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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Erstbeschreibung des Parasiten

Toxoplasma gondii, der wohl am weitesten verbreitete, obligat intrazellulär

lebende Parasit, wurde erstmalig 1908 von C. Nicolle in Nordafrika/Tunis aus

einem vorwiegend in der Wüste lebenden Nager, dem Gundi, isoliert.

Nach der anfänglichen Zuordnung zu den Leishmanien entschloss sich der

französische Forscher jedoch, den Parasiten wegen seiner bogenförmigen

Gestalt Toxoplasma (griech. Bogengebilde) zu nennen (Nicolle & Manceaux,

1908).

1.2 Biologie des Parasiten

Zum Stamme der Apicomplexa bzw. Sporozoa gehörend besitzt das Protozoon

T. gondii zwei besondere Merkmale. Zum Einen den am Vorderpol hängenden

Organellenkomplex, bestehend aus Konoid und Rhoptrien, sowie dem Apico-

plasten. Während Konoid und Rhoptrien sowie Mikronemen und Dichte Gra-

nula als zum Teil sekretorische Organellen zur Invasion von Wirtszellen dienen,

ist der Apicoplast durch sekundäre Endosymbiose entstanden und scheint unter

anderem am Fettsäurestoffwechsel beteiligt zu sein (Roos et al, 1999).

Endwirt von T. gondii ist die Katze bzw. andere Vertreter der Felidae. Nur in

ihnen ist die geschlechtliche Vermehrung, auch Gamogonie genannt, möglich.

Katzen scheiden mit dem Stuhl Oozysten aus, welche sich über das Stadium

der Sporozysten nach zwei bis vier Tagen zu infektiösen Sporozoiten entwik-

keln. Diese Formen sind infektiös für alle Zwischenwirte, d.h. Säugetiere, Vögel,

und auch für den Menschen (Pfefferkorn, 1990). Letzterer infiziert sich

vorwiegend durch den Verzehr von kontaminierter Nahrung, d.h. nicht ausrei-

chend gegartem Fleisch und ungewaschenem Gemüse. Bei Katzenhaltern ist

auch eine fäkal-orale Infektion möglich.
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Während der Magen-Darm-Passage entsteht aus dem Sporozoiten ein

Tachyzoit. Resistent gegenüber den Verdauungsenzymen Pepsin und Trypsin

invadiert dieser die Darmwand des Wirtes und dringt in den Blutkreislauf ein

(Dubey, 1998a). Durch die anfängliche Parasitämie wird eine zelluläre Im-

munabwehr induziert, die bei der Stadiendifferenzierung des Parasiten beteiligt

zu sein scheint: T. gondii wandelt sich dabei in Bradyzoiten um, die innerhalb

der Wirtszellen von einer Zystenwand umgeben sind (Remington & Desmonts,

1990).

Geschützt durch diese Zystenwand sowie einer reduzierten Expression von

eigenen immunogenen Oberflächenproteinen wie z.B. SAG1, aber auch durch

Reduktion von antigenpräsentierenden Proteinen (MHC Klasse II) der Wirts-

zelle, kann der Bradyzoit so lebenslang in dem von ihm befallenen Organismus

persistieren (Burg et al, 1988; McLeod et al, 1992; Smith et al, 1996; Lüder et

al, 1998). Bevorzugte Orte der Zystenpersistenz sind das Gehirn sowie Skelett-

und Herzmuskel des jeweiligen Wirtes. Eine präferentielle Lokalisation in Neu-

ronen ist ein weiterer Mechanismus, der es dem Parasiten ermöglicht, lange im

Wirtsorganismus zu bestehen (Ferguson & Hutchison, 1987a).

1.3 Epidemiologie und Klinik der Toxoplasmose

Die Durchseuchung der Bevölkerung mit dem Parasiten ist je nach Region recht

unterschiedlich. Während Schätzungen die Weltbevölkerung betreffend ca. 30%

infizierte Individuen ergeben, sind in Mitteleuropa je nach Altersgruppe bis zu

70% der Einwohner Toxoplasma-positiv (Aspöck & Hermentin, 1987; Manson-

Bahr, 1996). In Deutschland entspricht die Durchseuchung mit T. gondii

ungefähr dem Lebensalter der entsprechend betrachteten Bevölkerungs-

gruppe. Unter den Neugeborenen rechnet man mit einer Erkrankungshäufigkeit

von drei bis vier pro 1000 Neugeborenen (Enders, 1991; Gross, 1994).
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Die Klinik der akuten Infektion mit T. gondii unterscheidet sich in Abhängigkeit

vom Alter des Patienten. Ein immunkompetenter Erwachsener entwickelt bei

der Infektion mit Toxoplasmen, wenn überhaupt, eine nur sehr milde Sympto-

matik (Guy & Joynson, 1995). Zu beobachten sind hierbei gelegentlich

schmerzhafte Lymphknotenschwellungen, vor allem zervikal und nuchal, Fieber

sowie Abgeschlagenheit und ein generalisiertes Krankheitsgefühl. Diese

Symptome kommen bei weniger als 5% der Infizierten vor, sind nicht stark

ausgeprägt und halten meist nur wenige Tage an.

Die pränatale Infektion kann klinisch schwer verlaufen. Die Erstinfektion der

Schwangeren im letzten Trimenon führt zwar häufig zur diaplazentaren Infektion

der Frucht, klinische Symptome sind dann aber seltener. Infektionen in der

Frühschwangerschaft enden dagegen häufig mit dem Abort, spätere Infektionen

können zu Hydrozephalus, Chorioretinitis und intrazerebralen Verkalkungen des

Kindes führen. Bei ca. 90% der infizierten Feten manifestiert sich die

Toxoplasmose allerdings erst viele Jahre nach der Geburt, so dass sie perinatal

symptomlos sind (Carter & Frank, 1986; Enders, 1991).

Neben vereinzelten Fällen einer Meningo-Enzephalitis treten echte Enzephali-

tiden bei einer Toxoplasmose in der Regel nur in immunschwachen (vor allem

HIV infizierte) Individuen auf (Israelski et al., 1993). Bei AIDS-Kranken ist die

zerebral reaktivierte Toxoplasmose die häufigste opportunistische ZNS-

Erkrankung (Luft et al, 1984; Porter & Sande, 1992). Bei dieser Form der

Toxoplasmose kommt es zur Rekonversion der Bradyzoiten in die Tachyzoiten-

Form. Die dadurch gesteigerte Replikation der Parasiten führt dann wahr-

scheinlich zu einer mechanischen Ruptur der Zysten und somit zur Zerstörung

der Wirtszelle (Luft et al., 1984; Wong et al., 1984; Frenkel et al., 1987; Reiter-

Owona et al., 2000).

Klinisch zeigt sich hier das breite Spektrum der Apoplex-Symptomatik mit häufig

letalem Ausgang, vor allem bei AIDS-Patienten. Auch schon vor einem

messbaren Abfall der T-Helferzellen können sich hier lebensbedrohliche
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Krankheitsbilder zeigen (Gervasoni et al., 1993). Neben der HIV-Infektion

beeinträchtigen medikamentöse Immunsuppression, maligne Neoplasien sowie

angeborene und erworbene Immundefekte die zelluläre Immunantwort des

Menschen derart, dass T. gondii entweder in einer akuten Infektion nicht

kontrolliert bzw. gehemmt werden kann oder dass eine persistierende Infektion

reaktiviert wird (Israelski et al., 1993).

1.4 Diagnostik und Therapie der Toxoplasmose

Am häufigsten werden bei diagnostischen Untersuchungen die im infizierten

Organismus entstandenen Antikörper der Immunglobulinklassen IgM, IgA, IgE

und IgG als Beweis für eine mehr oder weniger akute Infektion mit T. gondii

nachgewiesen. Dazu können Immunoblots oder gereinigte Antigene verwendet

werden. Sowohl akute als auch chronische Infektionen lassen sich in der Regel

serologisch eindeutig nachweisen, schwierig ist jedoch gelegentlich eine

Differenzierung der beiden Infektionsarten. Klassische Tests hierfür sind der

Farbtest nach Sabin und Feldman, direkte und indirekte Immunfluoreszenztests

sowie die Komplementbindungsreaktion. Wie bereits erwähnt sind chronische

Infektionen (meist bei immunschwachen Wirten), aber auch Primärinfektionen

bei Schwangeren, konnatale und isolierte okuläre Toxoplasmosen schwerer zu

diagnostizieren, weil in diesen Fällen oftmals spezifische Antikörper nur in nicht

messbarer Konzentration gebildet werden können (Bessières et al., 1992a & b).

In solchen Zweifelsfällen ist der direkte Tierversuch die Methode der Wahl.

Hierbei wird zumeist Mäusen Blut, Liquor oder Fruchtwasser des zu

untersuchenden Patienten intraperitoneal inokuliert und dann ca. einen Monat

später mit Hilfe des Sabin-Feldman-Tests nach spezifischen Antikörpern gegen

T. gondii in dem Versuchstier gesucht. Die Diagnostik mit Hilfe der

Polymerasekettenreaktion ist eine weitaus empfindlichere und schnellere

Methode, die mittlerweile etabliert ist und auch routinemäßig eingesetzt wird

(Gross et al., 1992; Grover et al., 1990; Martin, 1999).
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Da in den meisten Fällen sowohl die akute als auch die chronische Verlaufsform

der Toxoplasmose vor allem im Immungesunden klinisch inapparent oder mit

nur sehr blander Symptomatik erscheint, bedarf nur ein geringer Teil der mit T.

gondii-Infizierten einer medikamentösen Therapie. Typische Indikationen sind

die konnatale Toxoplasmose, die Toxoplasmose-Enzephalitis oder eine

Chorioretinitis. Jedoch auch der serologische Verdacht eines Primärinfektes in

der Schwangerschaft ist behandlungsbedürftig. Die klassische Therapie besteht

aus einer kombinierten Gabe von Pyrimethamin und Sulfonamiden. Eine

Kombination von Pyrimethamin mit Clindamycin ist ebenfalls verbreitet und

zeigt gute Behandlungserfolge. Auch der Einsatz von Atovaquone vor allem

gegen Toxoplasma-Zysten ist möglich wobei auch hier keine vollständige

Elimination der Zysten gegeben ist (Ferguson et al, 1994). Bei einem okulären

Befall hat sich die zusätzliche Gabe von Steroiden zur Vermeidung einer

Herxheimer-Reaktion bewährt (Krause & Gubler, 1999).

1.5 Toxoplasmose und HIV

Bei ca. 10-20% der HIV-positiven Patienten zeigen sich neurologische

Gesundheitsstörungen als erste Symptome dieser erworbenen viralen Immun-

schwäche (Mamidi et al, 2002). Ein Großteil dieser Erkrankten, ca. 36%, leiden

bereits zu diesem Zeitpunkt an einer Toxoplasmen-Enzephalitis (Ammassari &

Cingolani, 2000). Auch unter einer hoch aktiven antiretroviralen Therapie ist das

Auftreten einer Enzephalitis durch T. gondii möglich, wobei hier nur eine

wesentlich geringere Anzahl (0,1%) der AIDS-Kranken befallen ist (Abgrall et

al., 2001). Bei ungefähr einem Drittel dieser Patienten endet der Verlauf letal.

Ein frühzeitiger Beginn der medikamentösen Standard-Therapie, bestehend aus

Pyrimethamin und Sulfadiazin, verspricht jedoch gute Erfolge. Da diese

Behandlung oft mit schweren Nebenwirkungen und auch gelegentlich Rezidiven

der Infektion verbunden ist, wäre in diesen Fällen das oral jedoch schlechter zu

resorbierende Atovaquone eine Therapie-Alternative (Fung & Kirschenbaum,

1996; Scholer et al., 2001; Chirgwin et al., 2002).
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1.6 Immunstatus des ZNS

Sowohl in der Körper-Peripherie als auch im ZNS spielt die humorale

Immunantwort offenbar eine untergeordnete Rolle für die Überwindung einer

Toxoplasmen-Infektion. Vor allem der zelluläre Anteil des Immunsystems ist

entscheidend für den Verlauf einer Toxoplasmose. Dabei sind sowohl CD8+-

als auch CD4+-T-Lymphozyten für die Immunabwehr der aktiven, aber auch der

chronischen Infektion mit T. gondii besonders wichtig (Suzuki & Remington,

1988; Brown & McLeod, 1990; Gazzinelli et al., 1991; Araujo, 1992). CD8+-T-

Lymphozyten spielen dabei während der Effektorphase gegen T. gondii eine

zentrale Rolle, während CD4+-T-Lymphozyten vor allem regulatorischen Funk-

tionen zukommen. Die Produktion von IFN-�, dem neben TNF-� wichtigsten

Immunmodulator während der Infektionsphase, ist wohl die wesentlichste

antiparasitäre Funktion dieser T-Zellen (Suzuki Y et al., 1988; Subauste &

Remington, 1991; Deckert-Schlüter M et al., 1998).

Aufgrund seiner relativ geringen immunologischen Eigenreaktion auf schädi-

gende Noxen wurde das Gehirn in vergangener Zeit häufig als sogenanntes

immunprivilegiertes Organ bezeichnet. Inzwischen weiß man, dass dem ZNS

sehr wohl ausgeprägte immunologisch wirksame Mechanismen zu Verfügung

stehen, die bei Infektionen äußerst sensibel reguliert werden, um so die

unnötige Zerstörung gesunder Zellen in diesem Organ mit doch eingeschränk-

ten Regenerationsmöglichkeiten zu vermeiden. Sowohl CD4+- als auch CD8+-

T-Lymphozyten wurden bei experimentell infizierten Wirten intrazerebral identi-

fiziert (Schlüter et al., 1991, 1995; Hunter et al., 1994a & 1994b). Auch konnte

beobachtet werden, dass im Falle einer Infektion oder traumatischen Schädi-

gung des zentralnervösen Systems Leukozyten aus der Körperperipherie zur

Infektbekämpfung bzw. Defekt-Demarkierung rekrutiert werden können. Das für

den Parasiten sowie für die T-Lymphozyten nötige Überwinden der Blut-Hirn-

Schranke ist vor allem bei bakteriellen Erregern Gegenstand der Forschung und

noch weitgehend unklar (Streit et al, 1988; Streit & Kincaid-Colton, 1995;

Kettenmann & Ransom, 1995; Nassif et al., 2002).
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Neuronen und Gliazellen sind die Hauptzellpopulationen im Gehirn. Die wich-

tigste zelluläre Möglichkeit, das adaptive Immunsystem zu aktivieren, ist die

Präsentation von Antigenen in Form von Peptiden des Eindringlings auf spe-

ziellen Oberflächenproteinen, MHC I oder MHC II (Major Histocompatibility

Complex) genannt, an der Außenseite der Wirtszelle. Diese MHC-präsentierten

Antigene aktivieren dann CD4+-T-Zellen bzw CD8+-T-Zellen, die dann

antiparasitäre Immunmodulatoren freisetzen. Somit ist die Fähigkeit zur

Expression von MHC-Molekülen eine wesentliche Vorraussetzung für die

Entwicklung immunologischer Kompetenz im ZNS. In den letzten Jahren

wurden hauptsächlich Mikroglia, aber auch Astrozyten, nicht jedoch Neuronen,

als antigenpräsentierende Zellen im Gehirn nachgewiesen. (Hirsch et al., 1983;

Vidovic et al., 1990; Panek & Beneviste, 1995; Shrikant & Beneviste, 1996;

Hellendall & Ting, 1997). MHC I wird auf den meisten Körperzellen konstitutiv

exprimiert, MHC II nur auf wenigen professionell antigenpräsentierenden Zel-

len, kann aber auf einer Reihe von Zellen induziert werden. Bei Mikroglia ist

ebenso wie bei Astrozyten Interferon-� der wichtigste bekannte Induktor einer

solchen MHC II-Expression. TNF-� konnte bei einer durch IFN-� bereits

eingeleiteten Expression von MHC II-Molekülen zumindest bei Astrozyten als

verstärkender Faktor identifiziert werden (Steimle et al, 1994; Collawn &

Beneviste, 1999; Dong et al., 1999).

Die Möglichkeit zur Invasion und Replikation von T. gondii konnte in Mikroglia,

Astrozyten sowie in Neuronen bisher mehrfach dargestellt werden (Jones at al,

1986; Peterson et al., 1995; Halonen et al, 1996; Fischer et al., 1997a; Lüder et

al., 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Mikroglia- und/ oder

Astrozytenzellen fähig sind, die intrazellulären Parasiten in ihrer Replikation

spontan oder nach Zugabe von Interferon-� bzw. anderer Immunzytokinen zu

hemmen. Dies könnte erklären, warum intrazerebrale Zysten von T. gondii

hauptsächlich in Neuronen identifiziert wurden. In geringerer Menge wurden

solche Zysten auch in Astrozyten, fast nie jedoch in Mikrogliazellen gefunden

(Ferguson & Hutchinson, 1987; Sims et al, 1989).
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1.7 Fragestellung

Vor allem die Persistenz im ZNS und die damit im Zusammenhang stehende

Stadienkonversion sind für das Überleben des Parasiten extrem wichtig,

machen ihn jedoch auch, zumindest für den immunschwachen Wirt, gefährlich.

Prinzipiell gibt es zwei verschiedene Möglichkeiten, das intrazelluläre Verhalten

des Parasiten zu erforschen. Entweder werden lebende Organismen experi-

mentell infiziert (in-vivo) oder primäre bzw. permanente Zellen (in-vitro) in Zell-

kultur-Modellen verwendet. Zur Untersuchung der Stadienkonversion in ZNS-

Zellen wurden bisher häufig Tiermodell-Versuche herangezogen. Favorisiert

wurden hierbei Experimente an spezifischen Maus- bzw. Ratten-Stämmen

(Ferguson & Hutchinson, 1987 a & b; Freyre et al, 2001; Kristensson et al,

2002).

Parallel zu in-vivo Infektionsversuchen sind Zellkultur-Versuche eine sehr

wichtige Methode, um Invasions- und Replikationsverhalten, sowie die Stadien-

konversion von Toxoplasma gondii zu untersuchen. Einige in-vitro Versuche an

primären Zellen von Mäusen oder Ratten wurden bisher veröffentlicht (Chao et

al., 1993b; Lüder et al., 1999). Sie weisen gegenüber den Tierversuchen eine

meist leichtere Reproduktionsfähigkeit, sowie eine geringere Anfälligkeit

gegenüber externen Störungen auf. Zudem sind in-vitro Versuche ethisch

unbedenklicher und kostengünstiger. Hier wurden bisher häufig primäre Zellen

zu in-vitro Versuchen benutzt.

In der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob Invasionsverhalten und

Wachstumscharakteristik von T. gondii in permanenten Zelllinien mit der

Infektionsbiologie von T. gondii in primären Zellen des ZNS vergleichbar sind.

Außerdem wurde untersucht, ob unter diesen Umständen eine spontane oder

induzierte Stadienkonversion zu beobachten ist. Auch sollte untersucht werden

ob Zellart-spezifische Unterschiede zwischen Neuronen, Gliazellen oder z.B.

Muskelzellen bei oben genannten Kriterien vorhanden sind. Hierbei wurden

hauptsächlich Zelllinien aus dem Nervensystem von Ratten benutzt, weil der
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klinische Verlauf einer Toxoplasmose in Ratten dem der humanen Toxoplas-

mose eher gleicht, als beispielsweise einer Toxoplasma-Infektion in Mausstäm-

men (Dubey 1998; Zenner et al., 1998).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Analysenwaage: Modell R 160P, Sartorius

Brutschränke: BB6220, Heraeus, Osterode

Photomikroskop: Aristoplan, Leitz, Wetzlar

pH-Meter: Modell pH 530, WTW

Sterilbank: LaminAir HB 2472, Heraeus

Szintillationszähler: 1205 Betaplate, Wallac Pharmacia

Zentrifugen:

       Zellkultur: Omnifuge 2.0 RS, Heraeus

       Ultrazentrifuge: FL-100, Beckmann

       Tischzentrifuge: Biofuge 15, Heraeus

Zellkulturplatten und -flaschen, sowie weitere Plastik- und Verbrauchsmateria-

lien wurden von folgenden Firmen bezogen:

       Braun, Melsungen;

       Eppendorf, Hamburg;

       Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg;

       Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach;

       Nunc, Roskilde, DK;

       Sartorius, Göttingen.

2.1.2 Chemikalien

[5,6-3H]-Uracil [1 mCi/ml] NEN, Dupont, Bad Homburg

Proteine und Enzyme:

Biomol, Hamburg;
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Boehringer, Mannheim;

Sigma, Deisenhofen.

Chemikalien und Feinchemikalien:

Becton-Dickinson, Heidelberg;

BioRad, München;

Boehringer, Mannheim;

Gibco, Gaitersburg, USA

Merck, Darmstadt;

Sigma, Deisenhofen.

2.1.3 Antikörper

2.1.3.1 Primär-Antikörper:

Polyklonales anti-Toxoplasma-Serum (Kaninchen) Institutseigene

Herstellung

DC11, bradyzoitenspezifischer monoklonaler

 Ratten-Antikörper (Groß et al. 1995)

2.1.3.2 Sekundär-Antikörper:

Esel-anti-Kaninchen IgG (DTAF-konjugiert) Dianova, Hamburg

Esel-anti-Kaninchen IgG (Cy3-konjugiert) Dianova, Hamburg

Esel-anti-Ratte IgG (Cy2-konjugiert) Dianova, Hamburg
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2.1.4 Immunmodulatoren

Lipopolysaccharid             (LPS)

Boehringer,Mannheim

Nerve Growth Factor 2,5  (NGF)

Boehringer,Mannheim

Ratten-Interferon-γ           (IFN-γ)

Boehringer,Mannheim

Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α)

Boehringer,Mannheim

2.1.5 Lösungen und Puffer

Einfrierlösung FCS 40%, DMSO 20%,

40% Zellkultur-Medium

Fixierungspuffer PBS 4% Formaldehyd

Cetrimide-Lysepuffer 1%Cetrimide, Amidoschwarz 10B 0,05% in 0,1

M Essigsäure

Propidiumjodid

Trypanblau

2.1.6 Stammlösungen

LPS 10 µg/ml in H2O

Myxothiazol 2   mg/ml in H2O

Natriumnitroprussid 30 mg/ml in H2O

N-monomethyl-L-arginine 25 mg/ml in H2O

Oligomycin 1   mg/ml in Ethanol

TNF-α 10 µg/ml in H2O



Material und Methoden 13

2.1.7 Verwendete Zellen

2.1.7.1 Ratten Zellen

In dieser Arbeit wurden ausschließlich adhärent wachsende Zellen verwendet.

Das Anhaften der PC12 Zellen während der Versuche wurde durch eine Be-

schichtung der Deckplättchen mit Kollagen erreicht.

Zellart Besonderheiten

C6 Gliazellen Phagozytose, Ran-1

B12 Gliazellen

B92 Gliazellen

B50 Neuronen

B65 Neuronen

PC12 Phäochromozytomzellen Dendritenentwicklung

nach Zugabe von NGF,

Ran-1

33B Schwannomzellen Phagozytose, Ran-1

L6 C10 Muskelzellen Ausbildung langer

kontraktiler Zellverbände

208F Fibroblastenzellen

C6

C6 sind Nitrosomethylurease-induzierte Gliom-Tumor-Zellen der Ratte. Diese

Zelllinie wurde im Gegensatz zu einigen der oben bereits erwähnten Zellen in

der Literatur wesentlich genauer erforscht und beschrieben. Direkt nach der

Erstbeschreibung (Benda et al, 1968) wurde bei C6-Zellen ein Ca2+-bindendes

Oberflächenprotein, das für Gliazellen typische S100, entdeckt und beschrieben

(Benda, 1968; Pfeiffer et al, 1970 & 1971; Hagiwara & Sueoka, 1995). Ebenso

früh wurde eine deutliche Phagozytose mit noch unklarem, jedoch von dem der
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Makrophagen abweichendem Mechanismus erkannt. Diese Fähigkeit war

bisher häufig Gegenstand von Untersuchungen. So konnte gezeigt werden,

dass C6 in der Lage ist, Mikroorganismen wie Nokardien, aber auch Eisenoxid-

Partikel aktiv zu inkooporieren und intrazellulär das Wachstum der

Krankheitserreger zu hemmen (Beaman & Beaman, 1994; Zimmer, 1995). Auch

konnte mit Hilfe der Phagozytose eine Reihe von glykolytischen Enzyme (z.B.

Hexokinase, jedoch auch D-Glyceralaldehydphosphat-Dehydrogenase und

Pyruvatkinase) an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran detektiert

werden (Daum et al, 1988).

Eine weitere Enzymausstattung, die parallel zu den o.g. B65-Neuronen besteht,

ist das Vorhandensein sowohl einer adulten, als auch einer embryonalen

Glutamatdecarboxylase (Bond et al, 1990). Auch die Adhäsion von C6-Zellen

gelingt scheinbar durch dieselben Glycoprotein-Rezptoren und Ganglioside wie

in B65, wobei auch hier der Glycoprotein-Fibronectin-Bindung die größere

Bedeutung zukommt (Williams, 1985).

Ebenfalls parallel zu B65 besitzen C6 mindestens einen Typ von GABA-

Rezeptoren, jedoch konnte bisher keine GABA-erge Reaktionen der Zellen

nachgewiesen werden (Kasckow et al, 1992; Hales & Tyndale, 1994; Tyndale et

al, 1994).

Im infizierten Zustand exprimieren C6 ähnlich wie reaktive Astrozyten sehr viel

GFAP (glial filament acidic protein) (Bovolenta, 1993).

Aktuell wurden C6 auch zu Apoptose-Versuchen verwendet, und es konnte

entdeckt werden, dass sie ebenso wie B12-Gliazellen einen für die

Neuronenentwicklung und das Neuritenwachstum bedeutsamen neurotrophen

Faktor produzieren (Krajci et al, 2000; Armstrong & Niles, 2002)

B12

B12 ist eine weitere durch Nitrosoethylurease induzierte Tumorzelllinie,

ausgehend von Gliazellen der Ratte. Aktionspotentiale konnten an der

Zellmembran nachweislich nicht ausgelöst werden. Auch die enzymatische
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Ausstattung dieser Zellen (Actylcholinesterase, Butyrylthiocholinesterase) bzw.

Produktion von Transmitterstoffen z.B. Gammaaminobuttersäure (GABA) ist nur

sehr gering (Schubert et al., 1974).

B92

Ebenso wie B12 ist diese Gliom-Zelllinie wenig reaktiv, zeigt jedoch eine

deutlich höhere Aktivität von Acetylcholin- und Butyrylthiocholinesterase

(Schubert et al., 1974).

B50, B65

B50 und B65 sind zwei ebenfalls durch Nitrosoethylurease induzierte

permanente Neuronenzelllinien des ZNS der Ratte. Sowohl bei B50 als auch

bei B65 ist nach ausreichendem Stimulationsreiz ein Aktionspotential an der

Zellmembran auslösbar (Schubert et al., 1974). Beide Zelllinien sind

neurochemisch eher diskret, wobei B50 cholinerge und B65 catecholaminerge

Zellen sind (Lai et al., 1993). Unter dem Einfluss von Natriumbutyrat zeigte sich

bei beiden Zelllinien eine Induktion von Natriumkanälen aller drei Subtypen

(Baines et al, 1992).

Bei B65-Zellen konnte ebenso wie bei C6 und PC12 ein Rezeptor für

Gammaaminobuttersäure (GABA) beschreiben werden, jedoch zeigten alle drei

Zelllinien unter Zugabe von GABA keine spezifischen Reaktionen (Kasckow et

al, 1992; Hales & Tyndale, 1994; Tyndale et al, 1994).

Sowohl B65 als auch C6 Zellen exprimieren mRNA für adulte bzw embryonale

Isotypen der Glutamatdecarboxylase. Somit eignen sich beide Zelllinien als

günstiges Zellmodell für die Frühphase der ZNS-Zell-Differenzierung (Bond et

al., 1990). Die Adhäsion von B65-Zellen betreffend konnte frühzeitig Glyco-

protein-Rezeptoren sowie Gangliosiden eine große Bedeutung zugewiesen

werden. Eine Blockade der oben genannten Oberflächenproteine zeigte eine
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deutliche Hemmung der Zell-Adhäsion an Fibronectin (Stallcup, 1988). Diese

neuronalen Zell-Adhäsions-Moleküle (N-CAM) konnten auch bei Zellen der

Gliazelllinien C6 und B12 entdeckt werden (Williams, 1985).

PC 12

Die herausragende Eigenschaft dieser Phäochromozytom-Zellinie der Ratte ist

das Tragen eines Rezeptors für den Nerve-Growth-Faktor (NGF). Unter regel-

mäßiger Zugabe dieses Wachstumsfaktors konnte die Bildung von dendriten-

ähnlichen Ausläufern mikroskopisch beobachtet werden. Alle Versuch wurden

mit diesen Zellen mit und ohne NGF-Zugabe durchgeführt. Die mit dem

Wachstumsfaktor behandelten Zellen werden in dieser Arbeit als PC12 mit dem

Zusatz + ausgewiesen. Zusätzlich ist auch eine Fähigkeit zur Produktion von

Katecholaminen bei PC12 beschrieben (Greene & Tischler, 1976; Biocca et al.,

1983; Levi et al, 1985; Weber et al, 1996). Bei den Infektionsversuchen wurden

PC12 mit (PC12+) und ohne (PC12) Zugabe von NGF untersucht. Um die oben

beschriebenen Zellausläufer bilden zu können, wurden PC12+ bei jedem

Versuch 24h vor den restlichen Zellen ausgesät.

33B

33B sind wie die meisten dieser permanenten Zelllinien N-ethyl-N-

nitrosourease-induzierte Tumor-Zellen des ZNS der Ratte. Früh wurden sie als

Schwannom-Zellen identifiziert, wobei auch der Nachweis des gliaspezifischen

Oberflächenproteins Ran-1 hilfreich war. Ran-1-positiv sind ebenso die

Zelllinien C6 und PC12 (Fields, 1977; Fields & Dammerman, 1985).

Nach Zugabe von Lymphokinen konnte bei 33B eine deutliche Phagozytose-

fähigkeit nachgewiesen werden (Band & Talwar, 1986; Band et al, 1986a; Band

et al, 1987b). Weitere Untersuchungen ergaben, dass der Phagozytosemecha-

nismus dem von Makrophagen ähnlich ist (Band et al, 1986b; Band et al,
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1987a). Auch die Fähigkeit zur Expression eines Nerve-Growth-Factor-

Rezeptors geringer Affinität wurde nachgewiesen (Kahle & Hertel, 1992).

L6 C10

Da in der Literatur häufig auch in Muskelgewebe Toxoplasma-Zysten beschrie-

ben wurden lag es nahe zur vergleichenden Betrachtung neben all den ZNS-

Zelllinien eine Muskelzelllinie mit in die Versuche einzubeziehen. L6 C10 ist, als

Subklon von L6, eine Zelllinie der Skelettmuskulatur der Ratte. In Zellkultur

konnte eine Fusion zu mehrkernigen Myotubes und auch quergestreiften

Muskelfasern beschrieben werden. Unregelmäßige spontane Kontraktionen

dieser Formationen sind literarisch erwähnt. Diese Eigenschaft schwindet

jedoch mit der Dauer der Zellkulturpassage (Yaffe, 1968; Richler & Yaffe, 1970;

Mandel & Pearson, 1974; Osawa et al, 1996 a & b).

208F

Diese Fibroblastenzelllinie wurde als Subklon eines Fischer-Ratten-Stammes

isoliert (Topp, 1981). Bisher wurden in der Literatur keine auffälligen Zelleigen-

schaften beschrieben. Sie wurden dieser Arbeit als Kontrollgruppe verwendet.

2.1.7.2 Murine Zellen

L929

Murine Fibroblasten zur Parasiten-Kokultur
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2.1.7.3 Toxoplasma gondii Isolate

NTE (Groß et al., 1991)

2.1.8 Zellkulturmedien und Zusätze

DMEM Biochrom, Berlin

HAM Biochrom, Berlin

RPMI Biochrom, Berlin

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin

Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) Biochrom, Berlin

Natrium-Bikarbonat Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin

MEM-Vitamine Biochrom, Berlin

Pferdeserum (HS) Biochrom, Berlin

L-Glutamin 200 mM (100x) Gibco, Gaitersburg, USA

2.1.9 Zellkulturmedien

L6 C10 10% FCS (50 ml)

33B 5mlPenicillin/Streptomycin

B50, B65 5ml Natrium-Pyruvat

B92 ad 500 ml DMEM

C6 10% FCS

5mlPenicillin/Streptomycin

5ml Glutamin

ad 500 ml HAM
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B12 5% FCS

 5mlPenicillin/Streptomycin

ad 500 ml DMEM

PC 12 10% FCS

 5% HS

5mlPenicillin/Streptomycin

5ml Glutamin

           ad 500ml RPMI1640

L929  5% FCS

5mlPenicillin/Streptomycin

5ml Natrium-Pyruvat

5ml Glutamin

ad 500 ml RPMI 1640

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken

2.2.1.1 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden aus flüssigem Stickstoff entnommen und ca. 1 min lang in

einem 37 ºC warmen Wasserbad aufgetaut. Danach wurden die Zellen in ca. 40

ml des entsprechenden bereits erwärmten Zellkulturmediums geschüttet.

Bei 1360 rpm wurden die Zellen dann 5 min lang zentrifugiert, um danach in 1

ml Medium aufgenommen und auf vier Näpfe einer 6-Napf Platte verteilt zu

werden.
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2.2.1.2 Umsetzen der Zellen

Die in Abwesenheit von Collagen nicht-adhärent wachsenden PC12-Zellen

wurden als Suspension auf ca. 1/3 – 1/4 des Volumens reduziert, sobald nach

etwa 2-3 Tagen der Farbindikator des Mediums eine pH-Änderung zum sauren

Bereich hin anzeigte.

Alle restlichen Zelllinen wuchsen adhärent und wurden, sobald konfluente

Zellrasen entstanden, im Verhältnis 1:4 - 1:6 gesplittet. Hierbei wurde zuerst

das alte Medium abgesaugt und 1 ml EDTA-Lösung je Napf einer 6-Napf-Platte

auf die Zellen gegeben. Diese führte als Ca2+-bindender Komplexbildner zu

einer Hemmung der eventuell vorhandenen Trypsininhibitoren, was die nach-

folgende Ablösung der Zellen durch Trypsin erleichterte. Lichtmikroskopisch

wurde anschließend unter Zuhilfenahme von Verdünnungsreihen die Zellzahl

bestimmt und auf die gewünschte Konzentration gebracht, in der die Zellen

dann wieder in ihr entsprechendes Medium eingebracht wurden.

2.2.1.3 Einfrieren der Zellen

Die Zellen wurden, falls nötig wie unter 2.2.1.2 beschrieben vom Boden der

Brutplatten abgelöst und dann bei 1360 rpm 5 min lang zentrifugiert.

Anschliessend wurde die Zellzahl bestimmt und auf 1x 107 /ml eingestellt.

Daraufhin wurden je Kryoröhrchen 500 µl Zellsuspension und 500 µl Einfrier-

medium einpipettiert. Übernacht wurden die Zellen dann bei -80 ºC eingefroren,

um am nächsten Tag in den Stickstoff-Behälter überführt zu werden.

2.2.1.4 Infektionsversuche

Die Invasion, sowie die Replikation des Parasiten wurde in folgenden Infek-

tionsversuchen bestimmt. Monolayer der einzelnen Zelllinien wurden von einem

parallelen Versuchsansatz von einem Glasdeckplättchen mit Cetrimidlysepuffer

abgelöst, ausgezählt und nach Bestimmung der Zellzahl die übrigen Zelllinien

mit einer fünffach höheren Dosis von Toxoplasmen infiziert. Die Bestimmung
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der Invasionsfähigkeit von T. gondii erfolgte 24h und 48h post infectionem

durch Immunfluoreszenzmikroskopie, wobei der Anteil der infizierten Zellen

bestimmt wurde. Dafür wurden jeweils mindestens 500 Zellen ausgezählt. Um

die Replikation des Parasiten zu bestimmen, wurden 48h nach Infektion 100

parasitophore Vakuolen ausgezählt und die durchschnittliche Anzahl Parasiten

pro Vakuole errechnet.

2.2.1.5 Isolierung der Parasiten

Die Toxoplasmen wurden in L929-Mausfibroblasten passagiert. In einer 12-

Napf-Zellkulturplatte wurden Wirtszellen und Parasiten in verschiedenen Ver-

hältnissen ausgesät. Nach einer Woche wurden frisch durch Parasitenver-

mehrung lysierte Zellen resuspendiert und zuerst die Wirtszellreste durch 5 min

Zentrifugieren bei 300 rpm sedimentiert. Danach wurde der Überstand aus

diesem 50 ml Röhrchen in ein weiteres überführt und dann erneut, jedoch bei

1350 g über 10 min lang und bei langsamer Beschleunigung bzw. Abbremsung,

zentrifugiert. Anschliessend wurde das parasitenhaltige Sediment in 1 ml RPMI

mit 1% FCS aufgenommen und in der Neubauer-Zählkammer die Parasiten-

konzentration bestimmt.
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2.2.1.6 Immunfluoreszenztest

Zum Nachweis sowohl der Tachyzoiten als auch der Bradyzoiten wurde die

Methode der doppelten Immunfluoreszenzfärbung verwendet.

Hierbei wurden als Primär-Antikörper polyklonales anti-Toxoplasma-Serum und

der monoklonale, bradyzoiten-spezifische Antikörper DC11 verwendet. Die

Bindung der Antikörper an Toxoplasmen wurde mit folgenden Antikörpern

nachgewiesen:

Esel-anti-Kaninchen IgG (DTAF-konjugiert)

Esel-anti-Kaninchen IgG (Cy3-konjugiert)

Esel-anti-Ratte IgG (Cy2-konjugiert)

2.2.1.6.1 Fixierung

Alle Zellen und Parasiten wurden vor Ihrer Anfärbung entweder eine Stunde

lang bei Raumtemperatur oder über Nacht im Kühlschrank in 4%igem

Paraformaldehyd fixiert.

Danach wurde die Fixierungslösung mit PBS weggespült; die Glasdeckplätt-

chen konnten dann weiterhin in 0,02%iger Natriumazidlösung bis zur endgül-

tigen Färbung bei 10 ºC gelagert werden.

2.2.1.6.2 Färbung

Nach jeweils 10 min Spülen in PBS und 50 mM NH4Cl/PBS wurden die Glas-

Deckplättchen in 1% bovinem Serumalbumin, 0,1 mg/ml Saponin in PBS eine

Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen

abzusättigen. Anschließend wurde 3 x 10 min in 0,1 mg/ml Saponin in PBS

gespült. Dann wurden die Glasplättchen umgekehrt auf einen Tropfen von ca.

30 µl der jeweiligen Primärantikörper-Lösung gelegt, abgedeckt und so wie-

derum 1h bei Raumtemperatur inkubiert.

Der polyklonale Antikörper wurde 1: 2500 (beim isolierten Nachweis der Tachy-

zoiten) bzw. 1: 500 (beim Nachweis der Bradyzoiten) und der monoklonale,
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bradyzoitenspezifische Antikörper (DC 11) 1 : 50 verdünnt in 0,1 mg/ml Sapo-

nin, 1% BSA in PBS eingesetzt. Nach weiterem dreimaligem Spülen in Sa-

ponin/PBS-Lösung wurde in derselben Weise wie der Primärantikörper nun der

Nachweisantikörper hinzugegeben. Ein letztes Mal wurde 3 x 10 min mit der

Saponin/PBS-Lösung gespült und danach mit reinem PBS. Die Gesamtzell-

population wurde durch 5 minütige Inkubation mit 5 µg/ml Propidiumjodid in

PBS gefärbt. Abgeschlossen wurde die Immunfluoreszenzfärbung nach weite-

rem Spülen in PBS durch das Eindeckeln der Plättchen auf Glasobjektträger in

Mowiol.

2.2.1.7  3H-Uracil-Einbau-Versuche

Als weitere Möglichkeit, die Replikationsfähigkeit des Erregers zu untersuchen,

wurde die 3H-Uracil-Methode gewählt. Da ausschließlich der Parasit und nicht

die Wirtszelle Uracil verstoffwechselt, zeigt der Anstieg der gemessenen Akti-

vität zwischen den einzelnen Intervallen den Wachstumsindex der Toxoplas-

men an (Pfefferkorn & Pfefferkorn 1977 a und b). Hierbei wurde in drei aufei-

nander folgenden 24-stündigen Intervallen Tritium-markiertes Uracil in einer

Aktivität von 80 µCi/ml den infizierten Wirtszellen zugegeben. Zuerst wurden die

Wirtszellen in 96-Napf-Platten ausgesät. Die Näpfe der PC12- Zelllinie wurden

vorher mit Poly-L-Ornithin beschichtet, um die Adhärenz dieser Zellen zu

garantieren. Mit drei unterschiedlichen Mengen von Parasiten (15 000, 30 000,

60 000 je Napf) wurden dann 24h später alle Zelllinien infiziert.

Zu Beginn der jeweiligen Zeitintervalle (0-24h p.i., 24-48h p.i., 48-72h p.i.)

wurde dann das 3H-Uracil zugegeben und nach Ablauf der 24 Stunden die

Zellen auf Filtermatten geerntet. Diese wurden nach dem Trocknen in Szintila-

tionsflüssigkeit eingebettet, eingeschweißt und dann in einem Beta-Plate-

Szintillationszähler ausgewertet. Zur Ermittlung der genauen Aufnahme des 3H-

Uracil wurden jeweils parallel uninfizierte Zellen als Leerwert gemessen.
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2.2.1.8 Phagozytosehemmung

Um eine aktive Invasion des Erregers von einer zellulär bedingten Phagozytose

unterscheiden zu können, wurden die Zellen kurz vor der Infektion mit 0,001%

Glutaraldehyd behandelt und fixiert (Nichols & O`Connor, 1981).

Es wurden wie oben beschrieben Zellen (1x105 je Zelllinie) auf Glas-

Deckplättchen ausgesät, so dass 24h später ein dichter Monolayer entstanden

war. Das Glutaraldehyd wurde in Acetat-Veronal-Puffer mit 7% Sucrose gelöst

und fünf Minuten lang auf die Zellen gegeben. Anschließend wurde noch einmal

mit Acetat-Veronal-Puffer, allerdings ohne den Zusatz von Sucrose und

Glutaraldeyd, gespült. Nach weiterem Spülen mit Medium wurden Toxoplas-

men in 5- bzw. 10-facher Zellzahl hinzugegeben. Drei Stunden später wurden

die Zellen mit PBS gespült und anschließend in 4%igem Paraformaldehyd

fixiert. Die Glasplättchen mit Toxoplasma-infizierten Zellen wurden mit einem

Cy2-markierten polyklonalen Antikörper und Propidiumjodid gefärbt. Von 500

Zellen wurde nun 24h p.i. direkt mikroskopisch der Anteil jener Zellen, die

Toxoplasmen intrazellulär enthielten bestimmt.

2.2.1.9 Induktion der Stadienkonversion

Ebenfalls auf Glas-Deckplättchen wurden hierbei jeweils 3x104 Zellen ausgesät.

Einen Tag später wurden diese im Verhältnis 1:1, 3:1 oder 5:1 mit Toxoplas-

men infiziert. Direkt danach wurden die jeweiligen Induktoren zugegeben und

entsprechend alle 24 oder 48 Stunden erneuert, bis 4 bzw 6 Tage p.i. die Zellen

nach zweimaligem Spülen in PBS in 4 % Paraformaldehyd fixiert wurden.

Alternativ wurde zur Fixierung der Zellen eiskaltes Methanol verwendet.

Als Induktoren wurden verwendet:

Interferon γ 25 U/ml + LPS 10 ng/ml

Interferon γ 50 U/ml

Interferon γ 100 U/ml

Interferon γ 100 U/ml + NMMA 100µM

Interferon γ 100 U/ml + TNF α 50 ng/ml
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Oligomycin 0,5 µg/ml

Oligomycin 2 µg/ml

SNP 70 µM

SNP 100 µM

Myxothiazol 0,1 µg/ml

Oligomycin und Myxothiazol wurde nur alle 48h zugegeben, während SNP

sowohl 24- als auch 48- stündig erneuert wurde. Anfänglich wurde ein Medium-

wechsel nur jeden zweiten Tag durchgeführt, später je nach Farbumschlag des

Mediums auch täglich direkt vor Zugabe der Induktoren.

2.2.2 Statistik

Jeder Versuch wurde dreimal durchgeführt. Zur Ermittlung der Mittelwerte je

Versuchsreihe wurde zusätzlich der Standardfehler des Mittelwertes errechnet

und ausgewiesen. Auf eine weitere statistische Aufarbeitung wurde aufgrund

der geringen Anzahl von Reproduktionen verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Invasionsfähigkeit von Toxoplasma gondii in permanenten Zelllinien

des ZNS der Ratte

Zur Ermittlung der Infektionsrate von T. gondii in ZNS-Zelllinien der Ratte sowie

der Kontrollgruppe 208F-Fibroblasten wurden Monolayer der Zellen mit einer

fünffach höheren Dosis an Toxoplasmen infiziert, dann 24h und 48h post

infectionem (p.i.) mit einem polyklonalen Antikörper in einer Immunfluoreszenz-

färbung dargestellt und anschließend parasitpositive Zellen gezählt.

Schon nach den ersten Vorversuchen zur Ermittlung der idealen Zellanzahl pro

Glasplättchen und der entsprechenden Infektionsdosis konnte erkannt werden,

dass in allen verwendeten Zelllinien Toxoplasmen intrazellulär darstellbar sind.

Dadurch wurde gezeigt, dass der Parasit generell in der Lage ist, sämtliche

Zellen in-vitro zu infizieren. 24 und 48 Stunden p.i. sind Parasiten durch Immun-

fluoreszenzfärbung in allen Zellkulturlinien nachzuweisen (Abb.1-8).

Außerdem zeigte sich, dass in C6-Zellen deutlich häufiger intrazellulär gelegene

Parasiten nachzuweisen waren, als in den restlichen Zelltypen. Mindestens die

Hälfte aller C6-Zellen zeigte 24h und 48h p.i nach der Immunfluoreszenzfärbung

intrazellulär angefärbte Parasiten (Abb.1, 9 u. 10). Die übrigen Zelllinien der

Gliazellen, B12 und B92, zeigten zu beiden Untersuchungszeitpunkten relativ

homogene Infektionsraten zwischen 8 und 14%. Neuronen zeigten etwas

unterschiedlichere Ergebnisse. Während 24h p.i. Invasionsraten von B50- und

B65-Zellen durchschnittlich bei 16% bzw 21% lagen, waren die Werte mit jedoch

höherem Standardfehler 48h nach der Infektion etwas niedriger.



Ergebnisse 27

Abb.1 Abb.2

Abb.3 Abb.4
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Abb.5 Abb.6

Abb.7 Abb.8

Abb.1-8: Immunfluoreszenz-Färbung und Mikroskopie von Toxoplasma gondii infizierten Tumor-

Zelllinien des ZNS und Kontrollzellen der Ratte. 48 h nach in-vitro Infektion wurden die Parasiten

primär mit einem polyklonalen Antikörper markiert. Anschließend wurde dieser durch Zugabe

eines fluoreszein-konjugierten Sekundär-Antikörper (grün-leuchtend) angefärbt. Die Propidium-

jodid-Färbung der Zellekerne und der Parasitkerne ist rot dargestellt.

(Abb.1-3: C6/ B12/ B92 – Gliazellen; Abb.4-5: B50/ B65-Neuronen; Abb.6: 33B- Oligodendro-

zyten; Abb.7: L6 C10- Muskelzellen; Abb.8: 208F- Fibroblasten). Nicht gezeigt PC12 und

PC12+.
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Im Gegensatz hierzu zeigten PC12 sowohl mit (PC12+) als auch ohne Zugabe

des Wachstumsfaktors NGF unter beiden Versuchsbedingungen ziemlich kon-

stante Werte. 24h und 48h p.i. waren PC12+ mit ca. 12% parasitpositiven Zellen

geringfügig höher infiziert als PC12 mit weniger als 10% infizierter Zellen je

Versuch. Bei der Oligodendrozytenzelllinie 33B konnten unterschiedliche

Infektionsraten ermittelt werden. Während 24h p.i. über 14% der Zellen intrazel-

lulär Parasiten trugen, waren es 48h p.i. weniger als 4%. Muskelzellen L6C10

waren wenig infiziert und zeigten ebenso wie die Kontrollzelllinie 208F in beiden

Experimenten konstante Infektionszahlen, wobei die der Kontrollgruppe mit je

8% etwas höher war.

Am auffälligsten ist sicherlich die Infektionsrate von T. gondii in C6-Gliazellen,

die trotz beträchtlichem Standardfehler einen deutlichen Unterschied zu allen

anderen Zelllinien hat. Die bei 48h p.i. generell niedrigere Anzahl an Zellen mit

intrazellulär dargestellten Toxoplasmen lässt sich durch das Wachstum der

nicht-infizierten Zellen in den 24 Stunden zwischen den Versuchen erklären.

Mikroskopisch konnten 48h p.i. spezifische Unterschiede zwischen den Zellarten

(siehe farbliche Gruppierungen in den Abbildungen) nicht beobachtet werden.

Durch die herausragenden Invasionsraten der C6-Zellen zeigte sich jedoch in

der Gruppe der Gliazelllinien eine deutliche Inhomogenität der Ergebnisse,

während bei Neuronen und PC12-Zellen eher ein gleichmäßiges Verhalten

bezüglich der Invasionsfähigkeit des Parasiten zu erkennen war.
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Abb.9: Prozentsatz infizierter ZNS-Tumorzelllinien und Kontrollzellen der Ratte 24h p.i. mit T.

gondii. Nach Infektion und Immunfluoreszenzfärbung mit polyklonalem anti-Toxoplasma-Anti-

körper und Färbung der Gesamtzellpopulation mit Propidiumjodid wurden von 500 Zellen der

T.gondii-positive Anteil der Zellen direkt mikroskopisch bestimmt. In der Abbildung sind die

Mittelwerte von drei unabhängigen Versuchen mit Standardfehler aufgetragen.
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Abb.10: Prozentsatz infizierter ZNS-Tumorzelllinien und Kontrollzellen der Ratte 48h p.i. mit T.

gondii. Nach Infektion und Immunfluoreszenzfärbung mit polyklonalem anti-Toxoplasma-Anti-

körper und Färbung der Gesamtzellpopulation mit Propidiumjodid wurden von 500 Zellen der

T.gondii-positive Anteil der Zellen direkt mikroskopisch bestimmt. In der Abbildung sind die

Mittelwerte von drei unabhängigen Versuchen mit Standardfehler aufgetragen.
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3.2 Replikation von Toxoplasma gondii in permanenten Zelllinien des

ZNS der Ratte

3.2.1 Ermittlung der Replikationsfähigkeit durch direkte Auszählung von

Parasiten pro parasitophore Vakuole

Um das intrazelluläre Wachstum des Parasiten beurteilen zu können, wurde die

Entwicklung von T. gondii 48h p.i. nach Immunfluoreszenzfärbung in den

parasitophoren Vakuolen beobachtet.

Zwei Tage nach Infektion mit T. gondii zeigten sich in allen Zellkulturlinien

parasitophore Vakuolen von heterogener Größe. Die durch die ersten drei bis

vier synchronisierten Teilungen des Parasiten entstehende typische Rosetten-

bildung war hierbei in allen benutzten Zellkultur-Linien sichtbar (Abb.1-8). Somit

wurde eine Einteilung der Vakuolen nach der Anzahl intrazellulärer Parasiten

möglich (Tab.1). Infizierte C6 Zellen zeigten hier die höchste Zahl an PV mit nur

1-2 Toxoplasmen. Mehr als 2/3 aller sichtbaren Vakuolen konnten dieser

kleinsten Gruppe zugezählt werden. Ebenfalls hohe Prozentzahlen von ca. 60 %

dieser kleinen PV waren bei PC 12, sowohl mit als auch ohne NGF, der

Gliazelllinie B12 sowie den 208F-Fibroblasten zu ermitteln. Große PV waren

neben der Gliazelllinie B92 und den Fibroblasten nur in den Zellen neuronalen

(B50, B65) und muskulären (L6C10) Ursprungs zu finden.

Die niedrige Parasitenlast in den parasitophoren Vakuolen der Gliazelllinie C6

wurde auch durch Berechnung der durchschnittlichen Parasitenzahl pro

parasitophorer Vakuole deutlich (Abb.11). Auch hier zeigte sich in der Gruppe

der Zelllinien neuroglialer Herkunft nach Ermittlung der durchschnittlichen An-

zahl von Toxoplasmen je PV ein recht heterogenes Bild. So waren im Gegen-

satz zu den C6-Zellen in den Zellen der B92-Linie im Durchschnitt 6-8 Parasiten

pro PV vorhanden. Damit wurden in B92-Zellen Werte ermittelt, die im Bereich

derer von Neuronen-Zellinien lagen. Die höchste Anzahl Parasiten je PV zeigten

jedoch die Muskelzelllinie L6C10 mit durchschnittlich 9,1± 2,1 Toxoplasmen/PV,

neben der Oligodendrozytenzelllinie 33B mit ca. 8,2± 1,3 Toxoplasmen/PV.
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Ähnlich wie C6, B12 und 208F zeigten PC12 unter beiden

Wachstumsbedingungen im Durchschnitt ungefähr 4 Parasiten/PV. B50 und

B65 enthielten als Neuronen-Zellen mehr als durchschnittlich 6 Parasiten/PV,

gehörten also einheitlich zu den Zelllinien, in denen ein Wachstum von Toxo-

plasma gondii in höherem Maße möglich war. PC12-Zellen zeigten unter Zu-

gabe von NGF eine nur gering höhere durchschnittliche Parasitenzahl/PV als

ohne.

Das stärkste Wachstum von Toxoplasmen in intrazellulären parasitophoren

Vakuolen war in der Muskelzelllinie L6C10 vor der Oligodendrozytenzelllinie 33B

zu beobachten. Neuronen (B50/B65) ließen ebenfalls relativ homogen ein deut-

liches Parasitenwachstum erkennen. Die Gruppe der Gliazelllinien bot im

Gegensatz hierzu eher unterschiedliche Ergebnisse. Während C6 und B12 nur

geringes Parasitenwachstum in der parasitophoren Vakuole zeigte, war die

durchschnittliche Anzahl von Toxoplasmen/PV in B92 Gliazellen mit 6,8

Parasiten/PV sogar etwas höher als die der Neuronenzelllinie B65.

Die Ursache hierfür könnte in der Differenzierung der Gliazelllinien liegen. In

Mikroglia konnte in-vivo als auch in-vitro nach Infektion deutlich weniger

Zystenbildung beobachtet werden als in Astroglia. Es scheint daher, dass C6

sich eher mikroglia-, B92 mehr astrozytentypisch verhält. Auch die in der

Einleitung erwähnte präferentiell hohe Anzahl von Zysten in Neuronen wird

durch diese Ergebnisse eher bestätigt (Suzuki, 2002).
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Tabelle 1:

Replikation von Toxoplasma gondii in permanenten ZNS-Zelllinien und

Kontrollzellen der Ratte

____prozentualer Anteil parasitophorer Vakuolen je Zelllinie 48h p.i._*___

1-2 T.g./PV__ 4-8 T.g./PV__ 16-32 T.g./PV >32 T.g./PV

C6 68,3±2,6 30,1±1,9 1,7  ±1,2 0

B12 59,6±6,3 29,7±7,3 7,4  ±3,3 0

B92 32,2±7,4 56,7±5,2 10,4±3,2 0,7±0,7

B50 31,0±8,7 49,7±4,3 18,6±4,1 0,7±0,3

B65 48,4±7,1 37,9±4,9 13,4±10,8 0,3±0,3

PC12 + NGF 58,1±2,8 40,7±2,3 2,9  ±0,4 0

PC12 62,7±9,2 34,4±8,3 2,9  ±1,7 0

33B 39,9±4,6 38,0±4,7 22,1±6,2 0

L6 C10 28,0±11,7 42,3±7,0 23,1±5,5 3,3±2,0

208F 62,8±3,0 31,2±1,7 5,6  ±3,2 0,3±0,3

Bestimmung nach Immunfluoreszenzfärbung und mikroskopischer Auswertung

* Mittelwerte ± Standardfehler von 3 unabhängigen Experimenten
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Abb.11: Durchschnittliche Anzahl von Toxoplasma gondii je parasitophorer Vakuole in ZNS-

Tumor-Zelllinien und Kontrollzellen der Ratte. 48h p.i. nach Immunfluoreszenzfärbung mit poly-

klonalem anti-Toxoplasma-Antikörper und Färbung der Gesamtpopulation mit Propidiumjodid

wurden 100 PV je Zelllinie mikroskopisch ausgezählt, die durchschnittliche Parasitenanzahl

errechnet und der Mittelwert mit Standardfehler ausgewiesen. (T.g./PV = T. gondii je parasi-

tophore Vakuole)
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3.2.2 Ermittlung der Replikationsfähigkeit durch die 3H-Uracil-Methode

Eine weitere Möglichkeit die Replikationsfähigkeit des Parasiten zu erforschen,

bietet die 3H-Uracil-Methode. Diese beruht auf der Fähigkeit des Parasiten im

Gegensatz zu seiner Wirtszelle 3H-markiertes Uracil in seinem Stoffwechsel

verwerten zu können. Die Radioaktivität des so in die Nucleinsäure des

Parasiten eingebauten Uracils konnte gemessen werden und steht im direkten

Zusammenhang zur Stoffwechselaktivität der Toxoplasmen (Pfefferkorn &

Pfefferkorn, 1977 a & b).

Es wurde die 3H-Uracil-Aufnahme in drei 24-stündigen Intervallen gemessen,

um somit eine Bestimmung des Wachstumsindex ohne Einfluss der Infek-

tionsrate zu ermöglichen. Hierbei wurden als Zeiträume 0-24, 24-48 und 48-72

Stunden post infectionem gewählt.

Die 24-Stunden-Werte der 3H-Uracil-Aufnahme von 24-48h p.i. und 48-72h p.i.

wurden durch den jeweils vorhergehenden dividiert und somit die Wachs-

tumsindices von Tag 1-2 und 2-3 ermittelt. Während bei der niedrigsten Infekt-

ionsdosis von 15.000 Toxoplasmen nur eine geringe Einbaurate von 3H-Uracil

festzustellen war (nicht-gezeigte Ergebnisse), waren bei der Infektion mit 30.000

und 60.000 Parasiten deutliche Einbauraten zu messen. Die Verwendung der

Zelllinie C6 zeigte hier den höchsten 3H-Uracil-Einbau (Abb.12 und 13). Auch

bei Nutzung der Neuronenzelllinie B65 sowie der Schwannomzelllinie 33B,

neben der Gliazelllinie B92 und 208F Fibroblasten wurde im Vergleich zu den

anderen Zelllinien viel 3H-Uracil in die Nucleinsäure der Parasiten eingebaut. Bei

diesen vier Zellkultur-Linien war zu beobachten, dass die Parasiten in den

ersten zwei Tagen deutlich mehr 3H-Uracil einbauten als am dritten Tag. Die

niedrigste Aufnahme von Tritium-markiertem Uracil in allen Versuchen zeigte

PC12, wobei diese nach Zugabe von NGF noch etwas geringer war als bei

dessen Abwesenheit. B12-Gliazellen sowie die Muskelzelllinie L6C10 zeigten

bei dieser Methode eher niedrige Wachstumsraten, wobei L6C10 am 3. Tag ein

stärkeres Wachstum zeigte als am Tag zuvor. Wie schon in den bisherigen Ver-

suchen konnte auch hier Zellart-spezifisches Verhalten nur begrenzt beobachtet
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werden. Auch hier sei auf den teilweise recht großen Standardfehler bei drei

Versuchen hingewiesen.

Abb.12: Wachstumsindices von T. gondii in ZNS-Zelllinien und Kontrollzellen der Ratte p.i. mit

30 000 Parasiten nach der 3H-Uracil-Methode. 3H-Uracil-Aufnahme wurde in 24h-Intervallen an

den Tagen1, 2 und 3 p.i. gemessen. Abzüglich der uninfizierten Nullwerte wurde die Steigerung

zwischen den drei 24h-Werten als Faktor für das intrazelluläre Wachstum der Parasiten

bestimmt. Der Mittelwert mit Standardfehler wurde hier aufgeführt. (WI = Wachstumsindex)
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Abb.13: Wachstumsindices von T. gondii in ZNS-Zelllinien der Ratte und Kontrollzellen p.i. mit

60.000 Parasiten nach der 3H-Uracil-Methode. 3H-Uracil-Aufnahme wurde in 24h-Intervallen an

den Tagen 1, 2 und 3 gemessen. Abzüglich der uninfizierten Nullwerte wurde die Steigerung

zwischen den drei 24h-Werten als Faktor für das intrazelluläre Wachstum der Parasiten

bestimmt. Der Mittelwert mit Standardfehler wurde hier aufgeführt.(WI = Wachstumsindex)
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3.3 Invasionsfähigkeit von Toxoplasma gondii in permanenten Zelllinien

des ZNS der Ratte nach Phagozytosehemmung

T. gondii verfügt über ausgeprägte Mechanismen wahrscheinlich alle Zellarten

aktiv invadieren zu können. Um eine Phagozytose der Zellen als Ursache für die

intrazellulär vorhandenen Parasiten auszuschließen, wurden die hier verwen-

deten Zellen prä infectionem mit Glutaraldehyd (GA) behandelt. Durch diese

Fixation konnte bei den so behandelten Zellen eine Fähigkeit zur Phagozytose

für die folgenden Infektionsversuche ausgeschlossen werden. Anschließend

wurden die Zellen mit 5- bzw. 10-facher Dosis an Parasiten wie oben beschrie-

ben inkubiert.

Die so ermittelten Ergebnisse bestätigen die unter 3.1 beschriebenen Resultate

aus den Invasionversuchen (Abb.14-15). Zu beachten ist, dass bei Verwendung

der höheren zehnfachen Infektionsdosis versuchsbedingt alle Zellen durch-

schnittlich höher infiziert sind als bei der niedrigen Dosis.

Erneut konnten alle Zelllinien deutlich infiziert werden, und erneut waren auch

hier C6-Gliazellen mit Abstand am häufigsten infiziert. Interessanterweise

konnte erkannt werden, dass in fast allen Zelllinien nach der Behandlung mit

Glutaraldehyd deutlich weniger Zellen parasit-positiv waren als ohne GA-

Behandlung. Einzig C6 zeigten kaum unterschiedliche Invasionsraten mit und

ohne Fixation durch GA unter beiden Versuchsbedingungen. Beide anderen

Gliazelllinien (B12, B92) ließen nach ihrer Behandlung mit GA deutlich weniger

intrazelluläre Parasiten erkennen als ohne. Ebenso waren die Neuronen-

zelllinien B50 und B65 ohne GA-Phagozytosehemmung deutlich stärker

parasitiert als nach dieser Fixierung der Zellen. Auch PC12 zeigten eine

erheblich niedrigere Invasionsrate durch T. gondii nach Behandlung der Zellen

mit GA, wobei die Werte mit und ohne Zugabe von NGF annähernd identisch

waren. Die Oligodendrozytenzelllinie 33B war, neben 208F-Fibroblasten als

Kontrollgruppe und der Muskelzelllinie L6C10 nach Phagozytosehemmung

wesentlich geringer infiziert als vorher. L6C10 zeigten jedoch auch den größten

Standardfehler.
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Abb.14: Prozentsatz infizierter ZNS-Tumorzellen und Kontrollzellen der Ratte 24h nach Infektion

mit fünffach höherer Anzahl von T. gondii. Ergebnisse mit (GA+) und ohne (GA-) vorhergehende

Phagozytosehemmung durch Glutaraldehyd. Nach Infektion und Immunfluoreszenzfärbung mit

polyklonalem anti-Toxoplasma-Antikörper und Färbung der Gesamtzellpopulation mit Propidium-

jodid wurden von 500 Zellen mikroskopisch der T.gondii-positive Anteil der Zellen direkt

bestimmt.
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Abb. 15: Prozentsatz infizierter ZNS-Tumorzellen und Kontrollzellen der Ratte 24h nach Infektion

mit zehnfach höherer Anzahl von T. gondii. Ergebnisse mit (GA+) und ohne (GA-) vorherge-

hende Phagozytosehemmung durch Glutaraldehyd. Nach Infektion und Immunfluoreszenzfär-

bung mit polyklonalem anti-Toxoplasma-Antikörper und Färbung der Gesamtzellpopulation mit

Propidiumjodid wurden von 500 Zellen mikroskopisch der T.gondii-positive Anteil der Zellen

direkt bestimmt.
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3.4 Stadienkonversion von Toxoplasma gondii in permanenten

Zelllinien des ZNS der Ratte

Wohl einer der effektivsten Mechanismen für die Persistenz von T. gondii in

seinem Wirtsorganismus ist die Stadienkonversion vom schnell-replizierenden

immunogenen Tachyzoiten zum langsam replizierenden Bradyzoiten mit

reduzierter Stoffwechselaktivität. Um zu überprüfen, ob diese Stadienkonversion

auch in den hier verwendeten permanenten ZNS-Tumorzelllinien stattfinden

kann, wurden folgende Infektionsversuche durchgeführt.

Es wurden die bekannten Zelllinien in den Verhältnissen 1:1, 3:1, 5:1 mit T.

gondii infiziert und 4 bzw. 6 Tage p.i. nach Doppelimmunfluoreszenz-Färbung

unter Verwendung eines bradyzoit-spezifischen Antikörpers mikroskopisch

ausgewertet. Neben dem Versuch, eine spontane Stadienkonversion zu beo-

bachten, wurden auch verschiedene, in der Literatur beschriebene Induktoren

einer Stadienkonversion eingesetzt.

Als wichtigster Modulator für die Stadienkonversion wurde Interferon-� (IFN-�)

beschrieben, das in den unten aufgeführten Dosen eingesetzt wurde. Darüber

hinaus scheint die Kombination von IFN-� mit Lipopolysaccharid (LPS) oder

dem Tumor-Nekrose-Faktor-� (TNF-�) ebenfalls an der Stadienkonversion

beteiligt zu sein. Um die mögliche Einflussnahme von NO zu prüfen, wurde

sowohl N-monomethyl-L-arginin (NMMA) als NO-Donator als auch Natriumnitro-

prussid (SNP) als externer NO-Donor in den Versuch eingebracht. Oligomycin

ist ein Inhibitor der Atmungskette, dessen Einsatz überprüfen sollte, ob durch

eine Hemmung der mitochondrialen Atmungskette eine Stadienkonversion des

Erregers herbei geführt werden könnte (Bohne et al., 1993b & 1994). Auch

Myxothiazol wurde mit seiner Fähigkeit in den mitochondrialen Elektronentrans-

port einzugreifen als Induktor der Stadienkonversion von T. gondii beschrieben

(Tomavo & Boothroyd, 1995).
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Benutzt wurden diese Induktoren in folgender Kombination und Dosierung:

Interferon γ 25 U/ml + LPS 10 ng/ml

Interferon γ 50 U/ml

Interferon γ 100 U/ml

Interferon γ 100 U/ml + NMMA 100µM

Interferon γ 100 U/ml + TNF α 50 ng/ml

Oligomycin 0,5 µg/ml

Oligomycin 2 µg/ml

SNP 70 µM

SNP 100 µM

Myxothiazol 0,1 µg/ml

Bei der Durchführung dieser Experimente waren vor allem bei den hohen

Infektionsraten sehr häufig lysierte Zellen zu erkennen. Oft waren vor allem bei

den hohen Infektionsverhältnissen am Ende der 4 bzw. 6 Tage p.i. kaum noch

Zellen vorhanden, um die entsprechende Anzahl Zellen auszuzählen.

Daher war es nicht möglich, in allen 3 unabhängigen Versuchen Bradyzoiten

nachzuweisen.

Alle Gliazelllinien (C6, B12, B92) zeigten intrazellulär spontan bis zu 2%

Bradyzoiten. Nur unter Zugabe von IFN-� 100 U/ml und NMMA 100 �M bzw von

2 �g/ml Oligomycin konnte bei C6 einmalig eine Steigerung von 3% bzw 9%

beschrieben werden. Nach Zugabe der Induktoren waren bei B12- und B92-

Gliazellen mit 0-1% in allen Kombinationen weniger Bradyzoiten als ohne

Zusätze nachweisbar. B50 und B65 als Neuronenzelllinien zeigten ebenfalls

ohne Induktoren 2% bradyzoiten-positive Toxoplasmen. Hier jedoch konnten

nach Zugabe jeglicher Induktorenkombinationen geringere Zahlen (0-1%)

erkannt werden. In der Oligodendrozytenzelllinie 33B konnte man eine niedrige

Spontankonversionsrate von 1% erkennen. Eine Steigerung auf 3% war

einmalig unter Induktion durch IFN-� 100 U/ml und NMMA 100 �M möglich. Bei

den restlichen Induktorkombinationen war der Anteil an bradyzoit-positiven



Ergebnisse 44

Parasiten < 1%. Parasitophore Vakuolen von T. gondii in L6C10-Muskelzellen

enthielten spontan maximal 1% Bradyzoiten. Unter Verwendung von Oligomycin

2�g/ml konnten bis zu 4% Bradyzoiten nachgewiesen werden. 208F-

Fibroblasten enthielten unter spontanen Bedingungen 4% Toxoplasmen, die

bradyzoitenspezifische Antigene exprimierten. Auch hier ließ sich dieser

Prozentsatz weder unter Addition von Interferon-�, bzw. Kombinationen mit

TNF-� oder LPS, noch durch Zusatz von NO-Donor oder Inhibitoren der

Atmungskette steigern.

Zusammenfassend ist eine spontane Stadienkonversion in allen Zelllinien

beobachtet worden. Bei der Fibroblasten-Kontrollgruppe 208F ließ sich der

Höchstwert von 4% nachweisen. Eine Steigerung der Konversions-Rate war nur

selten und geringfügig möglich, wobei hier keine klaren Induktor- oder Zellart-

spezifischen Unterschiede zu erkennen waren. Zu beachten ist, dass die

angegebenen Werte Ergebnisse einzelner unabhängiger Versuche waren, und

somit weder Mittelwert noch Standardfehler zu errechnen waren.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der intrazellulären Entwicklung von T.

gondii in permanenten Zellen des zentralnervösen Systems von Ratten

erforscht. Unter Verwendung dieses in-vitro Systems konnte dargestellt werden,

dass Neuronen und verschiedene Gliazellen, ähnlich wie die als Kontrolle

verwendeten Zellen der Skelettmuskulatur und fibroblastische Wirtszellen von T.

gondii sein können. Interessanterweise boten bestimmte Gliazelllinien dem

Parasiten gute Möglichkeiten zur intrazelluären Replikation, während vor allem

in den C6-Zellen ein Wachstum von T. gondii nur in geringem Maße beobachtet

wurde. Auch Bradyzoiten waren in allen Zellen nach entsprechender Zeit zu

identifizieren, so dass anzunehmen ist, dass in allen Zellen auch die Entstehung

von Toxoplasma-Zysten möglich ist.

4.1 Invasionsverhalten und Replikationsverhalten von Toxoplasma

gondii in ZNS-Zellen

Da die in-vivo Untersuchung und Erforschung einer humanen Toxoplasmose

aus ethischen und moralischen Gründen nur eingeschränkt möglich ist, werden

hierfür häufig Tiermodelle verwendet. Wenn auch das Maus-Modell eine weite

Verbreitung gefunden hat, so ist die Ratte doch aufgrund der Klinik für die

Erforschung der humanen Toxoplasmose das interessantere Versuchstier. Mit

Hinblick auf den Verlauf und die Letalität des Wirtes nach einer Infektion mit T.

gondii unterscheiden sich die üblicherweise verwendeten Mausstämme und der

Mensch erheblich. Während Mäuse häufig sowohl an einer oralen als auch

parenteralen experimentellen Infektion versterben, sind Ratten typischerweise in

der Lage, eine Toxoplasmose erfolgreich zu kontrollieren (Lecomte et al., 1992;

Creuzet et al., 1998; Dubey, 1997 & 1998b). Dennoch ist über den Verlauf einer

Toxoplasmose bzw. toxoplasmatischen Enzephalitis (TE) in der Ratte wenig

bekannt.
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben, dass in Gehirnen von

experimentell Toxoplasmen-infizierten Mäusen der größte Anteil von Zysten in

Neuronen zu beschreiben war (Ferguson et al, 1987a & b). Die Ursachen dieser

Wirtszellpräferenz und das Entstehen der Zysten-Form im ZNS ist noch

weitgehend unklar, könnte jedoch mit dem dortigen spezifischen immunologi-

schen Status zusammenhängen. In der Frühphase einer Invasion des ZNS mit

T. gondii zeigen sich deutliche Infiltrationen von T-Zellen und Zytokinausschüt-

tungen, bei üblicherweise niedrigen Konzentrationen von Zytokinen im gesun-

den Gehirn (Hunter & Remington, 1994; Dubey et al, 1998 a & b). In immunkom-

petenten Mäusen können in-vivo alle T. gondii Stämme Zysten in Astrozyten,

Neuronen und Mikroglia-Zellen bilden (Ferguson et al., 1989; Sims et al., 1989;

Chao et al., 1993a). Auch der hoch-virulente RH-Stamm, der üblicherweise

keine Zysten bildet, kann durch Hitze- oder chemische Behandlung dazu

angeregt werden (So te et al., 1994). In-vitro können Astrozyten ebenso wie

Mikrogliazellen und davon abstammende Zelllinien ein intrazelluläres Wachstum

von Tachyzoiten unterstützen, und in manchen Fällen auch die Entwicklung von

Zysten zeigen (Peterson et al., 1993; Fischer et al., 1997).

Nach Infektion der in dieser Arbeit verwendeten permanenten ZNS-Zellen der

Ratte konnten sehr deutlich intrazelluläre Tachyzoiten nach Immunfluoreszenz-

färbung gesehen werden (Abb. 1-8; Kap. Ergebnisse). Da jedoch eine Invasion

von T. gondii in allen bisher hierauf untersuchten eukaryontischen Zellen

möglich war, trat dieses Ergebnis nicht unerwartet auf (Joiner & Dubremetz,

1993). Eine Gliazelllinie (C6) war allerdings mit über 50% wesentlich häufiger

infiziert als die restlichen im dem Versuch verwendeten Zellen. Bei Versuchen

an primären ZNS-Zellen der Ratte konnte auch mit über 30% infizierten Zellen

eine deutlich erhöhte Invasionsrate bei Mikroglia ermittelt werden (Lüder et al,

1999).

Das unterschiedliche Maß der infizierten Zellen kann Ergebnis verschiedener

Parameter sein. Zellgröße, Oberflächenrezeptoren, Zellteilung sowie die
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Zytokinproduktion der infizierten aber auch der benachbarten Zellen können die

Invasionsfähigkeit des Parasiten beeinflussen.

Neuronen von Mäusen können ebenso wie Fibroblasten von Toxoplasmen

infiziert werden und eine intrazelluläre Zystenbildung zeigen (Fischer et al.,

1997). Jedoch wurde mehrfach nachgewiesen, dass Neuronen aus dem Bereich

des Hippocampus der Ratte wesentlich weniger von Toxoplasmen infiziert

wurden als die entsprechenden Astrozyten (Creuzet et al., 1998; Halonen et al.,

1996). Auch konnte nachgewiesen werden, dass Neuronen aus dem Kleinhirn

der Ratte weniger infiziert wurden als die aus dem Hippocampus stammenden

Neuronen (Fagard et al., 1999). Der topographische Ursprung der Neuronen

könnte von Bedeutung sein.

Die Größe der Neuronen von Säugetieren variiert zwischen 10-15 m. Sie sind

damit wesentlich größer als T. gondii (2-4 m). Die Größendifferenz könnte

jedoch auch der limitierende Faktor für eine bei Neuronen selten, bei Astrozyten

(100 m) allerdings häufiger beobachtete Mehrfachinfektion der Zellen sein

(Halonen et al., 1996). Ein solches Verhalten konnte bei B92 Gliazellen in dieser

Arbeit ebenfalls festgestellt werden (Abb. 3). Im Gegensatz dazu zeigten die

meisten C6 Zellen nur wenige Tachyzoiten pro Zelle. Um die Bedeutung der

Zellgröße deutlich zu machen sollte erwähnt werden, dass sich bei einer

Verdoppelung der Zelllänge das Volumen der Zellen achtfach vergrößert.

Die Unterschiede der Invasion der einzelnen Zelllinien könnte auch mit der

Ausstattung der jeweiligen Zellmembran zusammenhängen. Ein für die Invasion

des Parasiten notwendiger Oberflächenrezeptor könnte in unterschiedlicher

Qualität und Quantität vorhanden sein. Es konnte gezeigt werden, dass In-

tegrine ein wichtiges Bindungsprotein für T. gondii ist, und es wurde angeregt,

dass Laminin für das Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle nötig sei. Das

könnte teilweise eine Erklärung für die unterschiedlichen Invasionsraten sein, da

zumindest bei Neuronen im Subtyp von den meisten Säugerzellen abweichende

Integrine gefunden wurden. Jedoch auch wenn Integrine und Laminin dem
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Parasiten das Eindringen in Zellen erleichtern konnte die absolute Notwendigkeit

ihres Vorhandenseins für die Invasion nicht bewiesen werden (Joiner, 1991;

Furtado et al., 1992).

Auch der Zellzyklus der potentiellen Wirtszelle könnte von Bedeutung für das

Überwinden der Zellmembran durch T. gondii sein. In der Mitte der S-Phase

konnte ein erhöhtes Bindungsverhalten zwischen Wirtszelle und Parasit erkannt

werden. Eine Erklärung wäre auch hier die Existenz eines Rezeptors der in der

Zeit dieser Zellphase maximal exprimiert wird (Grimwood et al; 1996).

Wie schon erwähnt sind im gesunden, nicht-infizierten Gehirn nur niedrige

Spiegel an Zytokinen zu finden. Eine toxoplasmatische Enzephalitis bewirkt

jedoch einen Anstieg dieser Immunmodulatoren. Dies geschieht hauptsächlich

durch Stimulation von Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen sowie ein-

gewanderten Makrophagen und Lymphozyten (Hunter & Remington, 1994;

Däubener & Hadding, 1997). Versuche mit Injektionen von Antikörpern gegen

IFN-  sowie gegen TNF-  zeigten in-vivo, dass eine bei Mäusen bestehende

Toxoplasma-Enzephalitis sich nach Neutralisation dieser Zytokine gravierend

verschlimmerte. Daher ist anzunehmen, dass sowohl IFN-  als auch TNF-  eine

anti-parasitäre Wirkung von endogenen und eingewanderten Zellen im ZNS

vermitteln können. Während IFN-  alleine eine Infektion hemmen kann, scheint

TNF-  ebenso wie IL6 eine synergistische Wirkung mit IFN-  zu besitzen

(Hunter et al., 1994; Suzuki et al., 1996). Andere Zytokine wirken eher indirekt.

So stimulieren beispielsweise IL-1ß und IL12 bei immundefizienten Mäusen die

Produktion von IFN-  in natürlichen Killer-Zellen (Hunter et al., 1995).

Auch in-vitro scheint der Effekt von Zytokinen von der Zielzelle abhängig zu

sein. In Mikrogliazellen der Maus hemmt IFN-  und TNF-  die Infektion von T.

gondii durch ein intrazelluläres Abtöten der Parasiten (Chao et al., 1993a). In

humanen Glioblastom-Zellen und Pigment-Zellen der Retina, die ebenfalls

neuralen Ursprungs sind, wird durch Induktion der IDO (Indolamine-2,3-

dioxygenase) eine Reduktion von Tryptophan und somit ein Mangel dieser für

den Parasiten lebenswichtigen Aminosäure erzeugt. Mikroglia-Zellen der Maus
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zeigen in solcher Situation jedoch eine Erhöhung der Produktion von Stickstoff-

moxid (NO) (Chao et al., 1993b). Während in humanen Astrozytomzelllinien die

alleinige Gabe von TNF-  ausreicht, wird bei primären Astrozyten dieser

Spezies die Anwesenheit von TNF-  und IFN-  benötigt, um das Parasiten-

wachstum zu hemmen (Pelloux et al., 1996). Auch diese Hemmung geschieht

entweder durch Induktion von IDO, oder durch eine gesteigerte NO-Produktion

(Peterson et al., 1995; Fischer et al., 1997b). Man nimmt an, dass NO als

Trigger für die Konversion von Tachy- zu Bradyzoiten wirkt, und somit als

Verstärker der Zystenbildung fungiert (Gross et al., 1996).

Insgesamt können zwei Wege der Immunantwort beschrieben werden: erstens

das intrazelluläre Abtöten des Parasiten in Mikrogliazellen, sowie zweitens eine

Zystenbildung vornehmlich in Astrozyten. Ausgehend davon, dass die in dieser

Arbeit verwendeten C6-Zelllinien eher den mikroglia-ähnlichen Teil und B92

eher den Astrozyten-Anteil von Gliazellen repräsentieren, können oben

genannte Beobachtungen in den permanenten ZNS-Zellen der Ratte bestätigt

werden. C6 zeigten wie Mikroglia eine hohe Infektionsrate mit intrazellulär

jedoch reduziertem Wachstum der Parasiten, wobei in B92 mit einer wesentlich

geringeren Invasionsrate mehr Toxoplasmen in den parasitophoren Vakuolen zu

erkennen waren.

Auch stammspezifische Unterschiede der Erreger können die Infizierbarkeit von

Wirtszellen jeglicher Herkunft beeinflussen. Das intrazelluläre Wachstums-

verhalten der Parasiten wird entscheidend von der Virulenz des Erreger-

Stammes geprägt. Avirulente Stämme zeigen in Astrozyten ein geringeres

Replikationsverhalten als in Mikroglia-Zellen (Fagard et al., 1999). Solche

Unterschiede sind bei virulenten Stämmen wie z. B. RH nicht nachzuweisen

(Fischer et al, 1997a). Andererseits wurden bei humanen Astrozytom-Zellen

nach Infektion mit verschiedenen Stämmen von T. gondii eine ähnliche

Expression von Zytokin-Kombinationen induziert (Pellox et al., 1994). Die in

dieser Arbeit verwendeten Parasiten vom Stamm NTE sind Mäusen und Ratten
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gegenüber zwar avirulent, jedoch gut für eine Zystenbildung geeignet (Gross et

al, 1991).

Die Fähigkeit der Wirtszelle zur Phagozytose wäre eine weitere Erklärung für die

hohe Anzahl einzelner intrazellulär gelegner Parasiten. Typischerweise in

Makrophagen, aber auch in Mikrogliazellen ist diese Eigenschaft Teil der anti-

mikrobiellen Aktivität dieser Zellen. Zusätzlich zur aktiven Aufnahme wird

anschließend der Erreger intrazellulär nicht nur an der Replikation gehemmt

sondern zumeist auch lysiert und damit abgetötet. Solches Verhalten ist bei

zahlreichen Zelllinien beschrieben, so auch bei den hier benutzten Zelllinien C6

und 33B (Band & Talwar, 1986; Band et al, 1986a; Band et al, 1987b; Beaman &

Beaman, 1994; Zimmer, 1995). Die Infektionsversuche nach Hemmung der

Phagozytosefähigkeit mittels Glutaraldehyd konnten diese Ergebnisse jedoch

nur teilweise bestätigen. Während in allen Zelllinien eine deutlich geringere

Infektionsrate nach Vorbehandlung der Zellen mit Glutaraldehyd zu beobachten

war zeigten sich bei der C6-Zelllinie nur geringe Unterschiede. Dies spricht

dafür, dass die intrazellulär in C6 vorhandenen Parasiten nicht durch

Phagozytose aufgenommen wurden, sondern durch aktive Invasion des

Parasiten, was eine präferentielle Infektion der C6-Zelllinie vermuten lässt.

4.2 Stadienkonversion von Toxoplasma gondii in ZNS-Zellen

Die Entwicklung einer chronischen Toxoplasmose ist eng verknüpft mit der

Differenzierung von Tachyzoiten zu Bradyzoiten bzw der Entstehung von

Zysten. Wie schon erwähnt sind diese vorzugsweise im Gehirn aber auch in

Muskelgewebe zu finden. Elektronenmikroskopische Analysen zeigten, dass

dieser Vorgang innerhalb von 3 Wochen nach Einsetzten der spezifische

Immunantwort abgeschlossen ist. Zysten waren hauptsächlich in Neuronen zu

sehen (Ferguson & Hutchinson, 1987a & b; Sims et al., 1989). Es bleibt in

diesen in vivo Studien jedoch unklar, ob diese bevorzugte Lokalisation Ergebnis

einer erleichterten Zysten-entwicklung in Neuronen ist, oder ob alle ZNS-Zellen



Diskussion 51

hierzu fähig sind. Es wäre auch denkbar, dass nicht-neuronale infizierte Zellen

immunologisch eliminiert werden, während Neuronen mit intrazellulären Zysten

hiervon verschont werden um die Funktion des ZNS aufrecht zu erhalten. Die

Unfähigkeit von Neuronen, Antigene MHC II-vermittelt zu präsentieren,

unterstüzt diese Theorie (Shrikant & Benveniste, 1996). Es gibt bereits mehrere

Studien, die gegen die Annahme einer selektive Zystenbildung in Neuronen

sprechen. Durch Verwendung von Bradyzoiten- oder Zystenwand-spezifischen

Antikörpern konnte sowohl in humanen als auch in murinen Gliazellen

Stadienkonversion als auch Zystenbildung dargestellt werden (Jones et al.,1986;

Halonen et al., 1996; Fischer et al., 1997; Lüder et al., 1999).

Mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers (mAk) war es möglich, in dieser Arbeit

die Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten zu verfolgen. Hierzu

wurde der bradyzoitenspezifische mAk DC11 verwendet (Gross et al., 1995).

Die Entstehung von Bradyzoiten wurde mit und ohne Zugabe von Induktoren der

Stadienkonversion untersucht, so dass auch das Beurteilen einer spontanen

Stadienkonversion möglich war. Als Induktor wurde unter anderem IFN-  in

verschiedenen Konzentrationen verwendet. IFN-  ist als Trigger der Stadien-

konversion ein essentieller Mediator sowohl zur Überwindung einer akuten als

auch zur Verhinderung einer toxoplasmatischen Enzephalitis notwendig

(Subauste & Remington, 1991; Bohne et al., 1993a). Daher wurde der Einfluss

von IFN-y auf die Stadienkonversion auch den hier verwendeten Zelllinien unter-

sucht.

In murinen Makrophagen wird nach Aktivierung mit IFN-  und LPS die

Expression einer NO-Synthase induziert, die große Mengen an NO bildet (Ding

et al., 1988). NO wirkt in hohen Konzentrationen mikrobizid auf Parasiten; in

geringen Konzentrationen führt es zu einer verminderten Parasitenreplikation

(Adams et al., 1990; Liew & Cox, 1991; Kolb & Kolb-Bachofen, 1992). In

humanen Fibroblasten hingegen wird durch IFN- -Behandlung das Enzym

Indolamin-2,3-Dioxygenase induziert. Dieses Enzym baut Tryptophan zu N-

Formylkynurein ab und verursacht dadurch einen intrazellulären Tryptophan-

mangel. Der Mangel dieser essentiellen Aminosäure bewirkt eine Hemmung der
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Toxoplasmenreplikation (Pfefferkorn et al, 1986). Es ist bekannt, dass Lipopoly-

saccharid oder TNF-  synergistisch mit IFN-  eine NO-Bildung in Makrophagen

besonders effektiv induziert (Langermans et al., 1992; Sibley et al, 1991). Die

NO-Bildung kann in IFN- /LPS behandelten Makrophagen an verschiedenen

Punkten der Signalkette inhibiert werden, dementsprechend sind verschiedene

Inhibitoren der NO-Produktion beschrieben.

L-Arginin, genauer gesagt seine terminale Aminogruppe dient als Subtrat für die

NO-Produktion. Ein Analogon für dieses L-Arginin ist NMMA (Adams et al, 1990;

Liew & Cox, 1991; Noack & Murphy, 1991). Somit würde NMMA eine durch

IFN-  oder LPS induzierte NO-Produktion inhibieren, so dass ein ungehemmtes

Parasitenwachstum stattfinden würde.

Eine zentrale Rolle von NO könnte durch die exogene Gabe von NO verifiziert

werden. Natriumnitroprussid (SNP) bildet spontan NO und ist geeigneter NO-

Donor für in-vitro Zellkulturversuche (Noack & Murphy, 1991; Dimmeler et al,

1993).

In aktivierten Makrophagen führt die hohe Konzentration von NO zur Inhibierung

von Proteinen, die an der mitochondrialen Atmungskette beteiligt sind (Drapier &

Hibbs, 1988). Oligomycin ist ein weiterer Inhibitor der Atmungskette, der direkt

die ATPase der Mitochondrien hemmt. Ebenfalls ein Inhibitor der Atmungskette

ist Myxothiazol, der den Elektronentransport der Mitochondrien hemmt (Tomavo

& Boothroyd, 1995).

Die oben genannten potentiellen Induktoren der Stadienkonversion von T. gondii

wurden in den Kombinationen und Konzentrationen eingesetzt, in denen sie in

primären Makrophagen der Maus eine Bildung von Bradyzoiten deutlich indu-

zierten (Bohne et al, 1993 a & b).

Sowohl 4 als auch 6 Tage nach Infektion der Zellen mit T. gondii konnten in

allen Gliazelllinien ebenso wie in neuronalen Zellen Bradyzoiten mittels Immun-

fluoreszenzfärbung dargestellt werden. Auch in der Muskelzellline L6C10, sowie

in den Phäochromozytom-Zellen PC12 und den Ratten-Fibroblasten waren

Bradyzoiten intrazellulär zu finden.

Eine bevorzugte Lokalisation der Bradyzoiten in Neuronen war weder in dieser

Arbeit als auch in Versuchen mit primären ZNS-Zellen nicht zu beobachten
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(Lüder et al., 1999). Der Einsatz von IFN-  in Konzentrationen von 25, 50 und

100 U/ml auch kombiniert mit LPS 10 ng/ml konnte die Rate von Bradyzoiten

nicht steigern. Ebenso ergab die Addition von je 100 m NMMA oder 50 ng/ml

TNF-  addiert zur eingesetzten Höchst-Dosis von IFN- , (100 U/ml) keinen

Unterschied in der Expression von bradyzoitenspezifischen Antigenen. Oli-

gomycin und Myxothiazol als Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette

konnten ebenso wie der exogene NO-Donor SNP nur maximal 2-3% brady-

zoiten-spezifisch gefärbte Toxoplasmen je Zelllinie aufweisen. Bei drei unab-

hängigen Versuchen lag jedoch die prozentuale Anzahl von intrazellulären

Bradyzoiten in allen Zelllinien zwischen 0 und 9%. Diese Werte entsprechen der

spontanen Stadienkonversionrate, so dass bei den in dieser Arbeit verwendeten

Zelllinien keine induzierbare Stadienkonversion zu beschreiben war (Bohne et

al., 1994).

4.3 Vergleich verschiedener Versuchsmodelle zur Untersuchung von

Toxoplasma gondii

Zur Erforschung der Toxoplasmose sowie anderen erregerbedingten Er-

krankungen stehen im Prinzip drei Modellmöglichkeiten zur Verfügung. Zu

unterscheiden sind grundsätzlich in-vivo und in vitro Modelle.

Im Tiermodell wird das Versuchstier auf unterschiedliche Arten mit dem zu

untersuchenden Erreger infiziert und dann, nach gewünschten Zeiträumen, das

Tier getötet. Die Organe des infizierten Organismus werden entsprechend der

Fragestellung untersucht. Dieses Modell hat den Vorteil, dass z.B. eine

Toxoplasmose in geschlossenen Organsystemen mit den vorhandenen

Interaktionen der beteiligten Zellen erforscht werden kann. Da die Differen-

zierung dieser Vorgänge jedoch oft sehr schwierig ist, kann darin allerdings auch

ein Nachteil gesehen werden. Ein zusätzliches Problem ist die Auswahl einer

geeigneten Versuchstierspezies: Arten, die den Menschen besonders nahe-

stehen wie z.B. Menschenaffen sind aus ethisch-moralischen und gesetzge-

berischen Gründen nur in eigenschränktem Umfang möglich, dagegen ist die
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Übertragbarkeit von Versuchergebnisse der üblicherweise verwendeten

Nagetiermodelle auf die Situation beim Menschen häufig problematisch. Bei der

Toxoplasmose ist das Maus-Modell weit verbreitet. Mäuse sind leicht zu halten

und es gibt mittlerweile eine große Menge genetisch unterschiedlich determi-

nierter Stämme, die eine multiple Variation der Versuchsbedingungen erlauben.

Im Verlauf einer Toxoplasmose jedoch weisen Mensch und Maus erhebliche

Unterschiede auf, so dass eine Vergleichbarkeit oft sehr schwierig ist. Während

die meisten Maus-Stämme eine einfache Toxoplasmen-Infektion nicht überle-

ben, ist bekanntlich der Verlauf im Menschen in der Regel inapparent. Ein unter

diesem Aspekt wohl besseres Modell wäre die Verwendung von Ratten als

Versuchstiere. Da dieses in-vivo Modell weniger Verbreitung findet, ist die oben

genannte Variation der Versuchsbedingungen aufgrund der bisher geringeren

Erkenntnisse noch eingeschränkt.

Eine weitere Möglichkeit T. gondii intrazellulär zu studieren, ist das Verwenden

von primären Zellen. Hier werden Zellen aus den gewünschten Organen eines

gewählten Wirtsorganismus entnommen und anschließend in-vitro kultiviert. Bei

dieser Methode ist die Übereinstimmung der einzelnen Zellen mit der in-vivo-

Situation in Abhängigkeit des Zelltyps und der Kulturdauer zumindest teilweise

gegeben. Ein komplexes Zusammenwirken des gesamten Organismus auf eine

in-vitro erzeugte Infektion ist aufgrund der Isolation des Gewebes vom

ursprünglichen Lebewesen natürlich nicht möglich. Bei der Betrachtung und

Erforschung einzelner Zellarten, weist diese in-vitro Methode mit primären Zellen

gelegentlich Schwierigkeit auf. Eine Isolation einzelner Zellarten aus den

Verband des Organsystems ist oftmals sehr schwierig bis unmöglich. Zudem ist

die präparatorisch bedingte Gefahr einer Kontamination mit Zellen des Bluts und

anderer Begleitflora gegeben.

Hier zeigt sich der Vorteil von Zellkulturversuchen mit permanenten Zelllinien.

Meist durch chemische Tumorinduktion immortalisierten Zellen können isoliert

als einzelne Zelllinien in Kultur genommen und gehalten werden. Dieses

ermöglicht spezifische Untersuchungen an diesen Zellen mit oder ohne deren

Infektion. Bis zu einem gewissen Maß ist eine Erzeugung von in-vivo-ähnlichen

Situationen durch Kombination mit Zelllinien anderer Art und, wie hier
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durchgeführt, durch Zugabe von Wachstumsfaktoren und Induktoren möglich.

Auch ist die Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Forschungsgruppen unter

Verwendung der gleichen Zelllinien leichter möglich. Nachteile bieten sich bei

dieser Methode jedoch gerade darin, dass die komplexen Vorgänge in einem

kompletten Wirtsorganismus vor als auch nach einer Infektion mit einem Erreger

auf diesem Wege nicht zu simulieren sind. Auch gilt es zu beachten, dass die

Behandlung zur Tumorinduktion Differenzen zur Ursprungs-Zelle erzeugt, die

sich auch im Versuchverhalten zeigen könnten.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Infektionsversuche an ZNS-Zelllinien der

Ratte zur näheren Betrachtung der Fähigkeit von Toxoplasma gondii zur In-

vasion, Replikation und Stadienkonversion zeigten, dass an dem hier etablierten

Modell mit permanenten Zellen differenzierte Aussagen über spezifische

Fragestellungen möglich sind. Zur besseren Interpretation der Ergebnisse wäre

allerdings eine weitergehende Erforschung der Zelllinien wünschenswert und

sollte Gegenstand weitere Untersuchungen sein. Die Möglichkeit eines Ersatzes

der in-vitro Verfahren mit primären Zellen oder der Tierversuche ist jedoch nicht

zu erkennen. Vielmehr können in dem hier etablierten Modell einfachere,

isolierte Fragestellungen bezüglich des intrazellulären Verhaltens eines Erregers

beantwortet werden, während die Erforschung komplexerer Zellsysteme eher

eine Domäne der oben erwähnten Verfahren ist.
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5. Zusammenfassung

Durch zunehmendes Auftreten von erworbenen Immunschwächen bei HIV-

Infektionen oder Chemotherapien gewinnt die Toxoplasmen-Enzephalitis zuneh-

mend an Bedeutung. Der in Zystenform hauptsächlich im Gehirn persistierende

Erreger überwindet hierbei die Immunabwehr und führt so reaktiviert häufig zu

einem letalen Ausgang der Erkrankung. Diese zerebralen Zysten von T. gondii

sind deshalb seit längerem Gegenstand der Forschung und konnten bei in-vivo

Versuchen in der Mehrheit in Neuronen lokalisiert werden. Allerdings konnten

auch andere Zellen des ZNS wie Mikroglia oder Astrozyten als mögliche

Wirtszellen des Parasiten identifiziert werden.

Neben bereits bestehenden in-vitro Untersuchungen an primären ZNS-Zellen

von Mäusen und Ratten wurde in dieser Arbeit ein weiteres Verfahren mit

permanenten ZNS-Zelllinien der Ratte etabliert. Es sollte überprüft werden, ob

das intrazelluläre Verhalten von T. gondii in diesen permanenten ZNS-Zelllinien

vergleichbar ist mit dem in primären Zellen oder in-vivo Versuchen.

Drei Gliazelllinien (C6, B12, B92) und zwei Zelllinien neuronalen Ursprungs

(B50, B65) wurden neben einer Muskelzelllinie (L6C10), einer Schwannom-

zellline (33B) und einer Phäochromozytomzelllinie (PC12) hinsichtlich der

Invasions- und Replikationsfähigkeit sowie der Möglichkeit zur Stadienkonver-

sion von Toxoplasma gondii nach einer Infektion dieser Zellen untersucht.

Neben recht gleichmäßigen Ergebnissen für Invasion und Replikation des

Parasiten in Neuronen, zeiget sich in der Gruppe der Gliazelllinien diesbezüglich

heterogenes intrazelluläres Verhalten von T. gondii. Eine Stadienkonversion war

spontan in allen Zelllinien ohne präferentielle Unterschiede nachweisbar,

während eine klare Induktion zur gesteigerten Bildung von Bradyzoiten nicht zu

erkennen war. Somit eignet sich nachweislich dieses Infektionsmodell mit

permanenten ZNS-Zelllinien der Ratte zur Untersuchung spezifischer Frage-

stellungen in Hinblick auf das Verhalten von T. gondii in isolierten Zellen. Da

Unterschiede zu primären Zellen bestehen, ist die Verwendung von Zelllinien
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jedoch kein Ersatzverfahren für den Einsatz von primären Zellen oder in-vivo

Versuchen.
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7. Abkürzungen

Ak Antikörper

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

FCS Fetales Kälberserum

GA Glutaraldehyd

h Stunde

IDO Indolamin-2,3-dioxygenase

IFN Interferon

IFT Immunfluoreszenztest

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

mAk monoklonaler Antikörper

NGF nerve-growth-factor

NMMA N-monomethyl-L-Arginin

NO Nitrooxid

PBS Phosphat-Pufferlösung

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

U/min Umdrehungen pro Minute

U/ml Units pro Milliliter

ZNS Zentralnervöses System



Danksagung

Hiob Kap. 38-42

Meiner Familie und meinen Freunden danke ich für die permanente persönliche

Ermutigung während dieser Arbeit und für ihre Geduld.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. U. Groß für die Überlassung

des interessanten Themas und seiner stets freundliche Unterstützung.

Ebenso bedanke ich mich bei Herrn Dr. rer. nat. C. Lüder für die hervorragende

Betreuung während dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. med. R. Gold danke ich für die freundliche Übernahme des

Korreferats.



Lebenslauf

von Tobias Michael Abele Stuttgart, Juni 2002

Wohnhaft: Vogelsangstr. 76
70197 Stuttgart

Geburt: 05.06.1972 in Besigheim

Vater: Eberhard Karl Abele
Mutter: Margrit Abele geb. Knoll

1978 – 1982 Grund- und Hauptschule Besigheim

1982 – 1988 Realschule Besigheim

1988 – 1991 Wirschaftsgymnasium Bietigheim-Bissingen

Juli 1991 – September 1992:

Grundwehrdienst
Sanitätsdienst Horb am Neckar bzw. Ludwigsburg

Studium der Medizin:

Mai 1993 – April 1994 Ludwig-Maximilian Universität München

Mai 1994 – Oktober 1999 Julius-Maximilian Universität Würzburg

Oktober 1999 – Oktober 2000 Eberhard Karls Universität Tübingen
Medizinisch-praktisches Jahr

Kinderheilkunde Olgahospital Stuttgart

Chirurgie Diakonissenkrankenhaus Stuttgart

Innere Medizin Diakonissenkrankenhaus Stuttgart

November 2000 3. Staatsexamen

Dezember 2000 – Mai 2002 Arzt im Praktikum
Chirurgische Klinik
Diakonissenkrankenhaus Stuttgart

Gez T. Abele


