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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Toxoplasma gondii

T. gondii ist ein weltweit verbreiteter, obligat intrazellularer Parasit und zahlt zu den
am haufigsten vorkommenden parasitaren Infektionserregern [1]. Toxoplasmen
gehdren dabei wie auch Eimerien, Cryptosporidien und Plasmodien zum Stamm der
Apicomplexa sowie der Klasse der Sporozoa. Da sich Toxoplasmen im Vergleich zu
anderen Apicomplexa genetisch leicht manipulieren und in Zellkulturen in groBem
MaBstab vermehren lassen, wird T. gondii haufig als Modellorganismus fir die
Apicomplexa-Forschung verwendet [2, 3].

Es existieren drei Stadien von T. gondii, die durch einen komplexen Lebenszyklus
miteinander verbunden sind und einen fakultativen Wirtswechsel einschlieBen
(Abbildung 1). Mensch und Tier kénnen sich dabei durch den Verzehr von
zystenhaltigem Fleisch oder durch die Aufnahme von Oozysten mit T. gondii

infizieren [4, 5].

) Gewebezyste

? Tachyzoit
@ Oozyste

SPOROGONIE SCHIZOGONIE

w @ sporulierte Oozyste

©

3

GAMOGONIE

Abbildung 1: Entwicklungszyklus von T. gondii. (1) Die orale Infektion mit T. gondii erfolgt
hauptsachlich durch den Verzehr von zystenhaltlgem Fleisch und Gewebe. (2) Tachyzoiten
disseminieren daraufhin im Kérper des Zwischenwirtes (Mensch, Nutztiere, Nager etc.) und
vermehren sich asexuell durch Endodyogeny. Unter dem Einfluss des Immunsystems bilden sich
wiederum Gewebezysten. (3) Bei der Infektion einer Katze als Endwirt von T. gondii durchlaufen
Tachyzoiten verschiedene Fortpflanzungsstadien, welche zur Ausscheidung von Oozysten fiihren. (4)
Sporulierte Oozysten sind sowohl fir den End- als auch fir den Zwischenwirt eine Infektionsquelle.
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Einleitung

Tachyzoiten stellen eine sich schnell replizierende Form des Parasiten dar, die im
gesamten Wirtsorganismus disseminieren und Wirtszellen durch aktive Penetration
infizieren kénnen [6] (Abbildungen 2A, B). Dabei entsteht in der Wirtszelle eine
parasitophore Vakuole, die dem Parasiten Schutz vor dem Immunsystem bietet [7].
Die asexuelle Vermehrung des Parasiten erfolgt durch sogenannte Endodyogenie,
bei der im Inneren einer Mutterzelle zwei Tochterzellen gebildet werden (Abbildung 1,
Abbildung 2C) [3]. Unter dem Einfluss der kérpereigenen Immunantwort wandeln sich
intrazellulare Tachyzoiten in sich langsam vermehrende Bradyzoiten um, die v. a. in
Zellen des ZNS und der quergestreiften Muskulatur in Gewebezysten persistieren.
Gewebezysten stellen dabei die zweite infektidse Form des Parasiten dar [8, 9]. Die
sexuelle Vermehrung von T. gondii vollzieht sich ausschlieBlich im Darm von Katzen
durch Proliferation des Parasiten in Darmepithelzellen (Schizogonie, Zerfallsteilung)
und Bildung von Makro- und Mikrogameten (Gamogonie) (Abbildung 1) [3]. Durch
Vereinigung von Makro- und Mikrogameten entstehen befruchtete Eizellen, die
wahrend des Vorgangs der Sporogonie reifen und in ihrem Inneren infektiése
Sporozoiten entwickeln (Abbildung 1, Abbildung 2D). Diese sporulierten Oozysten
werden anschlieBend von Katzen ausgeschieden und stellen die dritte infektidse
Form von T. gondiidar [10, 11, 12].
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Abbildung 2: Infektidse Formen von T. gondii. (A) Aktive Infektion von humanen Hirnendothelzellen
durch T. gondii-Tachyzoiten des RH-Stammes (TEM, 57.000-fache VergroBerung). (B) Nach der
Infektion wird der Tachyzoit von einer parasitophoren Vakuole umgeben, in der die asexuelle
Vermehrung stattfindet (TEM, 38.000-fache VergréBerung). (C) Asexuelle Vermehrung von GFP-
exprimierenden T. gondii-Tachyzoiten (griin) in einer parasitophoren Vakuole. Bei der Proliferation
entstehen durch Endodyogenie aus einer Mutterzelle jeweils zwei Tochterzellen (diinner Pfeil). Diese
ordnen sich bis zur Lyse der parasitophoren Vakuole charakteristischerweise in Rosettenform an
(dicker Pfeil). Zellkerne sind blau dargestellt. (D) Sporulierte Oozyste mit je zwei Sporozoiten (Pfeil).

1.2 Stammspezifische Unterschiede bei Toxoplasma gondii

Die in Europa und Nordamerika verbreiteten Toxoplasmen kénnen hauptséachlich in
drei klonale Linien unterteilt werden (Typen I, 1l und Ill). Toxoplasma-Infektionen
beim Menschen erfolgen zumeist durch Typ II-Stdmme [13]. Es ist bisher nicht
ausreichend geklart, ob unterschiedliche Stdamme auch fir unterschiedliche
Krankheitsbilder beim Menschen verantwortlich sind, jedoch scheint der Typ II-
Stamm bei AIDS-Patienten sowie konnatalen Infektionen zu dominieren [14, 15, 16].
Die Virulenz der klonalen Linien im Tiermodell ist unterschiedlich; Typ I-Stdamme
gelten im Mausmodell als virulent (letale Dosis (LD1go) entspricht einem Parasiten),
wahrend Typ Il- und Typ IlI-Stdmme als avirulent (mittlere letale Dosis (LDso)
entspricht = 10° Parasiten) gelten [14, 17, 18, 19]. Die drei klonalen Linien von
T. gondii kdnnen zusatzlich anhand ihres Wachstums- und Migrationsverhaltens

unterschieden werden [19]. Die Unterschiede im Virulenzverhalten werden auf
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Rhoptrienproteine (ROPs) zurtickgefiihrt, welche von apikal gelegenen Organellen
(Rhoptrien) des Parasiten sezerniert werden [20, 21]. Der RH-Stamm von T. gondii
wird haufig als Modellorganismus fir Typ I-Stdmme verwendet, wéhrend der ME49-

Stamm als Beispiel fir Typ lI-Stdmme eingesetzt wird [22].

1.3 Infektion mit Toxoplasma gondii

Eine Infektion mit 7. gondii kann auf unterschiedlichste Arten erfolgen. Rohes oder
ungenligend gekochtes Fleisch bildet durch darin enthaltene Gewebezysten eine
haufige Infektionsquelle [23]. Ebenso fiilhren mit Oozysten kontaminierte
Lebensmittel oder kontaminiertes Wasser zur Aufnahme des Parasiten [24, 25]. De
Craeye et al. konnten zeigen, dass ein Viertel der untersuchten Katzen in Belgien
seropositiv fir T. gondii-Antikérper waren [26]. Bei einer konnatal erworbenen
Toxoplasmose wird ein Fdtus bereits im Mutterleib infiziert. Die Ubertragung des
Parasiten erfolgt fast ausschlieBlich bei Frauen, die wahrend der Schwangerschaft
erstmalig infiziert werden [27]. Weitere Infektionsgefahr geht von der Transplantation
infizierter Organe, der Transfusion infizierter Blut- und Leukozytenkonserven [28, 29,
30] oder der Handhabung isolierter Parasiten in Laboratorien aus [31].

Bei AIDS-Patienten, die aufgrund des Zusammenbruchs der spezifischen Immunitat
den Erreger nicht mehr kontrollieren kénnen, entwickelt sich als h&ufigste Art der
ZNS-Infektionen eine Toxoplasma-Enzephalitis (TE). Als kritisch gilt hierfir ein Wert
von unter 100 CD4"-Zellen pro pL Blut [32]. Untersuchungen von Grant et al.
ergaben, dass circa ein Drittel der mit T. gondii infizierten HIV-positiven Patienten im
Verlauf ihrer Erkrankung eine TE entwickeln [33]. Aufgrund der geringeren
Seropravalenz erkranken in den USA etwa 3% bis 10% der AIDS-Patienten an TE,
wahrend in Europa und Afrika aufgrund der héheren Seroprevalenz sogar 25% bis
50% der AIDS-Patienten erkranken [34]. Zusatzlich zur Entwicklung einer TE oder
der Schadigung des ungeborenen Kindes kann sich die Infektion mit T. gondii sowohl
pranatal als auch postnatal in einer Toxoplasma-Chorioretinitis manifestieren [35,
36]. In neueren Studien mehren sich die Hinweise, dass das Vorhandensein von
T. gondii im Gehirn auch psychologische Verédnderungen des Wirtes nach sich zieht
[37, 38, 39]. Dabei konnte das Auftreten von bestimmten Formen der Depression und
Schizophrenie in einer T. gondii-Infektion begriindet sein [40, 41].
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1.4 Zerebrale Toxoplasmose

Erfahren latent infizierte Personen eine Immunsuppression (AIDS, Tumor- und
Transplantationspatienten) kann es zum Aufbrechen der im Gehirn vorhandenen
Toxoplasmazysten und einer Proliferation von Tachyzoiten kommen. Dies resultiert
unter Umstanden in einer unbehandelt tédlich verlaufenden Reaktivierungs-
toxoplasmose mit Enzephalitis und Dissemination des Parasiten im gesamten
Organismus [27]. Die Produktion von IFNy ist eine wichtige Voraussetzung fir das
Immunsystem, um sowohl eine akute als auch ein chronische Infektion mit T. gondii
zu kontrollieren. Als primare Antwort auf eine Infektion sezernieren Makrophagen,
neutrophile Granulozyten sowie dendritische Zellen (DCs) das proinflammatorische
Zytokin IL-12, welches wiederum essentiell flr die Induktion einer IFNy-Produktion ist
[42]. Aktivierte antigenprasentierende Zellen wie DCs und Monozyten induzieren
zusammen mit IFNy die Proliferation von CD4"- und CD8"-T-Zellen, die fir die
effektive Kontrolle einer T. gondii-Infektion unerlasslich sind [43]. Bei einer akuten
Toxoplasma-Enzephalitis wandern sowohl Monozyten als auch CD4*- und CD8*-T-
Zellen in das Gehirn [44]. Durch entsprechende IFNy-Sekretion werden wiederum
residente Mikrogliazellen und Astrozyten aktiviert [45, 46], die verschiedene
Mechanismen zur Abwehr des Parasiten induzieren. Mikrogliazellen stellen dabei
eine Makrophagenpopulation im Gehirn dar, die eine entscheidende Rolle bei der
Pravention einer TE spielt [47]. Aktivierte Mikroglia sezernieren die Zytokine IL-10,
TNFa sowie IFNy und exprimieren neben MHC lI-Molekilen auch LFA-1 und ICAM-
1, die als Adhasionsmolekile dienen kénnen [48, 49, 50]. Ebenso wie bei Mikroglia
ist bei dendritischen Zellen die Produktion von NO ein wichtiger antiparasitarer
Mechanismus [51, 52]. Astrozyten sind neben Neuronen am haufigsten Wirtszellen
fir Toxoplasmazysten im Gehirn. Sie inhibieren das Wachstum des Parasiten durch
die Bildung von reaktiven Sauerstoffintermediaten, der Aktivierung der Indolamin-2,3-
dioxygenase (IDO, Abbau von Tryptophan) oder der Wirkung von kleinen GTPasen
wie IGTP [53, 54, 55]. Die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) bilden eine
bedingte Barriere bei der Neuroinvasion durch T. gondii. Eine IFNy-induzierte IDO-
Aktivierung in Endothelzellen hemmt somit von Beginn an die Ausbreitung des
Parasiten in das Gehirn [56]. Strack et al. konnten bei Mausen mit TE nachweisen,
dass Astrozyten Hauptproduzenten der chemotaktisch aktiven Zytokine IP-10 und

MCP-1 sind, wahrend aktivierte Mikroglia und in das Gehirn infiltrierte Leukozyten
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weitere Chemokine sezernieren [57]. Diese Chemokinsekretion ist wiederum
verantwortlich fir eine verstarkte Neuroinvasion durch Leukozyten [58].

1.5 Barrieren des zentralen Nervensystems (ZNS)

Der zellulare und molekulare Austausch an den Grenzflachen zwischen Biut,
neuronalem Gewebe des zentralen Nervensystems sowie den flissigkeitsgeflllten
Bereichen des Gehirns wird im Wesentlichen tber drei Barrieren kontrolliert [59]:

1. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) wird von den zerebrovaskularen Endothelzellen
des Gehirns gebildet und unterbindet einen ungehinderten Austausch zwischen Blut
und dem Gehirnparenchym bzw. der interstitiellen Flissigkeit, welche die Zellen des
Gehirns umgibt.

2. Die Epithelschicht des Plexus choroideus reguliert den Stoffaustausch
zwischen Blut und der Zerebrospinalflissigkeit im dritten und vierten sowie den
lateralen Ventrikeln.

3. Das arachnoidale Epithel bildet eine Barriere zwischen Blut und dem mit

Zerebrospinalflissigkeit gefiillten Subarachnoidalraum.

1.5.1 Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Die BHS ist eine funktionelle und strukturelle Barriere, die in erster Linie durch
hochspezialisierte mikrovaskulare Endothelzellen gebildet wird. Die Endothelzellen
interagieren mit perivaskularen Strukturen wie Perizyten, Mikroglia, Makrophagen
sowie Astroglia und erlangen dadurch charakteristische Eigenschaften, die anderen
Endothelzellen des Kérpers fehlen (Abbildung 3). Astrozyten unterstiitzen durch die
Sekretion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Steroiden die Aufrechterhaltung
von Barrierefunktionen wie geringer Permeabilitdt und hohem transendothelialem
Widerstand [60, 61]. In-vitro-Modelle, die neben Endothelzellen und Astrozyten auch
Perizyten miteinbeziehen, erreichen dabei den gréBten transendothelialen
Widerstand [62]. Diese neurovaskulare Einheit ist essentiell fir die Funktion des
zentralen Nervensystems. In seinen ,Arbeiten zum Sauerstoffbedirfnis des
Organismus*” stellte Paul Ehrlich bereits 1885 fest, dass das Gehirn trotz intravendser
Farbstoffinjektion keine Farbung aufwies [63]. Ohne Wissen Uber die BHS flhrte er
seine Beobachtungen auf die ,Feinmaschigkeit® des Organs zurick. Tats&chlich

schitzt die BHS das Gehirn vor Schwankungen in der Zusammensetzung der

15



Einleitung

Plasmakomponenten sowie vor dem Eintritt potentiell schadlicher Moleklle und
Zellen. Durch spezifische Rezeptoren und Transportproteine bedient die BHS
zusatzlich die Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen und unterstitzt die
Entsorgung von Stoffwechselendprodukten (Uber den Blutkreislauf. Weitere
charakteristische Eigenschaften dieser Endothelzellen sind ein stark eingeschrankter
lonenaustausch mit dem Blut, eine geringe pinozytotische Aktivitat und fehlende
Fenestrierungen der Endothelzellen [64, 65, 66]. Die Bereiche zwischen den
Endothelzellen, die sogenannten Tight junctions, sind durch verschiedene Tight
junction-Proteine fest miteinander verbunden und kontrollieren somit den
parazellularen Flux von Immunzellen und kleinen hydrophilen Molekulen (Abbildung
4A). GroBe hydrophile Molekile wie Peptide und Proteine werden durch
rezeptorvermittelte, transportervermittelte oder adsorptionsvermittelte Transzytose
aufgenommen. Gasférmige Molekile und lipophile Substanzen wie Ethanol kénnen
durch die Lipidmembran der Endothelzellen diffundieren [67, 68].

Abbildung 3: Querschnitt durch die BHS. Das Lumen der zerebralen Mikrokapillaren wird von
spezialisierten Endothelzellen (rot) ausgekleidet, welche fir die charakteristischen Eigenschaften der
BHS verantwortlich sind und die erste Barriere fiir extravasierende Leukozyten (wei3) darstellen. Die
einzelnen Endothelzellen sind durch Tight junctions fest miteinander verbunden. Eingebettet in die
Basallamina (rosa) liegen Perizyten (violett) eng an den Endothelzellen an. Die Auslaufer von
Astrozyten (blau) umhdillen die Kapillaren und stehen in engem rdumlichem Kontakt mit Perizyten und
Endothelzellen.

1.5.2 Plexus choroideus

Der Plexus choroideus ist ein stark vaskularisierter Bereich in den vier
Gehirnventrikeln, der fur die Produktion von Zerebrospinalfliissigkeit verantwortlich
ist. Die Epithelschicht des Plexus choroideus stellt somit eine Barriere zwischen der
Zerebrospinalflissigkeit und dem Blutkreislauf dar (Abbildung 4B). Die Kapillaren des

Plexus choroideus besitzen im Gegensatz zur BHS ein gefenstertes Endothel, das
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somit fir Makromolekulle und zellulare Komponenten durchlassig ist. Zum Ausgleich
dieser fehlenden Endothelbarriere sind die Epithelzellen des Plexus choroideus
durch Tight junction-Proteine verbunden [69, 70]. Diese sind jedoch nicht

durchgangig vorhanden und stellen kein Aquivalent zur eigentlichen BHS dar.

1.5.3 Arachnoidea mater

In der auBeren Hirnhautschicht (Dura mater) verlaufen ebenfalls fenestrierte
BlutgefaBe, die als potentiell undichte Stellen den Austausch zwischen
Blutbestandteilen und der subarachnoidalen Zerebrospinalfliissigkeit (ZSF) zulassen
kénnten (Abbildung 4C). Die unterhalb der Dura mater gelegene Arachnoidea mater
ist aus zwei Zellschichten aufgebaut, deren &uBere Zellen wiederum durch Tight
junctions verbunden und somit gegen einen freien Stoffaustausch abgedichtet
werden [69].

A B ZSF C
Dura mater mit

fenestrierter Kapillare

zerebrale Mikrokapillare der BHS Plexus choroideus-Epithel

i e e e

[
] ] y
[ i {

w

Arachnoidea mater

1
; \:. 1 Subarachnoidalraum mit ZSF
| |
{ ]

[ )

". I.

. ) w
| O | G P

zerebrale Mikrokapillare (fenestriert) Gehirnparenchym
des Plexus choroideus

[
]
f 1

Gehirnparenchym

! il o — v = 4
| 4

Abbildung 4: Darstellung verschiedener Barrieren des Gehirns. (A) Bei den Mikrokapillaren der Blut-
Hirn-Schranke werden die Rdume zwischen Endothelzellen (rot) durch Tight junctions (griin) begrenzt
und bilden so eine selektive Barriere in Richtung des Gehirnparenchyms (grau). (B) Die Kapillaren des
Plexus choroideus bilden ein fenestriertes Endothel (rot) aus, wobei Tight junctions (griin) zwischen
den darlberliegenden Epithelzellen (lila) die Zerebrospinalfliissigkeit (ZSF) vor schadlichen
Komponenten aus dem Blut schiitzen. (C) Der mit ZSF geflllte Subarachnoidalraum wird hier durch
Tight junctions (griin) zwischen den Zellen der Arachnoidea mater (lila) gegen einen Austausch mit
Blutbestandteilen abgeschirmt.

1.6 Transendotheliale Migration

Im Rahmen einer Entziindung verlassen zirkulierende Leukozyten die Blut- oder
Lymphbahnen und wandern Uber das Endothel in entziindetes Gewebe ein. Beim
Homing von Leukozyten findet die Extravasation in lymphatisches Gewebe Uber ein
spezialisiertes Endothel, die sogenannten High Endothelial Venules (HEVs), statt
[71, 72]. Die transendotheliale Migration von Leukozyten ist dabei eine konzertierte
Abfolge von Adhé&sionsschritten, an deren Ende die Uberwindung der
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Endothelbarriere, der Basallamina und der extrazellularen Matrix steht (Abbildung 5)
[73, 74, 75]. Diese protektive Immunantwort muss jedoch streng kontrolliert werden,
da eine UberschieBende oder fehlgeleitete Entzindungsreaktion im Gegenzug
schwere Pathologien verursachen kann.

Der initiale Kontakt zwischen zirkulierenden Leukozyten und dem Endothel wird als
Tethering und Rolling bezeichnet und durch Proteine der Selektin-Familie (E-, P-,
L-Selektin) und deren Liganden vermittelt [76, 77]. P-Selektin wird von
Endothelzellen und aktivierten Blutplattchen exprimiert. In Endothelzellen liegt
P-Selektin in sogenannten Weibel-Palade-Kérperchen vor, und kann von dort nach
Stimulation der Zellen an die Oberflache der Plasmamembran transportiert werden
[78]. Die Expression von E-Selektin beschrankt sich ausschlieBlich auf
Endothelzellen und ist nicht konstitutiv, sondern durch inflammatorische Mediatoren
wie IL-1, TNFa und LPS mediiert [79]. L-Selektin wird von Leukozyten an der
Oberflache der Mikrovilli konstitutiv exprimiert [80]. Als Liganden erkennen Selektine
sulfatierte, sialylierte und fucosylierte Glykoproteine und Glykolipide, wie
beispielsweise das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis X (sLe*) [74]. Der nachste Schritt in
der Adhasionskaskade ist eine Steigerung der Bindungsaffinitit zwischen
Leukozyten und dem Endothel. Mediatoren hierfir sind vor allem endothelgebundene
Chemokine wie IL-8, MCP-1 oder SDF-1. Aktivierte Integrine kénnen Uber die
Bindung endothelialer Adhasionsmolekile eine feste Anbindung der Leukozyten an
das Endothel vermitteln (Activation und Arrest). Flr die Adhé&sion sind besonders die
Leukozytenintegrine VLA-4 (a4B1), LFA-1 (a.B2), Mac-1(auB2) und a4B7 sowie deren
endotheliale Liganden VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2 und MAdCAM-1 von Bedeutung
[81].

Nachdem die Leukozyten fest an die Endotheloberflache angelagert sind, wandern
diese entlang des Endothels zu Zell-Zell-Verbindungen, um eine geeignete Stelle flr
die Transmigration zu finden (Intravascular crawling) [82]. Der Vorgang der
Extravasation kann parazellular bzw. transzellular sein. Bei der parazellularen
Migration werden die Leukozyten mit Hilfe eines chemokininduzierten Gradienten
sowie entlang eines haptotaktischen Gradienten zwischen zusammenliegenden
Zellen hindurchgeleitet. Leukozytdres LFA-1 interagiert dabei mit ICAM-1 und
ICAM-2, wahrend PECAM-1, CD99, JAM-A, JAM-B und JAM-C bevorzugt homophile
Interaktionen eingehen. Neben der parazelluldren Migration konnte auch die
transzellulare Migration von Leukozyten nachgewiesen werden [83]. Diese findet an
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Stellen mit vergleichsweise diinner Endothelschicht statt und betrifft je nach
Zellpopulation bis zu 15% der migrierenden Leukozyten [84]. Der Kontakt von
Leukozyten mit Endothelzellen fUhrt zur Konzentrierung von ICAM-1, VCAM-1, Aktin
und Caveolin-1 in definierten Endothelzellbereichen und zur Bildung von Caveolae.
Diese Caveolae kénnen miteinander fusionieren und bilden eine Anh&aufung von
miteinander verbundenen Organellen (vesikulo-vakuolare Organellen). Diese
Organellen kdnnen das vaskuldre Lumen mit dem extravaskularen Bereich verbinden
und ermdglichen so die Extravasation von Makromolekilen. Méglicherweise bildet
diese Fusion die Grundlage fir einen ,Migrationskanal“ durch die betroffene
Endothelzelle, der von Leukozyten zur transzellularen Migration genutzt werden kann
[73, 84, 85, 86, 87]. Um in entziindetes Gewebe vordringen zu kénnen, muss nach
Migration Uber die endotheliale Barriere die perivaskulare Schicht aus Perizyten und
Basallamina Uberwunden werden. Dabei spielen vor allem leukozytare alpha6-
Integrine (Lamininrezeptoren) und proteolytische Enzyme wie MMP-9 und die
Neutrophilen-Elastase eine wichtige Rolle [88, 89].
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Abbildung 5: Transendotheliale Migration. (7) Tethering, Rolling: Selektine auf Leukozyten erkennen
Liganden wie beispielsweise das sialierte Lewis*-Antigen. (2) Activation, Arrest: Durch Interaktion der
Leukozyten mit Zytokinen auf der Endotheloberflache wird die Bindungsaffinitdt zwischen beiden
erhoht. (3) Firm adhesion: Es folgt die Aktivierung von Integrinen, wobei durch die Wechselwirkungen
von Integrinen und Molekilen der Ig-Superfamilie (z. B. ICAM-1) die Leukozyten fest an das Endothel
adsorbiert werden. (4) Intravascular crawling: Nach einer festen Anheftung an das Endothel beginnen
die Leukozyten auf dem Endothel zu wandern, bis eine zur transendothelialen Migration geeignete
Stelle gefunden wurde. (5) Extravasation: Die transendotheliale Migration erfolgt dann entweder para-
oder transzellular. (Modifiziert nach Ley et al., 2007 [73])

1.7 Inflammationsvermittelte Zellmigration in das zentrale Nervensystem

Unter dem ,immunologisch privilegierten® Zustand des ZNS versteht man die
Tatsache, dass das Vorhandensein bestimmter Fremdantigene im ZNS-Parenchym
dem systemischen immunologischen Erkennungssystem entgeht, um eine

unwiederbringliche Zerstérung von neuronalem Gewebe durch zytotoxische Zellen zu
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verhindern. Dieser immunologisch privilegierte Status des Gehirns wird durch die
geringe Expression von MHC |- und MHC II-Molekdlen erreicht. Ebenso unterbindet
die BHS den freien Eintritt von Lymphozyten [90]. Mikroglia, Makrophagen und
perivaskulare Zellen zirkulieren dennoch im Rahmen einer unspezifischen
Kontrollfunktion vom Blut in das Gehirnparenchym und wieder zurlick in das
GefaBsystem (Surveillance). Auch T-Zellen vermitteln diese Surveillance und
verbleiben erst nach Erkennung von Fremdantigenen im Gehirn [91, 92].

Im gesunden Zustand exprimieren die Endothelzellen der BHS nur wenige
Adhasionsmolekile, die von Leukozyten zur transendothelialen Migration genutzt
werden kdénnen. Im Rahmen von pathologischen Prozessen kommt es zur
vermehrten Ausschittung von Zytokinen wie IFNy und TNFa, welche wiederum die
Expression verschiedener Adhésionsmolekiile in Endothelzellen induzieren. Ahnlich
wie bei einer chronischen Inflammation kdnnen Protozoeninfektionen des ZNS zu
solchen immunpathologischen Verdnderungen fihren [93]. Mikroglia und
Makrophagen stellen zwei verwandte Zelltypen dar, die als primare Sensoren einer
Hirnpathologie agieren, indem sie schnell zum Ort der Infektion oder Entziindung
wandern und neben Zytokinen und Chemokinen auch Adhé&sionsmolekile
synthetisieren [94]. Ein unkontrollierter Einstrom von Immunzellen in das Gehirn flhrt
jedoch zu schweren ZNS-Schadigungen. Bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen
des ZNS wie der Multiplen Sklerose oder der murinen Autoimmunenzephalitis
wandern vor allem autoreaktive T-Zellen in das Gehirn ein, welche Myelin und
axonale Fortsatze zerstéren [95]. Mikroglia und Makrophagen unterstiitzen dabei den
Krankheitsprozess durch die Antigen-Présentation an T-Zellen und ihre
Zytokinproduktion [94]. Gerade CD11b*- und CD11c*-Zellen finden sich in der
Literatur haufig im Zusammenhang mit inflammatorisch bedingter Zellmigration in das
ZNS [96, 97, 98, 99]. Der Oberflichenmarker CD11b (Mac-1a, Integrin aM-Kette)
stellt dabei eine Untereinheit des CD11b/CD18 Heterodimers (Mac-1-Integrin) dar
und wird hauptsachlich von Monozyten/Makrophagen sowie Mikroglia-Zellen
exprimiert, zu einem geringen Teil aber auch von Granulozyten, NK-Zellen und
dendritischen Zellen. Der Oberflichenmarker CD11c bildet zusammen mit dem
Antigen CD18 das Integrin gp150/95, welches vor allem auf dendritischen Zellen
(DCs) zu finden ist.
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1.8 Neuroinvasion durch pathogene Mikroorganismen

Viele humanpathogene Mikroorganismen besitzen die Fahigkeit, bis in das ZNS
vorzudringen. Der Eintritt geschieht entweder Uber das Endothel der zerebralen
Mikrokapillaren oder Uber die Epithelschicht des Plexus choroideus. Jedoch
verursacht nur eine Minderheit von Erregern eine Mehrzahl von Enzephalitis- bzw.
Meningitis-Erkrankungen [100].

Die wichtigsten zerebral-pathogenen Mikroorganismen kénnen wie in Tabelle 1
dargestellt in die finf Erregergruppen der Bakterien, Wirmer, Protozoen, Viren und

Pilze unterteilt werden.

Tabelle 1: Zerebral-pathogene Mikroorganismen

Bakterien Protozoen
Escherichia coli [101] Toxoplasma gondii [27]
Neisseria meningitidis [102] Trypanosoma brucei [115]
Listeria monocytogenes [103] Balamuthia mandirillaris [116]
Mycobacterium tuberculosis [104] Entamoeba histolytica [117]

Treponema pallidum [105]

Borrelia burgdorferi [106] Viren

HI-Virus [107]

Wiirmer

Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus [108]

Schistosoma mansoni [109, 110]

Taenia solium [111] e
Echinococcus granulosus [112] Candida albicans [118, 119]
Toxocara canis [113] Cryptococcus neoformans [120]

Trichinella spiralis [114]

Bakterielle Infektionen des ZNS werden unter anderem durch Escherichia coli [101],
Neisseria meningitidis [102], Listeria monocytogenes [103], Mycobacterium
tuberculosis [104], Treponema pallidum [105] und Borrelia burgdorferi [106]
ausgelést. Virale Enzephalitiserreger sind beispielsweise das HI- [107] oder
Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus [108]. Ursachlich ~ far  zerebrale
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Wurminfektion sind unter anderem Saugwlrmer (Schistosoma mansoni) [109, 110],
Bandwlirmer (Taenia solium, Echinococcus granulosus) [111, 112] und
Fadenwirmer (Toxocara canis, Trichinella spiralis) [113, 114]. Protozoeninfektionen
des Gehirns kénnen durch Toxoplasma gondii [27], Trypanosoma brucei [115] und
die Amébenarten Balamuthia mandrillaris [116] sowie Entamoeba histolytica [117]
ausgeldst werden. Daneben existieren Pilzinfektionen des Gehirns, die v. a. auf
Candida albicans [118, 119] oder Cryptococcus neoformans [120] zuriickzufiihren
sind.

Neben dem Ort des Erregereintritts in das zentrale Nervensystem kann auch der
Mechanismus der Neuroinvasion von Bedeutung sein. Man unterscheidet zwischen
parazellularer und transzellularer Migration und berlcksichtigt hierbei den Weg tber
die zu Uberwindenden zelluldren Barrieren. Bei den Pathogenen Trypanosoma brucei
[121] und Borrelia burgdorferi [122] deuten die Ergebnisse von in-vitro-Versuchen
darauf hin, dass die Uberquerung der BHS Uber einen parazelluldren Weg erfolgt.
Cryptococcus neoformans [120], Candida albicans [119], Escherichia coli[101] sowie
Meningokokken und Streptococcus pneumoniae [123] infizieren Endothelzellen der
BHS oder werden von diesen aufgenommen und Uberwinden so die Barriere in
Richtung des ZNS.

Neben den genannten Wegen unterscheidet man die extrazellulare Migration der
Pathogene vom Mechanismus des ,Trojanischen Pferdes“. Bei letzerem dienen
infizierte Wirtszellen als Vehikel zum Transport der jeweiligen Erreger. Flr Listeria
monocytogenes [124] wurde eine extrazellulare Migration nachgewiesen. Andere
Arbeitsgruppen konnten zuséatzlich zeigen, dass Listeria monocytogenes bestimmte
Leukozytenpopulation zur Wanderung dber die BHS nutzt [125, 126]. Die Infektion
mit dem HI-Virus resultiert wiederum in einer Beeintrachtigung der BHS-Funktion und
fihrt somit zur vermehrten Wanderung potentiell infizierter Monozyten in das Gehirn
[127].

1.9 Dissemination im Wirt und Neuroinvasion durch T. gondii

Eine akute T. gondii-Infektion ist durch die Proliferation von Tachyzoiten in
verschiedenen Organen gekennzeichnet. Die erfolgreiche Dissemination des
Parasiten hangt mit seiner Fahigkeit zusammen, die Endothelien der Blut- und

LymphgefaBe zu Gberqueren, sodass selbst die BHS keine ausreichende Barriere flir
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den Parasiten darstellt. [128, 129, 130]. Der Prozess der systemischen
Dissemination von T. gondii ist nach heutigem Stand der Wissenschaft jedoch noch
nicht ausreichend geklart.

Ein Teil der disseminierenden Tachyzoiten liegt in extrazellularer Form vor [19]. Da
die Wanderung von Toxoplasmen durch gleitende Bewegungen erfolgt [131, 132],
legt dies den SchluB nahe, dass die Verteilung im Koérper des Wirtes durch den
Parasiten aktiv betrieben wird.

Tachyzoiten infizieren dabei unter anderem Lamina propria-Leukozyten, welche als
»1rojanische Pferde® fur die Dissemination Uber den Kérper genutzt werden kénnen
[128]. Das migratorische Potential von Tachyzoiten hangt vom jeweiligen Genotyp
des Parasiten sowie der Form, in der er vorliegt, ab. Barragan et al. konnten in
Versuchen zeigen, dass extrazellulare Tachyzoiten eines Typ I-Stamms wesentlich
weitere Strecken zurilicklegen und zellulare Barrieren besser Gberqueren konnten als
Tachyzoiten des Typ II-Stamms [133]. Studien von Lambert et al. belegen wiederum,
dass gerade eine Infektion mit Typ II-Tachyzoiten bei dendritischen Zellen einen
hypermotilen Leukozytenphanotyp induziert, der vermehrt zellulare Barrieren
Uberwindet und so Parasiten transportieren kénnte [134].

1.10 Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Die latente Infektion mit dem Parasiten T. gondii ist eine der haufigsten Infektionen
des Menschen. Da das Immunsystem die Entwicklung von Gewebezysten im Gehirn
kontrolliert, kann es im Falle einer Immunsuppression zum Aufbrechen der Zysten
und einer unbehandelt tdédlich verlaufenden TE kommen [135]. Bisher ist jedoch nur
unzureichend erforscht, welche Wirtszellen und zellularen Mechanismen Uberhaupt
zur Neuroinvasion durch T. gondii beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von Endothelzellen und Leukozyten bei der
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke durch den Parasiten T. gondii zu untersuchen.
Es existieren Hinweise aus der Literatur, dass T. gondii als extrazellularer Parasit die
BHS (berquert, aber ebenso in der Lage ist, Wirtsleukozyten als Transportmittel zu
nutzen. Anhand von in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen zur Genexpression von
Endothelzellen, durchflusszytometrischen Untersuchungen sowie Funktionalitats-
und Migrationsassays wurden in der vorliegenden Arbeit weiterfihrende
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Erkenntnisse zum Mechanismus der Neuroinvasion des Parasiten sowie zur Rolle

verschiedener Wirtszellen erhoben.

Im Detail wurden die folgenden Frage- bzw. Aufgabenstellungen bearbeitet:

Welche Wirtsgene werden bei der Infektion von Hirnendothelzellen mit
T. gondii hoch- bzw. herunterreguliert?

Unterscheidet sich die Expression von ICAM-1 bzw. die Sekretion der
Zytokine IL-6 und MCP-1 durch Hirnendothelzellen nach Infektion mit

T. gondii-Stdammen unterschiedlicher Genotypen?

Welche Leukozytenpopulationen des peripheren Blutes werden bevorzugt von
T. gondii infiziert, und in welchen Zellen wandert T. gondii durch ein in-vitro-
Modell der Blut-Hirn-Schranke?

Unterscheidet sich die Qualitat bzw. Quantitat infizierter Zellen sowie deren
transendotheliales Migrationsverhalten nach Infektion mit Toxoplasmen des

Genotyps | oder I?

Lasst sich ein murines in-vivo-Modell etablieren, bei dem die neuroinvasive
Kapazitat isolierter und mit T. gondii-infizierter Leukozytenpopulationen

miteinander verglichen werden kann?

Ein besseres Verstandnis der Neuroinvasion von Infektionserregern kénnte in der

Zukunft zu Therapieoptionen fihren, die ein Eindringen des Parasiten in das Gehirn

unterbinden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien, Lésungen, Geréte, Software

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien
Produkt
Albumin

AMPUWA® steriles, pyrogenfreies Wasser

Anti-Maus-CD11b-Microbeads
bFGF

Collagen G

Collagen Typ IV (aus humaner Plazenta)
Collagenase (aus Clostridium histolyticum)

Collagenase/Dispase (aus Vibrio
alginolyticus/Bacillus polymyxa)
DAKO Eindeckmedium

DAPI

D-MEM

D-MEM ohne Phenolrot
DMSO

DNasel

DNeasy Blood & Tissue Kit
Dulbecco’s PBS
EDTA-Lésung (0,5 M, pH 8)
ELISA-Set anti-Maus-IL-6

ELISA-Set anti-Maus-MCP-1
Ethanol

Evans Blue-Farbstoff

FBS

Fibronektin (aus Rinderplasma)

Forene (Wirkstoff: Isofluran)
Formalin

HBSS (10x)

Heparin-Natrium, 5.000 I.E./mL
Heparin-Natriumsalz
Hydrocortison

Isopropanol

LightCycler-FastStart DNA Master
Hybridization Probes

N82003

NagHPO4 X2 HQO

NaCl

NaHCO;

Natriumazid

Natrium-Fluoreszein
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
OptiPrep™
pCPT-cAMP-Natriumsalz

PDS

Penicillin-/Streptomycinlésung (P/S)
(10.000 U/10.000 pg/mL)

Produktnummer
A7030

0573361/00
130-049-001

11123149001

L7213
C5533
C6885
10269638001

S3023

D9542
31885-049
F0475
D2650
1284932
69506
H15-002
15575-038
555240

555260
1.00986.1000
E2129
S0115

F1141

2594.00,00
1.04003.1000
14185

PZN: 3029843
H3149

H0396
1.09634.1011
12239272001

106393
106580
1.06404
106392
S8032
46960
11140
1114542
C3912
60-00-850

A2213

Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roche Diagnostics GmbH

DAKO Deutschland GmbH,
Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Qiagen, Hilden

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
Invitrogen GmbH

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biochrom AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Abbott GmbH, Wiesbaden
Merck KGaA

Invitrogen GmbH
Ratiopharm, Ulm
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Roche Diagnostics GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Invitrogen GmbH

Axis-Shield, Dundee, Schottland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
First Link UK Ltd., Birmingham,
GroBbritannien

Biochrom AG
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Percoll

Proteinase K (> 600 mAU/mL)
Puromycin-Dihydrochlorid
(aus Str%ptomyces alboniger)
QlAamp~ DNA Mini-Kit (250)
Rekombinantes Maus-IFNy
Rekombinantes Maus-MCP-1
Rekombinantes Ratten-IFNy
Rekombinantes Ratten-MCP-1
Rekombinantes Ratten-TNFa
Rinderalbuminlésung (7,5%ig, fir MACS-
Puffer)

Ro 20-1724

RPMI

Schwefelsaure

SDS-L&sung (10%ig)
TMB-Tabletten
Tricin

Tris

Trypanblau (0,5%)
Trypsin (2,5%)
Trypsin-EDTA (0,5% / 0,2%)
Tween® 20
Wasserstoffperoxid
Ziegenserum
Zitronensaure

17-0891-01
19133
P7255

51306
407303
12343383
407321
13343382
400-14
A8412

B8279
61870
X876.1

15553-035
T3405
T5816
5429.3
L6323
L2133
L2153
P1379
1.08597.1000
X0907
C8532

2.1.2 Verbrauchsmaterial und anderes

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial
12 Well-Platten fir Kokulturmodell

24 Well-Platten

70 um-Zellsiebe

96 Well-Platten

Deckgléser (18 x 18 mm)

Deckglaser fur Zellkultur (,Coverslips*)
Kandle 18G 1 2" (1,2 x 40 mm)
Kandle 20G 2 34" (0,9 x 70 mm)

Kandle 22G 1 %4”(0,7 x 30 mm)
Kanile 26G %" (0,45 x 10 mm),
mit 1 mL-Spritze

Kapillaren far LightCycler™

Klvetten (UVette®)
MACS-Saulchen
Module fir ELISA-Platten

Objekttrager

Optiseal™ Ultrazentrifugengefaf
(32,4 mL, 26 x 77 mm)
Pipettenspitzen, 0,5 — 20 uL
Pipettenspitzen, 2 — 200 uL
Pipettenspitzen, 100 — 1000 pL
ReaktionsgefaBe, 1,5 mL
ReaktionsgeféBe, 2 mL

Produktnummer
3513

83.1836.300
352350
83.1835.300
BB018018A1
83.1840,002
304622
4665791

300900
300015

12250.0960

0030106300
130-042-201
469914

03.0004
361625

0030000.854
0030000.870
0030000.919
0030125.086
0030125.094

GE Healthcare, Miinchen
Qiagen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Qiagen

Calbiochem, Darmstadt
ImmunoTools, Friesoythe
Calbiochem

ImmunoTools

PeproTech, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Invitrogen GmbH

Carl Roth GmbH und Co. KG,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH und Co. KG
Biochrom AG

Biochrom AG

Biochrom AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

DAKO Deutschland GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Hersteller
Corning B.V. Life Sciences,
Schiphol-Rijk, Niederlande
Sarstedt AG und Co., Niimbrecht
Becton Dickinson GmbH
Sarstedt AG und Co.
Menzel-Glaser, Braunschweig
Sarstedt AG und Co.
Becton Dickinson GmbH
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH

Genaxxon BioScience GmbH,
Biberach

Eppendorf AG, Hamburg

Miltenyi Biotec

Nunc GmbH & Co. KG,
Langenselbold

Langenbrinck, Emmendingen
Beckman Coulter, Fullerton, USA

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
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Réhrchen fur Durchflusszytometrie 352052 Becton Dickinson GmbH
Réhrchen fir Kryokonservierung 340711 Nunc GmbH & Co. KG
,Cryovials®
Schlauch fiir Kryokonservierung 343958 Nunc GmbH & Co. KG
(,Cryoflex")
Serologische Pipetten, 2 mL 4486 Corning B.V. Life Sciences
Serologische Pipetten, 5 mL 4487 Corning B.V. Life Sciences
Serologische Pipetten, 10 mL 4488 Corning B.V. Life Sciences
Serologische Pipetten, 25 mL 4489 Corning B.V. Life Sciences
Skalpell No. 21 (Einmalgebrauch) 02.001.30,021 Feather, Osaka, Japan
Spritze, 5 mL 300911 Becton Dickinson GmbH
Spritze, 20 mL 300629 Becton Dickinson GmbH
Sterilfilter (0,2 um PorengrdBe) HP1002 Pall Medical, Portsmouth,
England
Transwell-Platten (0,4 um PorengrdBe) 3460 Corning B.V. Life Sciences
Transwell-Platten (3 um PorengréBe) 3462 Corning B.V. Life Sciences
Zellkulturflaschen, 25 cm? 83.1813.002 Sarstedt AG und Co.
Zellkulturflaschen, 75 cm? 83.1813.002 Sarstedt AG und Co.
Zellstofftupfer 13353 Lohman & Rauscher International
GmbH & Co KG, Neuwied
Zentrifugenréhren, 15 mL 62.554.502 Sarstedt AG und Co.
Zentrifugenréhren, 50 mL 62.547.254 Sarstedt AG und Co.

2.1.3 Puffer

Tabelle 4: Verwendete Puffer

Puffer
30%ige, isotone Percoll-Lésung (15 mL)
60%ige, isotone Percoll-Lésung (15 mL)
Aufbewahrungspuffer fir Durchflusszytometrie-
Proben
ELISA-Blockingpuffer
ELISA-Coatingpuffer

ELISA-Substratlésung
ELISA-Substratpuffer

ELISA-Waschpuffer

Fixierungspuffer fir Durchflusszytometrie
Laufmittel fir Durchflusszytometer
MACS-Puffer

Organlysepuffer (DNA-Isolierung)

Praparationsmedium
R5-Medium
Tricin-gepufferte Saline (TBS)

Tricin-Stammlésung
Waschpuffer fir Durchflusszytometrie

Zusammensetzung
4,5 mL Percoll, 0,5 mL 10x PBS, 10 mL 1x PBS
9 mL Percoll, 1 mL 10x PBS, 5 mL 1x PBS
2% (v/v) FBS, 0,1% (v/v) Natriumazid, 0,2 mM
EDTA, in PBS
10% (v/v) FBS in PBS
0,1 M Natriumkarbonatpuffer, pH 9,5
(85 mM NaHCO;3; und 15 mM Na,COQOs), in A. dest.
1 TMB-Tablette in 10 mL ELISA-Substratpuffer
aufgeldst
0,2 M Na,HPO,, 0,1 M Zitronensaure,
in A. dest.
0,05% (v/v) Tween® 20 in PBS
3,7% (v/v) Formaldehyd in PBS
0,02% (v/v) Na-Azid in PBS
0,5% (v/v) Rinderalbumin, 1 mM EDTA, in PBS
100 mM Tris-HCI (aus einer 1 M StammIdsung pH
8), 5 mM EDTA (aus einer 0,5 M Stammlésung
pH 8), 200 mM NaCl, 0,2% (v/v) SDS, 4% (v/v)
Proteinase K, in A. dest.
D-MEM mit 1% (v/v) P/S
5% (v/v) FBS, 1% (v/v) P/S, in D-MEM
0,85 g NaCl in 50 mL A. dest. I6sen, Zugabe von
10 mL Tricin-Stammlésung; pH-Wert mit 1 M
NaOH-Lésung auf 7,4 einstellen und mit A. dest.
auf 100 mL auffillen
100 mM Tricin in A. dest.
5% (v/v) FBS in PBS
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2.1.4 Primer und Sonden fiir LightCycler®-PCR

Tabelle 5: Verwendete Primer und Sonden

Hersteller

TIB Molbiol, Berlin

Name Sequenz
Primer Tox9 5-AGG AGA GAT ATC AGG ACT GTA G-
Primer Tox10as 5-GCG TCG TCT CGT CTA GAT CG-3
Sonde HP1 5-GAG TCG GAG AGG GAG AAG ATG TT-FAM-3’
Sonde HP2 5-RED640- CCG GCT TGG CTG CTT TTC CTG-Ph-3’

2.1.5 Antikérper

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper
Einzelne Antikorper fiir ELISA

Hamster anti-Maus MCP-1

Hamster anti-Maus MCP-1-Biotin

Primérantikérper fiir Durchflusszytometrie

Anti-Maus-CD11b-FITC
Anti-Maus-CD11b-PE
Anti-Maus-CD11¢-FITC
Anti-Maus-CD11¢c-PE
Anti-Maus-CD11¢c-APC
Anti-Maus-B220-PE
Anti-Maus-CD3-PerCP
Anti-Maus-CD54-PE

Anti-Ratte-CD45-PE
Anti-Ratte-CD11b/c
Anti-Ratte-CD54-Biotin

Isotypen und Sekundéarantikorper fiir
Durchflusszytometrie
Ratte-IgG1-FITC
Ratte-IlgG2a-PE
Ratte-1lgG2b-PE
Armenischer Hamster-IgG1-FITC
Armenischer Hamster-1gG1-PE
Armenischer Hamster-IgG1-APC
Armenischer Hamster-1gG1-PerCP
Maus-1gG1-PE
Maus-lgG2a-APC
Streptavidin-PE
Primarantikorper fir
Fluoreszenzmikroskopie
Kaninchen-lgG-anti-GFAP
Kaninchen-Ig-anti-von-Willebrand-Faktor
Kaninchen-Ig-anti-ZO-1
Kaninchen-Ig-anti-Claudin 5
Maus-1gG1-anti-Occludin

Sekundarantikorper fiir

Fluoreszenzmikroskopie
Ziege-anti-Kaninchen-1gG-Alexa Fluor 488
Ziege-anti-Maus-IgG Alexa Fluor 488

Ziege-anti-Maus-lgG-Alexa Fluor 633
Huhn-anti-Kaninchen-lgG-Alexa Fluor 594

Produktnummer
18241D
18272D

Produkthnummer
553310
557397
553801
553802
550261
553089
553067
116107

MR6904
MR6205
202403

Produkthummer

553995
553930
400607
553971
554711
553956
553975
MG104
MG2a05
405203
Produktnummer

G9269
A0082
61-7300
34-1600
33-1500

Produkthummer

A11008
A11001

A21050
A21442

Hersteller
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH

Hersteller
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Biolegend, San Diego,
Kalifornien, USA
Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH
Biolegend

Hersteller

Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Biolegend

Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH
Biolegend

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
DAKO, Glostrup, Ddnemark

Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH

Hersteller

Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH

Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH
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2.1.6 Gerate

Tabelle 7: Verwendete Gerate

Gerate
Axiovert 200M Fluoreszenzmikroskop
Diavert Auflichtmikroskop
Durchflusszytometer (FACSCalibur™)
Eppendorf Bio Photometer
Haemozytometer (nach Neubauer)
Heraeus CO,-Brutschrank
Kryokonservierungsbehalter ,Mister Frosty*

Klhlbare Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17
LightCycler™

Schuttler (KM-2 Akku)

Tecan Spectra Il

Thermomixer Compact

Ultrazentrifuge (mit Ti 60-Rotor), Optima™ LE80
Wasserbad

Widerstandsmessgerat (mit Elektroden), Millicell-
Electrical Resistance System

2.1.7 Software

Tabelle 8: Verwendete Software
Software

CellQuest Pro

LightCycler™ Version 3.5

Tecan Spectra ELISA-Reader

GraphPad InStat

2.1.8 Externe Dienstleistungen

Tabelle 9: Externe Dienstleistungen
Bezeichnung

Agilent Whole Mouse Genome Microarray Service, 4x44K,
One-Color (Microarray wird gestellt, inklusive RNA-

Hersteller
Carl Zeiss GmbH, Jena
Ernst Leitz, Wetzlar
Becton Dickinson GmbH
Eppendorf AG
Assistent Glaswarenfabrik, Sondheim
Thermo Electron, Oberhausen
Nalgene® Labware, Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, Ddnemark
Thermo Electron, Oberhausen
Roche Diagnostics GmbH
Edmund Biihler GmbH, Hechingen
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Eppendorf AG
Beckman Coulter Inc.
GFL - Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel
Millipore, Bedford, USA

Hersteller
Becton Dickinson GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Institut Virion/Serion GmbH, Wirzburg
GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Dienstleister
Miltenyi Biotec

Bestellnummer
160-001-079

Isolierung, RNA-Qualitatskontrolle, Amplifikation, Labeling,

Hybridisierung, Erstellung von Rohdaten)

2.1.9 Tiere

Tabelle 10: Verwendete Tierstamme
Tierstamm
BALB/c-Mause

Herkunft

Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin der Charité Berlin,

Campus Benjamin Franklin

C57BL/6-Méause

Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin der Charité Berlin,

Campus Benjamin Franklin

NMRI-Méause

Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin der Charité Berlin,

Campus Benjamin Franklin

Wistar Han™-Ratten

Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin der Charité Berlin,

Campus Benjamin Franklin
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2.1.10 Zelllinien und T. gondii-Tachyzoiten flr Zellkultureinsatz

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien
Zelllinien Herkunft
bEnd.3 Kim KS, Department of Molecular Microbiology
and Immunology, Johns Hopkins University
School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA

HFF LGC Standards GmbH, Wesel
GFP*-Tachyzoiten des Typ |-Stammes RH von Prof. Dr. Dominique Soldati-Favre, Institut fir
T. gondii (fir Zellkultur) Mikrobiologie und Molekulare Medizin,

Universitat Genf, Schweiz
GFP*-Tachyzoiten des Typ II-Stammes ME49 Dr. Markus Meissner, Hygiene-Institut, Abteilung
von T. gondii (fir Zellkultur) Parasitologie, Universitat Heidelberg

2.2 Zellkulturarbeiten

2.2.1 Isolierung primarer Rattengliazellen

Zehn weibliche Wistar Han-Ratten (zwei bis drei Tage alt) wurden dekapitiert und die
Képfe mit 70%igem (v/v) Ethanol desinfiziert. In einer sterilen Werkbank wurden die
Képfe auf einem mit Alufolie umwickelten Styroporblock fixiert und die Kopfhaut mit
einer Schere gedffnet. Die Schadel wurden mit einem Alkoholtupfer erneut
desinfiziert und anschlieBend gebffnet. Die entnommenen Gehirne wurden in eiskalte
PBS-Lésung Uberfihrt und unter einem Auflichtmikroskop mit Pinzetten von den
Meningen und dem Plexus choroideus befreit. Bei 37 °C erfolgte fir 15 Minuten der
Verdau des homogenisierten Gehirngewebes in 15 mL einer 0,1%igen (v/v)
Trypsinlésung in PBS. Nach dem Verdau wurde das Zentrifugenréhrchen mit
Praparationsmedium (D-MEM mit 1% (v/v) P/S-Lésung) auf 50 mL aufgefallt und far
10 Minuten bei 500 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Da die durch den Verdau
freigewordene DNA dem Pellet ein gelatinése Konsistenz verleiht, wurde das Pellet
in 5 mL DNasel-Lésung (100 pg/mL DNasel in Praparationsmedium) aufgenommen
und for 5 Minuten auf- und abpipettiert. Die Zellen wurden zweimal mit
Praparationsmedium gewaschen (Zentrifugation fir 10 Minuten bei 300 x g und
Raumtemperatur) und danach in Glia-Kulturmedium (D-MEM mit 10% FBS (v/v), 1%
(v/v) P/S-Lésung) aufgenommen. Um Gliazellen fiir den Einsatz im Kokulturmodell zu
erhalten, wurden die erhaltenen Zellen auf vier 12 Well-Platten verteilt, welche fir die
Kokultivierung mit Transwellfiltern geeignet waren. Die Gliazellen bildeten nach
sieben Tagen eine konfluente Zellschicht aus und wurden ab dem 14. Tag nach
Praparation fir die Kokultivierung mit Endothelzellen eingesetzt. Die Zellen wurden
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bis zu einem Zeitraum von drei Monaten nach Praparation flr Kokulturversuche
verwendet, der Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche.

2.2.2 Isolierung primarer Rattenhirnkapillarendothelzellen

Die Isolierung priméarer Rattenhirnkapillarendothelzellen erfolgte gemaB einem
Protokoll von Veszelka et al. [136]. Zehn weibliche Wistar Han-Ratten (zwei bis drei
Wochen alt) wurden durch Inhalation von Isofluran narkotisiert. Nach Eintritt des
Atemstillstandes wurde der Kopfbereich durch Eintauchen in 70%igen Ethanol (v/v)
desinfiziert und die Tiere daraufhin dekapitiert. In einer sterilen Werkbank wurden die
Képfe auf einem mit Alufolie umwickelten Styroporblock fixiert und die Kopfhaut mit
einer Schere gedffnet. Nach der Desinfektion des Schadels mit einem Alkoholtupfer
wurde die Kalotte eréffnet und das Gehirn entnommen. Alle Gehirne wurden bis zur
weiteren Aufarbeitung in Praparationsmedium (D-MEM mit 1% (v/v) P/S-Lésung)
gelagert. Mit Hilfe von sterilem Filterpapier wurden beide Hemispharen der
GroBhirnrinde von den Meningen befreit und mit einem Skalpell in 1 mm?® groBe
Stlcke zerteilt. Diese wurden daraufhin mit einer Pipette in 20 mL Collagenaselésung
(1 mg/mL Collagenase 2, 15 ug/mL DNasel) homogenisiert und einem 90-mindtigen
enzymatischen AufschluB bei 37 °C auf einem Schattler (200 rpm) unterzogen. Nach
dem Verdau wurden 10 mL Praparationsmedium zu den Zellen gegeben und die
Suspension fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1.000 x g zentrifugiert.

Zur Separation der Mikrokapillaren wurde das Zellpellet nach dem
Collagenaseverdau in 25 mL einer 20%igen (w/v) BSA/D-MEM-L6sung
aufgenommen und fir 20 Minuten bei 4 °C und 1.000 x g zentrifugiert. Am oberen
Rand der Zentrifugenrdhre sammelte sich eine myelin- und neuronenhaltige Schicht
an, die zusammen mit dem Uberstand verworfen wurde. Um noch vorhandene
Perizyten von der Basalmembran zu entfernen, wurde das Pellet mit 15 mL einer
Collagenase/Dispaselésung fir 60 Minuten bei 37 °C auf einem Schuttler (200 rpm)
wiederum enzymatisch behandelt (1 mg/mL Collagenase/Dispase, 10 pg/mL
DNasel). Zu den Zellen wurden 10 mL Pr&parationsmedium gegeben und diese fur
10 Minuten bei 700 x g und 4 °C zentrifugiert. Wahrend des ersten Verdaus war zur
Herstellung eines Percollgradienten eine Lésung aus 10 mL Percoll (32,26% (v/v)),
19 mL PBS (61,3% (v/v)),1 mL FBS (3,2% (v/v)) und 1 mL 10x PBS (3,2% (v/v))

vorbereitet, sterilfiltriert und in ein Ultrazentrifugengefa3 Gberfihrt worden. Es folgte
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eine einstiindige Zentrifugation der Percolllésung bei circa 21.700 x g (17.500
U/Minute in einem Type 60 Ti-Rotor) und 4 °C.

Das Zellpellet wurde nach dem enzymtischen Verdau in 2 mL Praparationsmedium
resuspendiert und nach Entnahme der obersten 2 mL des Percollgradienten
vorsichtig Uber den Gradienten geschichtet. Durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
1.000 x g und 4 °C (ohne Bremse) konnte eine Schichtung der einzelnen
Zellfraktionen erreicht werden, wobei die die Mikrokapillaren enthaltende Schicht
direkt oberhalb der erythrozyten- und perizytenhaltigen Schicht zu finden war
(Abbildung 6). Diese Zellen wurden mit einer Kantle (0,9 x 70 mm) abgezogen und
zweimal in Praparationsmedium gewaschen (Zentrifugation fir 10 Minuten bei
1.000 x g und 4 °C). Das Pellet wurde anschlieBend in Endothelzellmedium (D-MEM
mit 1% (v/v) P/S-Lésung, 20% (v/v) PDS, 100 pug/mL Heparin, 1 ng/mL bFGF) mit
Puromycin (3 pg/mL) aufgenommen und auf beschichtete Transwell-Filter,
Zellkulturschalen oder in Zellkulturflaschen ausgesat. Als Beschichtungslésung
wurde ein Gemisch aus 100 pg/mL Fibronektin und 500 pg/mL Collagen IV in Aqua
dest. eingesetzt. Kokulturfilter, Vertiefungen von Zellkulturschalen oder
Zellkulturflaschen wurde mit der Losung benetzt, fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert
und in gedffnetem Zustand zum Trocknen in der sterilen Werkbank aufbewahrt. Der
Proteinbiosynthesehemmer Puromycin unterstitzt als Substrat der
endothelspezifischen Effluxpumpe die Eliminierung kontaminierender Zellen [137].
Die Endothelzellen der Mikrokapillarfragmente organisieren sich wahrend der ersten
drei Tage in Kultur zu einer konfluenten Zellschicht auf der beschichteten
Wachstumsoberflache. Drei Tage nach Zugabe des Puromycins zu den isolierten

Zellen wurde das Endothelzellmedium gewechselt und damit das Puromycin entfernt.

Medium

Mikrokapillaren

Erythrozyten
Perizyten

Abbildung 6: Zellschichtung einer Mikrokapillarpraparation nach Zentrifugation Uber den
Percollgradienten.
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2.2.3 Kokultivierung von Rattengliazellen und priméaren

Rattenhirnkapillarendothelzellen

Nach der Praparation von primaren Rattenhirnkapillarendothelzellen wurden diese in
12 mL Endothelzellmedium (D-MEM mit 1% (v/v) P/S-Lésung, 20% (v/v) PDS,
100 pg/mL Heparin, 1 ng/mL bFGF) mit Puromycin (3 pg/mL) aufgenommen und
jeweils 0,5 mL der Zelllésung in das obere Kompartiment gecoateter Transwellfilter
pipettiert. Das untere Kompartiment enthielt 1,5 mL des Mediums. Nach dreitagiger
Kultur wurde das Medium der oberen Kompartimente durch Endothelzellmedium mit
200 nM Hydrocortison ersetzt [138]. Die Filtereinsatze wurden daraufhin in die
Vertiefungen einer Gliakulturplatte umgesetzt, in welche zuvor ebenfalls 1,5 mL
Endothelzellmedium mit 200 nM Hydrocortison vorgelegt worden war (Abbildung 7A).
Am né&chsten Tag wurde der Inhalt der oberen Kompartimente durch 0,5 mL eines
Stimulationscocktails, bestehend aus Endothelzellmedium mit 200 nM Hydrocortison,
250 pM pCPT-cAMP sowie 17,5 uM Ro 20-1724 ausgetauscht. Nach 24 Stunden
erfolgte die Messung des transendothelialen Widerstandes der Zellschicht und die

Filter wurden gegebenenfalls fir Versuche eingesetzt.

2.2.4 Messung des transendothelialen Widerstandes bei Transwell-Filtern im

Kokultursystem

Um eine gegebene Barrieredichte zu untersuchen, ist die Messung des
transendothelialen elektrischen Widerstandes — im Folgenden mit TEER abgekurzt -
ein Mittel der Wahl [138]. Durch den Einsatz zweier Messelektroden im oberen bzw.
unteren Kompartiment des Kokultursystems ist es mdoglich, den spezifischen
Widerstand zu ermitteln, den die auf dem Filter wachsende Zellschicht darstellt
(Abbildung 7B). Von diesem Wert muss der Leerwert subtrahiert werden, den man
bei der Messung eines Filters ohne Zellen erhalt. Die Einheit in der der
transendotheliale Widerstand angegeben wird setzt sich zusammen aus dem
gemessen Widerstand (in Q), multipliziert mit der Flache des endothelialen
Monolayers (in cm?). Die GroBe der Membranflache ist dabei indirekt proportional

zum Widerstand der Membran.
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2.2.5 Permeabilitatsuntersuchungen bei Transwell-Filtern im Kokultursystem

Die Testlésung zur Permeabilitdtsmessung beim in-vitro-Modells der BHS enthielt 1%
(w/v) BSA in D-MEM ohne Phenolrot, 167,5 pg/mL Evans Blue-Farbstoff und
10 pg/mL Natriumfluoreszein [136]. Albumin (und der daran gebundene Farbstoff
Evans Blue) gilt dabei als transzellular penetrierender Marker, Fluoreszein als
parazellular penetrierender Marker. Fir jeden zu messenden Filter wurden drei Wells
in einer 12 Well-Platte mit je 1,5 mL D-MEM ohne Phenolrot beflllt und der
entsprechende Filter eingesetzt. Bei jeder Messung wurde ein beschichteter Filter
ohne Endothelzellen als Kontrolle mitgefiihrt. Der Inhalt des oberen Kompartimentes
wurde durch 0,5 mL der Testlésung ersetzt und die Platte mit den Filtern auf einem
Schattler (150 rpm) bei 37 °C und 5% CO. inkubiert (Abbildung 7C). Nach 20
Minuten und 40 Minuten wurden die Filter jeweils vorsichtig in ein neues Well mit D-
MEM ohne Phenolrot umgesetzt. Nach 60 Minuten wurden die Filter verworfen und
100 L des unteren Kompartiments in einem ELISA-Reader (620 nm, fir Evans Blue-
Albumin) bzw. einem Fluoreszenzreader (514 nm, flr Natriumfluoreszein)
vermessen. Zusatzlich wurde die Testldsung zur Erstellung einer Kalibriergeraden

mit Hilfe einer geometrischen Verdinnungsreihe verdinnt.

A

s} f /_ Filtereinsatz

| — Endothelzellen

-4 Membran mit 3 pm-Poren

N\ .
=« ||— GCliazellen

Tracermolekiile

Abbildung 7: In-vitro-Kokulturmodell der Blut-Hirn-Schranke. (A) Kokultivierung von primaren Ratten-
hirnkapillarendothelzellen mit primédren Rattengliazellen. (B) Bestimmung des transendothelialen
Widerstandes im Kokultursystem. (C) Bestimmung des endothelialen Permeabilitatskoeffizienten Pe
im Kokultursystem unter Verwendung der Tracermolekiile Natriumfluoreszein und Evans Blue-
Albumin.
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Zur Untersuchung und zum Vergleich der Barrierequalitdt wurde ein endothelialer
Permeabilitatskoeffizient (Pe) berechnet [138]. Daflir muss zuerst eine Clearance-
Rate (in pL/Minute) bestimmt werden. Die Berechnung des Permeabilitats-
Koeffizienten wurde mit den folgenden Formeln durchgefiihrt, wobei sich der Begriff
luminal auf das obere Kompartiment und der Begriff abluminal auf das untere
Kompartiment bezieht. Dies wird im Folgenden am Beispiel von Evans Blue-Albumin
dargestellt (167.000 ng/mL Evans Blue und 0,1% Albumin im oberen Kompartiment).

Konzap: Stoffkonzentration im abluminalen Kompartiment

Konzym: Stoffkonzentration im luminalen Kompartiment

AbsMenge jym): Absolutmenge des Stoffes im luminalen Kompartiment

V (abl): Flissigkeitsvolumen im abluminalen Kompartiment (hier: 1,5 mL)
Vum): Flussigkeitsvolumen im luminalen Kompartiment (hier: 0,5 mL)
Pe: Permeabilitatskoeffizient (cm/s)

PS: Steigung (uL/Min)

A Filterfliche (cm?)

1. Berechnung der abluminalen Stoffkonzentration flr jeden Messpunkt

Konz » Berechnung Uber Kalibriergerade

abl)

2. Berechnung der absoluten luminalen Stoffmenge fir jeden Messpunkt

AbsMenge 2o uin = (Vum X 167.000 ng/mL) - (V,, x Konz _, )
AbSMenge(lumMO Min — (V(Ium) x 167.000 ng/mL) - (V(abl) 2 (Konz(abl)zo min t Konz(abl)40 Min))
AbSMenge(lum) 60 Min (V(Ium) x 167.000 ng/mL) - (V(abl) X (Konz(abl)20 min + Konz(abl)40 min * Konz(abl) 60 Min))

3. Berechnung der luminalen Stoffkonzentration fir jeden Messpunkt

Konz(lum)20 win = AbsMengeUum)20 win X 2 (in ng/mL)
Konz, . .omn = AbsMenge .o, X 2 (in ng/mL)
Konz( = AbsMenge( x 2 (in ng/mL)

lum) 60 Min lum) 60 Min
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4. Berechnung der Clearance firr jeden Messpunkt

Komz(abl) X V(abl)

Clearance = K
onz,.
Konz(abl) 20 min X V(abl) 20 min
Clearance,; ;i en = K
c)nz(lum) 20 min
C| C| + Konz(abl)40 min X V(abl)40 min
earance, . = earance, .
40 Minut 20 Minut
inuten inuten Konz(lum) 40 min
_ Konz(abl) 60 min X V(abl) 60 min

ClearanceSO Minuten ClearanceZO Minuten + Clearance40 Minuten + Konz(

lum) 60 min

Nun kann die Clearance fur den Filter mit Endothelzellen bzw. den Filter ohne
Endothelzellen gegen die Zeit aufgetragen und die Steigung (PS) berechnet werden
(entspricht Clearance-Rate in uL/Minute).

Um die Barrierekapazitat des Leerfilters allein herauszurechnen wird folgende Formel
angewandt:

1 1 1 . . . .
= - (PS in 1/mL/min; mL/min = 10 m3/min)

PS PS PS

Endothel Filter mit Zellen leerer Filter

Der Permeabilitatskoeffiezient (Pe) errechnet sich aus dem Quotienten des Wertes
flr PSengothel Und der Flache des Filters. Die Einheit des Koeffizienten ist cm/s, da

m3
min m?3 m?3 m cm
6 = 106 = 106 = 102 =1
10 cm? 107 minxem? = 107 minx104m2 = 19 min 60 s

2.2.6 Migrationsassay mit Transwell-Filtern im Kokultursystem

Das in-vitro-Kokulturmodell diente zur Untersuchung des Migrationsverhaltens
mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) tber die Blut-Hirn-Schranke
(BHS). Die Transwellfilter mit den Endothelzellen, welche sich bis zu diesem
Zeitpunkt in Kokultur mit den Gliazellen befanden und fir 24 Stunden mit einem
Cocktail aus Hydrocortison, pCPT-cAMP und Ro 20-1724 stimuliert worden waren,
wurden in die Vertiefungen einer neuen 12-Well-Platte umgesetzt. In das obere
Kompartiment jedes Transwellfilters wurden in einem Volumen von 300 pL
Kulturmedium 3 x 10° PBMCs der jeweiligen Kondition zugegeben. Das untere
Kompartiment enthielt in einem Volumen von 1 mL entweder Kulturmedium allein

oder Kulturmedium mit Zytokinen (TNFa, MCP-1). Die dreistindige Inkubation der
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PBMCs mit den Endothelzellen erfolgte wiederum bei 37 °C und 5%iger CO.-
Atmosphére. Die PBMCs, welche wahrend der Inkubation Uber die endotheliale
Barriere in das untere Kompartiment gewandert waren, wurden mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie analysiert.

FUr jede Kondition wurden 8 bis 12 Filter eingesetzt und die migrierten Zellen daraus
vereinigt. Dafir wurde die Unterseite der Filter mit eiskaltem PBS abgespult und
zusammen mit dem Inhalt der Vertiefungen in ein 50 mL-Zentrifugenréhrchen
Uberfahrt. Die Vertiefungen selbst wurden zuséatzlich zwei Mal mit 1 mL eiskaltem
PBS gespilt und die Waschlésung in das Zentrifugenréhrchen gegeben. Nach einer
15-minltigen Zentrifugation bei 500 x g und 4 °C konnten die Zellen des Pellets mit
fluoreszenzmarkierten Antikérpern fir die Durchflusszytometrie weiterbehandelt

werden.

2.2.7 Kultivierung von Zelllinien

Far die in-vitro-Untersuchungen zur Neuroinvasion durch T. gondii wurden unter
anderem Maushirnendothelzellen (bEnd.3-Zellen) und humane Vorhautfibroblasten
(HFF-Zellen) eingesetzt [139, 140].

Beide Zelllinien wurden in D-MEM mit 10% (v/v) FBS und 1% (v/v) P/S-Lésung bei
37 °C und einer 5%igen CO.-Atmosphare kultiviert. Das Medium wurde dreimal
wdchentlich gewechselt und die Zellen jeweils bis zum Erreichen der Konfluenz
kultiviert.

Zum Passagieren der Zelllinien wurden konfluente Zellen einem Trypsinverdau
unterzogen und mit einer Ratio von 1:5 auf neue KulturgefaBe aufgeteilt. Alle

Zelllinien wurden bis zur 30. bzw. 40. Passage verwendet.

2.2.8 Passagieren von Zelllinien

Um konfluent gewachsene Zellen zu passagieren wurde die Zellschicht vorsichtig mit
PBS abgespiilt und mit soviel 1x-Trypsin/EDTA-L&sung (0,05% (v/v) Trypsin, 0,02%
(v/v) EDTA, in PBS) inkubiert, dass die Zellschicht gerade bedeckt war. Nach dem
Ablésen der Zellen von der Wachstumsoberflache wurden diese in Kulturmedium
(D-MEM mit 10% (v/v) FBS und 1% (v/v) P/S-Lésung) Uberfihrt und fiir 10 Minuten
bei 350 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
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die Zellen mit einer Ratio von 1:5 auf neue KulturgefaBe verteilt. Alle Reagenzien zur
Zellpassage wurden vor Beginn der Arbeiten auf 37 °C erwarmt.

2.2.9 Kultivierung von T. gondii-Tachyzoiten

T. gondii ist ein obligat intrazellularer Parasit und muss daher in Wirtszellen vermehrt
werden. Ein Aliquot (circa 0,5 mL) einer extrazellularen Tachyzoitenkultur (Typ I-
Stamm RH bzw. Typ II-Stamm ME49) wurde jeweils zur Infektion neuer HFF-Zellen
genutzt. Nach zwei bis drei Tagen erfolgte die Lyse der Wirtszellen durch die sich
vermehrenden Parasiten. Die extrazellularen Tachyzoiten wurden am Tag der
Wirtszelllyse flr Experimente eingesetzt oder sofort weiterpassagiert, da ein
Uberleben der Parasiten auBerhalb von Wirtszellen nur kurzfristig méglich ist.

2.2.10 Infektion von Zellen mit T. gondii-Tachyzoiten

Fir alle Infektionen wurden T. gondii-Tachyzoiten aus einer frisch lysierten HFF-
Kultur eingesetzt. Der Inhalt der Kulturflasche wurde zuerst fir 10 Minuten bei
200 x g zentrifugiert, um noch vorhandene Wirtszellen zu pelletieren. Der Uberstand
wurde bei 350 x g fur 10 Minuten zentrifugiert und die im Pellet enthaltenen
Tachyzoiten wurden vor einem weiteren Waschschritt bei 350 x g (10 Minuten) in
Kulturmedium (D-MEM mit 1% P/S-Lésung und 10% FBS) bzw. PBS resuspendiert.
Die gewaschenen Tachyzoiten wurden in einer geeigneten Menge Kulturmedium
oder PBS aufgenommen, gezahlt und zeitnah fir Folgeversuche eingesetzt.

2.2.10.1 Infektion von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

5 x 10° bis 10’ PBMCs aus Maus- bzw. Rattenblut wurden in einer Ratio zwischen
1:1 und 5:1 mit 7. gondii-Tachyzoiten in 15 mL D-MEM mit 1% P/S-Lésung und 10%
FBS aufgenommen und in ein 50 mL-Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Die
Zentrifugenréhrchen wurden mit angeschraubtem Deckel und in Schraglage bei
37 °C und 5% CO, fur 2 Stunden inkubiert, sofern nicht anders angegeben.
Kontrollzellen ohne Toxoplasmen wurden bei gleichen Bedingungen inkubiert. Nach
der Inkubation wurde die Zellsuspension in ein 15 mL-Zentrifugenréhrchen tberfahrt
und fiir 10 Minuten bei 200 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand mit

den darin enthaltenen extrazellularen Tachyzoiten wurde verworfen und das Pellet in

38



Material und Methoden

weiteren 15 mL Medium suspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 Minuten bei
200 x g und Raumtemperatur) und Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 3
mL Medium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

2.2.10.2 Infektion von Endothelzellen

Primare Rattenhirnkapillarendothelzellen sowie bEnd.3 Zellen wurden wie oben
beschrieben kultiviert und fiir Versuche mit einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen/cm?
(5x 10° Zellen pro Well) in 24-Well-Platten ausgesat. Bei Bedarf erfolgte eine
48-stiindige Vorinkubation mit 100 U/mL rekombinantem Maus- bzw. Ratten-IFNy.
Die Infektion mit T. gondii-Tachyzoiten erfolgte in einer Ratio von 5:1 bzw. 1:1 fir 2
Stunden, gefolgt von 2 Waschschritten mit warmem PBS und gegebenenfalls einer
Weiterkultivierung der Zellen. Da Endothelzellen nach Infektion mit 7. gondii im
Durchflusszytometer als GFP™ erscheinen, war es méglich, zwischen infizierten und
nicht infizierten Zellen desselben Wells zu unterscheiden. Dementsprechend werden
diese Populationen im Folgenden als T. gondii-behandelt aber nicht infiziert bzw. als
T. gondii-behandelt und infiziert bezeichnet.

Fir die Genexpressionsanalysen wurden bEnd.3-Zellen in Zellkulturschalen mit
10 cm Durchmesser (56,7 ¢cm? Wachstumsflache) in einer Dichte von 6 x 10*
Zellen/cm? ausgesat und am nachsten Tag mit Tachyzoiten in einer Ratio von 3:1 fiir
4 bzw. 8 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA-L&sung von den
Platten abgeldst, mit Medium (D-MEM mit 10% FBS) gewaschen und das Pellet
anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zum Versand an die Firma
Miltenyi Biotech (auf Trockeneis) wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.2.11 Kryokonservierung und Regeneration von Zelllinien und T. gondii-
Tachyzoiten

Die einzufrierenden Zellen wurden zunachst mit dem jeweiligen Kulturmedium
gewaschen und anschlieBend gezahlt. Als Kryokonservierungsreagenz wurde DMSO
verwendet, welches in einer Konzentration von 10% (v/v) in fétalem Rinderserum
vorlag. Das Einfriermedium wurde bei Raumtemperatur eingesetzt. Es wurden 10°
bis 107 Zellen in einem Volumen von 1,5 mL aufgenommen und mit einer Kilhlrate
von 1 °C pro Minute eingefroren. Daflir wurden die KryogefaBe mit den Zellen in

einen Kryokonservierungsbehalter Gberfihrt und dieser Uber Nacht bei -80 °C
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belassen. Die Proben wurden anschlieBend in einem Behdalter mit flissigem
Stickstoff bei -196 °C dauerhaft gelagert.

Zur Regeneration kryokonservierter Zellen wurde der Inhalt des KryogefaBes in
einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in eine Zentrifugenréhre mit 50 mL warmem
Kulturmedium Uberfihrt und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten bei 350 x ¢
zentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde verworfen und die Zellen des

Pellets mit frischem Medium in Kultur genommen.

2.3 Isolierung von PBMCs und mononukledren Zellen des Gehirns durch
Dichtegradientenzentrifugation

Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) von Versuchstieren wurden
mittels OptiPrep™-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Bei OptiPrep™
handelt es sich um eine 60%ige (w/v) lodixanol-Lésung (L&ésungsmittel ist Wasser)
mit einer Dichte von 1,32 g/mL. FiUr die Dichtegradientenzentrifugation wird das
gewonnene Vollblut mit OptiPrep™ und einem Tricin-Puffer (TBS-Puffer) versetzt,
um so die Dichte der erhaltenen Lésung auf 1,078 g/mL einzustellen. Nach einer sich
anschlieBenden Zentrifugation ,flotieren* die Zielzellen an die Oberflache des
Gradienten bzw. der OptiPrep™-Plasma-Phase, da die Zelldichte geringer als die der
umgebenden Ldésung ist [141]. Erythrozyten sowie Granulozyten werden

sedimentiert.

2.3.1 Isolierung von PBMCs aus Mauseblut

Fir die Gewinnung von Vollblut wurden die Versuchstiere zuerst mit CO»
anasthesiert und das Blut durch Herzpunktion entnommen (0,8 mL — 1,2 mL pro
Maus). Die verwendeten Spritzen wurden vor der Blutentnahme mit Heparin als
Antikoagulans behandelt. Zur Isolierung von murinen PBMCs wurden 5 mL bis 7 mL
heparinisiertes Blut mit %2 Blutvolumen TBS-Puffer versetzt und anschlieBend mit V4
Blutvolumen OptiPrep™-L&sung vermischt. Alle Komponenten des Gradienten hatten
Raumtemperatur. Nach dem Uberfiihren des Gemisches in ein 15 mL-
Zentrifugenréhrchen wurde dieses mit 0,5 mL TBS-Puffer Uberschichtet und
anschlieBend fur 30 Minuten bei 1.000 x g sowie Raumtemperatur zentrifugiert. Die
Uberschichtung des Gradienten mit TBS-Puffer verhindert, dass sich die PBMCs auf

Hbéhe des Meniskus an die GefaBwand anheften und erleichtert so die spatere
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Entnahme der Zellen. Die PBMCs befinden sich nach der Zentrifugation
hauptsachlich in einer weiBen Interphase zwischen der TBS-Puffer-Uberschichtung
und der OptiPrep™-Plasma-Phase, d. h., sie flotieren auf der Oberflache des
Gradienten (Abbildung 8). Der Inhalt des Zentrifugenréhrchens wird vom Meniskus
abwarts bis 0,5 cm Uber dem Erythrozytenpellet abgenommen. Die so erhaltene
Zellfraktion wird in ein 50 mL-Zentrifugenréhrchen GUberfihrt, mit PBS auf 50 mL
aufgeflllt und gewaschen (Zentrifugation bei 250 x g, 10 Minuten, 4 °C), um
verbliebene Blutplattchen zu entfernen. Durch eine sich anschlieBende
Erythrozytenlyse koénnen eventuell vorhandene Erythrozyten eliminiert werden.
Hierfir wird das Zellpellet in 5 mL einer hypotonen, 0,2%igen (w/v) NaCl-Lésung
resuspendiert und 20 Sekunden inkubiert. Danach wird das gleiche Volumen
1,6%iger (w/v) NaCl-Léosung zugegeben, um wieder isotone Bedingungen
herzustellen. Nach erneuter Zentrifugation bei 300 x g fir 10 Minuten und 4 °C
kdénnen die isolierten PBMCs sofort flr Versuche verwendet werden.

Sollten die Zellen Gber Nacht bei 4 °C gelagert werden, so wurde R5-Medium zum

Pellet hinzugegeben.

TBS Uberschichtung

¢ g //
é,— PBMC Interphase /
é |/
B OptiPrepTM-PIasma-Phase
‘ Erythrozyten / Granulozyten
1 2 3 4

Abbildung 8: PBMC-Isolierung aus Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation. (7) Vollblut wird mit
OptiPrep™ und TBS-Puffer gemischt und (2) mit TBS-Puffer Uberschichtet. (3) Nach der
Zentrifugation sind Erythrozyten sowie Granulozyten sedimentiert, die PBMCs befinden sich
hauptsachlich in der weiBen Interphase unterhalb des Meniskus. (4) Vom Meniskus aus abwarts
werden die PBMCs aus der Interphase und der OptiPrep™-Plasma-Phase gewonnen.
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2.3.2 Isolierung von PBMCs aus Rattenblut

Fir die Isolierung von Ratten-PBMCs wurden die Versuchstiere mit CO, anasthesiert
und das Blut durch Herzpunktion enthommen (ca. 10 mL pro Ratte). Die
verwendeten Spritzen wurden vor der Blutentnahme mit Heparin als Antikoagulans
behandelt. Das heparinisierte Blut wurde mit 1/8 Blutvolumen OptiPrep™-L6sung
versetzt (z. B. 5 mL Blut und 0,625 mL OptiPrep™-L6sung) und die entstandene
Lésung durch Inversion des ReaktionsgefaBes vorsichtig vermengt. Das Blut-
OptiPrep™-Gemisch wird wiederum in ein 15 mL-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
mit 0,5 mL TBS-Puffer Uberschichtet. Nach einer 20-minttigen Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 1.300 x g entspricht die weitere Vorgehensweise der der

Isolierung von murinen PBMCs.

2.3.3 Isolierung mononukleérer Zellen aus dem Gehirn

Die mit Isofluran getbteten Tiere wurden mit 40 mL eiskaltem PBS durch die linke
Herzkammer perfundiert. Jeweils zwei Gehirne wurden gemeinsam mit Hilfe einer
18G-Kanule in 5 mL RPMI 1640-Medium homogenisiert. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend mit 250 pg/mL Collagenase/Dispase und 125 ug/mL DNase | fir eine
Stunde bei 37 °C einem Verdau unterzogen. Nach der Inkubation wurde die
Suspension durch ein Zellsieb mit 70 pm Porengr6Be in ein 50 mL-
Zentrifugenréhrchen filtriert, mit RPMI 1640-Medium auf 50 mL aufgefallt und far 10
Minuten bei 1.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde
in einer 60%igen (v/v) Percoll-Lésung aufgenommen und vorsichtig mit einer
30%igen (v/v) Percoll-Lésung Uberschichtet. Zur Separation der einzelnen Fraktionen
wurde der Gradient fir 25 Minuten bei 1.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Die am oberen Rand des Gradienten befindliche Myelinschicht wurde verworfen. Aus
der Interphase zwischen der 30- und 60%igen Percoll-L6sung wurden die
mononukledren Zellen entnommen und in ein 50 mL-Zentrifugenréhrchen Uberflhrt.
Nach einem letzen Waschschritt mit RPMI 1640-Medium (10 Minuten, 500 x g,
Raumtemperatur) wurden die Zellen in 2 mL RPMI 1640-Medium mit 1% P/S-Lésung
und 10% FBS aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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2.4 Magnetische Zellseparation

Die magnetische Zellseparation wurde angewandt, um eine murine PBMC-
Population in eine mit CD11b*-Zellen angereicherte und eine CD11b™-negative
Fraktion aufzutrennen. Die Separation von Zellpopulationen erfolgte mit Hilfe
sogenannter ,Microbeads”. Dabei handelt es sich um Antikérper, die an einen
spezifischen Oberflachenmarker der Zellpopulation von Interesse binden und mit
magnetisierbaren Partikeln konjugiert sind. Die Gesamtzellsuspension wird auf eine
magnetisierte Saule geladen, wobei nur die zuvor markierten Zielzellen in der Saule
zurlickgehalten werden. Nach Wegnahme der magnetisierenden Umgebung kénnen
die in der Saule verbliebenen Zellen ebenfalls eluiert werden.

Zur Isolierung von CD11b*-Zellen wurden 10’ bis 5 x 10’ PBMCs eingesetzt. Alle
Arbeitsschritte erfolgten soweit mdglich auf Eis und mit gekihlten Lésungen. Die
Zellen wurden in einem 15 mL-Zentrifugenréhrchen zuerst mit 10 mL MACS-Puffer
gewaschen (Zentrifugation fir 10 Minuten bei 4 °C und 300 x g) und in 90 pL MACS-
Puffer pro 10’ Zellen aufgenommen. Nach Zugabe von 10 pL der anti-CD11b-
,Microbeads“-Lésung pro 10’ Zellen erfolgte eine 15-miniitige Inkubation bei 4 °C im
Dunkeln. Daraufhin wurden die Zellen drei Mal mit je 10 mL MACS-Puffer gewaschen
(Zentrifugation fir 10 Minuten bei 4 °C und 300 x g) und das Pellet in 500 uL MACS-
Puffer aufgenommen. Zur Aquilibrierung wurde die Separationssdule in eine
magnetische Halterung eingespannt, mit 500 uL MACS-Puffer gewaschen und mit
den markierten Zellen beladen. Beim Eluat der Saule handelt es sich um die CD11b'-
Zellfraktion. Die Saule wurde drei Mal mit je 500 uL MACS-Puffer gewaschen und
auch diese Durchflisse wurden mit der Negativiraktion vereinigt. Die S&ule wurde
nun aus der Halterung entnommen und mit 1 mL MACS-Puffer beschickt. Mit Hilfe
eines Stempels konnte die CD11b*-Fraktion von der Saule eluiert werden. Um den
Reinheitsgehalt der Positivfraktion zu erhéhen, wurde diese ein zweites Mal auf eine
aquilibrierte Saule gegeben und wie beschrieben gewaschen und eluiert. Nach
Zentrifugation (10 Minuten bei 4 °C und 300 x g) der erhaltenen Zellfraktionen wurde
das Pellet in 2 mL PBS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.
Durchflusszytometrische Untersuchungen ergaben bei der CD11b*-angereicherten
Fraktion eine Reinheit von circa 85% (im Folgenden als CD11b"-Fraktion
bezeichnet). Die restlichen Zellen enthielten maximal 6% CD11b*-Zellen (im

Folgenden als CD11b™-Fraktion bezeichnet).
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2.5 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.5.1 DNA-Isolierung aus Gewebe

Zur Isolierung von Gesamt-DNA aus Organen wurden diese zuerst einem
proteolytischen Verdau mit Proteinase K unterzogen. Kleine Organstiicke von der
Leber bzw. die Halfte eines Gehirns wurden dafir in 1,5 mL-ReaktionsgefaBen mit
0,5 bzw. 1 mL Organ-Lysepuffer versetzt und bei 56 °C auf einem Schittler inkubiert,
bis sich das Gewebe vollstdndig aufgelést hatte. Es folgte eine Zentrifugation der
Proben far 30 Minuten bei 20.000 x g, sodass nichtlésliche Zellbestandteile
abgetrennt werden konnten. 400 pL bzw. 800 pL des Uberstandes wurden mit dem
gleichen Volumen an 100%igem Isopropanol versetzt und der Inhalt des
ReaktionsgefaBes durch vorsichtiges Invertieren gemischt. Die préazipitierte DNA
konnte mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze aus der Lésung ,gefischt®, in 70%igen
(v/v) Ethanol eingetaucht und dann in einem weiteren Reaktionsgefa3 bis zum
vollstandigen Trocknen aufbewahrt werden. Die getrocknete DNA wurde im
Anschluss durch Zugabe von 200 bis 500 pL A. dest. wieder geldst. Der DNA-
Isolierung aus Gehirngewebe schloss sich zusatzlich eine DNA-Aufreinigung durch
DNA-bindende Saulen an. Vor der weiteren Verwendung wurden die DNA-haltigen
Lésungen einer Konzentrationsbestimmung unterzogen. Hierbei wurde neben der
DNA-Konzentration der Lésung auch der Quotient der Absorptionen bei 260 nm
(doppelstrangige DNA) und 280 nm (Proteine) berechnet. Ein Quotient zwischen 1,7
und 1,9 zeigte einen ausreichenden Reinheitsgehalt der DNA-Probe an.

2.5.2 DNA-Aufreinigung ilber DNA-bindende-Saulen

Wurde die DNA aus einer kompletten Hirnhélfte isoliert, so erfolgte zusatzlich eine
Aufreinigung der DNA (ber DNA-bindende Saulen. Dies geschah unter Zuhilfenahme
des DNeasy Blood & Tissue Mini Kits und einem dafir ausgelegten
Aufreinigungsprotokoll. Alle Aufreinigungsschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefihrt.

Daftr wurden 150 pL der aufzureinigenden DNA (jeweils 300 — 600 pg) mit 15 pL
Puffer AW1 und 375 pL Puffer AW2 versetzt. Die Proben wurden mit einem
Vortexgerat fur 10 Sekunden gemischt und anschlieBend auf die vorbereiteten
Saulen geladen. Nach einer Zentrifugation fir 60 Sekunden bei 6.000 x g wurde das

Auffangréhrchen verworfen und die Saule in einem neuen AuffanggefaB platziert. Zur
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Saule wurden nun 500 pL Puffer 2 zugegeben und diese erneut fir 60 Sekunden bei
6.000 x g zentrifugiert. Das Auffangréhrchen wurde danach verworfen und die Saule
in ein neues Réhrchen umgesetzt. Es folgte eine Zentrifugation fir drei Minuten bei
20.000 x g, um die Membran der Saule zu trocknen. Die Saule wurde anschlieBend
in ein 1,5 mL-ReaktionsgefaB umgesetzt und die Membran mit 100 pL A. dest.
Uberschichtet. Nach einer Inkubation von 60 Sekunden wurde die DNA durch
Zentrifugation (1 Minute bei 20.000 x g) von der Saule in das Reaktionsgefal eluiert.
Fur die aufgereinigte DNA-L&sung wurde wiederum eine Konzentrationsbestimmung

durchgefihrt.

2.5.3 Quantitative LightCycler™-Polymerase-Ketten-Reaktion (qLC-PCR)

Neben dem LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes-Kit wurden
zwei fluoreszierende Sonden und die Primer Tox9 und Tox10as eingesetzt, welche
ein 162 Basenpaare groBes Fragment des ,cryptic-Gens von T. gondii flankieren
[142]. Die Sonde HP1 (Donor) besitzt eine 3'-terminale Fluoreszein-Markierung
(FAM), die Sonde HP2 (Akzeptor) tragt eine 5-terminale ,LightCycler®-Red-640*-
Markierung und am 3’-Ende eine Phosphatgruppe. Die Sequenzen der Sonden
wurden so gewahlt, dass diese sich nach korrekter Hybridisierung in rumlicher Néhe
zueinander befinden. Nach Anregung des Donorfarbstoffes durch eine externe
Lichtquelle wird der emittierte Lichtstrahl des Donor-Fluorophors auf das Akzeptor-
Fluorophor Ubertragen. Dieses wiederum wird zur Emission eines Lichtstrahls
bestimmter Wellenldnge angeregt, welcher vom Detektor gemessen wird. Der
Energietransfer zwischen den beiden Fluorophoren wird als Fluorescence Energy
Resonance Transfer (FRET) bezeichnet. Die gemessene Fluoreszenzintensitat ist
dabei direkt proportional zur Menge an enstandenem PCR-Produkt.

Zur Amplifikation der toxoplasmaspezifischen DNA wurde folgender ,Mastermix®

vorbereitet:

Tabelle 12: ,Mastermix" fir gLC-PCR

Reagenzien (Stammlésungen) Volumen fiir eine Messung Mastermix-
(Z5pL) Konzentration in 5 pL
FastStart Polymerase 1pL
A. dest. 0,86 pL
Primer Mix (Tox9 und Tox10as, je10 mM) |1 L 2 mM
MgCl, (25 mM) 0,8 uL 4 mM
Sonde HP1 (3 uM) 0,67 uL 0,4 uM
Sonde HP2 (3 uM) 0,67 0,4 uM
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In die Reaktionskapillaren wurden 5 pL des ,Mastermixes® vorgelegt und
anschlieBend mit 5 pL der zu messenden Probe vermischt. Die Menge an
eingesetzter Gesamt-DNA variierte dabei zwischen 50 pg und 250 ng, wobei die
Proben einer Messung immer auf die gleiche Konzentration eingestellt wurden. Als
interne Kontrolle dienten drei Standardansatze mit 2,5 pg, 25 pg und 250 pg
Toxoplasma-DNA. Die Auswertung der Proben erfolgte schlieBlich in Picogramm
Toxoplasma-DNA pro Nanogramm eingesetzter Gesamt-DNA. Ein Ansatz, der neben
dem ,Mastermix® nur Wasser enthielt, diente als Negativkontrolle. Vor der Messung
wurden die Kapillaren kurz anzentrifugiert, um das Reaktionsgemisch am Boden der
Kapillare zu sammeln. Die PCR beinhaltete eine initiale Denaturierung far 10 Minuten
bei 95 °C und 50 Zyklen mit 10 Sekunden bei 95 °C, 20 Sekunden bei 52 °C und 30
Sekunden bei 72 °C und zum Abschluss einen Zyklus fir 30 Sekunden bei 40 °C.
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der LighCycler® Data Analysis Software 3.5.

2.5.4 Genexpressionsanalyse bei Endothelzellen mittels Microarray-Technik

Veranderungen im Transkriptionsprofil infizierter bEnd.3-Zellen wurden mittels
Agilent Whole Mouse Genome Oligo Microarrays untersucht. Die Endothelzellen
wurden mit einer Ratio von 3:1 infiziert und fir 4 bzw. 8 Stunden bei 37 °C und 5%
CO»-Atmosphare inkubiert. Die weitere Probenaufarbeitung wie RNA-Amplifikation,
RNA-Qualitatskontrolle, T7-basierte Amplifikation, sowie Hybridisierung der RNA und
die Datenanalyse wurden vom Gene Expression Profiling Service der Firma Miltenyi
Biotec (Bergisch Gladbach) durchgefiihrt.

2.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Speziell beschichtete und verschlieBbare 96-Well-Platten wurden tber Nacht bei
4 °C mit 50 pL einer Capture-Antikérperldsung inkubiert (Verdinnung jeweils
entsprechend den chargenspezifischen Angaben des Herstellers (in Coating-Puffer)).
Am nachsten Tag wurden die Wells der Platte dreimalig mit Waschpuffer gespilt und
nach dem letzten Waschschritt kraftig ausgeklopft, um allen Puffer zu entfernen. Um
unspezifische Bindungen abzusattigen erfolgte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
eine Blockierung mit 10% (v/v) FBS in PBS. Wahrenddessen wurde ausgehend von
der Ausgangslésung des Standards (2.000 pg/mL) mit 1:2-Verdinnungen in

Blockierungspuffer (bis zu 62,5 pg/mL) eine Kalibrierreihe vorbereitet. Die Platte
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wurde nach dem Blockierschritt erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen und
ausgeklopft, bevor jeweils 50 uL der Standardlésungen und der bei Bedarf in
Blockierungspuffer verdiinnten Proben aufgetragen wurden. Die Platte wurde erneut
verschlossen fir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Durch 5 Waschschritte
nach der Inkubation wurden ungebundene Uberstande entfernt. Nach dem
Ausklopfen der Platte wurden pro Well 50 pyL des Detektionsgemisches zugegeben,
bestehend aus einer chargenspezifischen Verdinnung des Detektionsantikérpers
und der Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase in Blockierungspuffer. Der sich
anschlieBenden einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur folgten 7
Waschschritte mit Waschpuffer, wobei jeder Waschschritt eine einminltige
Inkubationszeit beinhaltete. Nach dem Ausklopfen der Platte wurden 50 pL
Substratlésung zugegeben (1 TMB-Tablette in 10 mL ELISA-Substratpuffer geldst)
und die Platte bis zu einer sichtbaren Blaufarbung der Lésung im Dunkeln
aufbewahrt. Die Zugabe von 2 M Schwefelsdure stoppte die Umsetzung des
Substrates TMB durch die Peroxidase und lieB die Lésung gelblich erscheinen. Die

Vermessung der Proben erfolgte photometrisch bei 450 nm ohne Referenz.

2.7 Immunfluoreszenzfarbung

Um Oberflachenmoleklle auf Endothelzellen und Gliazellen darzustellen, wurden
diese auf Collagen-G-beschichteten  Glasplattchen  (Coverslips) (1 mg
Collagen G/mL) in einer 24 Well-Platte ausgeséat und bis zur Konfluenz kultiviert.
Durch eine 15-mindtige Inkubation mit 3,7% (v/v) Formaldehydlésung in PBS wurden
die Zelllayer fixiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Um unspezifische
Antikérperbindestellen zu blockieren erfolgte eine 30-minltige Inkubation mit 5% (v/v)
fétalem bovinen Serum oder Ziegenserum in PBS bei Raumtemperatur. Die
entsprechenden Primarantikérper wurden in Blockierldsung auf eine Konzentration
von 5 bis 10 pug/mL verdinnt und anschlieBend fir 60 Minuten zu den Zellen
gegeben. Nach zwei Waschschritten mit PBS erfolgte die Zugabe der in
Blockierlésung verdlinnten Sekundarantikdrper (1:100) und eine weitere Inkubation
fir 60 Minuten im Dunkeln. Die Zelllayer wurden nach erfolgter Inkubation erneut
zweimal mit PBS gewaschen und fir 10 Minuten im Dunkeln mit DAPI/Methanol-
Lésung inkubiert (0,1 pug/mL). Uberschiissige DAPI-Lésung wurde daraufhin durch

einen Waschschritt mit Methanol entfernt und die Coverslips wurden nach dem
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Trocken mit Eindeckmedium auf Objekttragern fixiert (Zellschicht auf Seite des
Objekttragers). Die Bildaufnahmen erfolgten an einem 200M Axiovert
Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss. Die verwendeten Antikdrperkombinationen

lassen sich aus Tabelle 13 entnehmen.

Tabelle 13: Antikdrper zur Charakterisierung priméarer Zellen durch Immunfluoreszenz-Farbung

Primérantikérper Sekundérantikorper
Kaninchen-lgG-anti-GFAP Ziege-anti-Kaninchen-IgG Alexa Fluor 488
Kaninchen-Ig-anti-von-Willebrand-Faktor Ziege-anti-Kaninchen-IgG Alexa Fluor 488
Kaninchen-Ig-anti-ZO-1 Huhn-anti-Kaninchen-1gG Alexa Fluor 594
Maus-1gG1-anti-Occludin Anti-Mouse-Cy3

2.8 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen erfolgten an einem FACS-Calibur™ der Firma
Becton Dickinson, welches durch den Einsatz von zwei Lasern die simultane
Messung von vier verschiedenen Fluoreszenzen erlaubt. Messbare Parameter sind
hierbei die relative GroBe sowie die relative Granularitit/Komplexitat der Zellen,
ebenso wie deren spezifische und relative Fluoreszenz. Hierfir verwendete
Antikérper sind mit einem Fluorochrom konjugiert. Die Menge des emittierten
Fluoreszenzlichts ist dabei proportional zur Zahl der Fluorochrommolekile. Um
Proben fir eine durchflusszytometrische Messung vorzubereiten, wurden die zu
messenden Zellen zundchst gezahlt und anschlieBend mit 500 uL Waschpuffer (5%
(v/v) FBS in PBS) gewaschen (Zentrifugation flr 5 Minuten bei 500 x g und 4 °C). Bis
zu 10° Zellen wurden in einem 1,5 mL-ReaktionsgefdB in 100 pL Waschpuffer
aufgenommen und zur Blockierung unspezifischer Bindungen mit 2,5 pL
Hamsterserum und 2,5 uL Rattenserum versetzt. Die Zugabe der entsprechenden
fluorochromkonjugierten Antikérper bzw. der Primarantikérper erfolgte in einer
Konzentration von 0,2 pg/100 pL. Nach 20-mindtiger Inkubation im Dunkeln bei 4 °C
wurden die ReaktionsgeféaBe mit Waschpuffer auf 500 pL aufgefillt und fir 5 Minuten
bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der
Waschschritt wiederholt. Kam es zum Einsatz eines fluorochromkonjugierten
Sekundarantikérpers bzw. Biotinkonjugates, wurde das Pellet erneut in 100 pL
Waschpuffer aufgenommen und mit dem Sekundarantikdrper bzw. Biotinkonjugat in
einer Konzentration von 0,2 pug/100 pL versetzt. Es schlossen sich ein 15-min0tiger
Inkubationsschritt im Dunkeln bei 4 °C und zwei weitere Waschschritte mit
Waschpuffer an. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 100 pL

Fixierungspuffer (3,7% (v/v) Formaldehydlésung in PBS) aufgenommen und flr 10
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Minuten im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Um die Zellen flr bis zu drei Tage zu
lagern, wurde die Fixierungslésung durch Zentrifugation (5 Minuten bei 500 x g und
4 °C) entfernt und das Zellpellet in 300 uL Aufbewahrungspuffer (2% (v/v) FBS, 0,1%
(v/v) Natriumazid, 0,2 mM EDTA, in PBS) aufgenommen. Die Messung erfolgte dann
innerhalb von 24 Stunden.

2.9 Intravendse Injektion infizierter PBMC-Fraktionen

Murine PBMCs wurden mittels magnetischer Zellseparation in eine CD11b*- und eine
CD11b’-Fraktion wie oben beschrieben aufgeteilt. Die Zellen wurden jeweils fir 15
Stunden bei 37 °C und einer 5%igen CO.-Atmosphare mit GFP* RH-Stamm-
Tachyzoiten in einer Ratio von 1:1 inkubiert. Infektionsraten wurden mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Jedem Tier (NMRI-Mause) wurden 10.000 infizierte
Zellen in 0,2 mL PBS intravends gespritzt. Nach einem, drei und sieben Tagen
wurden die Gehirne entnommen, und mittels quantitativer LightCycler®-PCR wurde
die Menge an vorhandener Toxoplasma-DNA untersucht.

2.10 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden statistische Unterschiede zwischen den Gruppen
mit Hilfe des Student’s t-Test ermittelt, soweit eine Normalverteilung der Messwerte
vorlag. Bei nicht normalverteilten Werten wurde der Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 bestétigte die Signifikanz der Unterschiede. Alle
Experimente wurden mindestens drei Mal wiederholt.

Bei den von der Firma Miltenyi Biotec kommerziell durchgefihrten und
ausgewerteten Microarrays wurde ein 2-seitiger t-Test angewandt, um die Signifikanz
eines Messwertes gegeniber der Kontrolle zu bestatigen.
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3 Ergebnisse

3.1 In-vitro-Untersuchungen zur Neuroinvasion durch T. gondii

3.1.1 Einfluss einer T. gondii-infektion auf die Immunantwort von
Hirnendothelzellen

3.1.1.1 Genexpressionsanalysen nach Infektion von Hirnendothelzellen mit
T. gondii-Tachyzoiten

Spezialisierte Kapillarendothelzellen bilden die Grundlage der Blut-Hirn-Schranke.
Diese muss der Parasit T. gondii Gberwinden, um bei einer akuten Infektion in das
ZNS zu gelangen. Um den Einfluss einer T. gondii-Infektion auf die Genexpression
von Hirnendothelzellen zu analysieren, wurden Microarray-Experimente mit Agilent
Whole Genome Microarrays durchgefihrt. Die Genregulation in der murinen
Hirnendothelzelllinie bEnd.3 wurde 4 und 8 Stunden nach Infektion mit T. gondii-
Tachyzoiten des RH-Stammes untersucht (Infektionsratio 3:1). Durch den Vergleich
zu einer nicht infizierten Kontrolle lasst sich die transkriptionelle Regulation von
Wirts-Genen als Folge einer Infektion darstellen.

Aus den signifikant regulierten Wirtsgenen wurden solche ausgewahlt, die fir die
direkte Neuroinvasion durch den Parasiten bzw. die transendotheliale Migration von
(Toxoplasma-infizierten) Leukozyten von Bedeutung sein kdnnen [73, 143, 144, 145,
146, 147] (Abbildung 9). Die entsprechenden Genprodukte lassen sich 6 Gruppen
zuordnen: Zytokine und Chemokine, Interleukine und deren Rezeptoren,
Signaltransduktionsmolekiile, Zelloberflachenproteine (CDs, clusters of
differentiation), Zelladhasionsmolekile und Junctional complex-Proteine. Daneben
wurde auch die transkriptionelle Regulation weiterer Gene festgestellt, darunter
Matrixmetalloproteinasen und der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4). Bei den Genen, die fur
neuroinvasive Vorgange von potentiellem Interesse sind, zeigte sich eine Hoch- bzw.
Herunterregulation bis zum Faktor 14. Die Uberwiegende Mehrzahl der Gene wurde
als Folge der Infektion aber hochreguliert. Bei einigen Genen konnte aufgrund
signifikanter Messwerte bei 4 und 8 Stunden der Verlauf der Regulation dargestellt
werden. Bei dem Chemokin CCL2 beispielsweise erhdhte sich die Expression
zwischen den Zeitpunkten 4 und 8 Stunden vom 2,24-fachen auf den 2,95-fachen
Wert der Kontrolle. Die Genexpression der Chemokine CCL7 und CX3CL1 wurde
nach 8 Stunden 8,84- bzw. 6,18-fach hochreguliert, wahrend die Expression bei
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JAM-4 oder Cdh20 nach 4 Stunden bereits bis zu 10,88-fach bzw. 14,23
hochreguliert war. Acht Stunden nach Infektion war die Expression des
Signalmolekils STAT4 um das 4,69-fache, die Expression der apoptose-relevanten
Caspase 3 um das 1,13-fache reduziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Infektion mit T. gondii fur entscheidende Veranderungen im Transkriptom der
Wirtszellen verantwortlich ist, welche wiederum die extrazelluldre Neuroinvasion des
Parasiten (z. B. durch Hochregulierung von ICAM-1) bzw. die Rekrutierung von
Leukozyten als Transportzellen fur Parasiten (z. B. durch Hochregulierung von
Chemokinen und Zelladhasionsmolekiilen) vermitteln kénnen.
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Zytokine, Chemokine,

Interleukine und Rezeptoren

Zelladhasions- und

Junctional complex-Molekiile

4 h 8h
ICAM-1 1.2146
Itga1 (CD49a) 1.51396
Itga2 (CD49b) -13.99994 -4.88106
Itga4 (CD49d) 1.54056
Itga6 (CD49f) -2.25632
Itga11 4.9126
Itgal (CD11a) 1.93706
Itgax (CD11c) -2.03137
Itgb4 (CD104) -2.25632
Itgb8 -9.64426 -9.1244
E-Selectin 1.54031 2.04255
P-Selectin 1.1433 1.25274
CDH13 2.26082
CDH15 1.9903
CDH20 14.23168 12.20156
CDH23 -2.34393
JAM2 1.6538
JAM4 10.88299
Cidn8 -9.97159 -9.39999

Zelloberflaichenmolekiile

4h 8h
Ccl2 2.2415 2.94786
Ccl7 3.46018 8.83764
Ccl17 1.92825
Ccl25 1.6729
Cxcl1 2.77057 2.76296
Cxcl2 2.23504
Cx3cl1 6.17593
Ccr10 -1.4737
Ifna1 -2.57046 -2.61675
Ifne1 1.43681
Tnfsf10 -1.60888
Tnfrsflb 1.13284
Tnfrsf13c -1.68792
Tnfrsf14 -2.97912 -2.81005
Tnfrsf25 1.36289 1.48368
Tnfsf9 1.39359
Tnfaip6 1.35468
IL-6 1.75135 1.69454
IL-11 -1.48935
IL-13 2.78886
IL-19 9.69333
IL-24 1.81271
IL-24 1.7239
IL-25 4.21195
IL-3ra -1.39226
IL-8rb -4.36174
IL-13ra1 1.34996 1.39271
IL-15ra 1.45502
IL-1rl1 -1.74613
IL-21r -1.71367

Signalmolekiile

4 h 8 h
STAT1 1.09994
STAT2 1.52612
STAT3 1.31303 1.29921
STAT4 -3.23992 -4.69225
JAK3 1.6375 1.36188
IRAK2 -1.4091
TRAF1 1.39725
SOCSs1 1.39546 2.25318
S0OCS2 1.44617 2.29462
SOCS3 1.44159 1.54563
Nfkb1 1.68185 1.68429
Nfkbie 1.33411
Nfkbiz 1.48392 1.37977
Casp3 -1.1349 -1.13463
Casp4 1.5773 1.58864
Casp12 1.53614
BCL-2 1.3345
BCL-211 -1.10655 -1.22138
BCL-3 1.45271 1.38749
BCL-10 1.37348
BCL-11a 2.13075
IRF1 1.33796

Abbildung 9: Ergebnisse der Transkriptomanalysen.

4h 8h

CD6 -2.39557
CD7 1.71292
CcD9 1.34046
CD14 1.82135
CD24a 1.32788
CD28 1.2864 -1.51377
CD33 3.38717
CD36 -1.44714
CD36 -1.46299
CD40 -1.17337
CD47 1.4021
CD68 -1.45802
CD72 -3.28449 -6.92988
CD80 -9.27419
CD99I12 1.32641
CD177 -3.67482
CD247 -1.91113
CD247 -3.40505
CcD3o00d 1.66025 2.09184

Andere

4h 8h

KYNU 4.22931
SOD1 1.20124
TLR4 1.18194 1.16258
MMP2 1.35383
MMP19 5.04521

Mit Hilfe eines Microarrays wurde die

transkriptionelle Regulation ausgewahlter Gene der murinen Endothelzelllinie bEnd.3, die mit GFP*-
Tachyzoiten des T. gondii RH-Stammes (Infektionsratio 3:1) fir 4 bzw. 8 Stunden infiziert worden war,
untersucht. Die Analyse wurde mit Hilfe des ,Expression Profiling Service* der Firma Miltenyi Biotec
durchgefihrt (siehe Material und Methoden). Die Genregulation wird dabei als Vielfaches der

Expression nicht behandelter Kontrollzellen dargestellt.
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3.1.1.2 Induktion der endothelialen ICAM-1-Expression durch Zugabe des
Zytokins IFNy und bei einer Infektion mit T. gondii-Tachyzoiten

Von dem interzellularen Adhéasionsmolekidl 1 (ICAM-1) ist bekannt, dass dessen
Bindung an leukozytare Liganden das Eindringen aktivierter Leukozyten in das ZNS
unterstltzt [148]. Da ICAM-1, wie bei Transkriptomanalysen zuvor gezeigt werden
konnte, bei einer Infektion durch T. gondii hochreguliert wird, wurde im Folgenden auf
Proteinebene der Einfluss einer parasitaren Infektion auf die ICAM-1-Expression
einer murinen Endothelzelllinie bzw. von primaren Rattenhirnkapillarendothelzellen
untersucht. Eine 48-stlindige Inkubation von Endothelzellen mit 100 U/mL
rekombinantem Ratten- bzw. Maus-IFNy diente dabei als Positivkontrolle flr die
Hochregulierung von ICAM-1, da IFNy eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegen
T. gondii spielt und als potenter Aktivator fir viele Zelltypen gilt [149, 150].

Als Infektionsdosis wurde eine Ratio von 1:1 gewahlt. Im Durchflusszytometer konnte
bei jedem Ansatz zwischen infizierten und nicht infizierten Endothelzellen einer Probe
unterschieden werden, da die eingesetzten Tachyzoiten konstitutiv ein grin
fluoreszierendes Protein (GFP) exprimieren (GFP*- bzw. GFP™-negative Zellen).
Desweiteren ist die Menge der gebundenen anti-ICAM-1-Antikérper direkt
proportional zur Menge an exprimiertem ICAM-1. Die Darstellung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) des entsprechenden Antikérpers erfolgt jeweils als
Vielfaches der MFI einer Kontrollpopulation, die zu keinem der genannten Zeitpunkte
Kontakt mit IFNy oder T. gondi-Tachyzoiten hatte (Ausgangswert der
Kontrollpopulation: 1; mindestens 80% der naiven bEnd.3- bzw. der naiven primaren
Zellen waren positiv fir ICAM-1, Daten sind nicht gezeigt).

Die Infektion der murinen Hirnendothelzelllinie bEnd.3 mit 7. gondii fihrte im
Vergleich zu nicht infizierten Kontrollzellen bzw. nicht infizierten Zellen des gleichen
Wells zu einer signifikanten Hochregulierung der ICAM-1-Expression nach 2 und 36
Stunden (Abbildung 10A). Zwei und 36 Stunden nach Vorinkubation nicht infizierter
bEnd.3-Zellen mit IFNy war deren ICAM-1-MFI im Vergleich zu Kontrollzellen (ohne
Infektion, ohne IFNy) signifikant erhdéht (Daten sind nicht gezeigt). Dies galt im
gleichen MaBe sowohl fiir die nicht infizierten bzw. die infizierten Zellen eines Wells,
welches nicht mit IFNy vorbehandelt worden war. Nach IFNy-Vorinkubation und
gleichzeitiger Infektion von Zellen konnten jedoch keine additiven oder

synergistischen Effekte auf die ICAM-1-Expression festgestellt werden.
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In Anlehnung an die Versuche mit bEnd.3-Zellen wurde bei infizierten primaren
Rattenhirnkapillarendothelzellen ebenfalls eine Hochregulierung der [ICAM-1-
Expression festgestellt. Zwei Stunden nach Infektion war die ICAM-1-MFI bei
infizierten, unbehandelten Zellen gréBer als bei nicht infizierten, unbehandelten
Zellen des gleichen Wells. Dasselbe galt nach 36 Stunden fir infizierte, IFNy-
behandelte Zellen sowie nicht infizierte, IFNy-behandelte Zellen des gleichen Wells
(Abbildung 10B). Eine Vorinkubation von Rattenhirnkapillarendothelzellen mit IFNy
erhéhte die MFI der ICAM-1-Expression verglichen mit nicht infizierten,
unbehandelten Zellen, wahrend nach 36 Stunden synergistische Effekte einer
gleichzeitigen IFNy-Inkubation und Infektion im Vergleich zu einer IFNy-Inkubation
oder einer Infektion allein deutlich wurden.

Die vorliegenden Ergebnisse sind unabhangig von der verwendeten Infektionsratio,
da mit einer Parasiten:Zell-Ratio von 5:1 vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden
(Daten sind nicht gezeigt). Durch den Einsatz einer murinen Hirnendothelzelllinie und
primdren Rattenhirnendothelzellen konnte festgestellt werden, dass die erhaltenen
Ergebnisse zur ICAM-1-Induktion speziesunabhangig sind. Die Verwendung der
Zelllinie bEnd.3 bestétigte die aus den Microarrays gewonnenen Ergebnisse zu
ICAM-1 zusatzlich  auf  Proteinebene. Die  Miteinbeziehung  primarer
Rattenendothelzellen  lieferte  fir die  nachfolgenden  Experimente am
Bluthirnschrankemodell wichtige Erkenntnisse zur infektionsbedingten Expression
von ICAM-1, welches die Adhasion von Leukozyten an das Endothel vermittelt.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse aus in-vitro-Modellen, dass T. gondii die
Hochregulierung der ICAM-1-Expression induziert und damit mdglicherweise die

Leukozytenmigration Uber das Endothel unterstitzt.
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Abbildung 10: ICAM-1-Expression von (A) murinen Endothelzellen (bEnd.3) und (B) priméaren
Rattenendothelzellen (pRBECs). Endothelzellen wurden mit 100 U/mL rekombinantem IFNy fiir 48
Stunden vorbehandelt oder verblieben unbehandelt und wurden daraufhin mit GFP*-Tachyzoiten des
RH-Stammes (Ratio 1:1) inkubiert. Die MFI der ICAM-1-Expression wurde 2 und 36 Stunden nach
Infektion mittels Durchflusszytometrie untersucht und ist als Vielfaches von nicht IFNy-behandelten
und nicht infizierten Kontrollzellen dargestellt. Dabei wurde auch zwischen nicht infizierten und
infizierten Zellen des gleichen Wells unterschieden. Die abgebildeten Ergebnisse fassen jeweils drei
unabhé&ngige Experimente zusammen. * p < 0,05
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3.1.1.3 Hochregulierung der endothelialen ICAM-1-Expression und Sekretion
proinflammatorischer Molekiile nach Infektion mit Typ I-Stamm- (RH)
und Typ lI-Stamm- (ME49) Tachyzoiten

Eine verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen sowie die vermehrte Sekretion
von proinflammatorischen Molekilen und Zytokinen leisten einen wichtigen Beitrag
zur transendothelialen Migration. Im Rahmen der Extravasation fungiert
beispielsweise MCP-1 als chemotaktisches Signal fir Leukozyten, wahrend dem
proinflammatorischen Zytokin IL-6 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von
Leukozyten zukommt. ICAM-1 vermittelt wiederum die Interaktion zwischen Endothel
und Leukozyten. Barragan et al. konnten zeigen, dass das Migrationsverhalten von
T. gondii im Zusammenhang mit der jeweiligen Virulenz eines Stammes steht und die
Typ I- und Typ lI-Stdmme von T. gondii unterschiedliche migratorische Eigenschaften
aufweisen [133]. Diese beiden Stdmme wurden nun auch in Bezug auf die Induktion
der ICAM-1-Expression und der IL-6- bzw. MCP-1-Sekretion untersucht. Hierfir
wurden bEnd.3-Zellen fiir 2 Stunden in einer Ratio von 1:1 mit GFP*-Tachyzoiten des
Typ I-Stammes RH bzw. des Typ II-Stammes ME49 Stammes von T. gondii inkubiert.
Nicht invadierte extrazellulare Tachyzoiten wurden anschlieBend durch
Waschschritte entfernt und die Endothelzellen zu verschiedenen Zeitpunkten (2, 12,
24, 36 und 48 Stunden) nach der Infektion durchflusszytometrisch untersucht.

Obwonhl die Infektion der murinen bEnd.3-Zellen mit derselben Ratio an RH-Stamm-
bzw. ME49-Stamm-Tachyzoiten erfolgte, erreichten Typ II-ME49-Tachyzoiten im
Zeitraum von 2 bis 24 Stunden (tendenziell) signifikant héhere Infektionsraten
(Abbildung 11A). Zum Zeitpunkt 36 Stunden nach Infektion hatte die Anzahl
infizierter Endothelzellen bei beiden Gruppen weiter zugenommen, und es war kein
signifikanter Unterschied mehr im Infektionsverhalten der beiden Stamme zu
erkennen. Die Erhdhung der Infektionsraten im Verlauf des Experimentes lasst sich
auf eine schnelle Lyse bereits infizierter Zellen und eine Neuinfektion benachbarter
Zellen zurtckfihren. Die hdchste prozentuale Infektionsrate beider Stdmme war nach
48 Stunden erreicht und lag bei circa 11% infizierten Endothelzellen. Die Inkubation
mit einer Ratio von 5:1 flhrte zu &hnlichen Infektionsraten (Daten sind nicht gezeigt).
Im Zeitraum von 2 bis 48 Stunden nach Infektion mit dem Typ |I-Stamm RH bzw. dem
Typ lI-Stamm ME49 von T. gondii zeigten die bEnd.3-Zellen im Vergleich zu nicht
infizierten Zellen einer separaten Kontrollpopulation eine verstarkte MFI der ICAM-1-
Expression (Abbildung 11B); die ICAM-1-Expression war nach Infektion mit Typ I-
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Stamm RH- (2, 12, 24 Std.) und Typ II-Stamm ME49-Tachyzoiten (2 - 48 Std.)
signifikant gegentber nicht infizierten Zellen des gleichen Wells erhéht. Die ICAM-1-
Expression unterschied sich zwischen 12 und 48 Std. signifikant bei Zellen, die mit
Typ |- oder Typ ll-Tachyzoiten infiziert worden waren. Die Inkubation in einer Ratio
von 5:1 flhrte zu ahnlichen ICAM-1-Expressionsraten (Daten sind nicht gezeigt).
Zusétzlich zur ICAM-1-Expression wurde die endotheliale Sekretion des Zytokins IL-6
nach Infektion mit Typ I|-Stamm RH- oder Typ II-Stamm ME49-Tachyzoiten
untersucht. Bei nicht infizierten Kontrollzellen wurde ab 12 Stunden nach Infektion
eine geringe IL-6-Produktion nachgewiesen (Daten sind nicht gezeigt). Tachyzoiten
des Typ llI-Stammes ME49 induzierten eine messbare IL-6-Produktion 12 Stunden
nach Infektion, wahrend die IL-6-Sekretion der durch den Typ I-Stamm RH infizierten
Endothelzellen erstmalig 24 Stunden nach Infektion nachweisbar war (Abbildung
11C). Die IL-6-Sekretion nach ME49-Infektion blieb im Vergleich zu einer RH-
Infektion Uber den Zeitraum von 24 bis 48 Stunden signifikant erhéht. Um
auszuschlieBen, dass eine erhfhte Zytokinsekretion mit einer prozentual hdéheren
Infektionsrate  der  einzelnen  Zellpopulationen  einhergeht, wurde die
Zytokinproduktion relativ zur prozentualen Infektionsrate der Zellen betrachtet. Auch
hier war der ME49-Stamm dem RH-Stamm bei der Induktion der IL-6-Sekretion
signifikant Uberlegen (Abbildung 11D). Die Inkubation in einer Ratio von 5:1 fihrte zu
ahnlichen Zytokinspiegeln (Daten sind nicht gezeigt).

Das Chemokin MCP-1 konnte in sehr geringen Mengen bereits 2 Stunden nach
Infektion der Endothelzellen mit Tachyzoiten des Typ I-Stammes RH nachgewiesen
werden, wahrend nach Infektion mit Tachyzoiten des Typ II-Stammes ME49 MCP-1
erstmals nach 12 Stunden im Uberstand festgestellt wurde (Abbildung 11E). 24
Stunden nach Infektion Ubertraf die MCP-1-Sekretion der mit dem Typ [I-Stamm
ME49 infizierten Zellen die Sekretion der Kontrollzellen signifikant, bei den mit dem
Typ I-Stamm RH infizierten Zellen war dies erst nach 48 Stunden der Fall. Die MCP-
1-Sekretion nach ME49-Infektion blieb im Vergleich zu einer RH-Infektion im
Zeitraum von 24 bis 48 Stunden nach Infektion signifikant erhéht. Fiir die Sekretion
von MCP-1 wurde ebenfalls die Ratio aus Zytokinproduktion und prozentualer
Infektionsrate der Zellen erstellt (Abbildung 11F); die Infektion mit Typ II-Stamm
ME49-Tachyzoiten resultierte im Vergleich zur Infektion mit Typ I|-Stamm RH-

Tachyzoiten unabhangig von der Infektionsrate in einer signifikant gesteigerten
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MCP-1-Sekretion. Die Inkubation in einer Ratio von 5:1 flihrte zu vergleichbaren
MCP-1-Spiegeln (Daten sind nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Tachyzoiten des Typ [I-Stammes ME49
unabhangig von der Infektionsrate eine starkere Immunantwort bei Endothelzellen
auslésen als Tachyzoiten des Typ I-Stammes RH. Die Infektion mit Tachyzoiten des
Typ IlI-Stammes ME49 resultierte in einer starkeren Hochregulierung des
Adhasionsmolekils ICAM-1 sowie einer starkeren Sekretion der Zytokine IL-6 und
MCP-1. Auf den ersten Blick widersprechen diese Ergebnisse der Erwartung, dass
der mausvirulente Stamm RH hoéhere Dosen der genannten Zytokine bzw. des
Adhasionsmolekils ICAM-1 induzieren muisste als der avirulente Stamm ME49. Es
wird jedoch vermutet, dass bei dem mausavirulenten Typ II-Stamm ME49 die
starkere inflammatorische Antwort in der Frihphase der Infektion dafiir sorgt, dass
die Letalitdt der Infektion (welche beispielsweise durch hohe Parasitenzahlen

gekennzeichnet ist) vermindert wird und das Uberleben des Wirtes sichert.
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Abbildung 11: Kinetik der T. gondii-Infektion einer murinen Hirnendothelzelllinie. bEnd.3-Zellen wurden
flr 2 Stunden entweder mit dem Typ |-Stamm RH oder Typ II-Stamm ME49 von T. gondii (Ratio 1:1)
inkubiert. (A) Prozentuale Infektionsrate von bEnd.3-Zellen nach Inkubation mit RH-Stamm- oder
ME49-Stamm-Tachyzoiten (Ratio 1:1). (B) Mittlere Fluoreszenzintensitét der ICAM-1-Expression von
bEnd.3-Zellen. Die MFI wurde durchflusszytometrisch bestimmt und ist als Vielfaches der MFI von
nicht infizierten Kontrollzellen zu den gleichen Entnahmezeitpunkten angegeben. Es wurde dabei
unterschieden zwischen nicht infizierten (weie Balken) und RH-Stamm- (schwarze Balken) bzw.
ME49-Stamm- (graue Balken) infizierten Endothelzellen eines Wells. (C) IL-6-Sekretion von bEnd.3-
Zellen nach Infektion mit RH- und ME49-Tachyzoiten (ELISA). (D) Quotient endothelialer IL-6-
Sekretion (aus C) und prozentualer Infektionsrate der Zellen. (E) MCP-1-Produktion von bEnd.3-Zellen
nach Infektion mit RH- und ME49-Tachyzoiten (ELISA). (F) Die endotheliale MCP-1-Sekretion (aus E)
wurde mit der prozentualen Infektionsrate der Zellen in Korrelation gesetzt.

Die abgebildeten Ergebnisse fassen jeweils drei unabhangige Experimente zusammen. * p < 0,05,
** p = 0,0503 (tendenziell signifikant)
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3.1.2 Validierung eines in-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Bevor das in-vitro-Modell der BHS fir Migrationsexperimente eingesetzt werden
konnte, erfolgte eine grundlegende Validierung des Systems. Durch den Nachweis
BHS-spezifischer physikalischer und funktioneller Charakteristika wurde die
Verlasslichkeit des Modells demonstriert.

3.1.2.1 Charakterisierung der primaren Zellen durch Inmunfluoreszenz

Die Reinheit einer primdren Endothelzellkultur ist entscheidend flr die Ausbildung
von charakteristischen Eigenschaften der BHS im in-vitro-Modell [151]. Unter dem
Lichtmikroskop erscheinen primare Rattenhirnkapillarendothelzellen (pRBECSs)
langgestreckt und spindelférmig. Ein weiteres charakteristisches Merkmal eines
konfluenten Monolayers ist die wirbelférmige Anordnung der Zellen (Abbildung 12A).
Kapillarendothelzellen des Gehirns exprimieren zudem Tight junction-Proteine wie
Z0-1 und Occludin, die die Permeabilitdt der BHS regulieren. Die Abbildungen 12C
und 12D zeigen die hauptséchliche Lokalisierung dieser Proteine in den Bereichen
zwischen aneinandergrenzenden Endothelzellen. Weibel-Palade-Kérperchen sind
endothelspezifische Zellkompartimente, in denen neben dem Adhéasionsmolekil
P-Selektin auch der sogenannte von-Willebrand-Faktor (VWF) vorliegt [78]. Der
Einsatz fluoreszierender Antikdrper gegen den Endothelzellmarker vVWF resultierte in
einer granulierten Farbung, die Uber die ganze Zelle verteilt war (Abbildung 12E).
Auch bei durchflusszytometrischer Messung exprimierten Uber 98% der isolierten
Zellen vWF (Daten sind nicht gezeigt). Fir das Kokulturmodell der BHS wurden
neben primdren Rattenhirnkapillarendothelzellen auch priméare Gliazellen aus dem
Rattenhirn eingesetzt. Abbildung 12B zeigt die lichtmikroskopische Darstellung einer
konfluenten Gliazellkultur. Astrozyten besitzen einen flachen Zellkérper und werden
von Oligodendrozyten teilweise Uberwachsen. GFAP kommt im Zytoplasma von
Gliazellen und hierbei Uberwiegend in Astrozyten vor [152]. In Abbildung 12F erkennt
man deutlich die Struktur der griin gefarbten Intermediarfilamente in Astrozyten.
GFAP dient vermutlich der Zellstabilitdt sowie der Beweglichkeit von Astrozyten und
ist ein haufig verwendeter Astrozytenmarker [153].
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Abbildung 12: Mikroskopischer Nachweis zellspezifischer Charakteristika und Marker bei priméren
Zellen. Lichtmikroskopische Darstellung von pRBECs (A) bzw. Gliazellen (B). Durch den Einsatz von
Immunfluoreszenzantikdrpern werden die endothelialen Tight junction-Proteine ZO-1 (rot) (C) und
Occludin (rot) (D) erkennbar, ebenso der in Weibel-Palade-Kérperchen gespeicherte von-Willebrand-
Faktor (grin) (E). Primé&re Gliazellen sind positiv fiir das astrozytenspezifische Protein GFAP (rot) (F).
Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

3.1.2.2 Physikalische Validierung: TEER-Messung

Bei den TEER-Messungen an der endothelialen Barriere wurden Werte von bis zu
350 Q x cm? erreicht, sodass sich nach Abzug des Leerfilterwertes (90 — 100 Q x
cm?) ein Nettowert von circa 250 Q x cm? ergibt. Endothelpraparate, die nach Abzug
des Leerfilterwertes einen TEER-Wert von unter 200 Q x cm? aufwiesen, wurden

nicht fir Experimente eingesetzt.
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3.1.2.3 Funktionelle Validierung: Permeabilititsmessung

Eine intakte BHS zeichnet sich u. a. durch eine geringe Permeabilitat fir
wasserlésliche Substanzen aus. Dies beruht auf der geringen pinozytotischen
Aktivitat der Kapillarendothelzellen sowie den Tight junctions zwischen den Zellen.
Zur Standardisierung der Permeabilitdtsdaten wird der Permeabilitatskoeffizient Pe
berechnet. Bei Permeabilitaitsmessungen ist darauf zu achten, dass die zur Messung
eingesetzten Tracersubstanzen keine Liganden flr Effluxtransporter, endotheliale
Rezeptoren oder endotheliale Enzyme sind. Flr die Permeabilitdt von Evans Blue-
Albumin wurde ein Wert von 2 x 10° cm/s ermittelt (transzelluldre Permeabilitat), fir
Natriumfluoreszein ein Wert von 5 x 10 cm/s (parazelluldre Permeabilitat). Aufgrund
dieser Werte kann davon ausgegangen werden, dass die endotheliale Barriere
neben einer geringen transzellularen Permeabilitdt auch eine geringe parazellulare

Permeabilitat aufwies.

3.1.2.4 Funktionelle Validierung: Migration von Ratten-PBMCs in Richtung
eines MCP-1-Gradienten

MCP-1 stellt ein starkes chemotaktisches Signal flir Monozyten und dendritische
Zellen dar. Durch die Zugabe von rekombinantem Ratten-MCP-1 (100 ng/mL) in das
untere Kompartiment des Kokulturmodells wurde ein Chemokingradient hergestellt,
der der Anlockung von definierten Zellpopulationen dienen sollte. Nach dreistiindiger
Koinkubation von Ratten-PBMCs im luminalen (oberen) Kompartiment und Medium
mit bzw. ohne MCP-1 im unteren (abluminalen) Kompartiment wurden die migrierten
Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 13). Aufgrund der limitierten
Verfligbarkeit von Antikdrpern zur Charakterisierung von Rattenleukozyten wurden
die zu untersuchenden Zellen lediglich in CD45"/CD11bc-Zellen (B- und T-
Lymphozyten) sowie CD45'/CD11bc*-Zellen (antigenprasentierende Zellen wie
Monozyten und dendritische Zellen) unterschieden. Das Oberflachenmolekil CD45
gilt dabei als Pan-Leukozytenmarker, der kombinierte Antikdrper anti-CD11bc
identifiziert zusatzlich die antigenprasentierenden Zellen einer Population. Die
meisten anderen Antikdrper flr entsprechende Rattenzellen stellten sich als wenig
spezifisch heraus (Daten sind nicht gezeigt).

Die Ausgangspopulation des peripheren Bluts enthielt mit 79,84% CD45*/CD11bc’-
Zellen und 20,16% CD45/CD11bc*-Zellen signifikant mehr lymphozytéare Zellen als
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antigenprasentierende Zellen. Nach der Migration von nicht stimulierten und nicht
infizierten Zellen setzte sich die Population im unteren Kompartiment aus 65,74%
lymphozytaren Zellen und 34,26% antigenprasentierenden Zellen zusammen,
sodass der Anteil lymphozytarer Zellen noch immer signifikant héher lag. Die Zugabe
des monozytenspezifischen Signalmolekils MCP-1 in das untere Kompartiment
flhrte zu einer hohen Migrationsrate der antigenprasentierenden CD45"/CD11bc*-
Zellen und erhéhte den Anteil dieser Zellen signifikant gegendber den
CD45%/CD11bc-Lymphozyten  (69,11% CD45"/CD11bc*-Zellen und 30,89%
CD45*/CD11bc-Zellen).
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Abbildung 13: Funktionelle Validierung des in-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke. Durch Zugabe von
100 ng/mL rekombinantem Ratten-MCP-1 in das untere Kompartiment wurde fir Ratten—PBMCs im
oberen Kompartiment ein chemotaktischer Gradient erstellt. Nach drei Stunden wurde der prozentuale
Anteil an lymphozytaren CD45%/CD11bc-Zellen und antigenprasentierenden CD45/CD11bc*-Zellen
im unteren Kompartiment durchflusszytometrisch bestimmt. Fir jede Versuchsbedingung wurden die
Zellen von 10 - 12 Filtern verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse fassen sieben unabhéngige
Experimente zusammen. * p < 0,05

3.1.2.5 Blockierung der PBMC-Migration durch Zugabe von anti-Ratten-ICAM-
Antikorpern

Ein weiterer Schritt bei der Validierung des in-vitro-Modells der BHS bestand darin,
den Einfluss von anti-Ratten-ICAM-1-Antikérpern auf die Migration von murinen
PBMCs Uber das in-vitro-Modell der BHS zu untersuchen. ICAM-1 stellt dabei ein
wichtiges Adhasionsmolekul fir die transendotheliale Migration von Leukozyten dar.
Die gleichzeitige Zugabe von 0,5 pg/mL eines anti-Ratten-ICAM-1-Antikérpers und
3 x 10° murinen PBMCs zum oberen Kompartiment eines Kokulturfilters filhrte nach
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dreistindiger  Inkubationsdauer zu  einer  deutlichen  Inhibierung  der
Migrationskapazitat. Im Vergleich zu einer nicht mit Antikdrpern behandelten

Kontrolle wurde die Zellmigration zu Uber 85% gehemmt (Daten sind nicht gezeigt).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass das verwendete in-vitro-Modell
der BHS eine selektive Leukozytenbarriere darstellt und durch exogene Faktoren
manipuliert werden kann. Das Modell eignet sich somit fir die Untersuchung der
transendothelialen Migration von naiven und T. gondii-infizierten Leukozyten.

3.1.3 Migration von Ratten-PBMCs durch ein in-vitro-Modell der Blut-Hirn-
Schranke (BHS)

3.1.3.1 Migration von Ratten-PBMCs nach Inkubation der Endothelzellen mit
TNFa

TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin, das von Gliazellen des Gehirns nach
Infektion mit T. gondii sezerniert wird [49] und die Expression von
Adhasionsmolekilen in Endothelzellen induziert [154]. Diese Aussage konnte auch
im Rahmen der vorliegenden Dissertation verifiziert werden, da primare
Rattenhirnendothelzellen  (pRBECs) nach  dreistindiger  Inkubation — mit
rekombinantem Ratten-TNFa eine verstarkte ICAM-1-Expression aufwiesen
(Western Blot, Daten sind nicht gezeigt). TNFa wurde in einer Konzentration von
100 ng/mL im Rahmen einer dreistliindigen Vorinkubation und wahrend der Migration
in das untere Transwell-Kompartiment zugegeben (abluminales Kompartiment
entspricht theoretisch der Seite des Gehirnparenchyms). Die Analyse der migrierten
Zellen ergab keinen signifikanten Unterschied in der Migrationsrate von Leukozyten
der TNFa-behandelten Endothelzellfilter oder den entsprechenden nicht behandelten
Kontrollfiltern. Dennoch war bei beiden Ansétzen der prozentuale Anteil an
antigenprasentierenden CD45%/CD11bc*-Zellen signifikant hoéher als in der

Ausgangspopulation (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Migration naiver Ratten-PBMCs Uber das Kokulturmodell der Blut-Hirn-Schranke nach
TNFa-Stimulation.  Wahrend das untere Kompartiment des Transwellsystems 100 ng/mL
rekombinantes Ratten-TNFa enthielt wurden zum oberen Kompartiment 3 x 10° Ratten-PBMCs
zugegeben. Nach 3 Stunden wurde der prozentuale Anteil an lymphozytaren CD45%/CD11bc’-Zellen
und antigenprasentierenden CD457/CD11bc*-Zellen in der Kontrollgruppe bzw. der mit TNFa-
behandelten Gruppe durchflusszytometrisch bestimmt. Fir jede Versuchsbedingung wurden die
Zellen von 10 - 12 Filtern verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse fassen drei unabhangige
Experimente zusammen. * p < 0,05

3.1.3.2 Migration infizierter Ratten-PBMCs

Barragan et al. konnten zeigen, dass eine Subpopulation von Typ [|-Stamm-
Tachyzoiten einem sogenannten ,ong distance migration (LDM) phenotype”
zugeordnet werden kann. Extrazellulare Tachyzoiten ausschlieBlich dieses Typs sind
in der Lage, besonders weite Strecken auf einem Wirtszellmonolayer zuriickzulegen
[19]. Bei Lambert et al. wurden dendritische Zellen nach Infektion mit Typ I-Stamm
Tachyzoiten in einen Zustand der Hypermotilitat versetzt, der es ihnen erlaubte, auch
in Abwesenheit eines Chemokingradienten zu wandern [155]. Um einen mdglichen
Effekt im in-vitro-Modell der BHS mdglichst sicher kenntlich zu machen, wahlte ich fir
die Versuche den Typ I-Stamm RH.

Um die Migration von T. gondii-infizierten Leukozyten des peripheren Bluts Uber die
BHS zu untersuchen, wurden zuerst Ratten-PBMCs fur 2 Stunden mit Tachyzoiten in
einer Ratio von 1:1 inkubiert. Nachdem durch Waschschritte noch vorhandene
extrazellulare Tachyzoiten entfernt worden waren, erfolgte die Zugabe der PBMCs in
das luminale Kompartiment des Transwellsystems. Nach dreistlindiger Inkubation
wurden die migrierten Zellen aus dem abluminalen Kompartiment geerntet und

mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Ausgangs-PBMC-Population konnte in
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86,82% =+ 4,45% nicht infizierte und 0,75% * 1,14% infizierte lymphozytare
CD45"/CD11bc-Zellen sowie 12,07% + 4,52% nicht infizierte und 0,36% * 0,17%
infizierte antigenprasentierende CD45%/CD11bc*-Zellen unterteilt werden (Abbildung
15A). Der Unterschied zwischen den infizierten Fraktionen war nicht signifikant. Die
migrierten Zellen setzten sich aus 69,12% * 9% nicht infizierten und 0,6% + 0,63%
infizierten lymphozytaren CD45'/CD11bc-Zellen sowie 25,42% * 6,68% nicht
infizierten und 4,86% * 2,63% infizierten antigenprasentierenden CD45"/CD11bc*-
Zellen zusammen. Der prozentuale Anteil infizierter lymphozytarer CD45"/CD11bc’-
Zellen nach der Migration unterschied sich damit nicht signifikant von dem Anteil vor
der Migration. Im Gegensatz dazu war bei den antigenprésentierenden
CD45%/CD11bc*-Zellen ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen (13,57-fach). Der
Anteil infizierter antigenprasentierender CD45%/CD11bc*-Zellen vs. infizierter
lymphozytarer CD45%/CD11bc™-Zellen in der Gesamtpopulation war nach der
Migration um das 8-fache gréBer.

Wahrend die Absolutzahlen der infizierten lymphozytaren CD457/CD11bc’- und
antigenprasentierenden CD45%/CD11bc*-Zellen vor der Migration 2.228,93
(£ 3.404,36) und 1.067,59 (£ 519,67) betrugen, war die Zahl infizierter
antigenprasentierender CD457/CD11bc*-Zellen nach der Migration dominierend
(18,5 Zellen (x 20,91) vs. 2,38 Zellen (£ 2,83)).

Eine weitere Untersuchung der Infektionsraten bei den einzelnen Subpopulationen
vor und nach Migration bestatigte ein verstarktes Wanderungsverhalten der Zellen
als Folge einer T. gondi-Infektion. Vor der Migration waren 0,85% aller
lymphozytaren CD45'/CD11bc™-Zellen infiziert, wahrend die Infektionsrate der
antigenprasentierenden CD45/CD11bc*-Zellen bei 2,88% lag (Abbildung 15B). Nach
der Migration stieg die Infektionsrate der antigenprasentierenden CD45%/CD11bc*-
Zellen auf 16,05% (5,5-facher Anstieg) und war damit 18-fach gréBer als die
Infektionsrate der lymphozytaren CD45*/CD11bc™-Zellen. Deren Infektionsrate blieb
vor und nach Migration jeweils unter 1%. Interessanterweise waren in Folge des
Kontaktes mit T. gondii nicht nur die infizierten sondern ebenso nicht infizierte
antigenprasentierende CD45*/CD11bc*-Zellen des gleichen Ansatzes vermehrt durch
die BHS gewandert. Der Anteil nicht infizierter antigenprasentierender
CD45%/CD11bc*-Zellen stieg von 12,07% * 4,52% vor Migration auf 25,42% + 6,68%
nach Migration an (Abbildung 15A). In Migrationsexperimenten mit PBMCs, die nie in
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Kontakt mit 7. gondii gekommen waren, wanderten ebenfalls préaferentiell
antigenprasentierende CD45%/CD11bc*-Zellen (Daten sind nicht gezeigt).
AnschlieBend wurde die Gesamtheit aller infizierten Zellen definiert. Wie aus
Abbildung 15C ersichtlich wird, ergab sich vor der Migration kein signifikanter
Unterschied in der Zusammensetzung infizierter lymphozytarer CD45*/CD11bc™- und
antigenprasentierender CD45"/CD11bc*-Zellen. In der migrierten, infizierten
Zellpopulation dominierten jedoch die antigenprasentierenden CD45"/CD11bc*-
Zellen. Die Tatsache, dass die infizierten lymphozytaren CD45"/CD11bc- und
antigenprasentierenden CD45*/CD11bc*-Zellen nicht 100% aller als GFP* definierten
Zellen ausmachen ist auf autofluoreszente Eigenschaften andere Zellen
zurickzufihren. In Vorversuchen wurde geklart, dass diese falsch-positiven®
Ereignisse in der Durchflusszytometrie keine extrazellularen, migrierenden GFP™-
Tachyzoiten sind.

Diese Ergebnisse bedeuten, dass infizierte antigenprasentierende CD45/CD11bc"-
Zellen eine starkere migratorische Kapazitdt als infizierte lymphozytare
CD45%/CD11bc’-Zellen besitzen und fiir den Transport von T. gondii Gber die Blut-
Hirn-Schranke pradestiniert scheinen. Im Rahmen der Infektion mit T. gondii
sezernieren die erwahnten Zellen mdglicherweise Zytokine, die zu einer vermehrten
Expression von Adh&sionsmolekullen auf Endothelzellen fiihren und nachfolgend zur

verstarkten Migration nicht infizierter Zellen durch die endotheliale Barriere beitragen.
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Abbildung 15: Migration infizierter Ratten-PBMCs durch die BHS. Ratten-PBMCs wurden fir 2
Stunden mit GFP* Typ |-Stamm-Tachyzoiten (RH) (Ratio 1:1) inkubiert und zum oberen Kompartiment
des Transwellsystems zugegeben. Nach 3 Stunden wurde der prozentuale Anteil an lymphozytéaren
CD45%/CD11bc- und antigenprasentierenden CD45'/CD11bc*-Zellen  durchflusszytometrisch
bestimmt. Infizierte (GFP*) und nicht infizierte Zellen desselben Ansatzes wurden untersucht. (A)
Zusammensetzung aller CD45%/CD11bc- bzw. CD45/CD11bc*-Zellen vor und nach Migration. (B)
Infektionsraten der CD45"/CD11bc- bzw. CD45°/CD11bc*-Zellen vor und nach Migration. (C)
Zusammensetzung der infizierten CD45%/CD11bc- bzw. CD45°/CD11bc*-Zellen vor und nach
Migration. Fir jede Versuchsbedingung wurden die Zellen von 10 - 12 Filtern verwendet. Die
abgebildeten Ergebnisse fassen jeweils sieben unabhangige Experimente zusammen. * p < 0,05

3.1.4 Migration von Maus-PBMCs durch ein in-vitro-Modell der Blut-Hirn-
Schranke (BHS)

3.1.4.1 Funktionelle Validierung: Migration von Maus-PBMCs in Richtung
eines MCP-1-Gradienten

Da der Mangel an zellspezifischen Antikérpern es nicht erlaubte, einzelne
Subpopulationen der Ratten-PBMCs zu charakterisieren, wurden in weiteren
Experimenten Maus-PBMCs und Antikérper gegen die Marker CD11b und CD11c
eingesetzt. Aus der Verwendung dieser zwei Marker ergeben sich drei
Kombinationen. CD11b*/CD11c™-Zellen stellen eine monozytare Subpopulation dar,
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wahrend CD11b/CD11c*™- bzw. CD11b*/CD11c*-Zellen  Subpopulationen
dendritischer Zellen (DCs) entsprechen.

In das untere Kompartiment des Kokultursystems wurde Medium ohne bzw. mit
100 ng/mL rekombinantem Maus-MCP-1 vorgelegt, wahrend sich im oberen
Kompartiment aus Vollblut isolierte Maus-PBMCs befanden. Nach dreistlindiger
Inkubationszeit wurden die Zellen aus dem unteren Kompartiment durchfluss-
zytometrisch untersucht (Abbildung 16). Im Vergleich zur Kontrolle ohne MCP-1
migrierten bei den mit MCP-1 behandelten Endothelzellen signifikant (annahernd 5
mal) mehr CD11b*- und CD11c*-Zellen Uber die Endothelbarriere (Anteil der
CD11b*- oder CD11c*- Zellen an allen migrierten Zellen: 1,65% + 0,74% ohne MCP-
1 und 8,16% = 3,45% mit MCP-1).
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Abbildung 16: Migration von Mauszellen durch die BHS in-vitro in Abhangigkeit von einem MCP-1-
Gradienten. Nach 3 Stunden Inkubation von 3 x 10° Maus-PBMCs im oberen Kompartiment und
100 ng/mL rekombinantem Maus-MCP-1 im unteren Kompartiment wurden die migrierten Zellen
mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von CD11b bzw. CD11c untersucht. Fir jede
Versuchsbedingung wurden die Zellen von 10 - 12 Filtern verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse
fassen drei unabhangige Experimente zusammen. * p < 0,05

3.1.4.2 Migration infizierter Maus-PBMCs

Nachdem die funktionelle Validierung des in-vitro-Modells mit Maus-PBMCs ahnliche
Ergebnisse wie die Validierung mit Ratten-PBMCs gezeigt hatte, wurden in weiteren
Versuchen infizierte Mauszellpopulationen vor bzw. nach Migration ndher untersucht.
Im folgenden Versuchsaufbau wurden Maus-PBMCs mit T. gondii-Tachyzoiten des
RH-Stammes in einer Ratio von 5:1 fir 1 Stunde infiziet Nachdem durch
Waschschritte noch vorhandene extrazelluldre Tachyzoiten entfernt worden waren,
erfolgte die Zugabe der PBMCs in das luminale Kompartiment. Nach dreistiindiger
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Inkubation im Brutschrank erfolgte die Analyse der in das abluminale Kompartiment
migrierten Zellen.

Vor der Migration lag die Infektionsrate der CD11b*/CD11c’-Monozyten bei 14,05% +
1,52% und bei ca. 9,13% * 3,59% fiir CD11b/CD11c*-DCs (Abbildung 17A). Im
Vergleich dazu betrug die Infektionsrate der CD11b*/CD11¢*-DCs 27,03% * 2,31%.
Nach der Migration waren signifikant weniger CD11b/CD11c*-DCs infiziert als noch
vor der Migration, wahrend sich bei den beiden anderen Populationen die
prozentuale Infektionsrate (tendenziell) erhéht hatte.

Abbildung 17B zeigt zum besseren Verstandnis den Anteil infizierter CD11b*- bzw.
CD11c"-Zellen an allen Zellen. Vor der Migration waren die infizierten Zellen auf alle
Zellfraktionen annéhernd gleichmaBig verteilt (CD11b*/CD11c-Monozyten 38,62% +
10,95%, CD11b/CD11c*-DCs 26,53% * 9,92% und CD11b*/CD11c*-DCs 34,85% +
20,52%). Nach der Migration ergab sich ein signifikanter héherer Anteil an infizierten
CD11b*/CD11c-Monozyten (57,59% * 18,7%) im Vergleich zu infizierten CD11b’
/CD11c¢*-DCs (9,89% * 2,39%).

Entsprechend waren vor Migration mehr infizierte CD11b*/CD11c’-Monozyten
(2.589,57 + 36,9) als CD11b/CD11c*-DCs (1.753,52 + 24,50) und CD11b*/CD11c*-
DCs (1.932,26 + 22) vorhanden (Abbildung 17D). Die Dominanz der CD11b*/CD11c"-
Monozyten wurde nach der Migration noch deutlicher, da diese den gr6Bten Anteil
der infizierten Zellen ausmachten (13,67 + 9,29 CD11b*/CD11c’-Monozyten vs.
2,33+ 0,58 CD11b/CD11¢*-DCs und 6,67 £ 0,58 CD11b*/CD11c*-DCs).

Die Verhaltnisse der Absolutzahlen infizierter CD11b*/CD11¢-, CD11b/CD11¢*- und
CD11b*/CD11c*-Zellen vor vs. nach Migration betrugen 194,79, 768,47, und 316,55.
Entsprechend dazu waren die Rationes der nicht infizierten CD11b*/CD11¢’-, CD11b’
/CD11c¢*- und CD11b*/CD11c*-Zellen 151,72, 164,60 und 564,14.

Bei den PBMCs, die mit T. gondii inkubiert aber nicht infiziert worden waren,
unterschieden sich die Anteile von CD11b*/CD11¢c-Monozyten und CD11b/CD11c*-
DCs vor der Migration nicht signifikant, lediglich der Anteil der CD11b*/CD11c*-DCs
war signifikant kleiner als der der CD11b/CD11c*-DCs. Nach der Migration war
wieder kein Unterschied zwischen CD11b*/CD11¢c-Monozyten und CD11b/CD11c*-
DCs zu erkennen, aber beide Population waren signifikant gréBer als die der
CD11b*/CD11c*-DCs (Abbildung 17C).
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Aus den vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dass vorwiegend infizierte
CD11b*/CD11c-Monozyten und CD11b*/CD11c¢c™-DCs Uber das in-vitro-Modell der
Blut-Hirn-Schranke wandern und die Neuroinvasion durch T. gondii vermitteln.
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Abbildung 17: Anteil infizierter Zellen an Zellsubpopulationen nach Migration infizierter Maus-PBMCs
durch die BHS in-vitro. Maus-PBMCs wurden fiir 2 Stunden mit GFP* RH-Stamm-Tachyzoiten von
T. gondii (Ratio 5:1) inkubiert und zum oberen Kompartiment des Transwellsystems zugegeben. Nach
3 Stunden wurden die migrierten Zellen im unteren Kompartiment mittels Durchflusszytometrie
untersucht. (A) Infektionsraten der CD11b*-, CD11c*- und doppeltpositiven Zellen vor und nach
Migration. (B) Anteile der CD11b*-, CD11c¢*- und doppeltpositiven Zellen am Pool der infizierten Zellen
vor und nach Migration. (C) Anteile der CD11b*-, CD11¢"- und doppeltpositiven Zellen am Pool der
nicht infizierten Zellen aus derselben Population wie unter (B), vor und nach Migration. (D) Absolute
Zellzahlen vor und nach Migration. Fiir jede Versuchsbedingung wurden die Zellen von 10 -12 Filtern
verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse fassen drei unabhangige Experimente zusammen. * p < 0,05

3.1.4.3 Vergleich der Migrationsraten von Maus-PBMCs nach Infektion mit
T. gondii-Tachyzoiten des Typ I-Stammes RH- bzw. des Typ II-
Stammes ME49

In einem vergleichenden Ansatz wurde die transendotheliale Migration von
Zellpopulationen untersucht, welche mit Tachyzoiten des Typ |-Stammes RH bzw.
des Typ lI-Stammes ME49 in einer Ratio von 3:1 fiir 2 Stunden inkubiert worden
waren. Den Untersuchungen wurde die Gesamtheit aller CD11b*-, CD11c¢"- und
doppeltpositiven Zellen als 100%-Wert zugrunde gelegt

71



Ergebnisse

3.1.4.3.1 Infektionsraten der einzelnen Populationen

Vergleicht man die Infektionsraten der einzelnen Populationen vor dem
Migrationsexperiment, so scheint die Infektionsrate durch den Typ II-Stamm ME49
tendenziell héher zu sein als durch den Typ I-Stamm RH. Innerhalb der RH-
infizierten Zellen findet man vor der Migration eine signifikant héhere Infektionsrate
fir CD11b*/CD11c™-DCs im Vergleich zu CD11b*/CD11c-Monozyten und CD11b
/CD11c*-DCs (Abbildung 18A). Nach Migration unterscheiden sich die Infektionsraten
RH-infizierter und ME49-infizierter Populationen im direkten Vergleich nur bei den
CD11b*/CD11c-Monozyten in signifikanter Weise. Zudem lieB sich fir den RH-
Stamm eine signifikant héhere Infektionsrate bei migrierten CD11b*/CD11c*-DCs als
CD11b/CD11c*-DCs nachweisen.

3.1.4.3.2 Zusammensetzung der infizierten Zellfraktion

Nachfolgend wurde die prozentuale Zusammensetzung der durch den Typ |-Stamm
RH bzw. den Typ II-Stamm ME49 infizierten Populationen untersucht. Alle infizierten
Zellen wurden dabei als 100%-Wert betrachtet. Die Zusammensetzung unterschied
sich im direkten Vergleich der beiden Stdmme weder vor noch nach der Migration
signifikant. Wie in Abbildung 18B zu sehen ist, waren in der mit RH-Tachyzoiten
infizierten Population vor der Migration signifikant mehr CD11b*/CD11c-Monozyten
als CD11b/CD11¢c*-DCs vorhanden. Vor der Migration waren in der mit ME49-
Tachyzoiten infizierten Population signifikant mehr CD11b*/CD11c-Monozyten als
CD11b/CD11c*-DCs und CD11b*/CD11c*-DCs enthalten; gleichzeitig war der Anteil
der CD11b*/CD11c"-DCs signifikant gréBer als der der CD11b/CD11¢*-DCs. Nach
der Migration zeigte sich in der RH-infizierten Population ein signifikant héherer Anteil
an CD11b*/CD11c¢-Monozyten und CD11b*/CD11¢*-DCs als CD11b/CD11c*-DCs,
wahrend bei ME49-infizierten Zellen diesbezuglich keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden konnten.

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass die Infektion von PBMCs mit
dem Typ I-Stamm RH bzw. dem Typ II-Stamm ME49 keine Unterschiede bezliglich
der Migrationseigenschaften bestimmter Zelltypen induzierte.

72



Ergebnisse

Bl RH-Stamm
A 80 | [J ME49-Stamm
&5
a%s 604
= * *
Q= I 1
E g' * *
'20_ 1 1
£S5 40
(=]
58
85 2 | '
- m D i
o M| | mu ' el ANl
vor Migration nach Migration
CD11b* CD11b- CD11b* CD11b* CD11b- CD11b*
CD11c- CD11c* CD11c* CD11¢c- CD11c* CD11c*
100
B 5 r .
29 .
" * *
S5L 75 — 1 —
289 1
355
o N T 501
®mEDO
250
58T
323 2
o s
BE
& =
o
vor Migration nach Migration
CD11b* CD11b- CD11b* CD11b* CD11b- CD11b*
CD11c- CD11c* CD11c* CD11¢c- CD11c¢* CD11c*

Abbildung 18: Anteil von Zellsubpopulationen nach Migration infizierter Maus-PBMCs durch die BHS
in-vitro. Maus-PBMCs wurden flir 2 Stunden mit GFP* RH-Stamm-Tachyzoiten bzw. ME49-Stamm-
Tachyzoiten von T. gondii (Ratio 3:1) inkubiert und dem oberen Kompartiment des Transwellsystems
zugegeben. Nach 3 Stunden wurden die migrierten Zellen im unteren Kompartiment mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Infektionsraten aller CD11b*-, CD11c*- und doppeltpositiven
Zellen vor und nach Migration. (B) Zusammensetzung aller infizierten CD11b*-, CD11c*- und
doppeltpositiven Zellen vor und nach Migration. Die Gesamtheit aller infizierten CD11b*-, CD11¢*- und
doppeltpositiven Zellen wurde als 100%-Wert angesehen. Fir jede Versuchsbedingung wurden die
Zellen von 10 -12 Filtern verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse fassen jeweils mindestens drei
unabhéngige Experimente zusammen. * p < 0,05

73



Ergebnisse

3.2 In-vivo-Untersuchungen zur Neuroinvasion durch T. gondii

3.2.1 Isolierung von mononukledaren Zellen des Gehirns und

durchflusszytometrische Analyse

Nach oraler Aufnahme von Gewebezysten oder Oozysten von T. gondii GUberwinden
die daraus entlassenen Tachyzoiten die Darmbarriere und gelangen in den
Blutstrom. Mittels in-vivo-Versuchen sollte geklart werden, welche Zellsub-
populationen dabei von T. gondii infiziert und als Transportmittel zur Dissemination
genutzt werden. Um das kurze Zeitfenster der Parasitamie naher zu untersuchen,
wurden BALB/c-Mause intravends mit 107 Tachyzoiten des RH-Stammes (GFP*) von
T. gondii infiziert. Zu definierten Zeitpunkten nach Infektion wurden aus dem Gehirn
mononukledre Zellen isoliert und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Der
durchflusszytometrische Nachweis vermeintlicher GFP*-Zellen erwies sich jedoch in
allen Fallen als Autofluoreszenz und nicht als infektionsbedingt (Daten sind nicht
gezeigt). In keinem Fall gelang zwischen 1,5 und 96 Stunden nach Infektion der
Nachweis infizierter mononuklearer Zellen im Gehirn.

Die Zahl mononukleérer Zellen im Gehirn war jedoch 96 Stunden nach Infektion im
Vergleich zur Kontrolle um das 5-fache héher (1,75 x 10° vs. 9,45 x 10° Zellen pro
Gehirn) (Abbildung 19). Diese Zunahme der Zellzahl war vor allem auf das
Vorhandensein von CD11b*-Zellen zurlickzuflihren, die Uber 95% der

mononukledren Zellen ausmachten (Daten sind nicht gezeigt).

1000

Absolute Zellzahl
mononukleéarer Zellen
pro Gehirn (x 1.000)
S
o

1 m =

Zeit nach Infektion
Kontrolle 1,5h 24 h 96 h

Abbildung 19: Durchflusszytometrischer Nachweis mononukledrer Zellen im Gehirn von Mausen, die
mit 10’ Tachyzoiten intravends infiziert worden waren.
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3.2.2 Intravendése Infektion mit extrazelluldaren T. gondii-Tachyzoiten

Um auszuschlieBen, dass der fehlende Nachweis von T. gondii im Gehirn auf einem
Sensitivitatsproblem der Durchflusszytometrie beruhte, wurden in weiteren
Versuchen die Gehirne infizierter Mause mittels quantitativer
LightCycler®Polymerase-Ketten-Reaktion (QLC-PCR) analysiert.

C57BL/6-Mause wurden intravends mit GFP*-T. gondii-Tachyzoiten des RH-
Stammes infiziert. Zu bestimmten Zeitpunkten nach der intravendsen Infektion
wurden die Gehirne entnommen und in acht Teile unterteilt, um die primare
Eintrittsstelle von T. gondii ins Gehirn lokalisieren zu kénnen und die Sensitivitat der
PCR zu erhéhen (weniger Hintergrund). Die Ergebnisse der gLC-PCR
demonstrierten, dass Parasiten bereits 1,5 Stunden nach der intravendsen Injektion
im Gehirn nachweisbar waren. Jedoch zeigte die Menge der ermittelten Parasiten-
DNA (zwischen 0,54 + 0,94 und 11,84 + 11,54 fg/ng Gesamt-DNA) keine konstante
Verteilung und die Ergebnisse waren nicht sicher reproduzierbar.

3.2.3 Intravendse Infektion mit intrazellularen T. gondii-Tachyzoiten

Um auszuschlieBen, dass extrazellulare Parasiten im Blut von Versuchstieren durch
Serumfaktoren inaktiviert werden, wurden Infektionsversuche mit intrazellularen
Parasiten durchgefihrt. Durch magnetische Zellseparation wurden murine PBMCs in
eine mit CD11b*-Zellen angereicherte (ca. 85% CD11b*) und eine CD11b™-negative
Fraktion (< 6% CD11b") separiert. Nach 15-stiindiger Inkubation von PBMCs mit
GFP*-Tachyzoiten des RH-Stammes (Ratio 1:1) zeigte die CD11b"-Zellpopulation
eine deutlich héhere Infektionsrate als die CD11b’-Zellpopulation (44,71% vs.
10,46%, reprasentativ flr einen von zwei Versuchen) (Abbildungen 20A und B). Den
Versuchstieren wurden daraufhin jeweils 10.000 infizierte CD11b*- bzw. CD11b"-
Zellen intravends verabreicht. Mittels gLC-PCR wurde nach einem Tag sowohl im
Gehirn von Tieren, die CD11b*-Zellen erhalten hatten, als auch bei Tieren, die
CD11b™-Zellen erhalten hatten, T. gondii-DNA detektiert (CD11b*-Fraktion 0,75 fg +
1,78 fg, CD11b™-Fraktion 2,11 fg + 5,97 fg). An den Tagen drei und sieben nach der
Infektion hatte sich in beiden Mausgruppen die T. gondii-spezifische DNA vervielfacht
(CD11b*-Fraktion 34,06 fg + 68,95 fg, CD11b™ -Fraktion 37,36 fg + 52,65 fg), es
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

nachgewiesen werden. Es ist vermutlich auf das Design des in-vivo-Modells bzw. die
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unzureichende Sensitivitat der Detektionsmethode zurlickzufiihren, dass es hier nicht
wie im in-vitro-Modell méglich war, Unterschiede in der neuroinvasiven Kapazitat
einer bestimmten Zellpopulation zu detektieren. Diese Daten belegen jedoch, dass

beide Leukozytenpopulationen in der Lage sind, T. gondii-Tachyzoiten durch die
BHS zu transportieren.

A A CD11b*-Fraktion B CD11b"-Fraktion

44,71 % 10,46 %

GFP

55,29 % 89,54 %
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Abbildung 20: Intrazellularer Transport von T. gondii in das Gehirn. Die Infektionsraten einer (A)
CD11b*- bzw. (B) CD11b-PBMC-Fraktion wurden durchflusszytometrisch bestimmt. Die Infektion
erfolgte mit GFP*-Tachyzoiten des RH-Stammes. Die Abbildungen (A) und (B) sind repréasentativ fir je
eines von zwei durchgefiihrten Experimenten. (C) Intravendse Injektion von GFP*-Tachyzoiten des
RH-Stammes, die intrazellular in CD11b*- und CD11c-Zellen vorlagen. Der Nachweis T. gondii-
spezifischer DNA im Gehirn erfolgte mittels gLC-PCR einen, drei und sieben Tage nach Infektion.
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4 Diskussion

Die latente Infektion mit dem Parasiten T. gondii zahlt zu den haufigsten
Infektionserkrankungen des Menschen. Nachdem der Parasit die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) Uberwunden hat, zeichnet sich eine Toxoplasma-Infektion vor allem durch die
Bildung persistierender Zysten im Gehirn aus. Wahrend in der latenten
Infektionsphase die Gewebezysten der Kontrolle des Immunsystems unterliegen,
kann eine Immunsuppression zu einer tédlich verlaufenden Toxoplasma-Enzephalitis
fOhren. Zum momentanen Zeitpunkt ist nicht ausreichend geklart, welcher
Mechanismen sich der Parasit zum Eintritt in das Gehirn bedient. Es wird im
Besonderen diskutiert, ob es sich dabei um intrazellulare oder extrazellulare
Migrationsvorgange handelt. Ein detailliertes Wissen bezlglich des Zusammenspiels
von Parasiten sowie Leukozyten und Endothelzellen wahrend der Passage der BHS
kénnte dabei helfen, neue Strategien zur Pravention der latenten Infektion im Gehirn
zu entwickeln. Aus diesem Grund fokussiert die vorliegende Arbeit auf der
Untersuchung von Molekilen und Zellen, die eine Rolle bei der Neuroinvasion durch
T. gondii spielen kénnten. Als Folge einer T. gondii-Infektion konnten wir in in-vitro-
Versuchen groBe Veranderungen im Transkriptom von infizierten Hirnendothelzellen
feststellen. Im Vergleich zum mausvirulenten Typ [|-Stamm RH wies der
mausavirulente Typ lI-Stamm ME49 von T. gondii ein starkeres inflammatorisches
Potential auf. Zudem identifizierten wir in einem Kokultur-Transwellmodell der BHS
CD11b*/CD11c-Monozyten und CD11b*/CD11c¢"™-DCs als die entscheidenden
Zellpopulationen, die dem Parasiten als ,Trojanisches Pferd“ die Migration Uber die
BHS ermdbglichen.

Einfluss einer Toxoplasma-Infektion auf die Immunantwort von
Hirnendothelzellen

Eine Infektion mit T. gondii-Tachyzoiten verandert das Genexpressionsmuster der
betroffenen Zellen. Die Hoch- bzw. Herunterregulierung der Transkription bestimmter
Gene dient zum Einen der Induktion einer effektiven Immunantwort gegen den
Parasiten, zum Anderen kann der Parasit die Wirtsgenexpressionen zum eigenen
Uberlebensvorteil modulieren und beispielsweise die Apoptose von infizierten
Wirtszellen verzdgern [156] oder durch Manipulation von Zelladhasionsmolekdlen die
Uberwindung der BHS in infizierten Leukozyten forcieren [157]. In unseren

77



Diskussion

Versuchen stellte sich heraus, dass die Infektion von Endothelzellen mit T. gondii in
die Genexpression der infizierten Zellen eingreift und Adh&sionsmolekile wie E- und
P-Selektin und ICAM-1 oder den Toll-like-Rezeptor TLR4 hochreguliert, wéhrend
Signalmolekiile wie STAT4 oder Bcl-3 herunterreguliert werden.

Die verstarkte Expression von E- und P-Selektin sowie des Adhasionsmolekils
ICAM-1 férdert die Migration von Immunzellen in das betreffende Gewebe und ist
entscheidend fir eine effektive Immunantwort [77, 158, 159]. Endothelzellen zeigten
nach Infektion auch eine erhéhte Expression von CD40, das nach Bindung durch den
T-Zell-assoziierten Liganden CD40L wiederum eine erhdhte Expression von
Adhasionsmolekilen wie E-Selektin, VCAM-1 oder ICAM-1 induziert [160]. Die
verstarkte Expression von TLR4 bestatigt Ergebnisse von Debierre-Grockiego et al.,
die berichteten, dass TLRs durch die Erkennung von Toxoplasma-
Glycosylphosphatidylinositolen (GPls) die Immunantwort verstarken kdénnen [161,
162]. Desweiteren konnte die Hochregulierung verschiedener Zytokine und
Chemokine (CCL2, CCL7, CXCL1, CXCL2) gezeigt werden. Das multifunktionale
Zytokin IL-6 reguliert als Akute-Phase-Protein verschiedene Aspekie der
Immunantwort und Hamatopoese [163, 164], wahrend die Chemokine CCL2, CCL?7,
CXCL1, CXCL2 und CX3CL1 vor allem die chemotaktische Anlockung von
Immunzellen zur Folge haben [165]. Das Oberflachenmolekil CD47 ist in die
transendotheliale Migration von Leukozyten involviert, sodass die von uns
beobachtete verstarkte Expression auf Endothelzellen wiederum der Migration von
Immunzellen in das Gewebe dienen kénnte [166]. Die Barrierefunktion der BHS
beruht vor allem auf den Wechselwirkungen sogenannter Tight junction-Proteine,
welche die parazellulare Permeabilitdt von Epithelien regulieren [167, 168]. Eine
vermehrte oder verringerte Expression dieser Proteine resultiert in Verdnderungen
der Barrierefunktion. Eine verminderte Expression von Claudin 8 in
Hirnkapillarendothelzellen kann also als Offnung der Barriere gedeutet werden,
welche den Einstrom von Immunzellen in das Gehirn unterstitzen kénnte. In den
Bereichen zwischen zwei aneinandergrenzenden Endothelzellen finden sich
Junctional adhesion molecules (JAMs), die homophile und heterophile Bindungen mit
anderen Endothelzellen aber auch Leukozyten eingehen kénnen. So kann die
Hochregulierung von JAM-2 als Mechanismus der transendothelialen Migration von
Leukozyten gedeutet werden [169]. Eine verringerte Expression der
proapoptotischen Effektorcaspase 3 inhibiert wiederum den programmierten Zelltod
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infizierter Wirtszellen und dient so auch dem Uberleben des Parasiten [156]. Der
Transkriptionsfaktor STAT4 spielt eine wichtige Rolle bei der Produktion des
antiparasitéar wirkenden Zytokins IFNy, sodass sich eine Herunterregulierung von
STAT4 positiv auf die Proliferation des Parasiten auswirkt [170]. Im Gegensatz dazu
inhibieren SOCS-Molekiile die Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren und
besitzen somit wichtige immunmodulatorische Fahigkeiten, die von Pathogenen zur
Immunevasion genutzt werden [171]. Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion
von Makrophagen mit T. gondii-Tachyzoiten zu einer SOCS-1-Uberexpression fiihrte,
die wiederum die IFNy-abhangige Signaltransduktion inhibierte [172]. Ebenso wie
SOCS-1 inhibiert auch SOCS-3 die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs und die
damit verbundene Transkription entsprechender Gene [173]. Dies deutet auf eine
Schwichung der Immunreaktion hin, die einen temporaren Uberlebensvorteil fiir den
Parasiten bedeuten kann. Dem Onkoprotein Bcl-3 wird als positiver Regulator von
NfkB eine besondere Bedeutung beim antigenspezifischen Priming von T- und B-
Zellen zugeschrieben. Bcl-3-defiziente Mause kénnen dabei keine protektive Th1-
zellbasierte Immunantwort aufbauen [174]. Da eine funktionierende Th1-Antwort
essentiell fir die Abwehr gegen eine T. gondii-Infektion ist, kdnnte die verminderte
Bcl-3-Produktion der infizierten Zellen den Parasiten vor der Immunabwehr des
Wirtes schitzen. Zusammenfassend zeigt die Transkriptomanalyse eine deutliche
Modulation von unterschiedlichen Genen, die eine wichtige Rolle beim intrazellularen
Uberleben des Parasiten und bei der Uberwindung der BHS spielen. Obwohl einige
der angeflhrten zelluldaren Mechanismen als antiparasitdre Immunreaktion des
Wirtes angesehen werden kénnen, kénnen diese auch gleichzeitig im Sinne eines
doppelschneidigen Schwertes durch die erhéhte Invasion von potentiell infizierten
Leukozyten die Neuroinvasion des Parasiten in das Gehirn unterstitzen.

Wie in den Transkriptomanalysen bereits nachgewiesen wurde, zeigten infizierte
Zellen eine erhdhte Expression von ICAM-1  auf der Zelloberflache.
Interessanterweise wurde dies - mit zeitlicher Verzégerung - auch auf Proteinebene
bei nicht infizierten Zellen des gleichen Wells festgestellt. Die Infektion einer
Endothelzelle mit dem Parasiten fiihrte dabei zu einer héheren ICAM-1-Expression
als bei nicht infizierten Zellen desselben Ansatzes. Die mit Verzdgerung einsetzende
Hochregulierung der ICAM-1-Expression auf nicht infizierten Zellen lasst sich am
ehesten darauf zurlckfUhren, dass infizierte Zellen initial proinflammatorische
Zytokine sezernieren, die die Genexpression benachbarter, nicht infizierter Zellen im
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Sinne eines Bystander-Effekts anregen. Taubert et al. konnten zeigen, dass T. gondii
die Transkription von Genen beeinflusst, deren entsprechende Proteine
immunmodulatorische Funktionen besitzen (IL-8, IP-10, MCP-1, GM-CSF, COX-2,
INOS) [175]. Auch Epithelzellen weisen nach T. gondii-Infektion eine vermehrte
Sekretion von IL-1, IL-6 und GM-CSF sowie eine verstarkte Expression von ICAM-1
auf [176]. In anderen Modellen konnte bereits gezeigt werden, dass insbesondere
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IFNy und IL-13 die ICAM-1-Expression bei
Zellen induzieren bzw. verstarken [148]. Das veranderte Transkriptionsprofil von
ICAM-1 und die Sekretion von Zytokinen beruhen méglicherweise auf der Interaktion
von protozoenspezifischen molekularen Mustern und deren Liganden auf dem
Endothel [177]. Fir Glycosylphosphatidylinositole von T. gondii wurde beispielsweise
gezeigt, dass sie nach Interaktion mit den Toll-like-Rezeptoren 2 und 4 die TNFa-
Produktion von Makrophagen anregen [161, 162]. Ebenso gilt fir die Interaktion des
Toxoplasma-Cyclophilin 18 mit dendritischen Zellen, dass dieses tber den Toll-like-
Rezeptor 11 die Produktion von IL-12 induziert [178]. Eine verstarkte ICAM-1-
Expression nach Infektion mit 7. gondii kann durch die erhéhte transendotheliale
Migration von Leukozyten einerseits eine vermehrte antiparasitare Immunantwort zur
Folge haben aber auch vermehrt infizierte Leukozyten durch die BHS transportieren.
Das Parasiten-Adhasin MIC-2 ist bekanntermaBen durch Interaktion mit ICAM-1 flr
die Anheftung des (extrazellularen) Parasiten selbst an Epithelien verantwortlich
[144]. Somit stellt die durch T. gondii induzierte ICAM-1-Regulation aus endothelialer
Sicht sowohl einen Vorteil als auch einen Nachteil dar. In Zusammenhang mit
anderen Mechanismen der Immunevasion kann die Expression von ICAM-1 fir den
Parasiten als vorteilhaft zur Etablierung der latenten Infektion im ZNS angesehen
werden.

Ausgehend von der Hypothese, dass Infektionen mit Typ II-Stdmmen trotz der
geringen Virulenz bzw. der verminderten Migrationsféhigkeit dieser Stamme [133] in
einer kompensatorisch erhéhten Zytokinsekretion resultieren, wurde eine Induktion
der ICAM-1-Expression und der Zytokinsekretion durch den virulenten RH-Stamm
(Typ I) und den weniger virulenten ME49-Stamm (Typ Il) verglichen. So berichteten
Paul et al. und Robben et al. bereits, dass die Infektion von Makrophagen mit einem
Typ IlI-Stamm eine zwei- bis dreifach héhere Sekretion des proinflammatorischen
Zytokins IL-12 zur Folge hatte als die Infektion mit einem Typ I-Stamm [179, 17],
wobei die Induktion unterschiedlicher Signaltransduktionswege durch Typ |- bzw. Typ
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[I-Stdmme vermutlich Grundlage der unterschiedlichen Virulenz ist [180, 21]. Wir
beobachteten, dass die IL-6- und MCP-1-Zytokinsekretion der mit ME49-Tachyzoiten
(Typ 1) infizierten bEnd.3-Zellen gréBer war als bei einer Infektion mit RH-
Tachyzoiten (Typ I) (Ratio 1:1). Die Sekretion der Zytokine stieg im zeitlichen Verlauf
an, und auch der Quotient aus Zytokinkonzentration und Infektionsrate zeigte die
erhdhte endotheliale Zytokinproduktion nach Infektion mit dem Typ II-Stamm ME49.
Kim et al. beschreiben, dass Tachyzoiten des avirulenten Typ |I-Stammes in-vitro
eine starkere proinflammatorische Antwort auslésen als virulente Typ I-Stamm-
Tachyzoiten [17]. Die Induktion einer Zytokinantwort stellt fiir den Parasiten auf der
einen Seite einen Nachteil dar (Hemmung der eigenen Replikation). Auf der anderen
Seite wird aber diskutiert, dass Typ Il-Tachyzoiten méglicherweise eine hdhere
Zytokinproduktion induzieren, um mittels der gewebezerstérenden Eigenschaften die
eigene Migration durch epitheliale und endotheliale Barrieren zu forcieren. Die hohe
Virulenz von Typ I-Stdmmen wirde demgegenlber durch die héhere Motilitat und
schnellere Replikation begunstigt.

Etablierung und Validierung eines in-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein in-vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke (BHS) fir
Transmigrationsstudien eingesetzt, um neben Veranderungen auf Endothelzellen
auch leukozytare Mechanismen im Zusammenhang mit der Toxoplasma-
Neuroinvasion zu untersuchen. Kritisch ist hierbei die Auswahl des entsprechenden
in-vitro-Modells der BHS. Ein ideales Zellkulturmodell der BHS reproduziert die
Verhaltnisse der in-vivo-Situation mdglichst genau. Nachdem Panula et al. im Jahre
1978 erstmalig die Morphologie und Histochemie priméarer Rattenhirnendothelzellen
in Zellkulturen beschrieben hatten [181], wurden verschiedenste in-vitro-Modelle zur
Untersuchung der BHS erarbeitet. Es stellte sich heraus, dass bei Kokultur von
Endothelzellen mit Astrozyten hdhere transendotheliale Widerstande, geringere
trans- und parazellulare Permeabilititen sowie eine verstarkte Expression BHS-
spezifischer Enzyme und Tight junction-Proteine induziert werden konnten als bei
endothelialen Monokulturen [182, 183, 184, 185]. Neben den statischen BHS-
Modellen auf Transwellfiltern existieren auch dynamische BHS-Modelle, die den
intraluminalen Blutfluss simulieren [186]. Die dynamischen Modelle besitzen einen
starkeren Realitatsbezug als die statischen Modelle, erfordern aber einen
unverhéltnismaBig hohen Kosten- und Arbeitsaufwand. Vor allem technische
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Probleme wie die Gewinnung reiner Zellkulturen erschweren die Etablierung eines
aus primaren Zellen bestehenden in-vitro-Modells. Die Praparation der Zellen erweist
sich hierbei haufig als zeitaufwandig und teuer, da primare Zellen nach der
Praparation oft nur eine kurze (Uber-)Lebensdauer von wenigen Stunden bzw.
Tagen besitzen. Zudem kann die Praparation selbst charakteristische Eigenschaften
der Zellen zerstéren. Obwohl es nahezu unmdglich ist, den Einfluss des
Immunsystems und andere metabolische Effekte in-vitro exakt zu simulieren, besitzt
ein Zellkulturmodell gegentber Tierversuchen jedoch entscheidende Vorteile wie
eine hohe Reproduzierbarkeit oder die Mdoglichkeit, definierte Parameter nach
Wunsch beeinflussen und untersuchen zu kénnen. Flr die vorliegende Arbeit wurde
deshalb ein in-vitro-Modell der BHS ausgewahlt, welches sich aus priméar isolierten
Rattenhirnkapillarendothelzellen und Rattenhirngliazellen zusammensetzt [136]. Bei
in-vitro-Modellen der BHS wird haufig primaren Zellkulturen der Vorzug gegeben, da
Zelllinien nach mehrmaligem Passagieren dazu neigen, sich zu dedifferenzieren
(Angaben gemaB Firma ATCC). Wahrend aufgereinigte Rattenendothelzellen in
Kokultur mit Astrozyten eine Barriere mit geringer Permeabilitdt und hohem
transendothelialen elektrischen Widerstand ausbilden (TEER ~ 200 Q x cm?) [185,
137, 136], ist dies bei Modellen unter Verwendung von murinen Zellen nicht der Fall
(TEER 30 - 40 Q x cm?®) [187]. BHS-Modelle auf der Basis von Schweine- oder
Rinderhirnendothelzellen zeigen zwar deutlich héhere TEER-Werte als das bei
Maus- oder Rattenmodellen der Fall ist (bis zu 800 Q x cm?) [188, 189], jedoch waren
anschlieBende in-vivo-Versuche mit Schweinen oder Rindern unter den gegebenen
Bedingungen nicht durchflhrbar gewesen.

Bevor das Modell zur Untersuchung von Migrationsvorgédngen im Rahmen einer
Toxoplasma-Infektion an der BHS eingesetzt wurde, erfolgte eine detaillierte
Validierung des Systems. Lichtmikroskopisch wurden Zellkomponenten auf
charakteristische Merkmale hin untersucht, um die Reinheit des endothelialen
Monolayers zu Uberprifen. Die freie Diffusion von Molekllen und Zellen Uber diese
Endothelzellschicht wird durch Tight junction-Proteine wie ZO-1 und Occludin
unterbunden [190, 191]. Diese Proteine konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie an
den eingesetzten Kapillarendothelzellen nachgewiesen werden und sind ein
zusétzlicher Hinweis fir eine intakte Endothelzellbarriere. Um die Aufrechterhaltung
der BHS-Funktion zu gewahrleisten, sind die Mikrokapillaren im Gehirn von
Astrozytenauslaufern umgeben. Aus diesem Grund wurden die isolierten priméaren
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Endothelzellen in einem Kokulturmodell zusammen mit priméaren Gliazellen kultiviert.
Die weitere Validierung des Systems bestand aus biophysikalischen und
funktionellen Messungen, wobei der transendotheliale elektrische Widerstand
(TEER), die Permeabilitdt von Tracermolekilen (Albumin bzw. Natriumfluoreszein)
und die Induktion bzw. Blockade der Zellmigration untersucht wurden. Die
Permeabilitatsmessungen wiesen das Kokulturmodell als Barriere fir die trans- und
parazellularen Tracersubstanzen aus. Auch der hohe transendotheliale Widerstand
war charakteristisch flr die Barrierefunktion der in-vitro-BHS [138, 136]. Zudem
konnte die Migration von Zellen Uber die endotheliale Zellschicht durch einen MCP-1-
Gradienten geférdert bzw. durch die Zugabe von blockierenden Antikérpern nahezu
komplett unterbunden werden. Dies entspricht Ergebnissen von Weiss et al., die
anhand eines Transwell-Modells ebenfalls eine verstarkte Migration von Monozyten
in Richtung des Chemokins MCP-1 festgestellt haben [58]. Zusatzlich zur
chemotaktischen Eigenschaft des MCP-1 sollte aber jeweils auch dessen Einfluss
auf die Permeabilitdt von Endothelzellbarrieren bedacht werden [192]. In der Arbeit
von Weiss et al. wurde das Kokultursystem zuséatzlich mit TNFa vorbehandelt. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit resultierte die Stimulation in
einer im Vergleich zur Kontrolle verstarkten Monozytenmigration. Jedoch ist zu
bemerken, dass flr die vorliegende Arbeit aus physiologischen Grinden nur ein
Stimulationszeitraum von 3 Stunden und nicht 16 Stunden gewahlt wurde [58].
Zusammengenommen zeigen die erhaltenen Messwerte, dass das verwendete in-
vitro-Modell der BHS charakteristische Eigenschaften der BHS in-vivo besitzt, eine
modulierbare Barriere flr Leukozyten darstellt und sich somit far die Untersuchungen

zur Leukozytenmigration eignet.

Extrazellulare und intrazellulare Dissemination von Toxoplasma gondii

Nach der oralen Aufnahme von Oozysten oder Gewebezysten infiziert der Parasit
zuerst Enterozyten des Darmes und verteilt sich von dort ausgehend Uber den
gesamten Wirtsorganismus [193]. Noch immer wird darlber debattiert, ob T. gondii
als extrazellularer Parasit oder in infizierten Leukozyten durch den Korper
disseminiert und dabei die verschiedenen epithelialen und endothelialen
Zellbarrieren Uberwindet.

Barragan et al. bedienten sich sowohl eines in-vitro- als auch eines ex-vivo-Modells,
um die extrazellularen Migrationskapazitdten von T. gondii zu untersuchen [133].
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Dabei stellte sich heraus, dass extrazellulare Tachyzoiten neben polarisierten
Zellschichten und extrazellularer Matrix Dldnndarmepithelien auch durch aktive
Migration Uberqueren kénnen. Tachyzoiten des Typ I-Stammes zeigten dabei
starkere migratorische Kapazitaten als Tachyzoiten des Typ IlI- bzw. des Typ llI-
Stammes. Es wird zudem postuliert, dass Tachyzoiten die Zellbarrieren auf einem
parazellularen Weg Uberwinden kénnen [144]. Sporozoiten von Plasmodien kommen
wahrend ihrer Verteilung im Wirt teilweise in einer extrazellularen Form vor und
disseminieren durch eigene Motilitat bzw. werden mit Hilfe von Kdérperflissigkeiten
transportiert [128]. Trypanosomen, Amdben sowie Candida albicans scheinen als
extrazellulare Erreger ins Gehirn vorzudringen, indem sie zuerst zerebrale
Endothelzellen infizieren und anschlieBend Uber die abluminale Seite der Kapillaren
Zugang zum Hirnparenchym erlangen [194, 195, 119]. Obwohl das ZNS als
“immunologisch privilegiert” gilt, verschaffen sich verschiedene neurotrope und
neurovirulente Pathogene, mit Hilfe von Wirtszellen im Sinne eines ,Trojanischen
Pferdes” Zutritt zum Gehirn. Drevets et al. konnten zeigen, dass Listerien bevorzugt
CD11b" und Ly6C* mononukledre Zellen infizieren und in diesen vermutlich die BHS
Uberqueren [125, 126]. Auch das HI-Virus und Cryptococcus neoformans machen
sich monozytare Zellen zur Dissemination in das Gehirn zu Nutze [196, 197, 198,
199]. Listerien und Aspergillen benutzen ebenso DCs als Vehikel, um sich im Kérper
des Wirtes auszubreiten [200, 201].

Einfluss einer Toxoplasma-Infektion auf die Migrationskapazitat von
Leukozyten durch ein in-vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke

Die Zuordnung von Leukozyten zu einer bestimmten Zellpopulation wird dadurch
erschwert, dass in vielen Arbeiten unterschiedliche Kriterien zur Bestimmung dieser
Zellen angewendet wurden und antigenprasentierende Zellen im Laufe ihrer Reifung
und Aktivierung die Expression charakteristischer Oberflachenmarker verandern
kénnen. Gerade Monozyten und dendritische Zellen stellen eine zum Teil sehr
heterogene Zellpopulation dar, sodass zur Abgrenzung einzelner Subpopulationen
die Kombination mehrerer Oberflachenmarker nétig ist.

Als charakteristischer Marker fir Monozyten wird héaufig das Protein CD11b
verwendet, dendritische Zellen (DCs) werden als CD11c*-Zellen definiert.
Doppeltpositive (CD11b*/CD11c*-) Zellen scheinen einer speziellen Subpopulationen
dendritischer Zellen (DCs) anzugehéren. Mit Hilfe eines kombinierten Antikdrpers
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konnten bei Versuchen mit Rattenzellen beide Zellpopulationen zur Gruppe der
antigenprasentierenden Zellen zusammengefasst und untersucht werden (anti-
CD11bc-Antikérper). Das Oberflachenmolekil CD45 gilt als Pan-Leukozytenmarker.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufgrund der Limitationen in der regularen
Durchflusszytometrie (zwei Laser) maximal vier Oberflachenmarker untersucht. Um
mehr als vier Marker zeitgleich zu untersuchen, bedarf es zum einen spezialisierter
Durchflusszytometer (mehr als zwei Laser). Zum anderen wird bei steigender Zahl an
Oberflachenmarkern die Kompensation der einzelnen Chromophoren, insbesondere
bei geringen Zellzahlen, duBerst schwierig, in einigen Fallen nahezu unmdéglich.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass die Infektion von peripheren
Ratten-CD45%/CD11bc*-Zellen (antigenprasentierende Zellen wie Monozyten und
DCs) mit T. gondii deren Migrationsvermdgen wesentlich stérker erhdhte als bei
infizierten CD45"/CD11bc-Zellen (B- und T-Lymphozyten). Wahrend auf der
luminalen Seite annahernd gleich viele infizierte CD45/CD11bc*-Zellen und
CD45%/CD11bc’-Zellen vorhanden waren, wurden in der Population der migrierten
Zellen 8-mal so viele CD45%/CD11bc™- wie CD45'/CD11bc-Zellen detektiert.
Zusatzlich war die Infektionsrate der CD45%/CD11bc*-Population nach Migration um
den Faktor 5 hoher als vor der Migration. Dies entspricht zudem einer 18-fach
héheren Infektionsrate im Vergleich zu den migrierten CD45%/CD11bc’-Lymphozyten.
Ebenso beschreiben Courret et al., dass T. gondii CD11b*- und CD11c"-Zellen
bereits in der Peripherie des Korpers infiziert und zum Transport in das Gehirn nutzt
[130]. Channon et al. konnten zeigen, dass die Infektion von Leukozyten durch
T. gondii in dosisabhangiger Weise erfolgt und bevorzugt monozytare Zellen und
DCs betrifft [202]. Limitationen bei der Verwendung von Rattenzellen fir diese Tests
bestanden allerdings in der eingeschrankten Zahl von zellspezifischen Antikdrpern,
sodass nicht zwischen CD11b*- und CD11c"-Zellen unterschieden werden konnte.
Um den Mangel an rattenspezifischen Antikbrpern zu umgehen, fanden die weiteren
Versuche unter Verwendung von Maus-PBMCs im Ratten-Kokultur-Modell der BHS
statt. In Vorversuchen konnten wir zeigen, dass die Speziesunterschiede keinen
Einfluss auf die Migrationsversuche hatten. Es war nun moglich, zwischen
Subpopulationen der CD11b™-, CD11c¢*™- und doppeltpositiven Zellen zu
unterscheiden. Die CD11b*/CD11c¢™-DCs zeigten sowohl vor als auch nach der
Migration die hochste Infektionsrate. Es muss bedacht werden, dass die
CD11b*/CD11c*-DCs (wie CD11c*-Zellen im Allgemeinen) zahlenmaBig eine
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verhaltnismaBig kleine Zellpopulation im Blut darstellen (ca. 2 %; CD11b*/CD11c'-
Monozyten hingegen ca. 20%). Allerdings scheint der Parasit eine hohe Affinitat zu
den CD11b*/CD11c*-DCs zu besitzen. Bierly et al. beobachteten eine den
plasmazytoiden DCs (pDCs) ahnliche Population, welche die Markermolekile
CD11c, CD11b, Gr-1 und PDCA-1 koexprimiert und unter den T. gondii-infizierten
Zellen der Milz in groBer Zahl zu finden ist [203]. Die Erklarung fur diesen
einzigartigen Phanotyp scheint in einer Ubergangsphase zwischen pDCs und DCs
begrindet zu sein, welche unter inflammatorischen Bedingungen eintritt.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich im Weiteren ersehen, dass die
Zusammensetzung der infizierten Zellen nach Migration von CD11b*/CD11c"-
Monozyten dominiert wurde. Obwohl die Infektionsrate der CD11b*/CD11c™-
Monozyten geringer als bei den zuvor erwdhnten CD11b*/CD11c¢*-DCs ausfiel,
waren die CD11b*/CD11c-Monozyten diesen aufgrund ihrer PopulationsgréBe
Uberlegen. Courret et al. zeigten ebenfalls, dass im Blut infizierter Tiere vor allem
CD11b*-Zellen als Reservoir fur T. gondii dienen. Im Gehirn infizierter Tiere fand eine
deutliche Akkumulation von CD11b*-Zellen statt, die circa 50% aller aus der
Peripherie eingewanderten Zellen umfasste. Zusammen mit den eingewanderten
CD11c*-Zellen machten diese beiden Leukozytenpopulationen 60% aller in das
Gehirn migrierten Zellen aus [130]. Auch andere Arbeitsgruppen untermauern die
These, dass infizierte antigenprasentierende Zellen eine Rolle bei der Dissemination
des Parasiten T. gondii spielen. Humane DCs werden nach Infektion mit T. gondii-
Tachyzoiten in einen Zustand der ,Hypermotilitat* versetzt und wandern, ohne dass
ein chemotaktischer Stimulus benétigt wird. Auch die Inokulation von Mausen mit
infizierten DCs bestatigte die Beobachtung einer stark erhéhten Migrationsfahigkeit
dieser Zellen [155]. Interessanterweise scheint die verstarkte Migrationskapazitat
infizierter antigenprasentierender Zellen in der friihen Infektionsphase nicht mit einer
Hochregulierung leukozytenspezifischer Adhasionsmolekile einher zu gehen [155,
204]. Unno et al. verglichen die neuroinvasive Kapazitdt von intrazellularen
Tachyzoiten mit der von extrazellularen Tachyzoiten. Nach intravendser Applikation
gleicher Mengen an GFP*-extrazellularen und RED™-intrazellularen Parasiten
konnten nur wenige der extrazellular injizierten Parasiten im Gehirn detektiert
werden. Die intrazellular applizierten Parasiten waren im Gehirn dagegen in groBen
Mengen vorhanden [205]. Eine extrazellulare Dissemination des Parasiten wirde

zwangslaufig zum Kontakt mit Serumkomponenten wie Immunglobulinen, u. a. auch
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natdrlich vorkommenden anti-Toxoplasma-Immunglobulinen, fihren, die nach
Bindung Uber das Komplementsystem zur Lyse des Parasiten beitragen kénnen
[206].

Monozytare Zellen des peripheren Blutes unterscheiden sich nicht nur in der
Expression bestimmter Antigenmarker, sondern auch durch ihre jeweilige
physiologische Aktivitat. Dabei kénnen Monozyten anhand von Chemokinrezeptoren
oder CD-Oberflachenantigenen in inflammatorische bzw. residente Zellen eingeteilt
werden. Wihrend residente Monozyten CD11b*, CCR2", CXsCR1"™ CD62L" sowie
Ly6C sind, ist die Expression von CCR2 und die Migration in Richtung des CCL2-
Gradienten in einem Entzindungsgebiet charakteristisch fir inflammatorische
Monozyten (CD11b*, CCR2*, CX3CR1"°%, CD62L*, Ly6C*) [207]. Nakano et al.
stellten fest, dass nach viraler Infektion inflammatorische Monozyten vom Blut zu den
Lymphknoten rekrutiert werden. Diese entwickeln sich daraufhin zu sogenannten
inflammatorischen DCs, die die Marker CD11c, CD11b und Gr-1 exprimieren [208].
Die in der vorliegenden Arbeit erwdhnte CD11b"/CD11c*-Zellpopulation lasst sich
dem Phéanotypen nach madglicherweise den inflammatorischen DCs zuordnen,
wahrend die CD11b*/CD11c-Zellen den inflammatorischen Monozyten entsprechen
kénnten.

Beim Vergleich der leukozytéaren Migrationskapazitat nach Infektion mit einem Typ |-
bzw. einem Typ II-Stamm von T. gondii fallt die durch den avirulenten Typ IlI-Stamm
bedingte hdhere Infektionsrate bei Leukozyten auf. Wenn auch teilweise signifikant,
so messen wir diesem transienten Phdnomen keine biologische Bedeutung bei. Die
qualitative Zusammensetzung der infizierten Zellen vor und nach Migration
unterschied sich bei beiden Stdammen nicht. Lambert et al. beobachteten, dass
Leukozyten, die mit einem Typ II-Stamm von T. gondii infiziert wurden, eine stérkere
Migration zeigen, wobei Genotyp-assoziierte Unterschiede nicht auf unterschiedliche
Infektionsraten zurlckzufiihren sind [134]. Unsere Versuche im in-vitro-Modell der
BHS weisen nicht auf eine préferentielle Migration von einzelnen Zelltypen nach
Infektion mit Typ |- bzw. Typ lI-Tachyzoiten hin.

Untersuchungen zur Neuroinvasion von Toxoplasma gondiiim Tiermodell

Mit Hilfe eines in-vivo-Versuchsansatzes sollten die in-vitro erhaltenen Ergebnisse
zur Bedeutung von CD11b"-Zellen bei der Neuroinvasion durch T. gondii bestatigt
werden. Die intravendse Injektion von T. gondii-infizierten CD11b*- bzw. CD11b™-
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Zellen resultierte jedoch nicht in einem signifikanten Unterschied in der Toxoplasma-
DNA-Konzentration im Gehirn der Mause. Grund fir das Fehlen einer messbaren
praferentiellen in-vivo-Migration durch CD11b*-Zellen kénnte die mangelnde
Sensitivitdt der Detektionsmethode bzw. des Versuchsaufbaus sein. Mittels
Fluoreszenzintensitatsmessungen in der Durchflusszytometrie konnte nicht sicher
geklart werden, mit wievielen Parasiten eine Wirtszelle infiziert war, da die
Fluoreszenzintensitat eines einzelnen Parasiten vergleichsweise schwach und die
Methode nicht ausreichend sensitiv ist. Um dieses Problem zu umgehen, sollte fr
weitere Versuche exemplarisch die Anzahl an Parasiten pro Zelle mit einem
Fluoreszenzmikroskop bestimmt werden. Denkbar wéare also, dass zumindest einige
CD11b’-Zellen mit mehr als einem Parasiten pro Zelle infiziert worden waren und so
trotz geringerer neurotroper Aktivitdt eine den CD11b*-Zellen vergleichbare Anzahl
an Parasiten in das Gehirn transportieren konnten. Da die prozentuale Infektionsrate
der CD11b™-Zellen geringer war als die der CD11b*-Zellen, mussten in der CD11b™-
Fraktion im Vergleich zur CD11b*-Fraktion auch mehr nicht infizierte Zellen und
extrazellulare Tachyzoiten verabreicht werden, um bei beiden Gruppen dieselbe
Menge an infizierten Zellen zu applizieren. Zwar geht aus dieser Arbeit und den
Ergebnissen von Unno et al. hervor, dass selbst die Injektion groBer Mengen an
extrazellularen Parasiten nicht zu einer reproduzierbaren und signifikanten
Neuroinvasion fihrt [205]. Jedoch kdénnte in der mit CD11b-Zellen behandelten
Gruppe die gréBere Menge an extrazellularen Parasiten bzw. nicht infizierten
Leukozyten eine verstarkte Offnung der BHS induziert und so den Ubertritt von
infizierten Leukozyten in das Gehirn erleichtert haben. Es I&sst sich aber festhalten,
dass die Injektion intrazellularer Parasiten im Gegensatz zur Injektion extrazellularer
Parasiten den Nachweis parasitarer DNA im Gehirn ermdéglichte, was unsere These
zur intrazellularen Neuroinvasion durch T. gondii bestatigt.

Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der
Parasit T. gondii die Genexpression infizierter Wirts-Hirnendothelzellen moduliert, um
moglicherweise durch die vermehrte Bildung von Adhé&sionsmolekllen sowie der
Sekretion von Chemokinen die transendotheliale Migration intrazellularer Parasiten
zu unterstiitzen. CD11b*/CD11c*-DCs sind als Toxoplasma-Shuttle von Interesse, da

diese kleine Zellpopulation eine besonders hohe Infektionsrate aufweist. Die
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CD11b*/CD11c-Monozyten wiederum dominierten zahlenméaBig die infizierten
CD11b*™-, CD11c¢*- wund doppeltpositiven Zellen vor und nach den
Migrationsexperimenten und sind aus diesem Grund ebenfalls wichtige Kandidaten
fir den Toxoplasma-Transport in das Gehirn. Es ist wahrscheinlich, dass diese
Zellen durch die Infektion in einen hypermotilen Zustand versetzt werden, und so
dem Parasiten dabei helfen, sich im Wirtsorganismus zu verbreiten.

Diese Ergebnisse erweitern die Kenntnisse zur Interaktion von T. gondii mit
Wirtszellen der BHS und werden hilfreich flir zukiinftige Arbeiten zur Neuroinvasion
des Parasiten sein. Weiterflhrende Arbeiten sollten die neuroinvasive Kapazitat
intrazellularer Tachyzoiten noch eingehender untersuchen. Beispielsweise kdnnte
unter Zuhilfenahme von Oberflachenmarkern wie CCR2, CX3CR1, CD11b, CD62L,
Ly6C bzw. GR-1 (entspricht der Kombination Ly6G/Ly6C) die Identitat der
inflammatorischen Monozyten bzw. inflammatorischen DCs en detail bestéatigt
werden. Der Einfluss bestimmter Parasitenmolekule auf die Neuroinvasion kénnte mit
Hilfe von Toxoplasma-Mutanten untersucht werden. Als alternatives in-vivo-Modell
ware denkbar, Tiere mit einem induzierbaren CD11b- bzw. CD11c-Gendefekt [209,
210] oral mit T. gondii zu infizieren und zu verschiedenen Zeitpunkten die Menge an
Parasiten im Blut und dem Gehirn zu messen. Neben der quantitativen DNA-
Bestimmung kdnnten auch histologische und immunhistochemische Untersuchungen
zum Einsatz kommen, um inflammatorische Vorgange im Gehirn besser detektieren

und untersuchen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Infektion mit dem ubiquitdr vorkommenden Parasiten Toxoplasma gondii kann
bei immunsupprimierten Menschen eine lebensbedrohliche Enzephalitis hervorrufen.
Nach oraler Aufnahme disseminiert der Parasit Gber das Blut im Kérper seines Wirtes
und erreicht so auch vermeintlich entfernte und geschitzte Organe wie das Gehirn.
Um die der Dissemination zugrunde liegenden Mechanismen besser zu verstehen,
wurden in dieser Arbeit sowohl endotheliale als auch leukozytare Faktoren der
Interaktion des Wirtes mit dem Parasiten untersucht. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich
der Infektions- und Modulationskapazitat des Typ I-Stammes RH sowie des Typ II-
Stammes ME49 von T. gondii, welche sich hinsichtlich ihrer Virulenz unterscheiden.
Der Typ I-Stamm gilt dabei als mausvirulent, der Typ II-Stamm hingegen als
mausavirulent. Bei Hirnendothelzellen wurde deren Fahigkeit untersucht, als Folge
einer Toxoplasma-Infektion Zytokine zu sezernieren bzw. Oberflachenmolekile zu
exprimieren. Eine zusatzliche Fragestellung war hierbei, ob die jeweiligen
endothelialen Reaktionen die Wirtsabwehr unterstitzen oder vielmehr die
Dissemination des Parasiten vorantreiben.

Microarray-Experimente zeigten unter anderem eine Hochregulierung von
Chemokingenen (CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CXCL1/GRO-1, CXCL2/GRO-2,
CX3CL1/Fraktalkine) und eine verstarkte Expression von Adhésionsmolekilen
(ICAM-1, JAM-2, E-Selektin, P-Selektin), welche im Rahmen einer Immunantwort die
transendotheliale Migration von Leukozyten zum Ort der Inflammation férdern.
Ebenso kénnen aber auch Toxoplasma-infizierte Leukozyten mit Hilfe der Chemokine
und Adhasionsmolekile einfacher in das Gehirn eindringen.

Mittels Durchflusszytometrie und ELISA wurde gezeigt, dass infizierte Endothelzellen
eine héhere ICAM-1-Expression aufweisen als nicht infizierte Zellen. Zusatzlich
fihrte eine Infektion mit T. gondii zur Sekretion des Zytokins IL-6 und des Chemokins
MCP-1. In beiden Fallen induzierte der Typ II-Stamm ME49 eine starkere zellulare
Antwort als der Typ I-Stamm RH.

Mit Hilfe eines in-vitro-Modells der Blut-Hirn-Schranke (BHS) wurde die
Migrationskapazitat von naiven und infizierten PBMCs untersucht. Erste Experimente
mit Ratten-PBMCs lieBen darauf schlieBen, dass infizierte CD45%/CD11bc*-Zellen
(antigenprasentierende Zellen wie Monozyten und dendritische Zellen) im Vergleich
zu CD45'/CD11bc-Zellen (B- und T-Lymphozyten) in einen besonders motilen
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Zustand versetzt werden und in bevorzugtem MaBe durch das BHS-Modell
migrieren.

Durch den Einsatz von Maus-PBMCs konnte diese monozytare/dendritische
Zellpopulation naher untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass T. gondii unter
den CD11b*-, CD11c*- und doppeltpositiven antigenprasentierenden Zellen eine
besondere Affinitat zu der zahlenmaBig kleinen Population der CD11b*/CD11¢™-DCs
(~ 2% der CD11b*-, CD11c"- und doppeltpositiven Zellen) besitzt, da diese Zellen zu
einem hohen Prozentsatz infiziert worden waren. Betrachtet man jedoch alle
infizierten CD11b™-, CD11c¢"- und doppeltpositiven Zellen, so wurden diese nach den
Migrationsexperimenten von infizierten CD11b*/CD11c-Monozyten dominiert. Wir
postulieren, dass es sich bei den CD11b*/CD11c-Zellen um sogenannte
inflammatorische  Monozyten und bei den CD11b*/CD11c*-Zellen um
inflammatorische DCs handelt.

Aus unseren Ergebnissen geht also hervor, dass monozytére und dendritische Zellen
eine Funktion als Toxoplasma-Shuttle fiir das Gehirn besitzen, da diese Zellen hohe
Infektionsraten aufweisen und in Folge einer Toxoplasma-Infektion verstarkte
migratorische Eigenschaften besitzen.

Eine Bestatigung unserer in-vitro-Daten mit Hilfe eines in-vivo-Modells gelang jedoch
nicht. Nach der intravendsen Applikation von RH-Stamm-infizierten CD11b*- bzw
CD11b™- Zellpopulationen konnte im Gehirn der Mause kein Unterschied bezlglich
der Menge an vorhandener Toxoplasma-DNA festgestellt werden. Trotzdem flhrte
die Injektion von intrazellularen Parasiten zum reproduzierbaren Nachweis von
parasitarer DNA im Gehirn der Versuchstiere. Dies war nach Injektion extrazellulérer
Erreger nicht mdglich gewesen und stitzt unsere Hypothese, dass die Neuroinvasion
von T. gondii auf dem Transport durch infizierte Zellen beruht.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass
T. gondii die Genexpression infizierter Wirtsendothelzellen modifizieren kann, um
daraus Vorteile fir die eigene Dissemination zu ziehen. Zusatzlich dazu postulieren
wir, dass CD11b*/CD11c-Monozyten und CD11b*/CD11c*-DCs bei der
Neuroinvasion durch den Parasiten T. gondii die Rolle eines ,Trojanisches Pferdes*

Ubernehmen.
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6 Summary

Toxoplasmic encephalitis is a life threatening disease in immunocompromised
patients caused by the protozoan parasite Toxoplasma gondii. Following oral
ingestion the parasite disseminates in the host and infects even distant sites of the
body including the brain. The early events that enable the parasite to cross the blood-
brain barrier are poorly understood and it remains to be shown whether
neuroinvasion by the parasite occurs mainly intracellularly or extracellularly. To
further understand the mechanisms of neuroinvasion we investigated the interaction
between the parasite and endothelial cells and the role of leukocytes as Trojan
horses in neuroinvasion. In addition, differences in the effects on endothelial cells
and leukocytes by type | strain RH and type Il strain ME49 were compared.

First, changes in the regulation of the transcriptome of brain endothelial cells were
investigated using whole genome microarrays. Among others the upregulation of
chemokines (CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CXCL1/GRO-1, CXCL2/GRO-2,
CX3CL1/fractalkine) and adhesion and junctional molecules (E-selectin, P-selectin,
ICAM-1, JAM-2) was observed pointing towards a role for immune cells in
neuroinvasion. Secondly, a significantly higher expression of ICAM-1 was observed
in T. gondii-infected cells compared to uninfected cells in the same well and infection
with T. gondii resulted in a marked secretion of IL-6 and MCP-1 by brain endothelial
cells; these observations were more pronounced in cells infected with the type I
strain compared to cells infected with the type | strain.

Finally, using an in-vitro co-culture model of the BBB, we examined the migratory
capacities of infected and uninfected PBMCs. Preliminary experiments with rat
PBMCs identified a stronger migratory capacity of infected CD45"/CD11bc" cells
(antigen presenting cells such as monocytes and dendritic cells) compared to
CD45%/CD11bc cells (B- and T-lymphocytes). Using murine cells, we determined that
the small population of CD11b*/CD11¢c* DCs (~ 2%) presents the most preferably
infected cells amongst all CD11b*, CD11c* and double positive cells. Nevertheless,
CD11b*/CD11¢” monocytes were the predominant infected cell population after
migration; furthermore, type | or type |l strains of T. gondii were similar in their impact
on the antigen presenting cell population before and after migration. Thus,
CD11b*/CD11c” and CD11b*/CD11c" cells may be the cells that serve as shuttles in
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the transport of T. gondii across the BBB. CD11b*/CD11¢™ cells could possibly be
classified as inflammatory monocytes while CD11b/CD11c" cells may represent
inflammatory DCs.

Whereas the injection of in-vitro infected CD11b* or CD11b™ cells resulted in the
detection of parasite DNA in mouse brains, injection of extracellular parasites did not
lead to the reproducible detection of Toxoplasma DNA. However, parasite
concentrations in brains did not differ between mice that received CD11b* vs. CD11b’
cells.

In conclusion, T. gondii seems to modulate the gene expression of brain endothelial
cells of the host to promote its dissemination as an intracellular parasite.
CD11b*/CD11c” and CD11b*/CD11c* cells are most likely candidate cells for the
intracellular passage of T. gondii across the BBB in a Trojan Horse-like manner.
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