-vitro-Infektion mit T. gondii nachgewiesen. Die starke Inhibition
wihrend der Infektion ist auf eine physiologische Reaktion der Monozyten
zurickzufthren. Experimente dieser Arbeit mit zz-vitro-infizierten PBMCs haben gezeigt,
dass durch T. gondii insbesondere die mRNA-Menge von pro-inflammatorischem IL-12
hoch- und die von anti-inflammatorischem IL-10 runterreguliert wird (3.4.1). Studien aus
dem Jahr 1997 zeigten, dass die Expression von CCR2 in Anwesenheit inflammatorischer
Zytokine auf humanen Monozyten stark und schnell inhibiert wird. Die Autoren
vermuteten, dass dadurch eine erneute Migration von einmal zu einem Entziindungsherd
rekrutierten Monozyten zu anderen Entziindungsherden verhindert wird (Tangirala et al.
1997). Die starke Expression von I1.-12 nach In-vitro-Infektion humaner Monozyten mit T.
gondii ist daher wahrscheinlich der Grund fir die niedrige Expression und den geringen
Anteil CCR2-positiver Monozyten. Somit konnten nach Infektion zwar mehr CD14"CD16
,»klassische Monozyten® detektiert werden, die jedoch kaum noch das fir sie typische
Antigen CCR2 exprimierten. Dies zeigt, dass die Einteilung von Monozyten in drei
Subtypen nicht als starres Konzept gesehen werden darf, sondern dass Monozyten
durchaus Zwischenformen annehmen koénnen, um sich an das Umgebungsmilieu

anzupassen (Mosser und Edwards 2008).
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Eine weitere Moglichkeit fir die Expressionshemmung von CCR2 koénnte der Parasit selbst
sein. So wire eine eingeschrinkte Chemotaxis-Funktion von Monozyten zu Beginn einer
Infektion vermutlich ein Ubetlebensvorteil fiir T. gondii, mit dessen Hilfe eine frithe
Immunantwort durch das angeborene Immunsystem abschwicht werden kénnte. Die
Folge wire, dass sich der Parasit schnell stark vermehren kann. Dies hitte erhebliche
Auswirkungen auf den Wirtsorganismus. So zeigen CCR2-Knock-out-Miuse niedrigere IL.-
12-Spiegel bei einer Infektion mit T. gondii und sind nicht in der Lage, den Erreger zu
kontrollieren. Dies fithrt zu einer erhohten Mortalitit und verdeutlicht den hohen
Stellenwert dieses Rezeptors bei der Immunantwort gegen den Parasiten (Dunay et al.
2008; Serbina et al. 2008). Sollte die in dieser Arbeit beobachtete deutliche Runterregulation
von CCR2 nach In-vitro-Infektion in wvivo ebenso ausgeprigt sein, wire dies auf den
Lebenszyklus des Parasiten bezogen eher ein Nachteil, da seine unkontrollierte
Vermehrung moglicherweise auch beim Menschen mit einer hoheren Mortalitit verbunden
wire. Zwar gibt der Mensch T. gondii praktisch nur diaplazentar weiter und ist selbst nicht
die Beute von Felidae und somit fiir den Parasiten evolutionsbiologisch wenig relevant.
Jedoch gilt generell, dass mit dem Tod des ,,Wirtsorganismus® der Zyklus von T. gondii
beendet und eine maégliche Weitergabe des Erregers damit ausgeschlossen ist. Deswegen ist
eher zu vermuten, dass das pro-inflammatorische Milieu wihrend der In-vitro-Infektion zu
einer Zytokin-induzierten Expressionshemmung von CCR2 gefiihrt hat und es sich dabei

nicht um einen Immunevasionsmechanismus handelt.

4.7 Die Expression von HLA-DR,DP,DQ wird abhingig vom
Serostatus der Spender durch In-vitro-Infektion mit 7. gondii

hoch- bzw. runterreguliert

Bei den durchflusszytometrischen Analysen wurden humane Monozyten auch auf
Expression von HLA-DR,DP,DQ untersucht. Wihrend die prozentuale Verteilung der fiir
diese MHC-Klasse-II-positiven Monozyten wegen groBer Variabilitit von Spender zu
Spender keine eindeutigen Schliisse zulie3, verinderte sich deren Expressionsstirke
zwischen den Serogruppen nach In-vitro-Infektion gegensitzlich. Wihrend die In-vitro-
Inkubation ohne Parasiten die Expression in beiden Gruppen deutlich induzierte,
reagierten Monozyten seronegativer Spender auf die Infektion mit 1. gondii mit eine Dosis-
abhingigen Inhibition, die Monozyten latent-Infizierter hingegen mit einer Dosis-
abhingigen Induktion der MHC-Klasse-II-Expression.  Interessanterweise war die
Expression auch bei MHC-Klasse-1I-Molekiilen bei seropositiven Personen insgesamt

niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Zunichst bestitigt dieses Ergebnis die Erkenntnis, dass eine chronische Infektion mit T.
gondii Einfluss auf das Expressionsprofil humaner Monozyten und eventuell auf deren
Reaktion auf einen Erregerstimulus nehmen kann. Demnach reagieren Monozyten bei In-
vitro-Infektion mit dem Parasiten anders, wenn die Person, aus der sie stammen, bereits
Kontakt zu Toxoplasmen hatte. Die Hochregulation von MHC-Klasse-II-Molekiilen bei
seropositiven Spendern koénnte auf eine verbesserte Antigenprisentation an CD4+-T-
Lymphozyten und eine dadurch beschleunigte adaptive Immunantwort hindeuten (Reeves
und James 2017), denn das Immunsystem unterlag und unterliegt dem Selektionsdruck,

moglichst effizient und schnell eindringende Erreger zu bekimpfen.

Dagegen hemmte der Parasit in Monozyten seronegativer Spender die MHC-Klasse-1I-
Expression. Frihere Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe konnten diese Inhibition bereits
zeigen, die in dem Fall sogar unabhingig vom Serostatus der untersuchten Personen waren.
Dies galt jedoch nur fur vorab mit IFN-y-stimulierte Zellen. Der Autor sah darin einen
Immunevasionsmechanismus von T. gondii, mit dessen Hilfe die Prisentation parasitirer
Antigene und somit die Reaktion des erworbenen Immunsystems verzégert wird (Stalling
2013). Angelehnt war dies an Beobachtungen im Mausmodell, in dem eine
Expressionsminderung von MHC-II-Molekiilen durch T.-gondii-Infektion gezeigt wurde,
was zu einer Prisentationshemmung an T-Lymphozyten durch die infizierten Monozyten
fihrte (Lider et al. 1998; Lider et al. 2001). Somit steht die in dieser Arbeit beobachtete
Induktion von HLA-DR,DP,DQ in Monozyten seropositiver Spender den Ergebnissen
vorangegangener Arbeiten gegentuber. Der Grund fur die zum Teil gegensitzlichen
Ergebnisse ist moglicherweise die von Stalling durchgefithrte Monozyten-Stimulation mit
IFN-y vor der In-vitro-Infektion, die in der vorliegenden Arbeit nicht erfolgte. In der nicht-
stimulierten Kontrollgruppe in Stallings Arbeit fihrte zumindest die Infektion im
geringeren Parasit-Wirtszellverhaltnis bei seropositiven Spendern zu einer leichten
Induktion von HLA-DR,DP,DQ. Zumindest dieses Ergebnis stimmt mit dem der

vorliegenden Arbeit tiberein.

Eine Moglichkeit ist, dass die Antigensuppression tber parasitire Botenstoffe gesteuert
wird, auf die die Monozyten seropositiver Spender bei erneutem Kontakt nicht mehr so
deutlich oder auch gar nicht reagieren wie die Toxoplasma-naiver Personen. Ein solcher
Botenstoff, der den IFN-y-abhingigen STAT1-Signalweg zumindest bei Mausen inhibiert,
ist TgIST (T.-gondi-Inhibitor des STAT1-Signalweges, Gay et al. 2016). Unter anderem
tithrt die Aktivierung dieses Signalweges zu einer verstirkten Expression von MHC-Klasse-
II-Molekiilen, die dementsprechend durch Anwesenheit von T. gondii reduziert wird
(Debierre-Grockiego et al.  2009). Ein unterschiedlicher Einfluss parasitirer
Effektorproteine auf die Wirtszellmodulation in Abhingigkeit von einem vorherigen
Kontakt mit demselben Effektor ist bisher aber weder beschrieben noch mechanistisch
plausibel. Weiterhin ist die Expression von HLA-DR,DP,DQ bei seropositiven Personen
nach In-vitro-Inkubation und -Infektion deutlich niedriger als die von Toxoplasma-naiven

Spendern. Vergleicht man also die Expression nach der Infektion mit der héheren
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Parasitendosis, so war diese trotz eines Anstieges bei seropositiven Spendern immer noch
geringer als die von seronegativen Spendern, bei denen eine Inhibition durch den Parasiten
vorlag. AuBlerdem waren die Ergebnisse der Infektionsversuche nur bei der hoheren
Infektionsdosis knapp signifikant, bei der niedrigeren hingegen nicht. Gleichzeitig
varilerten die Werte der prozentualen Verteilung MHC-II-positiver Monozyten
seropositiver Personen stark (3.3). Somit mussten weiterfiihrende Arbeiten mit einem
groBBeren Probenumfang validere Ergebnisse zu der Expression von HLA-DR,DP,DQ
nach In-vitro-Infektion mit T. gondii bei seropositiven Individuen hervorbringen, um klarere

Aussagen treffen zu kénnen.

4.8  Nach In-vitro-Infektion mit 7. gondii produzieren PBMCs mehr

pro- und weniger anti-inflammatorische Zytokine

Neben durchflusszytometrischen Analysen von Monozyten wurden Monozyten-
angereicherte PBMCs der Blutspender ex vivo sowie nach In-vitro-Infektion mit T. gondii
zusatzlich beziiglich ihrer Transkriptmengen fir die Zytokine 1L.-10, IL-12 und TNF-a per
RT-qPCR untersucht (2.2.5). Dabei reagierten PBMCs seropositiver Spender geringfiigig
stirker auf die Infektion als die PBMCs seronegativer Spender, insgesamt waren die
Ergebnisse dieser beiden Gruppen jedoch dhnlich. Im Vergleich zu nicht-infizierten
Kontrollzellen waren bei den T.-gondii-infizierten Proben die mRNA-Menge des pro-
inflammatorischen Zytokins I1.-12 in beiden Spendergruppen ca. finffach erhoht,
gleichzeitig war die mRNA-Menge des anti-inflammatorischen Zytokins I11.-10 sechs- bzw.
zehnfach (seronegativ bzw. -positiv) erniedrigt. Die Transkriptmengen von TNF-a wurden
durch In-vitro-Infektion kaum beeinflusst (3.4.1). Unterschiede zwischen den beiden

Serogruppen ex vzvo wurden bereits diskutiert (4.4).

Die in dieser Arbeit ethobenen Daten zu Zytokintranskripten nach T.-gondi-Infektion von
Monozyten-angereicherten PBMCs stehen weitgehend im Einklang mit friheren
Erkenntnissen zur Reaktivitit von Zellen des Immunsystems auf einen Erregerstimulus. So
initileren die mononukledren Zellen eine Entziindungsreaktion durch die Hochregulation
von IL-12 und die Runterregulation von I1.-10, was in dieser Arbeit indirekt tiber mehr
bzw. weniger mRNA der untersuchten Zytokine gezeigt wurde. Pro-inflammatorisches IL-
12 stoBt weiterfihrende Immunreaktionen wie die T-Zell-Differenzierung, die IFN-y-
Synthese und die zytotoxische Aktivitit von T- und NK-Zellen an (Wolf et al. 1994). Anti-
inflammatorisches IL-10 hingegen hemmt die Aktivierung von T-Zellen, Monozyten und
Makrophagen und reguliert die Differenzierung von B-Zellen und regulatorischen T-
Zellen, zu deren Aufgaben unter anderem die Induktion von Immuntoleranz gehért. Somit

ist die Hauptaufgabe von IL-10 entziindliche Immunreaktionen zu limitieren (Moore et al.
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2001). Bei In-vitro-Infektion mit I. gondii ist das Gleichgewicht deutlich zu Seiten der
Inflammation verschoben. In der Literatur wurde eine starke Immunantwort von
gesunden Personen auf eine Parasitimie mit Toxoplasmen insbesondere durch die
Hochregulation von IL-12 beschrieben (Gazzinelli et al. 1993; Fukao et al. 2001). In der
Regel wird durch diese starke Reaktion die akute Toxoplasmose beendet und es verbleiben
wenige Parasiten in Form von Bradyzoiten in Gewebszysten zurick (Bohne et al. 1999).
Man wirde davon ausgehen, dass iz vivo die Spiegel der hier untersuchten Zytokine nach
der akuten Infektion wieder zu ihren Ausgangwerten zuriickkehren, jedoch ist es eher so,
dass sie sich an diese annahern. Zumindest deuteten Analysen aus dieser Arbeit zu Ex-vivo-
Spiegeln chronisch-infizierter Individuen dies an (3.4.1). AuBerdem war bei Latent-
Infizierten im Vergleich zu Toxoplasma-Naiven die Reaktion mit pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen insgesamt stirker ausgepragt. Moglicherweise reagiert das
Immunsystem bei erneuter Infektion mit dem gleichen Erreger schneller oder stirker, was
die leichten Unterschiede zwischen seropositiven und -negativen Personen erkliren wiirde.
Diese Unterschiede sind jedoch insgesamt nur geringfiigic und nicht signifikant. In diesem
Zusammenhang sei auch das aktuell viel diskutierte Konzept der trained immunity
angesprochen. Neuere Studien legen nahe, dass auch das angeborene Immunsystem, das
bisher als starr und unspezifisch in seiner Reaktion gegentiber Erregern gesehen wurde, in
der Lage ist, nach Kontakt zu bestimmten Erregern seine Effizienz bei anderen
Infektionen zu verbessern. So konnte gezeigt werden, dass zwei Wochen nach einer
Impfung mit dem BCG-Tuberkuloseimpfstoft (Bacillus Calmette-Guerin) die Antwort des
angeborenen Immunsystems auf eine Infektion mit Candida albicans hochreguliert wurde, da
deutlich erhéhte Spiegel des von Monozyten produzierten Interleukins 18 nachgewiesen
werden konnten (Netea und van der Meer 2017). Moglicherweise fiithrt auch eine akute
Infektion mit T. gondii zu dhnlichen Verinderungen der Immunantwort des angeborenen
Immunsystems. Um dies nachzuweisen sind jedoch weitere experimentelle Arbeiten

notwendig.

Um Schiden am befallenen Organismus durch GberschieSende Entziindungsreaktionen zu
vermeiden, laufen gleichzeitig anti-inflammatorische Prozesse ab (Raes et al. 2007).
Tatsichlich fihrt das Fehlen von I1.-10 zu einer UberschieBenden, teilweise letalen
Immunreaktion mit einer Uberproduktion von I1.-12 und IFN-y bei Miusen (Gazzinelli et
al. 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte parallel zu den stark erhéhten IL-12-mRNA-
Mengen nach In-vitro-Infektion mit T. gondii auch eine stark erniedrigte IL-10-mRNA-
Menge nachgewiesen werden. Dies zeigt deutlich, dass nach In-vitro-Infektion von PBMCs

seropositiver und seronegativer Spendern ein stark entztindliches Milieu vorherrscht.

Zusammenfassend ist in der vorliegenden Arbeit auf der Ebene der Zytokinexpression eine
deutlich pro-inflammatorische Reaktion von PBMCs auf eine In-vitro-Infektion mit 1. gondii
beobachtet worden. Dieses zu Seiten der Inflammation verschobene Gleichgewicht
zwischen IL-10 und IL-12 dirfte fur die Hemmung des Chemotaxis-Rezeptors CCR2

verantwortlich sein. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um einen physiologischen
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Prozess, mit dessen Hilfe Monozyten an einen Ort der Entziindung gebunden werden.
Entgegen friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte in dieser Arbeit eine verstirkte
Expression von HLA-DR,DP,DQ bei seropositiven Individuen nach In-vitro-Infektion mit
T. gondii dokumentiert werden. Die Grinde fur die unterschiedliche Expression von HLA-
DR,DP,DQ chronisch-infizierter Toxoplasmose-Patienten in dieser und friheren Arbeiten
ist zurzeit unklar. Eine Inhibition von MHC-Molekiilen der Klasse II konnte in dieser
Arbeit dagegen, wie in friheren Arbeiten auch, bei seronegativen Spendern beobachtet

werden.

4.9 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine chronische Infektion mit dem einzelligen
Parasiten Toxoplasma gondii zu keiner deutlichen Dominanz einer der bisher beim Menschen
niher definierten Monozyten-Subpopulation fihrt. Es zeigten sich jedoch Hinweise fur
einen phinotypischen Shift hin zu mehr intermedidren® und ,,nicht-klassischen* und
weniger ,.klassischen Monozyten® bei seropositiven im Vergleich zu -negativen Individuen.
Verbunden war dies erstaunlicherweise mit einer hochsignifikanten Expressionshemmung
von CD16, was typischerweise von den beiden erstgenannten Monozyten-Subtypen

exprimiert wird (3.2).

Ob diese Verinderungen durch ecinen konstanten Reiz der vermutlich lebenslang
persistierenden Gewebszysten oder durch eine nachhaltige Verinderung im Sinne einer
,Narbe®“ nach einer akuten Infektion mit dem Parasiten zu erkliren sind, lisst sich anhand
dieser Arbeit nicht unterscheiden. Moglicherweise sind parasitire Exosomen an diesen
Verinderungen beteiligt. Dies und die Frage, ob sich die phanotypischen Verinderungen
auf Reaktionen gegeniiber anderen humanpathogenen FErregern auswirken, bleibt
Forschungsgegenstand ~ zukunftiger ~ Arbeiten. Leicht erhohte Level des pro-
inflammatorischen Zytokins I11.-12 bei latenter T.-gondii-Infektion kénnten jedoch auf eine

insgesamt erhohte Immunreaktivitit hindeuten (3.4.1).

Die In-vitro-Infektionsversuche haben ebenfalls Ergebnisse hervorgebracht, die
weitergehender Forschung bediirfen. So fithrte der Kontakt von Monozyten mit dem
Parasiten zu einer ausgeprigten Expansion der ,klassischen® Subpopulation, ebenfalls
verbunden mit einer Expressionsminderung der Monozyten-typischen Antigene (3.3).
Diese Anteilszunahme von weniger auf Erreger-Eradikation ausgerichteten Zellen, trotz
Zunahme des pro-inflaimmatorischen Zytokins IL.-12 (3.4.1), kann als Immunevasions-
mechanismus wihrend der akuten Infektion mit 1. gondii gedeutet werden.
Tierexperimentelle Studien kénnten Hinweise darauf geben, ob man diese Verdnderungen

wiahrend einer akuten Infektion 7z vivo ebenfalls beobachten kann.
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5 Zusammenfassung

Der weltweit vorkommende Parasit Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellulir lebendes
Protozoon und Infektionserreger der Toxoplasmose von Mensch und Tier. Der Mensch
infiziert sich meist iiber unzureichend gegartes Fleisch chronisch-infizierter Zwischenwirte
oder durch Aufnahme von Oozysten aus der Umwelt oder dem Trinkwasser. Beim
Immungesunden verlduft die akute Toxoplasmose meist asymptomatisch oder mit leichten
Allgemeinsymptomen. Durch die zellvermittelte Immunantwort wird die Parasitimie in der
Regel beendet und wenige Parasiten verbleiben als sich langsam-teilende Bradyzoiten in
Gewebszysten im Wirt zurtick, was als chronische Toxoplasmose bezeichnet wird. Die
Balance zwischen der Immunreaktion auf den Parasiten und seinen Immunevasions-
mechanismen ermoglicht die andauernde Persistenz von T. gondii in seinen Wirten.
Beeintrachtigungen des Immunsystems konnen zu einer Reaktivierung der Bradyzoiten mit
moglicherweise letalem Ausgang fithren. Fine Erstinfektion wihrend der Schwangerschaft
stellt ein hohes Risiko fiir das ungeborene Kind dar und ist deshalb von besonderem

medizinischem Interesse.

Der Einfluss von chronischen Toxoplasma-Intektionen auf Zellen des angeborenen
Immunsystems des Menschen ist weitgehend unbekannt. Frithere Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dass Monozyten chronisch-infizierter Personen mehr HLA-DR im
Vergleich zu seronegativen Kontrollen exprimierten. Dahinter vermutete der Autor eine
Umverteilung zwischen den Monozytensubpopulationen wihrend chronischer T.-gondir-
Infektionen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Phanotyp humaner Monozyten in
Abhingigkeit vom T.-gondii-Serostatus und nach In-vitro-Infektion mit dem Parasiten
untersucht. Humane Monozyten wurden nach der geldufigen Nomenklatur in , klassische®
(CD14°CD16), ,intermedidre (CD14'CD16") und ,nicht-klassische Monozyten®
(CD16"CD14*™) eingeteilt, und weitere fiir die einzelnen Subpopulationen typische
Antigene  wurden  durchflusszytometrisch  analysiert.  Aullerdem  wurde  das

Transkriptmuster ausgewahlter Zytokine durch RT-qPCR untersucht.

T.-gondii-Seropositive exprimierten ex vivo auf der Oberfliche threr Monozyten im Vergleich
zu seronegativen Personen hochsignifikant weniger CD16 und weniger CD14, CDG62L,
CCR2 und HLA-AB,C. Gleichzeitig waren bei Chronisch-Infizierten deutlich weniger
Monozyten CDG62L-positiv, jedoch mehr CD64-positiv. Damit konnte keine Dominanz
einer bestimmten Monozytensubpopulation wihrend einer chronischen Toxoplasmose
nachgewiesen werden, jedoch gab es Hinweise, dass die ,,intermedidren® und / oder ,,nicht-
klassischen® CD64-positiven zu Lasten der ,klassischen CD62L-positiven Monozyten
expandierten. Auf Zytokin-Transkriptebene wiesen chronisch-infizierte Individuen mehr

mRNA des pro-inflammatorischen Zytokins IL.-12 auf, was eventuell auf eine erhchte
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Inflammationsbereitschaft in dieser Serogruppe hinweist. Nach In-vitro-Infektion mit T.
gondii wurde I1L-12-mRNA bei Toxoplasma-seropositiven Spendern im Vergleich zu -
seronegativen Personen ebenfalls geringfiigig stirker hochreguliert. Die Expression der
Oberflichenantigene CD14, CD16 und HLA-DR,DP,DQ war bei ihnen, verglichen mit
der Kontrollgruppe, nach der Infektion geringer, sodass analog zu den Ergebnissen der Ex-
vivo-Analysen auch hier von einer Hemmung der Expression dieser Markerproteine
auszugehen ist. Die In-vitro-Infektion mit Toxoplasmen fiihrte tberraschenderweise zu
einer starken Expansion der , klassischen Monozyten®, obwohl gleichzeitig die Expression
von CD14 durch die Infektion inhibiert wurde. Dementsprechend waren die Anteile der
anderen beiden Subtypen sowie die Expression von CD16 deutlich reduziert. Dies kénnte
einen weiteren Immunevasionsmechanismus des Parasiten darstellen, um die fir die
Erregerabwehr effektiven Monozyten zu verringern. Die gleichzeitige Abnahme der
Hintermedidren Monozyten“ deckt sich mit der Abnahme der HLA-DR,DP,DQ-
Expression in Anwesenheit des Parasiten aus vorangegangenen Arbeiten. Dies konnte in
der vorliegenden Arbeit zumindest bei seronegativen Personen beobachtet werden. Nach
In-vitro-Infektion von adhirenten PPMCs mit T. gondii verschob sich wie erwartet das
Gleichgewicht zwischen anti-inflammatorischem II-10 und pro-inflammatorischem I1.-12
sowohl bei seropositiven als auch seronegativen Individuen deutlich zu Seiten der
Inflammation. Dies ging insbesondere mit einer stark verminderten Expression des
Chemotaxis-Rezeptors CCR2 einher, die wihrend der pro-inflammatorischen Reaktion fast
vollstindig aufgehoben war. Generell fanden die untersuchten Immunreaktionen auf eine

In-vitro-Infektion mit I gondii meist unabhingig vom Serostatus der Individuen statt.

Die Ergebnisse geben einen Einblick in die moglichen Folgen einer chronischen
Toxoplasma-Intektion fir den Menschen und werfen wichtige Fragen zur Funktionalitit des
Immunsystems in Abhingigkeit einer Infektion mit einem der haufigsten Parasiten des

Menschen auf.
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