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A. EINLEITUNG  

 

Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein weltweit verbreiteter, intrazellulär lebender, 

apikomplexer Parasit, der alle warmblütigen Tiere, wie auch den Menschen, infizieren 

kann. Nach Einschätzung des Robert Koch-Instituts hat etwa ein Drittel der 

Weltbevölkerung eine Infektion mit T. gondii durchlaufen, wodurch diese Infektion zu 

den bedeutendsten parasitären Erkrankungen des Menschen zählt [1]. Endwirte sind 

ausschließlich Feliden, welche darüber hinaus auch als Zwischenwirte fungieren können. 

Von den Endwirten werden unsporulierte Oozysten mit dem Kot ausgeschieden, welche 

in der Außenwelt zu infektiösen, sporulierten Oozysten heranreifen. Werden diese 

sporulierten Oozysten von Zwischenwirten aufgenommen, kann sich der Parasit in diesen 

asexuell vermehren [2,3]. Das Spektrum der Zwischenwirte ist extrem breit und umfasst 

Land- und Meeressäugetiere sowie Vögel. Nach der oralen Aufnahme sporulierter 

Oozysten werden im Darm der Wirte Sporozoiten freigesetzt. Diese dringen in die 

Darmzellen des Wirtes ein und entwickeln sich dort in der akuten Infektionsphase rasch 

zu schnell teilenden Tachyzoiten und breiten sich über das Gefäß- und Lymphsystem im 

gesamten Organismus aus. Das Immunsystem reagiert unmittelbar auf die zirkulierenden 

Tachyzoiten, indem es eine Immunreaktion auslöst. Um der Immunabwehr zu entgehen, 

entwickelt sich ein Teil der Tachyzoiten im chronischen Infektionsverlauf zu 

Bradyzoiten, welche durch eine niedrige Teilungsfähigkeit gekennzeichnet sind und in 

Gewebezysten über mehrere Jahre im Wirt persistieren können [2,3]. Als bedeutendste 

Infektionsquellen für den Menschen gelten der Verzehr von unzureichend gegartem 

Fleisch, das infektiöse Gewebezysten enthält, sowie der Verzehr von Lebensmitteln 

(einschließlich Wasser), welche mit infektiösen, sporulierten Oozysten kontaminiert sind 

[1]. 

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort von Säugetieren sind Monozyten und 

Makrophagen Teil der ersten Verteidigungslinie gegen eindringende Pathogene im 

Gefäßsystem sowie im Gewebe und spielen dabei eine zentrale Rolle in der Aktivierung 

der adaptiven Immunantwort [4,5]. Monozyten und Makrophagen besitzen auf ihrer 

Zelloberfläche charakteristische Immunrezeptoren, darunter Toll-like Rezeptoren  

(TLRs; z. B. TLR2, TLR4) sowie purinerge Rezeptoren wie den P2X7-Rezeptor.  

Über diese Rezeptoren erkennen Immunzellen die molekularen Strukturen von 
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Pathogenen, die als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet 

werden, sowie die molekularen Strukturen von geschädigten Zellen, die als damage-

associated molecular patterns (DAMPs) bekannt sind. Die Aktivierung dieser 

Rezeptoren löst in Monozyten und Makrophagen intrazellulär spezifische 

Signalkaskaden aus, die in verschiedenen Effektormechanismen münden. Zu den 

Effektormechanismen der Monozyten und Makrophagen zählen die Phagozytose von 

Pathogenen, die Präsentation von Antigenen, die Sekretion pro-inflammatorischer 

Zytokine (z. B. Interleukin [IL]-1β, IL-6) und Chemokinen (z. B.  

CC-Chemokin Ligand 2 [CCL2]) sowie die Produktion von antimikrobiellen Molekülen 

(z. B. reaktive Sauerstoffspezies [ROS, englisch (engl.) = reactive  oxygen species])  

[6–11]. 

Ein weiterer wichtiger Effektormechanismus des angeborenen Immunsystems ist die bei 

neutrophilen Granulozyten erstmals beschriebene Freisetzung von extracellular traps 

(ETs) [12]. Neben neutrophilen Granulozyten können weitere Immunzellen wie 

Mastzellen [13], basophile, eosinophile oder heterophile Granulozyten [14–16], 

Monozyten [17–23] und Makrophagen [17,24–26] ETs freisetzen. Die ETs von 

Monozyten und Makrophagen werden als monocyte bzw. macrophage extracellular traps 

(METs) bezeichnet. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war in der Literatur lediglich eine 

Veröffentlichung bekannt, in der die Freisetzung von METs aus Monozyten nach der 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten beschrieben wurde. Diese Monozyten 

stammten von Seehunden (Phoca vitulina) [19]. 

Die humane THP-1-Zelllinie, welche aus dem Blut eines einjährigen Patienten mit akuter 

myeloischer Leukämie (AML) im namensgebenden Tohoku Hospital Pediatrics isoliert 

wurde, ist ein weitgenutztes in vitro-Zellkulturmodell zur Untersuchung 

immunologischer Prozesse, insbesondere der Phagozytose, der Freisetzung von METs 

sowie der Sekretion von Zytokinen [11,27,28]. Monozytäre THP-1-Zellen können in 

Zellkultur in M0/M1/M2-ähnliche Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen) 

differenziert bzw. polarisiert werden (M0 = unspezifischer Typ, M1 = pro-

inflammatorischer Typ, M2 = anti-inflammatorischer Typ) [27]. Dies ermöglicht 

parallele, vergleichende in vitro-Untersuchungen zwischen Monozyten und 

Makrophagen, mit dem Ziel, verschiedene in vivo-ähnliche Immunreaktionen  

(z. B. pro- und anti-inflammatorische) bestmöglich nachzuahmen [27,29]. Obwohl es 

zahlreiche Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von THP-1-Makrophagen 
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(M0/M1/M2) in der Literatur gibt, unterscheiden sich diese stark voneinander, je 

nachdem, welche Stimuli in welcher Konzentration und Inkubationsdauer eingesetzt 

werden. Durch die Verwendung unterschiedlicher Stimuli entsteht eine hohe 

Heterogenität der in vitro-generierten THP-1-Makrophagen [29–31]. Daher wurden von 

unseren Kooperationspartnern gängige Differenzierungs- und Polarisierungsstimuli 

hinsichtlich ihrer Konzentration und Inkubationszeit auf Basis experimenteller 

Vortestungen optimiert, um ein modifiziertes in vitro-Differenzierungs- und 

Polarisierungsprotokoll zu etablieren [11,32,33]. Da sich die Reaktionsmuster und das 

Reaktionsspektrum von permanenten Zelllinien aufgrund ihrer Immortalisierung von 

denen der entsprechenden primären Zelltypen unterscheiden können, wurden die 

phänotypischen Merkmale der in vitro-generierten THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) 

im Rahmen dieser Arbeit mit den Befunden aus der Literatur abgeglichen. Ziel war es, 

die korrekte in vitro-Differenzierung und Polarisierung hinsichtlich folgender Parameter 

zu validieren: 

➢ Morphologie 

➢ Oberflächenexpression von pro-inflammatorischen Markern Cluster of 

Differentiation [CD]38, CD83, CD80 und CD86) und anti-inflammatorischen 

Markern (CD163, CD206 und CD209) 

➢ Funktionelle Sekretion von IL-1β 

➢ Metabolisches Profil von Umsatzraten der Glykolyse, Glutaminolyse und 

Serinolyse 

Nach Validierung der differenzierten und polarisierten THP-1-Zellen wurde in der 

vorliegenden Arbeit erstmals untersucht, ob auch bei primären humanen und bovinen 

Monozyten eine MET-Freisetzung als Antwort auf eine Konfrontation mit  

T. gondii-Tachyzoiten auftritt. Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit erstmals weitere 

wichtige Effektormechanismen untersucht, darunter die Effekte der Konfrontation mit 

T. gondii-Tachyzoiten auf die Morphologie, die pro-inflammatorische Zytokinsekretion 

(IL-1β, IL-6) sowie die Expression der Immunrezeptoren TLR2 und TLR4, des 

Zytoskelett-assoziierten Markers F-Aktin und des Migrations-assoziierten Markers 

CD11b in denselben primären Zellpopulationen. Um die Frage der Übertragbarkeit von 

Ergebnissen aus immunologischen Zellkulturversuchen auf in vivo-Bedingungen zu 

beantworten, wurden die oben genannten Effektormechanismen parallel auch in  

T. gondii-Tachyzoiten-konfrontierten THP-1-Zellkulturen, getrennt nach monozytären 
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THP-1-Zellen, differenzierten THP-1-M0-Makrophagen und polarisierten  

THP-1-M1- und M2-Makrophagen, untersucht. Ergänzend wurde der Effekt der 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten auf die Stoffwechselsignaturen von 

monozytären THP-1-Zellen und THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) in 

Zellkulturüberständen analysiert, wobei insbesondere die Glykolyse, Glutaminolyse und 

Serinolyse berücksichtigt wurden. 

Für die Anfertigung dieser Dissertation wurden künstliche Intelligenz (KI)-basierte 

Systeme wie DeepL Write, das Justus-Liebig-Universität (JLU)-Tool „kiChat“ und 

Perplexity AI ausschließlich zur grammatikalischen und sprachlichen Optimierung 

einzelner Textabschnitte verwendet.  
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B. LITERATURÜBERSICHT 

 

1. Toxoplasma gondii 

 

1.1. Taxonomische Einordnung von Toxoplasma 

 

Die Gattung Toxoplasma ist taxonomisch in die Familie Sarcocystidae, die Ordnung 

Eimeriida, in die Klasse der Apicomplexa einzuordnen und umfasst mit der im Jahr 1908 

entdeckten Art Toxoplasma gondii (T. gondii) nur eine einzige Spezies [34–36]. Zum 

Stamm Apicomplexa gehören mehr als 6.000 obligat intrazellulär lebende Arten, die in 

unterschiedlichsten Habitaten, wie Boden-, Süßwasser- und Meeresökosystemen, 

vorkommen [37]. In Europa, Nordamerika und Afrika weist T. gondii drei 

Hauptgenotypen (Typ-I, -II und -III) auf, während sich die Isolate aus Südamerika 

(Brasilien, Kolumbien) biologisch und genetisch davon unterscheiden [38,39].  

Die drei klonalen Linien entstanden vor etwa 10.000 Jahren, parallel zur Ausbreitung der 

Landwirtschaft und der Domestizierung der Katze, wodurch sich im Laufe der Zeit die 

orale Infektiosität steigerte und die Ausbreitung durch asexuelle Vermehrung erleichterte 

[36,40]. Es wird angenommen, dass die drei dominanten klonalen Linien durch begrenzte, 

überwiegend asexuelle Rekombination aus wenigen ursprünglichen Linien entstanden, 

was die heutige, geografisch begrenzte genetische Vielfalt erklärt [39]. Klonale Linien 

dominieren anthropogen geprägte Lebensräume, die durch landwirtschaftliche Nutzung 

und Urbanisierung beeinflusst sind, während divergente Stämme überwiegend in 

sylvatischen Lebensräumen und damit in vom Menschen weitestgehend unbeeinflussten 

Habitaten vorkommen [41,42]. Die unterschiedlichen Verteilungsmuster der klonalen 

Linien und divergenten Stämme weisen auf die Koexistenz von zwei unabhängigen, 

ökologischen Lebenszyklen von T. gondii hin [36]. 

Natürliche Barrieren gegen eine T. gondii-Infektion stellen das Darmepithel, die  

Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta dar [43]. Die Pathogenität des jeweiligen 

Parasitenstammes hängt maßgeblich von seiner Proliferationsrate ab und wird 

wissenschaftlich im Mausmodell anhand der mittleren letalen Dosis (LD₅₀) nach 

intraperitonealer (i.p.) Inokulation einer definierten Anzahl von Tachyzoiten bewertet 
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[43–45]: Typ-I-Isolate sind hochvirulent und führen innerhalb von < 10 Tagen zum Tod 

der Mäuse bei i.p.-Inokulation von < 10 Tachyzoiten (LD100 ≈ 1), während die 

avirulenten Stämme Typ-II/III das Überleben nach i.p.-Verabreichung von 

> 103 Tachyzoiten ermöglichen (LD50 > 103) [43–45]. 

Systematische Genotypisierungen zwischen den Jahren 1995 und 2024 belegen, dass der 

Typ-II-Stamm der vorherrschende Genotyp der humanen Toxoplasmose ist [46,47]. Die 

Prävalenz von T. gondii-Genotypen variiert je nach Kontinent [46]: Typ-I-Stämme zeigen 

die höchste Prävalenz (19,6 %) in Amerika und die niedrigste Prävalenz (6,3 %) in 

Afrika. Typ-II-Stämme dominieren in Europa (69,4 %), Typ-III-Stämme in Amerika 

(12,4 %), während letztere in Europa am seltensten vorkommen (6,9 %). Atypische  

Typ-I-Isolate oder Typ-I-ähnliche Stämme verursachen beim Menschen meist eine 

schwere Retinochoroiditis und können bei immungeschwächten Personen akute oder 

disseminierte lebensbedrohliche Formen der Toxoplasmose auslösen [46]. Eine Studie 

aus dem Jahr 2019 identifizierte bei immungeschwächten Personen am häufigsten 

Stämme vom Typ-II (64,3 %), gefolgt von Typ-I mit 21,4 %, Typ-III mit 10,7 % und 

gemischten/rekombinanten Typen mit 3,6 % [46]. Die Dominanz von Typ-II-Stämmen 

in der immungeschwächten Personengruppe spiegelt möglicherweise deren hohe 

Prävalenz in der Allgemeinbevölkerung wider [46]. Im Laufe der Zeit wurden in den 

beiden größten wissenschaftlichen Sammlungen für T. gondii-Stämme, der genetischen 

Datenbank ToxoDB (verwaltet in den Vereinigten Staaten von Amerika [USA,  

englisch (engl.) = United States of America]) und der Stamm-Biobank ToxoCRB 

(verwaltet in Frankreich), ca. 1400–1500 T. gondii-Stämme charakterisiert  

bzw. hinterlegt, darunter Typ-I (ToxoDB#10), Typ-II (ToxoDB#1 klonal, 

ToxoDB#3 Variante) und Typ-III (ToxoDB#2) sowie atypische/exotische Varianten wie 

Chinese 1 (ToxoDB#9, 10), Typ-Br-I (ToxoDB#6), Typ-Br-II (ToxoDB#11), Typ-Br-III 

(ToxoDB#8), Typ-IV (ToxoDB#17) und Typ-12 (ToxoDB#4, 5) [46,48].  

Die Genotypisierung der T. gondii-Stämme erfolgt mit zwei etablierten Verfahren: einer 

multiplex-nested Polymerase-Kettenreaktion mit Restriktions-Fragment-Längen-

Polymorphismus (RFLP)-Analyse sowie einer Mikrosatelliten (MS)-gestützten 

Typisierung. Beide Methoden identifizieren Typ-I/II/III-Genotypen zuverlässig, jedoch 

ermöglicht ausschließlich die MS-Typisierung die Differenzierung eng verwandter 

Stämme innerhalb eines Typs [48]. 
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Die Genotypen im murinen System unterscheiden sich wie folgt: Typ-I-Stämme wie  

RH oder GT1 sind hochvirulent, verursachen akute, letale Infektionen bei Mäusen, und 

weisen ein geringes Potenzial zur Gewebezystenbildung auf. Typ-II-Stämme wie  

ME49 oder Prugniaud gelten als mehr oder weniger avirulent, führen überwiegend zu 

chronischen Infektionen und besitzen ein hohes Zystenbildungspotenzial.  

Typ-III-Stämme wie CTG oder VEG zeigen eine etwas höhere Pathogenität als  

Typ-II-Stämme, sind aber ebenfalls in der Lage Gewebezysten zu bilden [36,49]. 

Genotypisierungen von Toxoplasma-Isolaten aus Schweinen, Lämmern und Ziegen 

belegen, dass bei Nutztieren in den USA Typ-II-Stämme am häufigsten vorkommen, 

gefolgt von Typ-III- und atypischen Stämmen, während Typ-I-Stämme nur selten 

nachgewiesen wurden [39,50–53]. 

Die genetische Divergenz zwischen europäischen und nordamerikanischen Stämmen ist 

auf DNA-Ebene gering [38]. Im Gegensatz zu den genetisch homogenen Toxoplasma-

Stämmen in Europa und Nordamerika weisen Toxoplasma-Isolate aus Südamerika, 

Afrika und Asien eine größere genetische Vielfalt auf [36,54]. Insbesondere in Brasilien 

gibt es zahlreiche atypische Genotypen, die sich biologisch und genetisch von den  

Typ-I/II/III-Stämmen unterscheiden [36,55,56]. In T. gondii-Isolaten von Hühnern, 

Katzen, Hunden, Ziegen, Schafen und Capybaras aus unterschiedlichsten geografischen 

Regionen Brasiliens, wurden am häufigsten die Genotypen Typ-Br-I (ToxoDB#6; 11 %), 

Typ-Br-II (ToxoDB#11; 5,5 %) und Typ-Br-III (ToxoDB#8; 3 %) nachgewiesen [56,57]. 

Südamerikanische Stämme ähneln in ihrer Pathogenität den Typ-I-Stämmen, besitzen 

jedoch ein erhöhtes Zystenbildungspotenzial und eine verringerte orale Infektiosität 

[36,58].  
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1.2. Lebenszyklus von T. gondii 

 

T. gondii zeichnet sich durch ein extrem breites Zwischenwirtsspektrum aus, darunter 

Land- und Meeressäugetiere sowie Vögel, bei denen ausschließlich die asexuelle 

Entwicklung stattfindet. Katzen sowie andere Mitglieder der Familie Felidae fungieren 

als Endwirte, bei denen sich auch sexuelle Stadien entwickeln [59,60]. Der Lebenszyklus 

von T. gondii entspricht dem typischen Muster von Kokzidien und umfasst die 

Entwicklung von drei infektiösen Stadien (Abb. 1 und Abb. 2) [2,35,59,61]:  

Tachyzoiten (griechisch [gr.] = tachos, deutsch [dt.] = schnell, Abb. 1A) stellen sich als 

schnell teilende Stadien dar, die charakteristischerweise bei akuten Infektionen auftreten. 

Bradyzoiten (gr. = brady, dt. = langsam, Abb. 1B) sind sich langsam teilende Stadien, 

die sich in Gewebezysten entwickeln und typischerweise bei chronischen Infektionen 

vorkommen. Sporozoiten (gr. = sporos, dt. = Keim, Abb. 1C) entstehen ausschließlich 

im Endwirt – den Feliden – während der Sporogonie im Oozysten-Stadium und werden 

über den Kot der Feliden in die Umwelt ausgeschieden. 

 

 

Abb. 1: Entwicklungsstadien von Toxoplasma gondii (eigene Abb., modifiziert nach  

Dubey et al. 1998 und Fernández-Escobar et al. 2022) 

 

Gezeigt werden (A) die sich schnell teilenden, sichelförmigen Tachyzoiten (2 x 6 µm),  

(B) die sich langsam teilenden Bradyzoiten (1,5 x 7 µm) in Gewebezysten (Ø 5–100 µm)  

sowie (C) die in einer sporulierten Oozyste (10 x 12 µm) enthaltenen Sporozoiten (2 x 6–8 µm). 
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Abb. 2: Vereinfachter Entwicklungszyklus von Toxoplasma gondii 

Schematische Darstellung des komplexen Entwicklungszyklus von T. gondii mit der Katze als 

Endwirt und verschiedenen warmblütigen Zwischenwirten (Mensch, Rind, Schwein, Huhn, 

Schaf, Ziege und Nagetiere). Nach Aufnahme infektiöser, sporulierter Oozysten oder 

Gewebezysten (mit darin enthaltenen Bradyzoiten) durch den Endwirt findet die sexuelle 

Vermehrung (Gamogonie) im Darmepithel der Katze statt, was zur Ausscheidung unsporulierter 

Oozysten mit dem Kot führt. In der Außenwelt sporulieren die Oozysten zum infektiösen Stadium 

und können Ackerflächen und Oberflächengewässer kontaminieren. Eine Infektion des 

Menschen erfolgt typischerweise durch den Verzehr von unzureichend gegartem, zystenhaltigem 

Fleisch, den Verzehr bzw. das Trinken von mit sporulierten Oozysten kontaminierten 

Lebensmitteln oder Wasser sowie durch die direkte Aufnahme von sporulierten Oozysten aus der 

Umwelt. Nach peroraler Aufnahme sporulierter Oozysten oder Gewebezysten mit Bradyzoiten 

durch Zwischenwirte werden Sporozoiten bzw. Bradyzoiten freigesetzt, die sich in Wirtszellen 

zu Tachyzoiten entwickeln und sich schnell asexuell in Wirtszellen vermehren. 

Durch Wirtszelllyse werden Tachyzoiten freigesetzt, die sich hämatogen und lymphogen in 

verschiedene Organe ausbreiten. Nach Einsetzen der Immunantwort kommt es zur 

Stadiumkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten, die Gewebezysten bilden in welchen 

T. gondii über Jahre persistieren kann. Weitere Übertragungswege beim Menschen umfassen die 

transplazentare Transmission nach Erstinfektion während der Schwangerschaft sowie 

Bluttransfusionen und Organtransplantationen, bei denen Tachyzoiten oder Gewebezysten direkt 

auf den Fötus bzw. Empfänger übertragen werden können (erstellt mit BioRender).
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Werden infektiöse Oozysten vom End- oder Zwischenwirt oral aufgenommen, kommt es 

zunächst zur Exzystierung, wobei Sporozoiten freigesetzt werden, die in Zellen der 

Lamina propria eindringen und sich dort in Tachyzoiten umwandeln. Innerhalb des Wirts 

vermehren sich die Tachyzoiten in der akuten Infektionsphase asexuell durch 

Endodyogenie (Merogonie) in nahezu allen kernhaltigen Zelltypen in parasitophoren 

Vakuolen (PV), wodurch es infolge wiederholter Merogoniezyklen zu einer ausgeprägten 

Wirtszelllyse kommt. Nach einer Präpatenz von 3–10 Tagen führt die sexuelle 

Entwicklung (Gamogonie) im Endwirt zur Bildung unsporulierter Oozysten, die sich bei 

ausreichender Feuchtigkeit und Temperaturen von 10–30 °C innerhalb von  

1–5 Tagen zu infektiösen, sporulierten Oozysten mit jeweils acht enthaltenen Sporozoiten 

entwickeln [2,35,62]. Innerhalb der Endwirte kann ein Teil der Tachyzoiten in das 

Darmepithel zurückkehren und erneut die Gamogonie durchlaufen, sodass nach einer 

Präpatenz von 18–36 Tagen weitere Oozysten gebildet werden können.  

Über das Blut- und Lymphgefäßsystem breiten sich Tachyzoiten im gesamten 

Wirtsorganismus aus und dringen u. a. über infizierte Monozyten, die als  

„Trojanisches Pferd“ fungieren, in das zentrale Nervensystem (ZNS) ein [35,63]. 

In der chronischen Infektionsphase findet die Stadiumkonversion statt, in der sich 

Tachyzoiten unter Einfluss der zellulären Immunantwort, insbesondere durch  

Interferon-γ (IFN-γ) aus T-Helfer-Zellen-Subtyp 1 (TH1-Zellen) und natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen), zu Bradyzoiten umwandeln [35]. Die Stadiumkonversion zu 

Bradyzoiten wird durch die IFN-γ-vermittelte Induktion von Stickoxiden (NO) über 

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) sowie von Indolamin-2,3-Dioxygenase 

(IDO) initiiert. Letztere fördert den Tryptophan-Abbau und löst so eine Reduktion des 

Tryptophans im Zytoplasma der Wirtzellen aus, wodurch das Wachstum des  

Tryptophan-auxotrophen Parasiten (Stoffwechsel-bedingt abhängig von externem 

Tryptophan) gehemmt wird [35,64,65]. Bradyzoiten bilden langlebige, meist wenig 

pathogene Gewebezysten, welche bevorzugt in Muskulatur, Gehirn, Auge aber seltener 

in Leber, Lunge und Niere lokalisiert sein können [2]. Bei oraler Aufnahme von 

zystenhaltigem Gewebe werden während der Magen-Darm-Trakt-Passage Bradyzoiten 

aus den Zysten freigesetzt, welche daraufhin das Dünndarmepithel (Jejunum, Ileum) 

infizieren. Dort wandeln sich Bradyzoiten in Tachyzoiten um, die sich schnell vermehren 

und anschließend im gesamten Organismus ausbreiten [35].  
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1.3. T. gondii-Infektionen bei Mensch und Tier 

 

T. gondii zählt weltweit zu den häufigsten Zoonose-Parasiten: Etwa ein Drittel der 

Weltbevölkerung hat eine Infektion durchlaufen, wobei die Seroprävalenzraten regional 

von < 10 % bis > 70 % variieren [1,66]. Die klinische Bedeutung für den Menschen 

wurde erstmals im Jahr 1939 deutlich, als nach einer pränatalen Infektion im Gewebe 

eines Neugeborenen in New York (USA) T. gondii als Erreger nachgewiesen wurde 

[67,68]. Erst im Jahr 1957 bestätigte sich die veterinärmedizinische Relevanz von 

T. gondii als Ursache gehäufter Fehlgeburten bei Schafen in Neuseeland und gilt seither 

als einer der wichtigsten Aborterreger dieser Spezies [68–70]. 

Eine T. gondii-Infektion beim Menschen erfolgt hauptsächlich oral über den Verzehr von 

unzureichend erhitzten, mit sporulierten Oozysten kontaminierten Nahrungsmitteln 

(Wasser, Gemüse und Obst) oder zystenhaltigem Fleisch (Rind, Huhn und Schwein) 

sowie, wenn auch seltener, von mit Tachyzoiten kontaminierter Rohmilch bzw. Käse  

(Schaf, Ziege und Rind), wobei die Häufigkeit der Infektion naturgemäß von 

individuellen und regionalen Verbrauchergewohnheiten beeinflusst wird (Abb. 2) 

[68,71–73]. Ebenso ist eine kongenitale Übertragung von Tachyzoiten über die Plazenta 

sowie eine Übertragung von Gewebezysten und Tachyzoiten über Organtransplantation 

oder Bluttransfusion möglich (Abb. 2) [74]. Feliden infizieren sich primär durch die orale 

Aufnahme von Beutetieren, wie Nagetiere und Vögel, die Gewebezysten enthalten  

(Abb. 2) [39]. Ähnlich wie der Parasit Dicrocoelium dendriticum (Trematode) das 

Ameisenverhalten manipuliert, um seinen Lebenszyklus zu sichern, kann T. gondii die 

angeborene Katzenurin-Abneigung von chronisch infizierten Nagetieren in Anziehung 

umwandeln. Diese Verhaltensmanipulation erhöht die Prädationswahrscheinlichkeit 

durch den Endwirt [63,75]. Bereits nach Aufnahme nur eines Bradyzoiten oder einer 

Gewebezyste kann eine Katze im Verlauf der Infektion 100 Millionen unsporulierte 

Oozysten mit dem Kot ausscheiden [39]. Ähnlich wie Feliden infizieren sich wildlebende, 

fleischfressende Zwischenwirte wie z. B. Schwein, Bär, Fuchs, Waschbär und Stinktier 

über Gewebezysten oder sporulierte Oozysten [76]. Das Auftreten von T. gondii-

Infektionen bei Meeressäugetieren deutet darauf hin, dass T. gondii über kontaminiertes 

Oberflächenwasser in die Meeresumwelt gelangen kann und dort im Oozysten-Stadium 

überlebt [39]. Die perorale Aufnahme von Oozysten gilt insgesamt als vorherrschender 

Übertragungsweg für T. gondii-Infektionen. Entsprechend lassen sich Infektionen bei 
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nicht-fleischfressenden Wiederkäuern, Vögeln, wildlebenden Pflanzenfressern sowie 

restriktiv gehaltenen Schweinen sehr wahrscheinlich auf Umweltkontamination mit 

Oozysten zurückführen [39,76]. 

Die klinischen Symptome der Toxoplasmose resultieren primär aus der Lyse-bedingten 

Zerstörung infizierter Wirtszellen während der akuten Infektionsphase, ausgelöst durch 

schnelle, intrazelluläre Tachyzoiten-Vermehrung sowie den daraus resultierenden 

Gewebeschädigungen, welche bis zur Nekrose führen können [77]. Die systemische 

Dissemination während der T. gondii-Infektion korreliert mit der Vielfalt klinischer 

Symptome [63]. Im Falle einer Primärinfektion während der Schwangerschaft bzw. 

Trächtigkeit seronegativer Individuen (Mensch, Schaf, Ziege und Nagetier) ist eine 

transplazentare Übertragung auf den Fötus möglich (Abb. 2) [35,63]. Mögliche Folgen 

einer kongenitalen Infektion sind Retinochoroiditis, Hydrozephalus, zerebrale 

Verkalkung und Abort des Fötus sowie nach der Geburt auftretende geistige 

Behinderung, Krampfanfälle etc. [78]. Kongenital infizierte Kinder sind nach der Geburt 

oft asymptomatisch, entwickeln jedoch später häufig Sehbeeinträchtigungen [79].  

Der Zeitpunkt der Infektion während der Schwangerschaft bestimmt die Schwere  

des Verlaufs, wobei T. gondii-Infektionen in der Frühschwangerschaft (bis zur 

12. Schwangerschaftswoche) i. d. R. gravierendere Auswirkungen haben als spätere 

Infektionen [78]. Eine Primärinfektion verläuft bei immunkompetenten Personen meist 

asymptomatisch. Gelegentlich treten unspezifische, grippeähnliche Symptome wie 

Lymphadenopathie oder Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen auf [78]. Obwohl T. gondii 

eine Vielzahl von Geweben befällt, betreffen die meisten klinischen Manifestationen der 

Toxoplasmose das Gehirn und das Auge. Insbesondere bei Erwachsenen kann es bei 

Primärinfektion zu einer okulären Toxoplasmose kommen, welche weltweit die  

häufigste Ursache einer posterioren Uveitis darstellt und zur Erblindung der  

betroffenen Patienten führen kann [80]. Neben Feten gehören immungeschwächte 

Personen wie Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)-, Chemotherapie- oder 

Humane Immundefizienz-Virus (HIV)-Patienten sowie Organtransplantatempfänger 

ebenfalls zu Risikogruppen, bei denen T. gondii als opportunistischer Erreger klinisch 

bedeutsam ist. Bleibt eine latente Infektion hier unentdeckt, kann es durch die 

beeinträchtigte T-Zell-Funktion in diesen Personengruppen zu einer Reaktivierung von 

Gewebezysten im Gehirn kommen und im unbehandelten Fall eine lebensbedrohliche 

Toxoplasma-Enzephalitis (TE) verursachen [63,78,81]. Ebenso besteht eine statistische 
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Assoziation zwischen latenter T. gondii-Infektion und psychiatrischen Erkrankungen  

wie Schizophrenie sowie bipolaren Störungen, möglicherweise vermittelt durch 

parasiteninduzierte Veränderungen im Gehirn mit Dysregulation von Neurotransmittern 

wie Dopamin und Serotonin [82–84]. 

Bei Rindern wurde die Toxoplasmose erstmals im Jahr 1953 in Ohio (USA) dokumentiert 

[72,85,86]. In der Schweiz wurde T. gondii aus Rindern genotypisiert, wobei 

hauptsächlich Allele des Typ-II-Stamms sowie vereinzelt Typ-I- und Typ-III-Stämme 

nachgewiesen wurden, was auf eine genetische Vielfalt des Parasiten in dieser 

Tierpopulation hinweist [87]. Die T. gondii-Seroprävalenz beträgt bei Rindern in 

Mitteleuropa meist unter 10 % [35] und weltweit durchschnittlich 18 % [88].  

Rinder gelten als suboptimale Wirte, da der Parasit nach der Infektion entweder eliminiert 

oder nur in geringen, schwer nachweisbaren Mengen im Gewebe verbleibt [68,89]. 

Dennoch stellt der Verzehr von rohem oder nicht ausreichend gegartem Rindfleisch ein 

Infektionsrisiko dar, sofern infektiöse Gewebezysten vorhanden sind [72,88,90].  

Der Nachweis von T. gondii-DNA im Rindergewebe bestätigt dieses Infektionsrisiko 

[91], wobei Gewebezysten in der Skelettmuskulatur selten sind [92,93]. 

In Prävalenzstudien zu Lämmern aus den USA, die für den menschlichen Verzehr 

vorgesehen waren, wurden in 27,1 % von 383 getesteten Tieren Antikörper gegen 

T. gondii nachgewiesen, was auf eine hohe Prävalenz in dieser Spezies hinweist [39,51]. 

Hühner können in der T. gondii-Epidemiologie als Infektionsquelle für Feliden und 

Menschen eine bedeutende Rolle spielen, was die hohen Prävalenzraten bei privat 

gehaltenen Hühnern (bis zu 100 %) sowie bei Freilandhühnern (30–50 %) bestätigen 

[94]. Klinische und subklinische Toxoplasmose wurden bei wildlebenden Huftieren, 

Beuteltieren, Affen und Meeressäugern, insbesondere bei Populationen südlicher 

Seeotter, beobachtet [76]. 

Schweine-, Hühner- und Rindfleisch sind in Deutschland die am häufigsten konsumierten 

Fleischsorten und stellen ein potenzielles Übertragungsrisiko für T. gondii dar [95].  

Eine Untersuchung aus dem Jahr 2005 von 2.094 Schweinefleischproben aus dem  

US-Einzelhandel ergab, dass 0,5 % der Proben lebensfähige T. gondii-Gewebezysten 

enthielten und dass Schweinefleisch das höchste Infektionsrisiko im Vergleich zu 

Hühner- oder Rindfleisch darstellte [93]. Freiland-Schweine weisen deutlich höhere 

Infektionsraten auf (50–90 %) als konventionell gehaltene Mastschweine [96,97]. 



Literaturübersicht 

14 

 

Insbesondere bei Bio-Schweinen in den USA wurde eine hohe Prävalenz nachgewiesen, 

wodurch ein erhöhtes Gesundheitsrisiko beim Verzehr ökologischer Schweineprodukte 

besteht [39,97]. Im Laufe der vergangenen 20 Jahre sank jedoch die T. gondii-Prävalenz 

bei Stallschweinen in den USA vor allem durch verbesserte Biosicherheitsmaßnahmen 

(Zutrittsbeschränkung, Nagetierkontrolle, kontrollierte Fütterung und Katzenausschluss) 

von 23 % auf 2,7 % [39].  
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2. Monozyten und Makrophagen 

 

2.1. Monozyten: Charakterisierung und Bedeutung 

 

Monozyten (gr. = monos, dt. = allein/einzeln; gr. = kýtos, dt. = Zelle; auch „Fresszellen“ 

genannt) sind neben neutrophilen Granulozyten die wichtigsten Leukozyten des 

angeborenen Immunsystems und zirkulieren im Blut, im Knochenmark oder in der Milz 

[98]. Monozyten verbleiben etwa 1–2 Tage im Blutkreislauf, bevor sie entweder in das 

Gewebe migrieren oder durch Apoptose eliminiert werden [98]. Beim Menschen machen 

Monozyten etwa 10 % und bei Rindern rund 4 % der Gesamtzahl der Leukozyten aus 

[98–100]. Morphologisch sind Monozyten durch einen ovalen oder nierenförmigen 

Zellkern sowie durch ein hohes Zytoplasma-Zellkern-Verhältnis charakterisiert [98].  

Die Differenzierung zu Monozyten erfolgt im Knochenmark aus hämatopoetischen 

Stammzellen (HSCs) über verschiedene Zwischenstufen wie myeloische Vorläufer 

(CMP, engl. = common myeloid progenitor), Granulozyten-Makrophagen-Vorläufer 

(GMP, engl. = Granulocyte-Macrophage Progenitor), Makrophagen-dendritische 

Zellen-Vorläufer (MDP, engl. = common macrophage and dendritic cell precursor) und 

Monozyten-Vorläufer (cMoP, engl. = committed monocyte progenitor) [98]. 

Monozyten zählen mit Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs, engl. =  

dendritic cells) zum mononukleären Phagozytensystem (MPS) und zeichnen sich durch 

eine schnelle Rekrutierung bei Infektionen oder Gewebeschädigungen aus [100,101].  

Zu den klassischen Effektorfunktionen von Monozyten zählen die Phagozytose von 

Pathogenen oder Fremdkörpern, die Sekretion von Zytokinen (z. B. Interleukin [IL]-1β, 

IL-6) und Chemokinen (z. B. CC-Chemokin-Ligand [CCL]2), die Produktion von 

antimikrobiellen Molekülen wie NO, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl. = 

reactive oxygen species) und Myeloperoxidase (MPO) sowie die Freisetzung von 

extracellular traps (ETs). Darüber hinaus exprimieren sie verschiedene 

Pattern Recognition Receptors (PRRs) wie Toll-like Rezeptoren (TLRs; z. B. TLR2, 

TLR4), welche auf ihrer Zelloberfläche zur Erkennung von z. B. Pathogenen dienen 

sowie purinerge Rezeptoren (z. B. P2X7-Rezeptor), die u. a. durch extrazelluläres 
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Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert werden und Gefahrensignale detektieren (Abb. 3) 

[6–11,21,98]. 

Beim Menschen werden zirkulierende Monozyten über die Oberflächenmarker Cluster of 

Differentiation (CD)14 und CD16 in drei Subpopulationen eingeteilt [98,102,103]: 

• klassische Monozyten (cM, engl. = classical monocytes):

CD14++CD16− (hohe CD14-, keine CD16-Expression)

• intermediäre Monozyten (intM, engl. = intermediate monocytes):

CD14++CD16+ (hohe CD14-, niedrige CD16-Expression)

• nicht-klassische Monozyten (ncM, engl. = non-classical monocytes):

CD14+CD16++ (niedrige CD14-, hohe CD16-Expression)

Abb. 3: Klassische Funktionen von Monozyten 

Monozyten eliminieren Pathogene durch Phagozytose (1–4), sezernieren pro-inflammatorische 

Zytokine (Interleukin [IL]-1β, IL-6) und Chemokine (CC-Chemokin Ligand [CCL]2), 

produzieren antimikrobielle Substanzen wie Stickoxide (NO), reactive oxygen species (ROS) 

sowie Myeloperoxidase (MPO) und exprimieren zur Pathogenerkennung verschiedene 

Pattern Recognition Receptors (PRRs) wie Toll-like Rezeptor (TLR)2 und TLR4 sowie zur 

Erkennung von Gefahrensignalen wie Adenosintriphosphat (ATP) purinerge Rezeptoren wie den 

P2X7-Rezeptor (erstellt mit BioRender). 
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Bei Rindern erfolgt eine vergleichbare Einteilung [103]: 

• cM: CD14++CD16− (hohe CD14-, keine CD16-Expression) 

• intM: CD14++CD16+ (hohe CD14-, niedrige CD16-Expression) 

• ncM: CD14−CD16++ (keine CD14-, hohe CD16-Expression) 

Die Verteilung der Monozyten-Subpopulationen ist bei Menschen und Rindern ähnlich: 

cM machen etwa 90 % der zirkulierenden Monozyten aus, intM und ncM jeweils 5–10 % 

[98,103]. Beide Spezies zeigen vergleichbare Phänotypen mit ähnlichen 

Expressionsdichten von CD14, CD16, Haupthistokompatibilitätskomplex II (MHC-II, 

engl. = major histocompatibility complex) und CD163 [104]. Funktionell ähneln sich die 

Spezies in der Phagozytosekapazität von cM und in der Produktion von ROS und  

pro-inflammatorischen Zytokinen (Tumornekrosefaktor-α [TNF-α], IL-1β) von intM. 

Bovine ncM zeigen im Vergleich zu humanen ncM eine geringere Phagozytosekapazität, 

reduzierte Produktion von ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen sowie eine 

fehlende Messenger RNA-Expression von neutrophilen Granulozyten anlockenden 

Chemokinen [104].  
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2.2. Makrophagen: Charakterisierung und Bedeutung 

 

Makrophagen (gr. = makrós, dt. = groß; auch „Riesenfresszellen“ genannt) zeichnen sich 

durch eine außergewöhnliche Plastizität aus, die es ihnen ermöglicht, je nach Stimuli, der 

Mikroumgebung sowie funktionellen Anforderungen des Gewebes unterschiedliche 

Phänotypen anzunehmen [105,106]. Zu Beginn einer angeborenen Immunantwort 

erkennen, phagozytieren und präsentieren Makrophagen Pathogene oder Fremdkörper. In 

späteren Phasen sind sie an der Entzündungsauflösung, Wundheilung, Gewebereparatur 

und Immunsuppression beteiligt [107–109]. Die sogenannten M0-Makrophagen sind 

inaktive Vorstufen, aus denen je nach Stimulus durch Polarisierung unterschiedlich 

funktionelle Phänotypen (M1 oder M2) entstehen können (Abb. 4) [106,110]. 

Abb. 4: Phänotypische M1- und M2-Makrophagen-Polarisierung und Mediatoren 

 

Polarisierung von M0-Makrophagen durch verschiedene Stimuli zu pro-inflammatorischen  

M1-Makrophagen und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen sowie deren Subtypen  

(M2a–d) mit der jeweils charakteristischen Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und  

weiterer Mediatoren. CCL = CC-Chemokin-Ligand; CXCL = C-X-C-Chemokin-Ligand;  

IFN-γ = Interferon-γ; IL = Interleukin; LPS = Lipopolysaccharid; TGF-β = 

transforming growth factor-β; TLR = Toll-like Rezeptor; TNF-α = Tumornekrosefaktor-α; 

VEGF = vascular endothelial growth factor (erstellt mit BioRender). 
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Die klassisch aktivierten, pro-inflammatorischen M1-Makrophagen vermitteln die 

Immunabwehr gegen eine Vielzahl von Bakterien, Viren, Pilzen sowie Parasiten und 

spielen eine wichtige Rolle in der anti-tumoralen Immunität [107]. M1-Makrophagen 

werden u. a. über PRRs wie TLRs aktiviert, insbesondere durch Lipopolysaccharid 

(LPS), direkt als mikrobieller PAMP (PAMP, engl. = pathogen-associated molecular 

pattern) oder durch IFN-γ und TNF-α, wobei letztere von TH1- und NK-Zellen 

freigesetzt werden. M1-Makrophagen sezernieren pro-inflammatorische Zytokine  

(TNF-α, IL-1α/β, IL-6, IL-12 und IL-23) sowie Chemokine (C-X-C-Chemokin-Ligand 

[CXCL]9, CXCL10) zur Verstärkung der Immunantwort und Rekrutierung von 

Immunzellen (z. B. TH-1-Zellen, NK-Zellen und neutrophile Granulozyten), produzieren 

ROS zur mikrobiziden Abwehr und exprimieren iNOS zur Produktion von 

antimikrobiellen NO (Abb. 4) [107,109,111,112]. Eine langanhaltende Aktivierung von 

M1-Makrophagen kann aufgrund der andauernden pro-inflammatorischen Wirkung 

Gewebeschäden verursachen und dadurch die Wundheilung verzögern [113–115]. 

M2-Makrophagen lassen sich in vier Subtypen (M2a, M2b, M2c und M2d) (Abb. 4) 

unterteilen, die auch als „regulatorische Makrophagen“ bezeichnet werden. Im Gegensatz 

zu M1-Makrophagen fördern sie primär die Entzündungsauflösung, Gewebereparatur, 

Wundheilung sowie Immunsuppression [107,109,112]. Die Subtypen werden durch 

spezifische Stimuli aktiviert und erfüllen verschiedene Funktionen innerhalb des 

regulatorischen Spektrums [107,109,111,112,116,117]: M2a-Makrophagen werden 

durch IL-4 und IL-13, welche vorwiegend von Mastzellen, basophilen Granulozyten und 

TH2-Zellen freigesetzt werden, aktiviert und setzen IL-10, transforming growth factor-β 

(TGF-β), CCL17, CCL18 und CCL22 frei. Der M2b-Subtyp wird durch 

Immunkomplexe, TLR-Liganden oder IL-1β stimuliert und produziert sowohl  

pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-10).  

Der M2c-Subtyp ist ein stark anti-inflammatorischer Typ, wird aktiviert durch 

Glukokortikoide und setzt IL-10, TGF-β, CCL16 und CCL18 frei. M2d-Makrophagen, 

auch als „tumorassoziierte Makrophagen“ (TAM) bezeichnet, werden durch  

TLR-Antagonisten aktiviert, setzen IL-10 und vascular endothelial growth factor 

(VEGF) frei und fördern sowohl das Tumorwachstum, die Angiogenese als auch die 

Metastasierung. 
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Die Expression der über Makrophagen produzierten Zytokine und Chemokine wird durch 

spezifische Transkriptionsfaktoren gesteuert: Bei M1-Makrophagen dominieren 

nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB), signal transducer 

and activator of transcription 1/3 (STAT1/3), hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) und 

Activator Protein-1 (AP-1), während bei M2-Makrophagen vor allem STAT6,  

GATA-Binding Protein 3 (GATA3), suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) und 

Peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ) die Expression regulieren 

[109,112]. 
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2.3. Die THP-1-Zelllinie als in vitro-Modell für mononukleäre 

Phagozyten 

 

Monozyten und Makrophagen sind essentielle Komponenten des angeborenen 

Immunsystems und spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von 

Entzündungs- und Reparaturprozessen [118]. Als primäre Zelltypen von begrenzter 

Lebensdauer müssen Monozyten und Makrophagen für ex vivo-Untersuchungen immer 

kurz vor der Analyse aus dem Blut oder Gewebe (z. B. Knochenmark) der jeweiligen 

Individuen isoliert werden. Die Isolation ist mit einem erheblichen arbeits- und 

organisationstechnischen Aufwand verbunden. Zudem zeigen Primärzellen vielfache 

Donor-typische Variationen in ihren zellulären Reaktionsmustern, wodurch sich die 

Vergleichbarkeit experimenteller Daten erschwert. Um die komplexen 

Effektormechanismen von Monozyten und Makrophagen unter geringem Aufwand und 

standardisierten Bedingungen zu erforschen, sind in vitro-Modelle von zentraler 

Bedeutung. Der Einsatz eines solchen Modells überwindet die Limitierungen isolierter 

Primärzellen, ermöglicht reproduzierbare Experimente und trägt zur Vergleichbarkeit der 

Daten bei. Allerdings spiegeln diese nur eingeschränkt die natürliche sowie individuelle 

Variationsbreite biologischer Systeme wider. In vitro-Zellkulturmodelle sind somit ein 

vielseitiges Instrument für grundlegende und translationale Fragestellungen [119]. 

Die kommerziell erhältliche, humane, monozytäre THP-1-Zelllinie wurde im Jahr 1980 

aus dem Blut eines einjährigen Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) im 

namensgebenden Tohoku Hospital Pediatrics isoliert [120] und wird seitdem in der 

Wissenschaft als in vitro-Modell zur Untersuchung verschiedenster immunologischer 

Fragestellungen eingesetzt [11,27,29]. Aus monozytären THP-1-Zellkulturen lassen sich 

unter geeigneten Zellkulturbedingungen THP-1-M0-Makrophagen differenzieren, 

welche ihrerseits sowohl zu pro-inflammatorischen THP-1-M1-Makrophagen als auch zu 

anti-inflammatorischen THP-1-M2-Makrophagen polarisiert werden können 

[11,27,107,121,122]. Da es bislang jedoch kein standardisiertes und reproduzierbares 

Protokoll zur Differenzierung und Polarisierung von THP-1-Makrophagen gibt, variieren 

die in vitro-generierten THP-1-Makrophagen je nach Art, Konzentration und 

Inkubationszeit der verwendeten Stimuli erheblich [29–31]. Neben der THP-1-Zelllinie 

werden auch die weiteren humanen monozytären Zelllinien U937, ML-2, HL-60 und 

Mono-Mac-6 als Modell für biomedizinische Fragestellungen eingesetzt [27].  
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Aufgrund ihres gemeinsamen neoplastischen Ursprungs (Leukämie) können sie 

unbegrenzt proliferieren und sind resistent gegen Apoptose [123]. Die humane  

U937-Zelllinie wurde aus dem Pleuraerguss eines 37-jährigen männlichen Patienten mit 

generalisiertem histiozytärem Lymphom isoliert [124] und zeigte im direkten Vergleich 

zu den THP-1-Zellen einen unreiferen Differenzierungsstatus, einen weniger 

ausgeprägten pro-inflammatorischen M1-Phänotyp sowie eine geringere Effizienz in der 

Differenzierung, Phagozytose-Aktivität und Produktion von ROS [27,123].  

Die ML-2-Zellinie wurde zwei Jahre vor der THP-1-Zelllinie isoliert (1978 gegenüber 

1980), wird jedoch deutlich seltener in immunologischen Untersuchungen eingesetzt als 

das THP-1-Zellmodell [27,125]. Im Vergleich zu THP-1-Zellen zeigen die 

monoblastischen Mono-Mac-6-Zellen einen reiferen Monozytenstatus und eignen sich 

daher primär als robustes Monozytenmodell [27,126,127]. Die HL-60-Zellen sind 

dagegen promyelozytische Zellen, die sich je nach Stimulation zu Granulozyten, 

Monozyten oder Makrophagen differenzieren lassen [128]. Aufgrund dieser 

funktionellen Vorteile gegenüber den genannten alternativen Leukämie-Zelllinien sowie 

der Möglichkeit, THP-1-Makrophagen als nützliche Alternative zu primären 

Makrophagen zu generieren, ist die THP-1-Zelllinie ein vielseitig einsetzbares Modell für 

in vitro-generierte mononukleäre Phagozyten [29,129].  
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2.4. Extracellular traps: Funktion und Relevanz in der 

Immunabwehr 

 

ETs wurden erstmals im Jahr 2004 bei neutrophilen Granulozyten beschrieben [12] und 

sind netzartige Strukturen aus dekondensierter DNA, die mit Histonen, MPO und 

weiteren antimikrobiellen Proteinen bestückt sind. Sie dienen dazu, Pathogene wie 

Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten einzufangen, zu immobilisieren und in manchen 

Fällen abzutöten (Abb. 5) [12,130,131]. Der Prozess der Freisetzung von ETs wird als 

„ETose“ bezeichnet. 

 

Die Freisetzung von monocyte bzw. macrophage extracellular traps (METs), ein Prozess 

der als METose bezeichnet wird, stellt einen weiteren Effektormechanismus von 

Monozyten und Makrophagen dar [21,26]. Aufgrund der bislang noch begrenzten 

Literaturlage zur METose werden die molekularen und funktionellen Abläufe der  

in der Literatur sehr gut untersuchten und charakteristisch vergleichbaren NETose,  

also dem Prozess der Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETs),  

als Referenz dargestellt. 

Die NETose wird über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Fcγ-Rezeptoren, TLR4 und 

CD18 auf der Zelloberfläche der neutrophilen Granulozyten aktiviert [132].  

Abb. 5: Freisetzung von extracellular traps durch eine Immunzelle nach Stimulation 

 

Schematische Darstellung der ETose: Freisetzung von DNA, Histon und Myeloperoxidase 

(MPO) aus einer aktivierten Immunzelle als Reaktion auf z. B. Pathogene wie Bakterien und 

Parasiten oder ET-Induktoren wie das Calcium-Ionophor A23187 oder das porenbildende 

Natriumsalz Nigericin (erstellt mit BioRender). 
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Darauf folgt ein Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration, welcher entweder 

durch Freisetzung aus intrazellulären Calciumspeichern oder über Calcium-Aufnahme 

aus der extrazellulären Umgebung erreicht wird. Durch den Calcium-Anstieg werden 

zahlreiche Calcium-abhängige zelluläre Prozesse aktiviert, die für die NETose benötigt 

werden [132]. Der intrazelluläre Calcium-Anstieg führt zusammen mit Zytokinen wie  

IL-8 (aus Monozyten/Makrophagen) zur Aktivierung von Signal-Kinasen wie der 

Proteinkinase C (PKC), der Cyclin-abhängigen Kinase 6 (CDK6) oder der  

Janus-Kinase 2 (JAK2) [132–134]. Des Weiteren werden ROS, welche in neutrophilen 

Granulozyten hauptsächlich in der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-

Oxidase (NOX)-Reaktion und den Mitochondrien produziert werden, mit der  

NETose-Signalübertragung in Verbindung gebracht. Die ROS-abhängigen Mechanismen 

sind jedoch noch weitestgehend ungeklärt [132]. 

Für die Einleitung der umfangreich untersuchten NETose sind in der Literatur 

tiefgreifende zelluläre Umstrukturierungen beschrieben, wobei unklar ist, ob alle 

beobachteten morphologischen Veränderungen zwingend für den Prozess der NETose 

erforderlich sind [132]. Nach den Literaturbeschreibungen kommt es bei der Einleitung 

der NETose zunächst zu einer Zellausbreitung, die womöglich durch die Aktivierung von 

extrazellulären Matrix-Rezeptoren, wie z. B. Integrinen, induziert wird. Es folgt eine 

Freisetzung von Annexin V-positiven Plasmamembran-Mikrovesikeln, die zytosolische 

Komponenten einschließlich Granula, enthalten. Nach anfänglicher zellulärer 

Ausbreitung runden sich neutrophile Granulozyten ab, ähnlich wie adhärente Zellen in 

der Mitose, und verringern damit ihre effektive Zelloberfläche [132]. 

Das Hauptmerkmal der NETose ist die Dekondensation des Chromatins, die mit  

einem Verlust der Chromatinheterogenität und einer Ausdehnung des von DNA 

eingenommenen Zellraums einhergeht. Ein bekannter Calcium-vermittelter  

Signalweg, der zur Dekondensation des Chromatins führt, verläuft über die  

Peptidyl-Arginin-Deiminase 4 (PAD4). PAD4 katalysiert die Citrullinierung spezifischer 

Histone an Argininresten, woraufhin es zur Dissoziation der DNA kommt und die 

Dekondensation des Chromatins erfolgt [132]. Ergänzend können Proteasen, wie die 

neutrophile Elastase (NE), die Proteinase 3 (PR3) und Cathepsin G (CG) (alle sind in 

Primärgranula lokalisiert), sowie die zytosolische Protease Calpain, den proteolytischen 

Abbau von Histonen fördern und somit die Dekondensation des Chromatins begünstigen.  

Die ebenfalls in der Primärgranula lokalisierte MPO kann zur Dekondensation des 
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Chromatins beitragen, indem sie eine Wasserstoffperoxid-vermittelte Oxidation von 

Chloridionen vermittelt [132]. 

Da das Chromatin durch die Kernmembran vom Zytosol getrennten Zellkern liegt, ist für 

die Freisetzung des dekondensierten Chromatins eine Kernhüllenruptur erforderlich.  

Die Ruptur wird durch Umstrukturierungen der Kernmembran, die Bildung von Poren 

sowie dem Abbau des Lamin-Netzwerks unter der inneren Kernmembran ausgelöst.  

Nach Übertritt in das Zytosol muss von dem dekondensierten Chromatin zunächst  

das dichte Netzwerk aus Zytoskelettkomponenten (Aktin, Mikrotubuli und  

Vimentin-Intermediärfilamenten) und membranösen Zellorganellen überwunden werden, 

bevor die Plasmamembran erreicht werden kann. Es gibt Hinweise darauf, dass sich 

intrazelluläre Kompartimente wie das endoplasmatische Retikulum, die Granula und die 

Mitochondrien während der NETose tiefgreifend strukturell verändern [132]. 

Insbesondere Mitochondrien scheinen eine wichtige Rolle bei der NETose einzunehmen. 

Einerseits sind sie an der ROS-Produktion beteiligt, die neben der traditionellen 

Pathogenabtötung auch eine Stimulus-spezifische Signalübertragung bei der NETose 

vermitteln. Andererseits können sie mitochondriale DNA (mtDNA) freisetzen [132,135]. 

Im weiteren Prozess der NETose wird die Plasmamembran zunehmend für größere 

Moleküle permeabel, hält das in das Zytosol freigesetzte dekondensierte Chromatin aber 

zunächst zurück. Der vollständige Zerfall des Zytoskeletts ermöglicht schließlich  

die extrazelluläre Freisetzung des dekondensierten Chromatins und damit die  

NET-Freisetzung [132]. Die NETose ist meist ein zelllytischer Prozess  

(suizidale NETose), kann aber auch ohne einen Zelltod der neutrophilen Granulozyten 

erfolgen (vitale NETose) [131,136]. 

Neben der NETose bei primären neutrophilen Granulozyten wurde die ET-Freisetzung 

auch bei basophilen, eosinophilen und heterophilen Granulozyten sowie bei Mastzellen 

beschrieben [13–16]. In der Literatur wurde die Freisetzung von METs bereits bei 

primären Monozyten [17–23] sowie bei primären Makrophagen [17,25,26,137–141] 

beschrieben. MET-Freisetzung von primären Monozyten ist in der Literatur durch 

verschiedene Stimuli wie das Calcium-Ionophor A23187, Paraformaldehyd (PFA), 

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) [21,142], Zymosan [18–21,143], Goldnanopartikel [17] 

sowie durch humane Spermien [22] beschrieben. In primären Makrophagen wurde  

MET-Freisetzung unter dem Einfluss von PMA [25], hypochlorige Säure (HOCl),  
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IL-8, TNF-α [140,144], Zymosan [139,141], Mannheimia haemolytica, 

Mannheimia Leukotoxin [25], Escherichia coli (E. coli), Candida albicans [138], 

Strongyloides stercoralis Larven [137] und Mycobacterium tuberculosis [139] 

beschrieben. Ebenso wurde MET-Freisetzung in primären Monozyten und Makrophagen 

durch Konfrontation mit Apikomplexa wie Besnoitia besnoiti [18], 

Cryptosporidium parvum [145], Eimeria ninakohlyakimovae [20] und 

Neospora caninum [141,143] beobachtet. 

Als Alternative zu den Untersuchungen der MET-Freisetzung an Primärzellen sind in der 

Literatur Studien mit verschiedenen permanenten Zelllinien, wie die murinen  

RAW 264.7- und J774A.1-Zelllinien sowie die humane THP-1-Zelllinie, vorhanden 

[146]. Speziell für die in der hier vorliegenden Arbeit eingesetzten THP-1-Zellen ist die 

Induzierbarkeit einer MET-Freisetzung i. in monozytären THP-1-Zellen durch 

Tunicamycin [147], PMA [148], Trichomonas vaginalis oder Zymosan [149],  

ii. in THP-1-M0-Makrophagen durch A23187, HOCl, Nigericin, TNF-α [28], 

extracellular cold inducible RNA binding protein (eCIRP) [150], Aflatoxin B1 [151], 

E. coli Hämolysin [25], Streptococcus agalactiae [152] oder Mycobacterium massiliense 

[153], sowie iii. in THP-1-M1-Makrophagen durch HOCl, Nigericin oder TNF-α [28], 

beschrieben.  
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2.5. Zytokin-Sekretion mit Fokus auf IL-1β und IL-6: Funktion 

und Relevanz in der Immunabwehr 

 

Zytokine wurden in den 1960er- und 1970er-Jahren erstmals als potente Signalmoleküle 

neben den damals bereits bekannten Hormonen und Neurotransmittern beschrieben. 

Heute umfasst die Gruppe der bekannten Zytokine über 100 verschiedene Proteine, 

darunter Interferone, Interleukine, Chemokine, mesenchymale Wachstumsfaktoren, die 

TNF-Familie sowie die Adipokine [154–156]. Zytokine sind an der Immunregulation 

zahlreicher biologischer Prozesse beteiligt, fungieren als Botenstoffe zur Kommunikation 

zwischen Immunzellen und steuern vielfältige Mechanismen, die von der 

Infektionsabwehr bis zur Pathogenese verschiedenster Erkrankungen reichen. Aufgrund 

ihrer komplexen Wirkungen gelten Zytokine als zentrale Regulatoren in der angeborenen 

und adaptiven Immunantwort [154]. Die Sekretion von Zytokinen wird u. a. durch 

spezifische molekulare Signale stimuliert, die von molekularen Strukturen von 

Pathogenen (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) sowie von molekularen 

Strukturen geschädigter Zellen (damage-associated molecular patterns; DAMPs) 

ausgelöst werden. PAMPs sind hochkonservierte molekulare Strukturen von 

Mikroorganismen wie LPS aus der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien. DAMPs 

sind endogene Moleküle wie extrazelluläres Adenosintriphosphat (ATP) oder  

High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) [157–160]. PAMPs und DAMPs werden 

von den Immunzellen, insbesondere von Monozyten und Makrophagen, über sogenannte 

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) erkannt, welche zellmembranständig (z. B. 

TLR2/4), endosomal (z. B. TLR3/7) oder zytosolisch (z. B. NLR family pyrin domain 

containing 3 inflammasome [NLRP3-Inflammasom]) lokalisiert sind. Nach Bindung der 

PAMPs und DAMPs lösen diese Rezeptoren komplexe intrazelluläre Signalkaskaden aus, 

welche u. a. die Genexpression steuern und die Zytokinsekretion regulieren (Abb. 6) 

[155,161].  
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Das von mononukleären Phagozyten produzierte IL-1β ist, neben IL-1α und 

IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra), ein zentral wirkendes pro-inflammatorisches Zytokin, 

welches die angeborene Immunantwort zu einem früheren Zeitpunkt aktiviert. 

IL-1β vermittelt Fieber, die Ausschüttung von Prostaglandin E2 (PGE2) und Histamin, 

die Chemotaxis, die Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APPs) und die Proliferation 

und Differenzierung von CD4-T-Zellen sowie die Expression von 

Zelladhäsionsmolekülen [155,159]. Für die Sekretion von IL-1β müssen zwei externe 

Signale auf mononukleäre Phagozyten einwirken. Signal 1 (PAMPs/DAMPs) wird über 

Abb. 6: Sekretion von IL-1β und IL-6 

Die Sekretion von IL-1β und IL-6 aus mononukleären Phagozyten erfolgt nach Erkennung 

spezifischer molekularer Signale, den pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), wie 

Lipopolysaccharid (LPS) von Bakterien und T. gondii-Tachyzoiten sowie damage-associated 

molecular patterns (DAMPs) aus geschädigten Zellen. PAMPs und DAMPs werden von 

Pattern Recognition Receptors (PRRs) in der Zellmembran der Phagozyten erfasst und führen 

zur Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege, welche in der Produktion von 

Interleukin (IL)-1β oder IL-6 münden. Extrazelluläres Adenosintriphosphat (ATP) wird über 

den P2X7-Rezeptor (P2X7R) gebunden und vermittelt die Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms, wodurch es zur Caspase-1-vermittelten, proteolytischen Spaltung von 

Pro-IL-1β zu reifem IL-1β kommt, welches dann sezerniert wird (erstellt mit BioRender). 
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PRRs erkannt und induziert die Synthese der bioinaktiven Vorstufe Pro-IL-1β [159]. 

Signal 2 (z. B. extrazelluläres ATP von geschädigten Zellen) aktiviert den  

ATP-sensitiven P2X7-Rezeptor, wodurch ein Kalium-Efflux ausgelöst wird, welcher die 

NLRP3-Inflammasom-Aktivierung im Zytosol induziert [32,159,162]. Das NLRP3-

Inflammasom aktiviert die Caspase-1, welche proteolytisch das Pro-IL-1β zu reifem  

IL-1β spaltet und gleichzeitig Gasdermin-D aktiviert. Gasdermin-D bildet Poren in der 

Plasmamembran, wodurch IL-1β hauptsächlich sezerniert wird. Alternativ kann die  

IL-1β-Sekretion auch Gasdermin-D-unabhängig über Mikrovesikel oder Exosomen 

erfolgen (Abb. 6) [159,162]. Die Zweistufigkeit (Signal 1+2) des Prozesses schützt vor 

einer überschießenden IL-1β-Sekretion und vermeidet damit übermäßige 

Entzündungsreaktionen. Neben dem ATP und P2X7-Rezeptor-abhängigen Weg kann 

z. B. Nigericin, ein porenbildendes Natriumsalz, einen Kalium-Efflux auslösen, welcher 

unabhängig von Signal 2 eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (bei vorhandenem 

Pro-IL-1β) induzieren kann [163–166]. 

Neben IL-1β ist IL-6 ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, welches von 

mononukleären Phagozyten nach Erkennung von PAMPs und DAMPs über PRRs 

synthetisiert und freigesetzt wird (Abb. 6). Am intrazellulären Transport und der 

Exozytose von IL-6 sind neben klassischen sekretorischen Vesikeln auch Recycling-

Endosome beteiligt [155,159,162]. IL-6 fördert die Entstehung von Fieber,  

die Produktion von APPs, die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen,  

die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen, die Rekrutierung von Monozyten sowie  

die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Immunreaktionen [155].  

Die abgestimmte Sekretion von IL-1β, welche stark pro-inflammatorisch wirkt, und  

IL-6, welche eine balancierende Funktion zwischen pro- und anti-inflammatorischen 

Prozessen erfüllt, ermöglicht mononukleären Phagozyten, eine optimale Regulation und 

Anpassung der Immunantwort auf verschiedene Bedrohungen [157–160,162]. 

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) sind membranständige, pentamere, 

Liganden gesteuerte Ionenkanäle [167,168]. Während die nAChRs ursprünglich 

hauptsächlich aus dem Nervensystem bekannt sind, können sie in Form von 

verschiedenen Subtypen neben Nervenzellen auch in nicht-neuronalen Zellen wie 

Endothelzellen, Bronchialepithelzellen, Hautkeratinozyten, glatten Gefäßmuskelzellen 

sowie verschiedenen Immunzellen vorkommen [169,170]. Als pentamere Proteine 

können nAChRs aus neun verschiedenen Subtypen von α-Untereinheiten (α2–α10) und 
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drei verschiedenen Subtypen von β-Untereinheiten (β2–β4) in unterschiedlichen 

Kombinationen zusammengesetzt sein, wie z. B. als Homopentamere (α7- oder  

α9-Untereinheiten), Heteropentamere (α7- und β2 oder α9- und α10-Untereinheiten) oder 

Mischformen mit zwei oder drei α-Untereinheiten (α2–α4 oder α6) und  

2 oder 3 β-Untereinheiten (β2 oder β4) [170,171]. Das Vorkommen und  

die Dominanz von α7-, α9- oder β2-Untereinheiten in pentameren nAChRs führt  

zu einer transkriptionellen und post-transkriptionellen Hemmung der Synthese  

pro-inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-1β, IL-6 und TNF-α) [167,168,172–178]. 

Aufgrund ihrer hemmenden Wirkung auf die pro-inflammatorische Zytokinsynthese gilt 

die Aktivierung von nAChRs der Makrophagen und DCs als vielversprechender 

therapeutischer Ansatz [172,178,179]. Ergänzend konnte gezeigt werden, dass die 

Aktivierung von unkonventionellen, nicht-neuronalen, nAChRs mit den evolutionär hoch 

konservierten Untereinheiten α7 und α9 und/oder α10 die NLRP3-Inflammasom-

vermittelte IL-1β-Sekretion aus humanen mononukleären Phagozyten durch Blockade 

des ATP-sensitiven P2X7-Rezeptors hemmt [163,180–183]. Diese cholinerge Hemmung 

der ATP-induzierten Zytokin-Sekretion der unkonventionellen nAChRs kann über 

klassische endogene und exogene Agonisten wie Acetylcholin (ACh), Nikotin und Cholin 

oder über endogene Liganden wie Phosphocholin (PC) erfolgen [163,180–183].  
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2.6. Metabolische Signatur von Makrophagen 

 

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebene Aktivierung der mononukleären Phagozyten 

und ihre Antworten auf körperfremde Moleküle sowie molekulare Strukturen von 

Pathogenen und geschädigten Zellen sind an bestimmte Stoffwechselleistungen 

gebunden. Somit sind diese Immunzellen sowohl vom Nährstoffangebot als auch von der 

Verstoffwechslung der Nährstoffe abhängig. Bei den in dieser Arbeit untersuchten  

pro-inflammatorischen M1- und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen spielt die 

metabolische Reprogrammierung bei der Energiebereitstellung für die jeweiligen 

immunologischen Funktionen eine entscheidende Rolle. Hierzu gehören z. B.  

die Phagozytose, die ROS-Produktion und die Zytokin-Sekretion, insbesondere IL-1β 

[112,184–186]. 

In der Literatur liegen Beschreibungen der charakteristischen Stoffwechseleigenschaften 

von M1- und M2-Makrophagen für humane und murine Primärzellen (bone marrow-

derived macrophages [BMDMs], human monocyte-derived macrophages [MoDMs], 

Peritonealmakrophagen und Primärmakrophagen) sowie für M1- und M2-Makrophagen 

vor, welche unter in vitro-Bedingungen aus verschiedenen Zelllinien (J774A.1, THP-1, 

RAW264.7 und U937) differenziert und polarisiert wurden [112,114,187–189]. 

Aus diesen Stoffwechselcharakterisierungen ergeben sich nach dem gegenwärtigen 

Kenntnisstand die folgenden Stoffwechselprofile für M1- und M2-Makrophagen 

(zusammengefasst in Abb. 7A,B):  
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Ein besonders auffälliger metabolischer Unterschied zwischen M1- und  

M2-Makrophagen betrifft die Art der Energiegewinnung. M2-Makrophagen nutzen den 

intakten Tricarbonsäurezyklus (TCA-Zyklus, engl. = tricarboxylic acid cycle) sowie die 

oxidative Phosphorylierung (OXPHOS). Unter Einbeziehung der im Vergleich zu  

M1-Makrophagen niedrigeren Glykolyse-Aktivität wird Glukose vollständig zu 

Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H2O) abgebaut, wobei 32 Mole ATP pro 1 Mol 

Glukose generiert werden. Im Unterschied zu den M2-Makrophagen ist der TCA-Zyklus 

in den M1-Makrophagen sowohl auf Ebene der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)-Reaktion 

als auch auf der Stufe der Succinat-Dehydrogenase (SDH)-Reaktion unterbrochen 

(trunkiert). In Folge dieser beiden Unterbrechungen kommt es zu den für  

M1-Makrophagen charakteristischen hohen intrazellulären Citrat- und Succinat-

Konzentrationen (Abb. 7A,B) [112,114,188,189]. 

Abb. 7: Gegenüberstellung der veröffentlichten Stoffwechselcharakteristika von M1- (A) 

und M2-Makrophagen (B) (eigene Abb., modifiziert nach Wolf et al. 2025) 

 

Es werden die Erkenntnisse aus den Übersichtsartikeln von Viola et al. (2019) und Liu et al. 

(2021) sowie des Artikels von Rodriguez et al. (2019) schematisch dargestellt. Fettgedruckte 

Pfeile = erhöhte Stoffwechselumwandlungsraten im Vergleich zum anderen Zelltyp; gepunktete 

Pfeile = verringerte Stoffwechselumwandlungsraten im Vergleich zum anderen Zelltyp; grüne 

Pfeile und Enzym-/Proteinnamen = Aktivierung oder Erhöhung des jeweiligen Enzyms/Proteins 

oder der jeweiligen Reaktion; rote Pfeile, T-Formen oder Enzym-/Proteinnamen = Hemmung 

oder Herunterregulierung des jeweiligen Enzyms/Proteins oder der jeweiligen Reaktion;  

Acetyl-CoA = Acetyl-Coenzym A; ACLY = Adenosintriphosphat-Citrat-Lyase; ACOD1 = 

Aconitat-Decarboxylase 1; ASL = Argininosuccinat-Lyase; ASS = Argininosuccinat-Synthetase; 

CARKL = Carbohydrate Kinase-Like Protein; CIC = Citrate Carrier; F-1,6-BP = Fruktose-1,6-

bisphosphat; F-2,6-BP = Fruktose-2,6-bisphosphat; F-6-P = Fruktose-6-phosphat; G-3-P = 

Glycerinaldehyd-3-phosphat; G-6-P = Glukose-6-phosphat; GABA= γ-Aminobuttersäure;  

GLS = Glutaminase; GLUT1 = Glukosetransporter 1; GPD = Glukose-6-phosphat-

Dehydrogenase; GS = Glutaminsynthetase; GSH = Glutathion; HIF-1α = hypoxia-inducible 

factor-1α; HK = Hexokinase; IDH = Isocitrat-Dehydrogenase; IL-1β = Interleukin-1β;  

iNOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase; LDH = Laktat-Dehydrogenase; NADPH = 

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat; NO = Stickstoffmonoxid; non-ox. PPP =  

nicht-oxidativer Pentosephosphatweg; NOX = NADPH-Oxidase; ox. PPP = oxidativer 

Pentosephosphatweg; PDH = Pyruvat-Dehydrogenase; PDK1 = Pyruvat-Dehydrogenase-

Kinase 1; PEP = Phosphoenolpyruvat; PFK1/2 = Phosphofruktokinase 1/2;  

PFKB1/3 = 6-Phosphofrukto-2-Kinase/Frutose-2,6-Bisphosphatase-Isoenzym 1/3; PGD =  

6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase; PGE2 = Prostaglandin E2; PHD = Prolylhydroxylase; 

PKM2 = Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2; R-5-P = Ribose-5-phosphat; ROS = 

reactive oxygen species; SDH = Succinat-Dehydrogenase 
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Über den in den M1-Makrophagen hochregulierten Citrattransporter (CIC, engl. =  

Citrate Carrier) wird das Citrat in das Zytosol transportiert. Infolgedessen wird über die 

ebenfalls hochregulierte ATP-Citrat-Lyase (ACLY) Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) 

freigesetzt. Das Acetyl-CoA spielt in den M1-Makrophagen eine wichtige Rolle für  

die Synthese von Fettsäuren und Prostaglandin E2 (PGE2) [114,188,190].  

Das von den M1-Makrophagen freigesetzte PGE2 verhindert eine überschießende  

pro-inflammatorische Reaktion, indem es die Expression von TNF-α in den  

M1-Makrophagen reduziert und die Expression von anti-inflammatorischen Genen, wie 

z. B. IL-10, fördert. Auf diese Weise wird über den zweifach trunkierten TCA-Zyklus 

sowie die Fettsäuren- und PGE2-Synthese in den M1-Makrophagen der Übergang von 

einer pro-inflammatorischen M1-Antwort zu einer anti-inflammatorischen M2-Antwort 

eingeleitet (Abb. 7A) [191,192]. 

Darüber hinaus ist das in den M1-Makrophagen akkumulierende, mitochondriale und 

zytosolische Citrat Ausgangssubstrat für die Itaconat-Synthese. Itaconat hemmt die SDH 

und ist somit für die zweite Unterbrechung des TCA-Zyklus in M1-Makrophagen auf der 

Stufe der SDH-Reaktion verantwortlich. In der Folge der SDH-Hemmung kommt es in 

M1-Makrophagen zu einem Anstieg des Succinat-Spiegels. Succinat wird vermehrt in die 

extrazelluläre Matrix freigesetzt, wo es den membranständigen, G-Protein-gekoppelten 

Rezeptor 91 (GPR91) auf der Zelloberfläche von Makrophagen aktiviert. Dadurch 

werden autokrine und parakrine Signalwege induziert, welche die Produktion von IL-1β 

fördern. Die für M1-Makrophagen charakteristischen, hohen intrazellulären  

Succinat-Spiegel stabilisieren die hypoxia-inducible factor (HIF)-1α-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors HIF-1, indem Succinat den Abbau der HIF-1α-Untereinheit durch 

Hemmung der Prolylhydroxylase (PHD) verhindert. Durch die Stabilisierung von HIF-

1α ist der Transkriptionsfaktor HIF-1 in den M1-Makrophagen aktiv. Dieser ist ein 

wichtiger Aktivator für die Expression verschiedener Glykolyse-Enzyme (s. u.) und 

bildet einen Komplex mit der im Zellkern lokalisierten, inaktiven, Dimer-Form des 

Glykolyse-Enzyms Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2 (PKM2). Der HIF-1/PKM2-

Komplex bindet im Zellkern an den IL-1β-Promotor und induziert so die Expression von 

IL-1β, wodurch die M1-Polarisierung sowie die HIF-1α-vermittelte Glykolyse-Aktivität 

gefördert wird (Abb. 7 A) [112,114,189,193–196]. 

Trotz der zweifachen Trunkierung des TCA-Zyklus in den M1-Makrophagen ist dieser 

nicht vollständig ausgeschaltet. Verantwortlich dafür ist der Arginin-Succinat-Shunt, 
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welcher in den M1-Makrophagen aus Citrullin und Aspartat Fumarat synthetisiert, sodass 

Fumarat in den TCA-Zyklus eingespeist werden kann [194]. Fumarat wird über Malat zu 

Pyruvat decarboxyliert. Bei der Malat-Enzym katalysierten Decarboxylierung von Malat 

entsteht NADPH + H, welches als Redoxpartner für die in M1-Makrophagen wichtigen 

NO- und ROS-Synthese über die Enzyme NOX und iNOS dient (Abb. 7A) 

[112,114,190]. 

Die für M1-Makrophagen charakteristisch hohe aerobe Glykolyse (die Umsetzung von 

Glukose zu Laktat, auch in Gegenwart von Sauerstoff) ist mit einer verringerten 

Umsetzung des glykolytischen Pyruvats in Acetyl-CoA (s. u.) sowie einer 

Hochregulierung der Expression von Glukosetransporters 1 (GLUT1) sowie den 

Glykolyse-Enzymen Hexokinase (HK), PKM2 (dynamische, inaktive Dimer-/aktive 

Tetramer-Form) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) sowie des regulatorischen Enzyms  

6-Phosphofrukto-2-Kinase/Fruktose-2,6-Bisphosphatase-Isoenzym 3 (PFKB3) in den 

M1-Makrophagen im Vergleich zu den M2-Makrophagen verbunden [112,114,189,197–

199]. Sowohl die Hemmung der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) als auch die 

Hochregulierung des GLUT1, der PKM2 und der LDH erfolgen in den M1-Makrophagen 

unter der Kontrolle des stabilisierten Transkriptionsfaktors HIF (s. o.). Die PFKB3 ist 

eines von vier PFKB-Isoenzymen, welche als bifunktionelle Enzyme sowohl eine  

6-Phosphofruktokinase 2 (PFK2)-Domäne als auch eine Fruktose-2,6-bisphosphatase 

(FBPase2)-Domäne besitzen. Während die PFK2-Domäne die Umwandlung von 

Fruktose-6-phosphat (Fruktose-6-P) zu Fruktose-2,6-bisphosphat (Fruktose-2,6-BP) 

katalysiert, wird durch die FBPase2-Domäne die umgekehrte Reaktion von  

Fruktose-2,6-BP zu Fruktose-6-P katalysiert. In den in M1-Makrophagen exprimierten  

PFKB3-Isoenzym dominiert die PFK2-Aktivität, wodurch vermehrt Fruktose-2,6-BP 

synthetisiert wird. Hohe Konzentrationen von Fruktose-2,6-BP aktivieren die PFK1, 

welche die Phosphorylierung von Fruktose-6-P zu Fruktose-1,6-bisphosphat  

(Fruktose-1,6-BP) katalysiert, und die FBPase1 hemmt, welche für die umgekehrte 

Reaktion von Fruktose-1,6-BP zu Fruktose-6-P verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den  

M1-Makrophagen exprimieren M2-Makrophagen das PFKB1-Isoenzym,  

in welchem die Phosphatase-Aktivität des bifunktionellen Enzyms dominiert.  

Die Folge ist eine Abnahme des Fruktose-2,6-BP-Spiegels, eine Inaktivierung der PFK1 

sowie das Entfallen der FBPase1-Hemmung (Abb. 7A,B) [112,114]. 
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Studien zufolge korrelieren die hohen Umsatzraten der M1-Makrophagen im oxidativen 

Pentosephosphatweg (ox. PPP) mit hohen 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase  

(PGD)-Aktivitäten und einer Abnahme der Expression des Kohlenhydratkinase-like 

Proteins (CARKL, engl. = Carbohydrate Kinase-Like Protein) im Vergleich zu den  

M2-Makrophagen. In M2-Makrophagen ist eine Dominanz des nicht-oxidativen PPP 

(non-ox. PPP) beschrieben [112,200]. Über die hohen Umsatzraten im ox. PPP  

besitzen M1-Makrophagen in der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (GPD)- und 

PGD-Reaktion eine zweite wichtige Quelle zur Produktion von NADPH + H+, welches 

der NOX und iNOS zur Generierung von NO und ROS zur Verfügung steht. CARKL 

katalysiert die Phosphorylierung von Sedoheptulose zu Sedoheptulose-7-phosphat 

(Seduheptulose-7-P). Die für M1-Makrophagen typische geringe CARKL-Aktivität führt 

zu niedrigen Seduheptulose-7-P-Konzentrationen und ist mit einer verminderten 

Umwandlung im non-ox. PPP verbunden. M2-Makrophagen hingegen, in welchen die 

Expression von CARKL hochreguliert ist, profitieren von einer erhöhten Rückführung 

von Ribose-5-phosphat (Ribose-5-P) zu den Glykolyse-Zwischenprodukten  

Fruktose-6-P und Glycerinaldehyd-3-phosphat (G-3-P) über den non-ox. PPP 

(Abb. 7A,B) [112,114,188,200]. 

Die oben erwähnte geringe Umsetzung des zytosolischen Pyruvats in Acetyl-CoA wird 

in den M1-Makrophagen über den Succinat-stabilisierten Transkriptionsfaktor HIF-1 

reguliert. HIF-1 induziert die Expression der Pyruvat-Dehydrogenase Kinase 1 (PDK1), 

welche die Expression der PDH phosphoryliert und damit inaktiviert [114,201].  

Die PDH ist für die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA verantwortlich. 

Die ausschließliche zytosolische Umsetzung von Glukose zu Laktat, die in den  

pro-inflammatorischen M1-Makrophagen dominiert, ist hinsichtlich der Energieausbeute 

mit 2 Molen ATP pro 1 Mol Glukose deutlich ineffizienter als die in den  

anti-inflammatorischen M2-Makrophagen dominierende komplette Umsetzung von 

Glukose zu CO2 und H2O über den TCA-Zyklus und die OXPHOS mit 32 Molen ATP 

pro 1 Mol Glukose. Allerdings läuft die kürzere Umsetzung von Glukose zu Laktat 

deutlich schneller ab. Zudem liefern Zwischenprodukte der Glykolyse Ausgangstoffe für 

die Synthese von Zytokinen sowie von Zellbausteinen für die Zellproliferation.  

Im Unterschied zu den M1-Makrophagen sind in den anti-inflammatorischen  

M2-Makrophagen höhere Aktivitäten der PDH in der Literatur belegt.  
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Zusammen mit den Enzymen des TCA-Zyklus und der OXPHOS ermöglicht die  

hohe PDH-Aktivität eine sehr effiziente Energieregeneration (Abb. 7A,B) 

[112,114,188,189,192]. 

Ein weiterer wichtiger energieregenerierender Stoffwechselweg, welcher wie die 

Glykolyse mit dem TCA-Zyklus verknüpft ist, ist die Glutaminolyse (= Abbau der 

Aminosäure Glutamin zu Pyruvat, Laktat und Citrat). Die Glutaminolyse startet in den 

Mitochondrien mit der Desaminierung von Glutamin zu Glutamat über die Glutaminase 

(GLS). Das gebildete Glutamat kann anschließend über drei verschiedene Reaktionen zu 

α-Ketoglutarat (α-KG) umgewandelt und als solches in den TCA-Zyklus eingespeist 

werden. Die drei Reaktionen sind i. eine oxidative Desaminierung, katalysiert von der 

Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), sowie ii. eine Transaminierung, katalysiert von der 

Alanin-Aminotransferase (ALT), und iii. eine Transaminierung, katalysiert von der 

Aspartat-Aminotransferase (AST). In M1-Makrophagen ist darüber hinaus der Abbau 

von Glutamat über den γ-Aminobuttersäure (GABA)-Shunt zu Succinat (Umwandlung 

von Glutamat zu Succinat-Semialdehyd, GABA und Succinat) von besonderer 

Bedeutung [112,114,193]. M2-Makrophagen sind durch eine ausgeprägte Glutaminolyse 

charakterisiert. Durch eine hohe Expression des Enzyms Glutaminsynthetase (GS), 

welches in M2-Makrophagen deutlich höher ist als in M1-Makrophagen, können die  

M2-Makrophagen zytosolisches Glutamat in Glutamin umwandeln und damit der 

mitochondrialen Glutaminolyse zur Verfügung stellen. Glutamin liefert in  

M2-Makrophagen über 50 % der Stickstoffatome für die Uridindiphosphat-N-

Acetylglukosamin (UDP-GlcNAc) sowie etwa 30 % der Kohlenstoffatome zur 

Versorgung des TCA-Zyklus. UDP-GlcNAc spielt eine wichtige Rolle bei der 

Glykosylierung von Proteinen, zu denen auch der Mannose-Rezeptor CD206 gehört, 

welcher ein zentraler Oberflächenmarker auf alternativ aktivierten M2-Makrophagen ist 

(Abb. 7A,B) [112,114,189,194,202,203]. 

Die Aminosäure Serin kann einerseits im Zytosol aus dem Glykolyse-Zwischenprodukt 

3-Phosphoglycerat (3-PG) synthetisiert und andererseits aus der extrazellulären Matrix 

aufgenommen werden. Aus Serin können wiederum die Aminosäuren Glycin und Cystein 

synthetisiert werden. Zusammen mit Glutamat sind diese die Bausteine des Tripeptids 

Glutathion (GSH). GSH spielt eine wichtige Rolle bei der Entgiftung von 

Sauerstoffradikalen und dem Schutz vor oxidativem Stress in der Zelle [187].  

In M1-Makrophagen fördert GSH die Sekretion von IL-1β, indem es 
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immunmodulatorische Signalwege wie NF-κB aktiviert. Gleichzeitig erhält GSH die 

zelluläre Redoxbalance, indem es ROS unter der Katalyse der GSH-Peroxidase 

neutralisiert. Dadurch wird oxidativer Stress reduziert und der Transkriptionsfaktor 

nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) stabilisiert. Nrf2 induziert die 

Expression von Enzymen wie der Hämoxygenase-1 (HO-1), welche antioxidativ wirken 

und ROS ebenfalls neutralisieren können (Abb. 7A) [187,204]. 

Zu hohen ROS-Produktionsraten kommt es in den M1-Makrophagen durch 

Funktionsstörungen in der OXPHOS. Hohe ROS-Konzentrationen aktivieren das 

NLRP3-Inflammasom und fördern auf diese Weise die Sekretion von IL-1β (Abb. 7A) 

[114,205]. Neben ROS kann darüber hinaus das Glykolyse-Enzym HK in seiner  

Funktion als Mustererkennungsrezeptor für Peptidoglykane eine Aktivierung des  

NLRP3-Inflammasoms mit nachfolgender IL-1β-Sekretion induzieren [114,206]. 

Speziell zum Stoffwechsel der in dieser Arbeit untersuchten THP-1-Makrophagen 

(M1/M2) gab es zum Zeitpunkt der Abfassung dieser Arbeit in der Literatur nur eine 

einzige Studie von Abuwad et al. (2020) [207]. In dieser Studie wurden die  

intrazellulären Konzentrationen einzelner Metaboliten aus der Glykolyse (D-Glucose,  

D-Glyceraldehyd-3-phosphat), der Glutaminolyse (L-Glutamin), der Serinolyse  

(D-Serin), dem TCA-Zyklus (S-Malat, 2-Oxoglutarat, Citrat, Itaconat und Succinat) 

sowie der Aminosäuren L-Alanin und L-Aspartat über Flüssigchromatographie und 

Massenspektrometrie (LC-MS; LC, engl. = liquid chromatography) bestimmt.  

Im Vergleich zu den THP-1-M0-Makrophagen wurden signifikante Unterschiede in den 

Metaboliten von THP-1-M1- und THP-1-M2-Makrophagen festgestellt. Diese zeigten 

sich bei THP-1-M1-Makrophagen in einem Anstieg von L-Citrullin und einem Abfall 

von D-Serin, und bei THP-1-M2-Makrophagen hingegen in einem Anstieg von  

D-Glucose und L-Citrullin sowie einem Abfall von L-Aspartat und L-Glutamin [207]. 

Als mögliche Erklärung für die Abweichung der von Abuwad et al. (2020)  

gemessenen Stoffwechselcharakteristika der in vitro-generierten THP-1-M1 und  

THP-1-M2-Makrophagen von den typischen Stoffwechselmustern der M1- und  

M2-Makrophagen (s. o.) werden Unterschiede in Differenzierungs- und 

Polarisierungsprotokollen diskutiert [112,114,188,189,207].  
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2.7. Reaktion von Monozyten und Makrophagen auf  

T. gondii-Stadien 

 

Als zentrale Komponenten des angeborenen Immunsystems werden Monozyten und 

Makrophagen während einer T. gondii-Infektion unmittelbar zu Infektionsherden 

rekrutiert und übernehmen dort Schlüsselfunktionen in der parasitären Abwehr.  

Dazu zählen u. a. die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (z. B. IL-1β,  

IL-6) und ETs, die Phagozytose sowie die Aktivierung weiterer antimikrobieller 

Mechanismen [5,19,66,208–210]. Für die frühe Kontrolle der parasitären Infektion ist 

eine effektive Immunantwort gegen T. gondii entscheidend. So kann die Parasitenlast 

begrenzt und der Parasiten-induzierte Zelltod verringert werden [66]. 

Die T. gondii induzierte IL-1β-Sekretion wird über die Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms gesteuert, welches die Caspase-1-abhängige Spaltung von Pro-IL-1β in 

seine reife, biologisch aktive Form katalysiert [159,162]. Bekannt ist, dass T. gondii mit 

dem NLRP3-Inflammasom gezielt interagieren und in humanen Primärzellen in 

Abhängigkeit vom Immunzelltyp unterschiedliche Immunantworten induzieren kann 

[66]. So wurde eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Monozyten [211] sowie 

eine Hemmung des NLRP3-Inflammasoms in neutrophilen Granulozyten nach  

T. gondii-Infektion beschrieben [212], während das NLRP3-Inflammasom in 

Makrophagen nicht signifikant verändert war [213]. Neben dem NLRP3-Inflammasom 

ist auch das NLRP1-Inflammasom an der aktiven Immunantwort gegen T. gondii 

beteiligt, um die Vermehrung des Parasiten zu begrenzen und zu kontrollieren [66]. 

Insbesondere in Rattenmakrophagen führte eine T. gondii-Infektion zur Aktivierung bzw. 

Hochregulierung des NLRP1-Inflammasoms, wodurch möglicherweise die NLRP1-

Inflammasom-induzierte Pyroptose der infizierten Zellen gefördert wird [5,214].  

Witola et al. (2011) induzierten durch RNA-Interferenz die NLRP1-Inflammasom-

Expression in der humanen monoblastischen Mono-Mac-6-Zelllinie und beobachteten 

eine Abschwächung des Fortschreitens der T. gondii-Infektion, die zu beschleunigtem 

Zelltod und Zellzerfall führte sowie die Hochregulation der pro-inflammatorischen 

Zytokine IL-1β, IL-12 und IL-18 unterdrückte [215]. 

Für primäre humane Monozyten, monozytäre THP-1-Zellen und THP-1-M0-

Makrophagen sind die IL-1β- und IL-6-Antworten auf die T. gondii-Infektionen gut 
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dokumentiert [209,211,213,216]. IL-1β fungiert als früher Regulator während der 

T. gondii-Infektion. Bereits 1 Stunde nach der Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten 

war eine Hochregulation der IL-1β mRNA nachweisbar, gefolgt von einer erhöhten 

Sekretion von IL-1β nach 4, 16 und 24 Stunden [209,211,213,217]. Eine 16-stündige 

LPS-Behandlung von primären humanen Monozyten bewirkte im Zusammenspiel mit 

T. gondii-Tachyzoiten keine erhöhte Sekretion von IL-1β gegenüber der alleinigen  

LPS-Behandlung [212]. Hinsichtlich der IL-6-Sekretion in primären humanen 

Monozyten ist die Datenlage uneinheitlich. Die IL-6-Sekretion blieb in primären 

humanen Monozyten nach 24-stündiger Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten aus 

[218], während eine Behandlung der Zellen mit dem parasitären Oberflächenmolekül 

Profilin, einem immunaktivierenden, Aktin-bindenden Protein, einen Anstieg induzieren 

konnte [219], teils aber keinen Effekt zeigte [220]. In monozytären THP-1-Zellen und 

THP-1-M0-Makrophagen führte die Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten nach 4, 8, 

12 und 24 Stunden zur Sekretion von IL-1β [209,213,216] und IL-6 [208,221]. 

IFN-γ und IL-18 sind zentrale Mediatoren der Immunabwehr gegen T. gondii-

Infektionen, wobei IL-18 von Monozyten und Makrophagen stammt und IFN-γ innerhalb 

weniger Stunden nach der Infektion von NK- und TH1-Zellen freigesetzt wird [5,66,222]. 

Bei Mäusen hemmt insbesondere IL-18 die Parasitenvermehrung und steigert deren 

Überlebensrate entscheidend [66]. Über IFN-γ-vermittelte Signalwege werden 

verschiedene antiparasitäre Mechanismen u. a. in Phagozyten aktiviert, darunter die 

verstärkte Antigenpräsentation, die Induktion der IL-12-Produktion (essenziell für die 

protektive Immunabwehr gegen T. gondii), die Aktivierung antimikrobieller Signalwege 

sowie die Hochregulation von IDO (essenziell für den Tryptophanabbau), 

immunvermittelten GTPasen (IRGs, engl. = immunity-related GTPases) und  

Guanylat-bindenden Proteinen (GBPs, letztere essenziell für die Phagolyse der PV) 

[5,223–226]. Die Phagozytose von T. gondii durch Monozyten und Makrophagen 

stimuliert die IL-12-Produktion, wodurch TH1- und NK-Zellen aktiviert werden, 

vermehrt IFN-γ freisetzen und die TH1-typische zellvermittelte Immunantwort 

vorantreiben [5,226]. Ergänzend induziert IFN-γ in Monozyten eine vermehrte 

Expression von iNOS, wodurch die Produktion von antimikrobiellen NO gesteigert und 

die Replikation des Parasiten reduziert wird [5,227]. 

Bisher gibt es nur eine Veröffentlichung, in der eine durch T. gondii-induzierte  

MET-Freisetzung aus Monozyten beschrieben wurde: In Seehunden (Phoca vitulina), die 
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wie andere Meeressäuger über ein komplexes, hochentwickeltes Immunsystem verfügen 

[228], lösten T. gondii-Tachyzoiten die Freisetzung von METs aus [19].  
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D. UNVERÖFFENTLICHTE UNTERSUCHUNGEN 

 

1. Untersuchung zum Stoffwechselprofil der monozytären  

THP-1-Zellen sowie der THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen nach 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten 

 

1.1 Material und Methoden 

 

Die im Folgenden beschriebenen Methoden, einschließlich der Zellkultur bzw. 

Tachyzoiten-Kultur, der Versuchsdurchführung und der Datenanalyse, wurden wie im 

Kapitel „Materials and Methods“ der Publikationen I und II (vgl. Kapitel C) 

beschrieben, durchgeführt [229,230]. Die statistische Analyse der erhobenen Daten 

erfolgte mit der SAS® Statistik Software (Version 9.4, SAS® Statistical Analysis System 

Institute, Cary, North Carolina, USA) in der Arbeitsgruppe Biomathematik und 

Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinärmedizin der JLU Gießen  

(Frau PD Dr. Kathrin Büttner und Herr Andreas Schaubmar). Die Grafiken wurden mit 

der Software GraphPad Prism® (Version 10.2.3, GraphPad Software, Boston, 

Massachusetts, USA) erstellt. 

 

1.1.1. THP-1-Zellkultur sowie Differenzierung und Polarisierung zu 

THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen 

 

Zur Stammhaltung wurden monozytäre THP-1-Zellen (engl. = Tohoku Hospital 

Pediatrics-1; Leibniz-Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen [DSMZ], Braunschweig, Deutschland, Katalognummer [Kat.-Nr.] ACC 16) 

in T-75-Zellkulturflaschen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, Kat.-Nr. 83.3911.002) 

mit Nährmedium I (vgl. Tabelle 1) für 5 Tage ohne Differenzierungsfaktoren bei 37 °C 

und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) kultiviert (Abb. 8). 
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Für die Differenzierung und Polarisierung wurden in 12-Well-Platten (Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, Österreich, Kat.-Nr. 655180) die geplanten Differenzierungsansätze 

entsprechende Anzahl von Wells mit je 3 x 105 monozytären THP-1-Zellen pro Well in 

je 1 ml Nährmedium I, supplementiert mit 50 nM Phorbol-Myristat-Acetat  

(PMA; Thermo Fisher Scientific, Kat.-Nr. P1585), gemäß einem zuvor modifizierten 

Differenzierungsprotokoll (Abb. 8) [11,32,33], ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das 

Nährmedium I mit PMA mit frischem Nährmedium I ausgetauscht. Nach weiteren 

24 Stunden waren die Zellen zu adhärenten THP-1-M0-ähnlichen Makrophagen  

(THP-1-M0-Makrophagen) differenziert. Die Polarisierung erfolgte im Anschluss gemäß 

einem zuvor modifizierten Protokoll für THP-1-M1- und M2-Makrophagen [11,32,33]: 

Die M1-Polarisierung erfolgte durch eine 48-stündige Kultivierung in Nährmedium I, 

supplementiert mit 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS; E. coli O111:B4, Sigma-Aldrich, 

Merck, Kat.-Nr. L2630) und 10 ng/ml Interferon-γ (IFN-γ; R&D Systems, Minneapolis, 

Abb. 8: Schematische Darstellung der Kultivierung, Differenzierung und Polarisierung von 

THP-1-Zellen. 

 

Monozytäre THP-1-Zellen, welche in THP-1-M0-, M1- und M2-ähnliche Makrophagen 

(M0/M1/M2-Makrophagen) differenziert werden sollten, wurden am Tag 1 unter Zusatz von 

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) in das Nährmedium auspassagiert und am darauffolgenden Tag 

mit frischem Nährmedium gewaschen (Tag 2), gefolgt von einer Ruhephase ohne weitere 

Stimulation zur Ausreifung zu nicht-polarisierten THP-1-M0-Makrophagen. Am Tag 3 wurden 

die Zellen entweder für 48 Stunden unter Erhalt des M0-Phänotyps ohne weitere Stimulation 

kultiviert oder für 48 Stunden durch Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon-γ 

(IFN-γ) in THP-1-M1-Makrophagen bzw. unter Verwendung von Interleukin (IL)-4 und IL-13 in 

THP-1-M2-Makrophagen polarisiert. Monozytäre THP-1-Zellen wurden von Tag 1–Tag 5 

kontinuierlich bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO₂) ohne Differenzierungsfaktoren 

kultiviert (Tag 1–5) (erstellt mit BioRender). 
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USA, Kat.-Nr. 285-IF). Für die M2-Polarisierung wurden die Zellen 48 Stunden in 

Nährmedium I kultiviert, welches mit 20 ng/ml Interleukin (IL)-4 (PeproTech®, Thermo 

Fisher Scientific, Kat.-Nr. 200-04) und 20 ng/ml IL-13 (Gibco™, PeproTech®, Thermo 

Fisher Scientific, Kat.-Nr. 200-13) supplementiert war (Abb. 8). 

An Tag 5 der Kultivierung wurden die in Suspension wachsenden monozytären  

THP-1-Zellen bei 500 x g, 8 Minuten, Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert, in 

Nährmedium II (vgl. Tabelle 1) resuspendiert, in einer Neubauer-Zählkammer 

(Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim vor der Rhön, Deutschland,  

Kat.-Nr. 40441001) gezählt und in einer Dichte von 5 x 105 Zellen/Well in  

12-Well-Platten neu ausgesät. An Tag 5 wurden zudem die differenzierten  

THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen für einen Nährmediumwechsel zunächst mit 

Dulbecco’s phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS, Sigma-Aldrich, Merck,  

Kat.-Nr. D8537) gewaschen und anschließend mit 500 µl Nährmedium II überschichtet. 

Um die Zellzahl nach der Differenzierung und Polarisierung zu bestimmen, wurden in 

parallel kultivierten 12-Well-Platten die THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen gemäß 

den Herstellerangaben mit TrypLE™ Express (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,  

Kat.-Nr. 12605010) abgelöst und in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. 

 

1.1.2. In vitro-Kultivierung von T. gondii-Tachyzoiten 

 

Allgemeiner Hintergrund: 

Toxoplasma gondii (T. gondii) weist ein außerordentlich breites Wirtsspektrum auf und 

kann nahezu jede kernhaltige Zelle warmblütiger Organismen infizieren [231]. Die erste 

erfolgreiche Kultivierung von T. gondii-Tachyzoiten (damals noch nicht als 

eigenständiges Stadium benannt) gelang im Jahr 1929 durch Inokulation in embryonierte 

Hühnereier, gefolgt im Jahr 1937 von der Etablierung der ersten Gewebekultur in 

explantiertem Gewebe aus Hühnerembryonen [232–235]. Während Tachyzoiten bei der 

in vitro-Kultivierung eine geringe Zelltypspezifität zeigen, gestaltet sich die Kultivierung 

langsam teilender Bradyzoiten sowie die sexuelle Vermehrung deutlich schwieriger. 

Bradyzoiten sind auf nicht-teilungsfähige Zellen wie Nerven- und Muskelzellen 

angewiesen um ihre weitere Entwicklung in Gewebezysten zu durchlaufen [235].  

Die sexuelle Entwicklung von T. gondii erfolgt ausschließlich im Darmepithel von 



Unveröffentlichte Untersuchungen 

125 

 

Feliden, wodurch die Übertragung des sexuellen Entwicklungsabschnitts auf ein in vitro-

Modell erheblich erschwert wird [235]. Für die in vitro-Kultivierung von T. gondii ist 

daher das schnell proliferierende, sich asexuell vermehrende Tachyzoiten-Stadium 

geeignet [235]. Über die Isolierung des RH-Stamms in den 1940er-Jahren wurde ein 

weltweit etabliertes Standardmodell für die Kultivierung von T. gondii-Tachyzoiten 

verfügbar [235,236]. Zur Vermehrung und langfristigen Kultivierung von Tachyzoiten 

bieten zahlreiche Zelltypen und Zelllinien effiziente Wachstumsbedingungen für den 

Parasiten, darunter humane Vorhaut-Fibroblasten (HFF-Zelllinie) oder 

Nierenepithelzellen des afrikanischen Grünen Affen (MARC-145-Zelllinie, engl. =  

Meat Animal Research Center) [235,237]. Nach der Infektion der Wirtszellen mit 

Tachyzoiten und der intrazellulären Vermehrung des Parasiten kommt es zur Lyse der 

Wirtszelle und der Freisetzung von Tachyzoiten (Abb. 9), wodurch eine kontinuierliche 

Erhaltung des Parasitenstadiums über mehrere Passagen ermöglicht wird. 

Im Verlauf der immer wiederkehrenden in vitro-Kultivierung von Tachyzoiten wurde 

eine zunehmende Wirtsunabhängigkeit, erhöhte Virulenz und eine schnellere Lyse der 

Wirtszellen beobachtet [77,235,238,239]. Die Anpassungen der Tachyzoiten an die 

Kultivierungsbedingungen basieren u. a. auf einer Veränderung der Genexpression 

(transkriptionelle Reprogrammierung), die als Reaktion auf Veränderungen des 

extrazellulären Milieus erfolgt [235,240]. Trotz der Einschränkung, dass Tachyzoiten nur 

Abb. 9: Schematische Darstellung der in vitro-Kultur von T. gondii-Tachyzoiten 

 

Propagierung von T. gondii-Tachyzoiten: Aussaat der Wirtszellen (Tag 1), Erreichen von 80 % 

Konfluenz der Wirtszellen und Infektion mit T. gondii-Tachyzoiten (Tag 3), Ablauf des lytischen 

Zyklus in Wirtszellen (Tag 4) und vollständige Lyse der Wirtszellen mit freigesetzten, 

extrazellulär freigesetzten Tachyzoiten (Tag 5) (erstellt mit BioRender). 
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das akute Infektionsstadium darstellen, sind Tachyzoiten-basierte Zellkultursysteme von 

zentraler Bedeutung für das Verständnis der Zellbiologie, Pathogenese und 

Entwicklungsregulation von T. gondii. Darüber hinaus werden sie auch als 

Referenzmodelle für andere Apicomplexa, wie z. B. Plasmodium, Eimeria, Neospora, 

Babesia, Theileria oder Cryptosporidium, verwendet [235,241]. 

Methodisches Vorgehen in der vorliegenden Arbeit: 

Die käuflichen, vitalen Tachyzoiten von T. gondii (RH-Stamm) wurden aus 

kontinuierlichen Passagen in MARC-145-Zellen unter Verwendung von Nährmedium-

Toxo (vgl. Tabelle 1) isoliert (Abb. 9). Die aus den Zellen freigesetzten Tachyzoiten 

wurden durch Zentrifugation (460 x g, 1 Minute) von Zelltrümmern getrennt.  

Die Tachyzoiten enthaltenden, zellfreien Nährmediumüberstände wurden filtriert  

(5 µm Porengröße, Satorius, Göttingen, Deutschland, Minisart®, Kat.-Nr. 17594-K) und 

pelletiert (460 x g, 5 Minuten, RT). Die Tachyzoiten wurden in Nährmedium II 

resuspendiert und nach Auszählung in einer Neubauer-Zählkammer zur Konfrontation 

von THP-1-Zellen verwendet. Die Konfrontation erfolgte bei 37 °C und  

5 % CO2-Atmosphäre über 6 Stunden bei einer Multiplizität der Infektion  

(MOI, multiplicity of infection) von 1:4 (Zellen:Parasiten). 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Nährmedium I 

Glukose- und Glutamin-freies DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA, Kat.-Nr. A1443001); 11 mM D-Glucose  

(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr. X997.1); 2 mM L-Glutamin 

(Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. G3126); 10 % FKS Xtra (Capricorn Scientific, 

Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A); 50 U/ml Penicillin und 

50 µg/ml Streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,  

Kat.-Nr. 151401222) 

Nährmedium II 

Glukose- und Glutamin-freies DMEM (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA, Kat.-Nr. A1443001); 2 mM D-Glucose  

(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr. X997.1); 1 mM L-Glutamin 

(Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. G3126); 10 % hitzeinaktiviertem FKS Xtra 

(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A); 

50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher 

Scientific, Kat.-Nr. 151401222) 

Nährmedium-Toxo 

DMEM (Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. D64299; 5 % FKS Xtra (Capricorn 

Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A); 50 U/ml Penicillin 

und 50 µg/ml Streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,  

Kat.-Nr. 151401222) 

Tabelle 1: Zusammensetzung der eingesetzten Zellkulturnährmedien 

 

Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien für die Kultur der 

THP-1-Zellen und T. gondii-Tachyzoiten. DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;  

FKS = fetales Kälberserum (FKS); Kat.-Nr. = Katalognummer. 
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1.1.3. Messung von Stoffwechselumsatzraten 

 

Die Kultivierung der monozytären THP-1-Zellen und der THP-1-M0-, M1- und  

M2-Makrophagen sowie die Gewinnung der T. gondii-Tachyzoiten und die 

Konfrontation der THP-1-Zellen erfolgte gemäß den Kapiteln D.1.1.1 und D.1.1.2 und 

der Abb. 8 und Abb. 9. Nach der 6-stündigen Konfrontation wurden die 

Zellkulturüberstände der THP-1-Zellen gesammelt, zur Entfernung der Zellen und  

T. gondii-Tachyzoiten bei RT zentrifugiert (820 x g, 8 Minuten) und 15 Minuten bei 

95 °C erhitzt. Nach erneuter Zentrifugation (8000 x g, 10 Minuten) wurden die 

Überstände in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei −80 °C bis zu den Messungen 

gelagert. Die Konzentrationen von Glukose, Pyruvat, Laktat, Glutamin, Glutamat, 

Aspartat, Alanin und Serin wurden mit einem Respons® 920 Klinischen Analysegerät 

(DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland) bestimmt.  

Die Stoffwechselumsatzraten wurden in nmol/(h x 105 Zellen) in Relation zu parallel 

inkubierten, zellfreien Nährmediumkontrollen berechnet [242]. 

 

2.1 Ergebnisse 

 

Die Messung der Stoffwechselumsatzraten von Glukose, Laktat, Glutamin, Glutamat, 

Pyruvat, Aspartat, Alanin und Serin von monozytären THP-1-Zellen und THP-1-M0-, 

M1- und M2-Makrophagen nach 6-stündiger T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation ergab 

ausschließlich bei den THP-1-M2-Makrophagen einen signifikanten Effekt der  

T. gondii-Konfrontation, welcher in einer Umkehr im Alanin-Stoffwechsel von Alanin-

Aufnahme aus dem Nährmedium in den Kontrollzellen zu Alanin-Abgabe in das 

Nährmedium der T. gondii konfrontierten THP-1-M2-Makrophagen bestand.  

Alle anderen Umsatzraten waren unabhängig vom Zelltyp (Monozytär, M0, M1 oder M2) 

unter der Parasitenkonfrontation im Vergleich zu den nicht konfrontierten Kontrollen 

nicht signifikant verändert (Abb. 10).  
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Abb. 10: Metabolische Signaturen von monozytären THP-1-Zellen und  

THP-1-Makrophagen nach Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten 

 

Monozytäre THP-1-Zellen (Monozytär) und THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen 

verblieben entweder unbehandelt (-) oder wurden über 6 Stunden mit T. gondii-Tachyzoiten 

(T.g.; +; MOI 1:4) konfrontiert (n = 5). Die Umsatzraten von Glukose, Laktat, Pyruvat, 

Glutamin, Glutamat, Aspartat, Alanin und Serin wurden als Verbrauch oder Produktion in 

nmol/(h x 105 Zellen) berechnet. Die Grafiken zeigen den Mittelwert mit der 

Standardabweichung (SD) und p-Wert = <  0,05. Für die Statistik wurde eine zweifaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of Variance) der Mittelwerte von 5 biologischen Replikaten 

der Umsatzraten durchgeführt. Die Normalverteilung der Residuen wurde überprüft, um die 

Modellannahmen zu validieren. Die nachfolgenden paarweisen Vergleiche wurden mit 

Bonferroni-Korrektur zur Anpassung an multiples Testen durchgeführt. 
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E. ERWEITERTE DISKUSSION 

 

Die in den Abschnitten C und D dargestellten Ergebnisse lassen sich wie folgt 

zusammenfassen: 

1. Validierung der THP-1 (engl. = Tohoku Hospital Pediatrics-1)-Zelllinie: 

➢ Die Morphologie der differenzierten bzw. polarisierten THP-1-M0-, M1- und 

M2-ähnlichen Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen) entsprach in 

allen Makrophagen-Typen (M0/M1/M2) den jeweiligen phänotypischen 

Charakteristika. 

➢ Die THP-1-M1-Makrophagen exprimierten vermehrt pro-inflammatorische 

Marker (Cluster of Differentiation [CD]38, CD80 und CD86), während  

die THP-1-M2-Makrophagen verstärkt anti-inflammatorische Marker  

(CD206, CD209) exprimierten. 

➢ Die THP-1-M0- und M1-Makrophagen reagierten mit einer  

vermehrten Sekretion von Interleukin (IL)-1β auf die Stimuli  

2′(3′)-O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin 5′-Triphosphat (BzATP) bzw. 

Adenosintriphosphat (ATP), welche mit einer family pyrin domain 

containing 3 (NLRP3)-Inflammasom-abhängigen Sekretion gleichzusetzen ist, 

während die THP-1-M2-Makrophagen ausschließlich auf Nigericin reagierten 

(P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-unabhängig). 

➢ Die THP-1-M1- und M2-Makrophagen zeigten hinsichtlich der Umsatzraten in 

der Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse ein differenzielles 

Stoffwechselprofil, welches mit den in veröffentlichten Studien beschriebenen 

Eigenschaften für M1- und M2-Makrophagen übereinstimmte. 

 

2. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die Morphologie und  

MET-Freisetzung: 

➢ Die 4-stündige Konfrontation mit Toxoplasma gondii (T. gondii)-Tachyzoiten 

induzierte in primären humanen und bovinen Monozyten, monozytären  

THP-1-Zellen sowie THP-1-Makrophagen eine Zellaktivierung. 



Erweiterte Diskussion 

130 

 

➢ Die Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten führte grundsätzlich zur 

Freisetzung von METs in den genannten Zelltypen. Die Quantifizierungsrate 

war dabei tendenziell höher, erreichte jedoch kein Signifikanzniveau. 

 

3. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die IL-1β- und IL-6-Sekretion: 

➢ In primären humanen Monozyten induzierte die 4-stündige Konfrontation mit 

T. gondii-Tachyzoiten die Sekretion von IL-1β und IL-6. 

➢ In THP-1-M1-Makrophagen wurde nur die Sekretion von IL-1β durch die 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten gesteigert. 

➢ Eine kombinierte Behandlung mit T. gondii-Tachyzoiten und 

Lipopolysaccharid (LPS) führte im Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung 

in allen THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) zu einer erhöhten IL-1β-Sekretion, 

in monozytären THP-1-Zellen zu einer erhöhten IL-6-Sekretion sowie  

in primären humanen Monozyten zu einer erhöhten Sekretion von  

IL-1β und IL-6. 

 

4. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die Expression von 

Oberflächenmarkern: 

➢ Die 4-stündige Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten hatte in primären 

humanen und bovinen Monozyten keinen Einfluss auf die Expression von  

Toll-like Rezeptor (TLR)2 , TLR4, CD11b und F-Aktin nicht. 

 

5. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die metabolische Signatur: 

➢ Die 6-stündige Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten führte in monozytären 

THP-1-Zellen sowie in THP-1-M0- und M1-Makrophagen zu keinen 

Veränderungen in den Metaboliten der Glykolyse, Glutaminolyse und 

Serinolyse. Bei THP-1-M2-Makrophagen kam es hingegen zu einer Umkehr 

im Alanin-Stoffwechsel.  
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1. Validierung der THP-1-Zelllinie 

 

Neben der Erfassung der frühen Immunantwort primärer humaner und boviner 

Monozyten auf eine Konfrontation mit vitalen T. gondii-Tachyzoiten 

(vgl. Publikation II) lag bei dieser Arbeit ein weiterer Schwerpunkt auf der 

Untersuchung der Frage, inwieweit die humane THP-1-Zelllinie als ergänzendes 

Zellkulturmodell zu Primärzellen geeignet ist. Hierbei wurden in vitro-differenzierte 

THP-1-M0-Makrophagen und in vitro-polarisierte THP-1-M1- und M2-Makrophagen in 

die Analyse einbezogen, um ihre Eignung für die konkrete Fragestellung dieser Arbeit 

sowie für immunologische Untersuchungen im Allgemeinen zu validieren 

(vgl. Publikation I). Der Prozess zur Differenzierung und Polarisierung von  

THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) gemäß dem von Kooperationspartnern erarbeiteten 

Protokoll ist in Kapitel D.1.1.1 beschrieben. 

In Publikation I wurde die cholinerge Modulation der BzATP-induzierten Interleukin 

(IL)-1β-Sekretion in humanen, peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs, engl. = 

peripheral blood mononuclear cells) abgeleiteten M0/M1-ähnlichen Makrophagen und 

humanen Peritonealmakrophagen aus Dialysaten sowie in monozytären THP-1-Zellen 

und THP-1-M0- und M1-Makrophagen untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass: 

• nikotinische Acetylcholinrezeptor (nAChR)-Agonisten (wie Acetylcholin [ACh], 

Cholin, Nikotin und Phosphocholin [PC]) die BzATP-induzierte IL-1β-Sekretion 

in allen untersuchten Zelltypen hemmen. 

• nAChR mit den Untereinheiten α7- sowie α9- und/oder α10 die Hemmung der 

BzATP-induzierten IL-1β-Sekretion vermitteln (nachgewiesen durch 

antagonistische Hemmung mit spezifischen Conopeptiden: [V11L; V16D]ArIB 

(selektiv für α7-nAChR) und RgIA4 (selektiv für α9-/α10-nAChR). 

• die cholinerge Kontrolle selektiv auf die BzATP bzw. ATP (P2X7-Rezeptor/ 

NLRP3-Inflammasom-abhängig) IL-1β-Sekretion wirkt, nicht jedoch auf die 

Nigericin-induzierte, ATP-unabhängige Sekretion von IL-1β. 

• nAChR-Agonisten zudem die BzATP-induzierte Sekretion der Zytokine IL-1α 

und IL-18 hemmen. 

Ergänzend zur funktionellen Charakterisierung der cholinergen Modulation enthielt 

Publikation I eine Validierung der THP-1-Zelllinie als funktionelles in vitro-Modell für 
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mononukleäre Phagozyten hinsichtlich der Morphologie, der IL-1β-Sekretion, der 

Oberflächenmarkerexpression sowie des Stoffwechselprofils. In der vorliegenden Arbeit 

werden diese Validierungsdaten detailliert dargestellt und diskutiert, um zu klären, ob die 

verwendeten THP-1-Zellen ein geeignetes Modell für die Untersuchung der frühen 

Immunantwort gegen T. gondii-Tachyzoiten ist. 

Martinez et al. (2008) fassen zusammen, dass die phänotypischen Ausprägungen 

polarisierter in vitro-Makrophagen maßgeblich durch die Wahl der Polarisationsstimuli 

beeinflusst werden [30]. Eine im Dezember 2025 durchgeführte Pub-Med-Suche mit den 

kombinierten Suchbegriffen „THP-1“, „macrophage“ und „differentiation“ listete 

3.163 Veröffentlichungen auf und verdeutlicht, dass es eine Vielzahl von 

Differenzierungs- und Polarisierungsprotokollen zur Generierung von THP-1-M0-, M1- 

und M2-ähnliche Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen) gibt.  

Die veröffentlichten Differenzierungs-, Polarisierungs- und Charakterisierungsprotokolle 

für THP-1-Makrophagen variierten erheblich, was die Vergleichbarkeit der 

Forschungsergebnisse signifikant beeinträchtigt [29]. Die in der Literatur angewandten 

Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von monozytären THP-1-Zellen zu 

THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen beruhen zunächst auf einer Differenzierung mit 

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA; 3–325 nM) für 24–72 Stunden zu THP-1-M0-

Makrophagen. Anschließend erfolgt eine Polarisierung in spezifischen 

Polarisierungsmedien mit zusätzlichen Stimuli wie LPS, Interferon-γ  

(IFN-γ) und Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) für  

THP-1-M1-Makrophagen bzw. IL-4, IL-13 und macrophage colony-stimulating factor 

(M-CSF) für THP-1-M2-Makrophagen für 2–5 Tage [29,31,207,243–245]. Variationen 

in den Kulturbedingungen, wie die Konzentrationen der zur Polarisierung eingesetzten 

Substanzen und die Inkubationszeiten, bedingen eine starke Heterogenität der generierten 

THP-1-Makrophagen [31]. Trotz der systematischen Analyse von 85 Protokollen zur 

Differenzierung und Polarisierung monozytärer THP-1-Zellen zu THP-1-Makrophagen 

(M0/M1/M2), welche in einer Übersichtsarbeit von Mohd Yasin et al. (2022) 

zusammengefasst sind, existiert kein standardisiertes, reproduzierbares Differenzierungs- 

und Polarisierungsprotokoll [29]. Auf Basis experimenteller Vortestungen der 

Arbeitsgruppe Grau (Experimentalchirurgie, Justus-Liebig-Universität, Co-Autoren der 

Publikationen I und II) wurden die gängigen Stimuli, welche für die Differenzierung 

bzw. Polarisierung verwendet werden (PMA, IFN-γ, LPS, IL-4 und IL-13), hinsichtlich 
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Konzentration und Inkubationszeit getestet und deren Einsatz optimiert [11,32,33].  

Ziel war es, ein modifiziertes Protokoll zu etablieren, das für immunologische 

Fragestellungen, insbesondere für die Untersuchungen der Zytokin-Sekretion und des 

Stoffwechselprofils, geeignet ist, sowie ein valides in vitro-Modell zu schaffen. Das von 

den Kooperationspartnern erarbeitete Protokoll sah vor i. für die Differenzierung zu  

THP-1-M0-Makrophagen 50 nM PMA über 24 Stunden, ii. für die Polarisierung zu  

THP-1-M1-Makrophagen IFN-γ und LPS (je 10 ng/ml) über 48 Stunden, sowie  

iii. für die Polarisierung zu THP-1-M2-Makrophagen IL-4 und IL-13 (je 20 ng/ml) über 

48 Stunden einzusetzen (vgl. Kapitel D.1.1.1). 

Morphologie: 

Die Morphologie der in vitro-differenzierten und polarisierten THP-1-Makrophagen 

(morphologische Analysen durch Co-Autoren; Daten aus Publikation I) wies nach der 

Pappenheim-Färbung für die THP-1-M0-Makrophagen eine runde bis spindelförmige, 

adhärente Zellform auf, während die THP-1-M1- und M2-Makrophagen dagegen eine 

adhärente, ausgeprägte, spindelförmige, Fibroblasten- und DC-ähnliche Gestalt 

aufwiesen [246,247]. THP-1-M0-Makrophagen waren im Vergleich zu THP-1-M1-

Makrophagen insgesamt kleiner und bildeten häufig amöboide Zellfortsätze aus.  

Diese phänotypischen Befunde stimmen mit bereits veröffentlichten Daten überein.  

Für THP-1-M0-Makrophagen wurde eine runde, unregelmäßige und adhärente Zellform 

beschrieben, für THP-1-M1- und M2-Makrophagen eine unregelmäßige Morphologie, 

einschließlich der Ausbildung von Pseudopodien [245,248,249]. Zusammenfassend 

bestätigten die vorliegenden morphologischen Ergebnisse die in der Literatur 

beschriebenen charakteristischen Phänotypen der M0-, M1- und M2-Makrophagen. 

Oberflächenmarker: 

In Analysen von Oberflächenmarkern (durchgeführt von Co-Autoren; Daten aus 

Publikation I) wurden die pro-inflammatorischen Marker CD38 (eine zyklische  

ADP-Ribose-Hydrolase) [250,251], CD83 [252] sowie die Ko-Stimulatoren  

CD80 und CD86 (letztere drei: Mitglieder der Immunoglobulin-Superfamilie) untersucht, 

welche typischerweise auf aktivierten Antigen-präsentierenden Zellen (APCs, engl. = 

Antigen-Presenting Cells) exprimiert werden [253,254]. CD38 ist ein etablierter Marker 

pro-inflammatorischer M1-Makrophagen, dessen genaue Rolle in der Immunregulation 

jedoch nicht abschließend geklärt ist [250]. Ergänzend wurden die typischen anti-



Erweiterte Diskussion 

134 

 

inflammatorischen Marker CD163 (einem Mitglied der cysteinreichen Superfamilie der 

Scavenger-Rezeptoren der Monozyten- und Makrophagen-Linie) [255,256],  

CD206 (Mannose-Rezeptor, MRC1) und CD209 (C-Typ-Lektin-Rezeptor 4) bestimmt 

[203,257]. Im Vergleich zu THP-1-M0-Makrophagen führte die Polarisierung zu  

THP-1-M1-Makrophagen zu einer Hochregulation der pro-inflammatorischen Marker 

CD38, CD80 und CD86. Die Expression des transienten Aktivierungsmarkers CD83, 

welcher typischerweise durch LPS-Stimulation induziert wird [252,258], variierte nicht 

zwischen THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen. Die anti-inflammatorischen Marker 

CD206 und CD209 wurden dagegen in THP-1-M2-Makrophagen im Vergleich zu  

THP-1-M0-Makrophagen vermehrt exprimiert. Zu CD163 konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den drei Phänotypen nachgewiesen werden. Dies könnte auf das 

hier verwendete IL-4-basierte Polarisierungsprotokoll zurückzuführen sein, da CD163 

vornehmlich bei IL-10-induzierten M2-Makrophagen induziert wird [256,259].  

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen insgesamt mit den in der Literatur beschriebenen 

typischen Expressionsmustern pro- und anti-inflammatorischer Oberflächenmarker für 

M1- und M2-Makrophagen überein. 

IL-1-β-Sekretion: 

Die IL-1β-Sekretion LPS-stimulierter Zellen als Reaktion auf die Behandlung mit  

BzATP oder ATP (beides P2X7-Rezeptoragonisten) sowie mit Nigericin (welches als 

porenbildende Substanz unabhängig vom P2X7-Rezeptor einen Kalium-Efflux auslöst) 

wurde von Co-Autoren untersucht (Daten aus Publikation I). THP-1-M0- und  

THP-1-M1-Makrophagen zeigten eine starke IL-1β-Antwort auf alle Stimuli.  

THP-1-M1-Makrophagen setzten dabei nach BzATP- und ATP-Stimulation die höchsten 

Mengen von IL-1β frei. Dies deckt sich mit einer in der Literatur beschriebenen, 

ausgeprägten P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-vermittelten IL-1β-Sekretion in 

M1-polarisierten Makrophagen [11,260,261]. In THP-1-M2-Makrophagen wurde 

dagegen keine BzATP/ATP-induzierte IL-1β-Sekretion beobachtet. Stattdessen wurde 

eine verstärkte IL-1β-Sekretion nur nach Stimulation mit Nigericin gemessen. Diese 

Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit veröffentlichten Daten, die eine reduzierte 

P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-Antwort und eine abgeschwächte Caspase-1-

Aktivität für M2-polarisierte Makrophagen belegen [262]. Insgesamt lassen die 

Ergebnisse eine P2X7-Rezeptor-unabhängige NLRP3-Aktivierung über Kalium-Efflux 

in M2-Makrophagen vermuten [263,264]. Damit bestätigen die vorliegenden 
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funktionellen Daten die erfolgreiche funktionelle Polarisierung der THP-1-Makrophagen, 

wie sie für polarisierte M1- und M2-Makrophagen in der Literatur beschrieben ist. 

Stoffwechselprofil: 

Die Analyse der glykolytischen, glutaminolytischen und serinolytischen Umsatzraten in 

den Nährmediumüberständen von monozytären THP-1-Zellen und THP-1-M0-

Makrophagen ergab keine signifikanten metabolischen Unterschiede. Insgesamt waren 

die Umsatzraten im Glukose-, Glutamin- und Serin-Verbrauch sowie in der Laktat- und 

Glutamat-Produktion in den monozytären THP-1-Zellen im Vergleich zu den 

differenzierten und polarisierten THP-1-M1- und M2-Makrophagen signifikant niedriger. 

Im Gesamtvergleich aller hier untersuchten THP-1-Zellsubtypen wiesen die  

THP-1-M1-Makrophagen die höchsten Umsatzraten im Glukose- und Aspartat-

Verbrauch sowie der Laktat-Produktion auf. Dieses Stoffwechselmuster der  

THP-1-M1-Makrophagen steht in der Glykolyse (Metabolisierung von Glukose zu 

Laktat) im Einklang mit der in der Literatur für M1-polarisierte Makrophagen 

beschriebenen Hochregulierung der Expression des Glukosetransporters 1 (GLUT1) 

sowie der Enzyme Hexokinase (HK), 6-Phosphofrukto-2-Kinase/ 

Fruktose-2,6-Bisphosphatase Isoenzym 3 (PFKB3), Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2 

(PKM2) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) [112,114,197–199,201]. Die 

Hochregulierung der 6-Phosphofruktokinase 1 (PFK1) erfolgt über einen in  

M1-Makrophagen beobachteten Anstieg des PFKB-Isoenzyms 3. Die Hochregulierung 

von GLUT1, PKM2 und LDH wurde in M1-Makrophagen mit der Stabilisierung der  

α-Untereinheit des hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) in Verbindung gebracht 

[112,114,189,197–199]. Die Stabilisierung der HIF-1α-Untereinheit beruht auf der 

Hemmung der für deren Abbau verantwortlichen Prolylhydroxylase (PHD) durch das 

Citrat-Zwischenprodukt Succinat [193]. Als Ursache für den Anstieg der  

Succinat-Spiegel wird die zweifache Unterbrechung (Trunkierung) des 

Tricarbonsäurezyklus (TCA-Zyklus, engl. = tricarboxylic acid cycle) auf der 

Reaktionsstufe der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) und der Succinat-Dehydrogenase 

(SDH) in M1-Makrophagen verantwortlich gemacht [112,114,194]. In der Folge der 

reduzierten Umsetzung von Aconitat zu α-Ketoglutarat (α-KG) durch die niedrige IDH-

Aktivität wird Aconitat in den M1-Makrophagen zur Synthese von Itaconat verwendet. 

Itaconat spielt eine wichtige Rolle für die Regulation der entzündlichen Prozesse in M1-
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Makrophagen [114,194]. Durch die Itaconat-induzierte Hemmung der SDH kommt es zu 

einem Anstieg des Succinat-Spiegels, wodurch die HIF-1α-Untereinheit stabilisiert und 

die pro-inflammatorische IL-1β-Sekretion gefördert wird. Gleichzeitig aktiviert Itaconat 

über den nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) die antimikrobielle NO- und  

ROS-Produktion und wirkt als negativer Feedback-Regulator, indem es den 

Transkriptionsfaktor nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) 

und das NLRP3-Inflammasom hemmt, um die Entzündung zu kontrollieren 

[114,193,196,265]. Trotz der SDH-Hemmung kann der TCA-Zyklus über den  

Arginin-Succinat-Shunt aus Citrullin und Aspartat auf Fumarat-Ebene wieder aufgefüllt 

werden [194]. 

In THP-1-M2-Makrophagen sind die Umwandlungsraten von Aspartat sowie von 

Glukose zu Laktat im Vergleich zu THP-1-M1-Makrophagen signifikant niedriger.  

Dies entspricht der bereits beschriebenen, hohen Bedeutung des TCA-Zyklus für den 

Glukoseabbau in M2-Makrophagen. Parallel dazu zeigen die gemessenen 

Umwandlungsraten in THP-1-M2-Makrophagen einen hohen Glutamin-Verbrauch und 

eine signifikant erhöhte Glutamat-Produktion im Vergleich zu monozytären  

THP-1-Zellen (positive Korrelation = wenn die Glutamin-Aufnahme steigt, steigt auch 

die Glutamat-Abgabe). Dies stimmt mit der effizienten Glutaminolyse in den  

M2-Makrophagen überein, die Stickstoffatome für die Uridindiphosphat- 

N-Acetylglukosamin (UDP-GlcNAc)-Synthese und Kohlenstoffatome zur Versorgung 

des intakten TCA-Zyklus liefert [112,114,188,189]. Im Kontrast dazu weisen die 

gemessenen Umwandlungsraten in THP-1-M1-Makrophagen keine Korrelation zwischen 

dem Glutamin-Verbrauch und der Glutamat-Produktion auf. Dies deutet auf zwei Wege 

der Succinat-Umwandlung hin: i. Umwandlung von Glutamat zu α-KG mit 

anschließender Einspeisung in den trunkierten TCA-Zyklus oder ii. Umwandlung von 

Glutamat zu Succinat-Semialdehyd, γ-Aminobuttersäure (GABA) und Succinat über den  

GABA-Shunt, wie für M1-Makrophagen beschrieben [112,114,194]. 

Der Anstieg des Serin-Verbrauchs, welcher in THP-1-M1- und M2-Makrophagen im 

Vergleich zu monozytären THP-1-Zellen gemessen wurde, spiegelt die beschriebene 

Schlüsselrolle von Serin für die Glutathion (GSH)-Synthese wider. Insbesondere in  

M1-Makrophagen fördert GSH über immunmodulatorische Signalwege (u. a. NF-κB) die 

IL-1β-Sekretion [187,204]. 
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Den Messergebnissen zu den Stoffwechselumsatzraten in den Nährmediumüberständen 

der monozytären THP-1-Zellen sowie der THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen  

lagen 3–5 technische Replikate aus 5 unabhängigen Zellkulturansätzen  

(= biologische Replikate) zugrunde. Unabhängige Zellkulturansätze bedeuten, dass die 

monozytären THP-1-Zellen für jedes biologische Replikat in den jeweiligen 

Makrophagen-Phänotyp (M0/M1/M2) differenziert und polarisiert wurden.  

Die Heatmap-Auswertung, in welcher die Mittelwerte der technischen Replikate jedes 

einzelnen biologischen Replikats vergleichend gegenübergestellt wurden, ergab, dass die 

gemessenen Stoffwechselumsatzraten von Glukose und Laktat über die verschiedenen 

biologischen Replikate hinweg sehr reproduzierbar waren. Die mittleren 

Stoffwechselumsatzraten wiesen dabei nur geringe Schwankungen zwischen den 

biologischen Replikaten auf. Im Gegensatz dazu zeigten die gemessenen 

Stoffwechselumsatzraten von Pyruvat und Alanin eine deutlich höhere Variabilität.  

Bei diesen beiden Umsatzraten kam es sogar vor, dass die beiden Metabolite in einigen 

biologischen Replikaten als Substrate aus dem Nährmedium aufgenommen wurden, 

während andere biologische Replikate die beiden Metabolite als Stoffwechselprodukte in 

das Medium abgaben. Für Aspartat zeigten insbesondere die monozytären THP-1-Zellen 

und die THP-1-M2-Makrophagen ein ähnliches heterogenes Verhalten in einigen 

biologischen Replikaten. Diese Bewertung verdeutlicht, dass die monozytären  

THP-1-Zellen und die THP-1-Makrophagen trotz standardisierter Kultur-, 

Differenzierungs- und Polarisierungsprotokolle immer noch eine gewisse Variabilität 

zwischen den Zellpassagen aufweisen und ihre metabolische Anpassung offensichtlich 

auch über verschiedene Passagen hinweg dynamisch bleibt. 

Schlussfolgerung: 

Da es an einem standardisierten, reproduzierbaren Protokoll zur validen Differenzierung 

und Polarisierung von THP-1-Makrophagen in die Phänotypen M0, M1 und M2 mangelte 

[29], wurde ein von Kooperationspartnern modifiziertes Differenzierungs- und 

Polarisierungsprotokoll erarbeitet [11,32,33] und in der vorliegenden Arbeit validiert. 

Das Protokoll umfasste eine M0-Differenzierung mit 50 nM PMA über 24 Stunden, eine 

M1-Polarisierung mit 10 ng/ml IFN-γ + 10 ng/ml LPS über 48 Stunden und eine  

M2-Polarisierung mit 20 ng/ml IL-4 + 20 ng/ml IL-13 über 48 Stunden. Die Validierung 

dieses modifizierten Protokolls führte zur Generierung differenzierter und  

polarisierter THP-1-Makrophagen mit jeweils charakteristischer Morphologie, 
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Oberflächenmarkerexpression und P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-vermittelter 

IL-1β-Sekretion sowie charakteristischen Stoffwechselprofilen, welche eine gute bis sehr 

gute Übereinstimmung mit den Literaturdaten aufwiesen. Damit bestätigen die 

vorliegenden Ergebnisse das THP-1-Zellmodell als geeignetes in vitro-Modellsystem zur 

Erforschung von Effektormechanismen in monozytären Immunzellen. Es steht nun für 

weitere immunologische Untersuchungen zur Verfügung und rechtfertigt seinen  

Einsatz für weiterführende Untersuchungen zur frühen Immunantwort gegen  

T. gondii-Tachyzoiten.  
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2. Phänotypische Veränderungen und MET-Freisetzung 

von primären Monozyten in Reaktion auf  

T. gondii-Tachyzoiten 

 

Schwerpunkt dieser Arbeit war die Erfassung der frühen Immunantwort primärer 

humaner und boviner Monozyten gegen vitale T. gondii-Tachyzoiten 

(vgl. Publikation II). Im Vordergrund der Untersuchung der frühen Immunantwort 

standen morphologische Veränderungen und die Freisetzung von 

monocyte/macrophage extracellular traps (METs) in Reaktion auf die 

Parasitenkonfrontation. Die Isolierung primärer humaner Monozyten erfolgte in der 

vorliegenden Arbeit in Anlehnung an etablierte und standardisierte Methoden unter 

Verwendung zelltyp-spezifischer Antikörper und resultierte in einer Reinheit von über 

76 % [11,266]. Im Gegensatz zur Isolierung primärer humaner Monozyten wurden 

primäre bovine Monozyten in der vorliegenden Arbeit aus PBMCs unter Verwendung 

einer Antikörper-unabhängigen, modifizierten Isolationstechnik gewonnen 

[18,23,267,268], wobei eine Reinheit von über 90 % erreicht wurde. 

In der vorliegenden Arbeit zeigten unbehandelte primäre humane und bovine Monozyten, 

also Zellen, welche ohne jegliche Stimulation inkubiert wurden, keine phänotypischen 

Anzeichen einer Aktivierung und wiesen entsprechend einen sphärischen Zelltypus auf. 

Durch die Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten ergaben sich sowohl bei den primären 

humanen Monozyten als auch bei den primären bovinen Monozyten deutliche 

morphologische Anzeichen einer Zellaktivierung. Entsprechend zeigten die primären 

Monozyten beider Spezies eine eher breitflächige Adhärenz an die Matrix sowie eine 

Ausdehnung des Zytoplasmas und eine gesteigerte Rauigkeit der Oberfläche mit Bildung 

von membranösen Zellfortsätzen. Teilweise waren diese Zellfortsätze, darunter 

Filopodien und Zytonemen, in Richtung der Tachyzoiten orientiert. 

Diese Beobachtung stimmt mit früheren Studien überein, in denen die Konfrontation 

mononukleärer Phagozyten mit T. gondii-Tachyzoiten eine Vielzahl morphologischer 

und funktioneller Veränderungen in verschiedenen mononukleären Phagozyten 

hervorrief. So führte die Invasion von Tachyzoiten in humanen dendritischen Zellen 

(DCs, engl. = dendritic cells), murinen Mikroglia und bovinen Makrophagen zu einer 
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raschen Umgestaltung des Zytoskeletts, welche sich im Verlust von Podosomen, 

vermehrter Zytoplasmaausdehnung und verstärkten Membranausstülpungen 

manifestierte und mit einem hypermigrativen Phänotyp einherging [269–271]. 

Die generelle Fähigkeit von primären Monozyten, als Reaktion auf diverse Stimuli wie 

Bakterien oder Parasiten METs freizusetzen, ist ein relativ gut untersuchter 

Effektormechanismus [17–23,142,143] und ähnelt der ET-Freisetzung bei neutrophilen 

Granulozyten, der NETose [272]. Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit 

lag nur eine Veröffentlichung zur T. gondii-Tachyzoiten-induzierten MET-Freisetzung 

bei primären Monozyten vor, in welcher primäre Monozyten von Seehunden  

(Phoca vitulina) untersucht wurden [19]. Grundsätzlich stimmen die in dieser Arbeit 

erzielten Ergebnisse zur Freisetzung von METs aus primären und bovinen Monozyten 

mit den veröffentlichten Ergebnissen von Reichel et al. (2015) in dem Sinne überein, dass 

nach Konfrontation primärer Monozyten beider Spezies mit T. gondii-Tachyzoiten 

extrazellulär freigesetzte Strukturen nachgewiesen wurden, welche sich als positiv für 

klassische ET-Marker wie DNA und Histon erwiesen. Anders als in einer früheren Studie 

von Granger et al. (2017), in der die MET-Freisetzung in primären humanen Monozyten 

durch A23187, Paraformaldehyd (PFA) und PMA signifikant induziert wurde, trat das 

Auftreten MET-positiver Zellen in den hier untersuchten primären humanen und bovinen 

Monozyten sowohl nach T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation, ein tendenziell seltenes 

Ereignis, als auch nach Verwendung des eigentlich potenten MET-Induktors A23187, 

einer etablierten Positivkontrolle zur ET-Freisetzung, auf [21,273]. Um die in der 

Mikroskopie beobachtete, Parasiten-induzierte METose trotz ihrer Seltenheit in primären 

humanen und bovinen Monozyten quantitativ zu belegen, wurden neben der Auszählung 

MET-positiver Zellen zusätzliche, etablierte Verfahren zur MET-Quantifizierung 

eingesetzt, darunter die Messung der extrazellulären DNA (extDNA) Freisetzung in 

Zellkulturüberständen [274] und der Ausdehnung der Zellkernfläche (NAE, engl. = 

nuclear area expansion; Test für die frühe Phase der ETose) [219,275]. Allerdings war 

keine der genannten Methoden sensitiv genug, um quantitativ nachvollziehbare 

Reaktionen der T. gondii-Tachyzoiten-konfrontierten oder A23187-behandelten Zellen 

aufzuzeigen, obwohl Einzelereignisse der MET-Freisetzung mikroskopisch belegbar 

waren und tendenziell vermehrt auftraten. Zur Beurteilung der Zellviabilität wurde die 

LDH-Aktivität in den zellfreien Zellkulturüberständen der konfrontierten primären 

humanen Monozyten bestimmt, wobei ein Anstieg dieses intrazellulären Enzyms im 
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Nährmediumüberstand von Zellkulturen auf Zellschädigung oder Zelllyse hinweist [276]. 

Die hier durchgeführten Messungen der LDH-Aktivität zeigten keinen erhöhten Zelltod 

bei den primären humanen Monozyten durch die Konfrontation mit T. gondii-

Tachyzoiten (mittlere LDH-Aktivität: Kontrolle: 2 %, +T. gondii: 4 %), sodass von 

intakten Zellpopulationen ausgegangen werden konnte. Im Gegensatz zu der T. gondii-

Tachyzoiten-Konfrontation führte die Behandlung mit dem MET-Induktor A23187 zu 

einer deutlichen Erhöhung der LDH-Aktivität in den Nährmediumüberständen der 

primären humanen Monozyten (mittlere LDH-Aktivität: Kontrolle: 2 %, 

+A23187: 26 %), wodurch die Differenzierung zwischen MET-Freisetzung und 

Induktor-induzierter Zelltoxizität erschwert wurde. Eine erhöhte LDH-Freisetzung in 

A23187-behandelten Zellen steht jedoch im Einklang mit veröffentlichten Daten, die 

belegten, dass eine 3-stündige Behandlung humaner Leukämiezelllinien mit A23187 

[1 mM] eine ausgeprägte Induktion von Apoptose verursacht [277]. Verglichen mit dieser 

Arbeit wurden in bisher veröffentlichten Studien jedoch i. d. R. deutlich höhere  

A23187-Konzentrationen (bis zu 12,5 µM; hier 1 µM) und längere Konfrontationszeiten 

(5, 16 oder 24 Stunden; hier 4 Stunden) verwendet [28,142], wodurch sowohl die 

Vergleichbarkeit als auch die eindeutige Bewertung der Ergebnisse erschwert wird. Die 

Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit stellen die Eignung von A23187 als  

MET-Positivkontrolle bei primären Monozyten grundsätzlich in Frage und legen nahe, 

dass zukünftige Untersuchungen auf den Einsatz anderer, geeigneterer Positivkontrollen 

setzen sollten. 

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die Freisetzung von METs 

aus primären humanen und bovinen Monozyten während der frühen Immunantwort auf 

die Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten zwar grundsätzlich stattfindet, jedoch ein 

seltenes Ereignis darstellt und somit nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. 

Diese Einschätzung wird indirekt durch die geringere Zahl MET-assoziierter verfügbarer 

Studien (Suchbegriff: „monocyte extracelluar traps“; 412 Veröffentlichungen) im 

Vergleich zu NET-assoziierten Studien (Suchbegriff: „neutrophile extracelluar traps“; 

7.595 Veröffentlichungen; beides PubMed-Suchen im Dezember 2025) gestützt. 

Ergänzend wurde das T. gondii-Tachyzoiten-Stadium in zahlreichen Arbeiten als starker 

ET-Induktor bei primären neutrophilen Granulozyten zahlreicher Spezies identifiziert, 

darunter Menschen [278], Rinder [237], Mäuse [278], Katzen [279], Hunde [280],  

Schafe [281], Ziegen [281], Tümmler sowie Seehunde [282].  
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3. Monozytäre Sekretion der pro-inflammatorischen 

Zytokine IL-1β und IL-6 in Reaktion auf T. gondii-Tachyzoiten 

 

Mononukleäre Phagozyten stellen einen sehr sensiblen Zelltyp dar. Insbesondere bei der 

Aufreinigung können behandlungsbedingte Irritationen dazu führen, dass die Zellen 

aktiviert werden und im schlimmsten Fall die eine oder andere Form des Zelltods,  

z. B. Apoptose oder Nekrose, erfahren [283,284]. Daher ist es essenziell, in Studien mit 

isolierten mononukleären Phagozyten geeignete Kontrollexperimente durchzuführen, 

welche einen Rückschluss auf den Erhalt der zellulären Funktionalität nach der Isolation 

erlauben. Um die generelle Funktionalität der hier isolierten mononukleären Phagozyten 

zu prüfen, erfolgte in dieser Arbeit in Kontrollexperimenten eine sukzessive kombinierte 

Behandlung der Zellen mit LPS (zur Induktion der Pro-IL-1β-Synthese) gefolgt von 

einem zweiten Gefahrenstimulus in Form von dem P2X7-Rezeptoragonisten BzATP oder 

dem Porenbildner Nigericin. Wie erwartet [11,32,33], resultierten diese Behandlungen 

zuverlässig in einer ATP-induzierten bzw. Nigericin-induzierten IL-1β-Sekretion, womit 

die grundsätzliche Funktionalität der isolierten Zellen bestätigt wurde. 

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Zytokin-Sekretion in primären humanen 

Monozyten nach 4-stündiger Ko-Kultur mit T. gondii-Tachyzoiten  

(multiplicity of infection [MOI] von 1:4 [Zellen:Tachyzoiten]) zeigte eine T. gondii-

induzierte signifikante Steigerung der IL-1β- (mittlere IL-1β-Sekretion: 

Kontrolle: 2 µg/ml; +T. gondii: 28 µg/ml; p-Wert = 0,0313) und IL-6-Sekretion  

(mittlere IL-6-Sekretion: Kontrolle: 0 pg/ml; +T. gondii: 95 pg/ml; p-Wert = 0,0313). 

Während die Ergebnisse zur T. gondii-induzierten IL-1β-Sekretion in primären humanen 

Monozyten in Übereinstimmung mit veröffentlichten Daten [209,211,213,217] sind, 

wurde eine erhöhte IL-6-Sekretion bisher nicht beschrieben. Selbst nach einer  

T. gondii-Konfrontation über einen längeren Zeitraum von 24 Stunden konnten  

Pelloux et al. (1994) keine erhöhte Sekretion von IL-6 in primären humanen Monozyten 

nachweisen, wobei die verwendete MOI nicht genannt wurde [218]. Interessanterweise 

zeigten Salazar Gonzalez et al. (2014) eine gesteigerte IL-6-Sekretion nach Behandlung 

primärer humaner Monozyten mit dem T. gondii-spezifischen Oberflächenmolekül 

Profilin [219], die jedoch in einer anderen Studie nicht bestätigt werden konnte [220].  

In der vorliegenden Arbeit führte die Tachyzoiten-Supplementierung zu LPS-stimulierten 
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primären humanen Monozyten zu signifikanten additiven Reaktionen bezüglich der  

IL-1β- (mittlere IL-1β-Sekretion: +LPS: 501 µg/ml; +LPS/T. gondii: 1415 µg/ml;  

p-Wert = 0,0313) und IL-6-Sekretion (mittlere IL-6-Sekretion: +LPS: 110 µg/ml, 

+LPS/T. gondii: 1419 µg/ml; p-Wert = 0,0313). Dieser Effekt wurde dagegen bei  

Lima et al. (2018) nicht beobachtet [212]. Dies könnte in unterschiedlichen 

experimentellen Bedingungen begründet sein: Lima et al. (2018) verwendeten denselben 

T. gondii-Stamm (RH), jedoch unterschieden sich die Experimente auf Ebene der  

LPS-Konzentration (500 ng/ml; hier:1 µg/ml), der MOI (1:2; hier: 1:4) und der 

Konfrontationszeit (16 Stunden; hier: 4 Stunden) [212]. Interessanterweise zeigten  

Lima et al. (2020), dass die Präsenz von T. gondii-Tachyzoiten die LPS-induzierte  

IL-1β-Sekretion in primären humanen neutrophilen Granulozyten hemmt [212]. 

Bezugnehmend auf die in der vorliegenden Arbeit gefundene erhöhte IL-1β-Sekretion in 

primären humanen Monozyten und den verfügbaren Daten von Lima et al. (2020) könnte 

dies insgesamt auf eine immunzelltyp-spezifische Zytokinregulation hinweisen.  
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4. Monozytäre Expression von Oberflächenrezeptoren 

(TLR2, TLR4) sowie von Zytoskelett- und Migrations-

assoziierten Markern (F-Aktin, CD11b) während der frühen 

Immunantwort gegen T. gondii-Tachyzoiten 

 

TLRs gehören zu einer hoch konservierten Familie von Transmembranproteinen, welche 

auf APCs, wie mononukleäre Phagozyten, exprimiert werden. Über diese Rezeptoren 

erkennen APCs invasive Krankheitserreger anhand von pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs). Die Bindung von PAMPs an TLRs aktiviert intrazelluläre Signalwege, 

welche weitergehende Immunreaktionen vermitteln [285]. In Säugetieren sind bisher 

13 verschiedene TLRs beschrieben, die sowohl plasmamembrangebunden als auch in 

intrazellulären Kompartimenten vorkommen und über spezifische Signalkaskaden eine 

pro-inflammatorische Zytokinsekretion sowie eine Hochregulation kostimulatorischer 

Moleküle wie CD40 und CD80 bewirken [286]. In immunologischen Therapien gelten 

TLR-Agonisten aufgrund ihrer ausgeprägten immunmodulierenden Eigenschaften als 

vielversprechende Ansätze, um die Aktivierung der angeborenen Immunantwort gezielt 

zu steuern [285]. Für die in der vorliegenden Arbeit untersuchte T. gondii-Tachyzoiten-

Konfrontation ist eine Beteiligung von TLR2 und TLR4 an der angeborenen 

Immunantwort in verschiedenen murinen Modellen während einer T. gondii-Infektion 

belegt, wobei T. gondii-Oberflächenmoleküle, wie Profilin oder 

Glycosylphosphatidylinositol (GPI), über TLR2 erkannt werden und nachfolgend die 

Zytokinproduktion in Makrophagen stimulieren [287,288]. In TLR2-defizienten Mäusen 

führten moderate T. gondii-Infektionsdosen zur effektiven Wirtsabwehr gegenüber dem 

Parasiten, während sich allerdings bei erhöhter Parasitenlast eine verstärkte 

Suszeptibilität der Tiere zeigte. Zusammengefasst sprechen diese Beobachtungen für eine 

unterstützende Rolle von TLR2 bei der Infektionskontrolle [288–290]. 

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen murinen Modellen konnte in der vorliegenden 

Arbeit keine veränderte Expression von TLR2 und TLR4 in der frühen Phase  

der T. gondii-Konfrontation in primären humanen und bovinen Monozyten  

nachgewiesen werden. Mögliche Gründe für unterschiedliche Immunantworten sind  

i. Wirtspezies-abhängige Unterschiede im Reaktionsmuster auf T. gondii [291],  

ii. zu geringe Parasitenlast und/oder Konfrontationszeit, sowie iii. abhängige 
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Immunreaktion von T. gondii-Stadien und den jeweiligen Antigenmustern. So konnte 

z. B. in der Studie von Muñoz-Caro et al. (2021) in bovinen Monozyten eine 

Hochregulation von TLR2 und TLR4 nach Konfrontation mit Sporozoiten des 

Apikomplexa Eimeria bovis nachgewiesen werden [292]. 

Neben TLR2 und TLR4 wurden in der vorliegenden Arbeit weiterhin Effekte einer 

T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation auf die Marker F‑Aktin und CD11b in den primären 

humanen und bovinen Monozyten untersucht. F-Aktin ist Bestandteil des Zytoskeletts, 

welches u. a. an der Freisetzung von ETs und am Phagozytoseprozess beteiligt ist 

[145,293]. CD11b ist in Immunzellen ein für die Migration zentrales Integrin, dessen 

Hochregulation die Überwindung von Endothelbarrieren erleichtert und einen Hinweis 

auf veränderte Transmigrationsprozesse liefert [294]. Im Gegensatz zu  

Ueno et al. (2014), die eine Förderung der T. gondii-Dissemination durch gesteigerte 

CD11b-Expression in primären humanen Monozyten fanden [294], konnte in der 

vorliegenden Arbeit weder für F-Aktin noch für CD11b ein Anstieg der Expression in 

primären humanen und bovinen Monozyten nach T. gondii-Konfrontation nachgewiesen 

werden. Mögliche Gründe für die abweichenden Ergebnisse können, wie bereits  

zuvor erwähnt, eine zu geringe Parasitenlast und/oder Konfrontationszeit sein.  

Unter den vorliegenden in vitro-Bedingungen konnte somit kein über CD11b- und  

F-Aktin-vermittelter Disseminationsvorteil für T. gondii-Tachyzoiten festgestellt 

werden, obwohl diese Stadien über infizierte Monozyten als „Trojanisches Pferd“ über 

Blut- und Lymphgefäße in das zentrale Nervensystem (ZNS) gelangen können [35,63].  
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5. Frühe Immunantwort des in vitro-THP-1-Zellmodells 

gegen T. gondii-Tachyzoiten 

 

Hintergrund: 

Die Isolation primärer Immunzellen ist ein aufwendiges Verfahren. Zudem sind bei 

Untersuchungen an Primärzellen stets Donor-abhängige Variationsbreiten zu 

berücksichtigen. Diese sind einerseits genetisch bedingt, andererseits aber auch von 

umweltbedingten Faktoren abhängig, die auf das Individuum einwirken, wie 

Krankheiten, Infektionen und Lebenssituationen [295]. Um die komplexen 

Immunreaktionen im menschlichen und tierischen Organismus unter standardisierten 

Bedingungen gezielt zu untersuchen, sind in vitro-Modell von großer Bedeutung 

[27,119,146]. Nachdem in Kapitel E.1 die Validierung des THP-1-Zellkulturmodells, 

insbesondere der daraus abgeleiteten differenzierten THP-1-M0-Makrophagen sowie 

differenzierten und polarisierten THP-1-M1- und M2-Makrophagen, in Hinblick auf die 

Morphologie, die Oberflächenmarkerexpression, die Zytokin-Sekretion und das 

Stoffwechselprofil, gute bis sehr gute Übereinstimmungen mit veröffentlichten 

Eigenschaften von M0-, M1- und M2-Makrophagen ergeben hatten, wurde im Anschluss 

untersucht, wie THP-1-Zellen auf eine Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten 

reagieren. Dabei wurden die zuvor in primären humanen und bovinen Monozyten 

beobachteten frühen immunologischen Reaktionen auf eine T. gondii-Tachyzoiten-

Konfrontation in den monozytären THP-1-Zellen und THP-1-Makrophagen 

(M0/M1/M2) untersucht. 

Morphologie: 

Nach Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten zeigten die monozytären THP-1-Zellen 

sowie die THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen phänotypisch eine Filopodien-basierte 

Orientierung in Richtung der Parasiten. Insbesondere bei den THP-1-M1-Makrophagen 

wurde eine ausgeprägte Zellausdehnung mit Bildung von Zellfortsätzen wie 

Lamellipodien und Pseudopodien beobachtet, welche bevorzugt, aber nicht 

ausschließlich, mit T. gondii-Tachyzoiten interagierten. Neben extrazellulär 

vorkommenden Tachyzoiten konnten viele dieser Stadien intrazellulär in THP-1-M1-

Makrophagen nachgewiesen werden. Wie bereits in mehreren Studien gezeigt, sind  
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THP-1-Makrophagen, die aus monozytären THP-1-Zellen differenziert und polarisiert 

wurden, grundsätzlich in der Lage zu phagozytieren [27,296–299]. Da in Experimenten 

der vorliegenden Arbeit ausschließlich vitale T. gondii-Tachyzoiten für die Konfrontation 

der Zellen verwendet wurden, konnte nicht unterschieden werden, ob die intrazellulär 

lokalisierten Parasiten durch Phagozytose aufgenommen wurden oder ob die vitalen 

Tachyzoiten die Zellen aktiv invadiert hatten. 

MET-Freisetzung: 

In der Literatur ist die Freisetzung von METs im in vitro-Modellsystem der THP-1-Zellen 

(monozytäre THP-1-Zellen, THP-1-M0- und M1-Makrophagen) dokumentiert und 

konnte durch verschiedene Stimuli beobachtet werden [25,28,147,149,150,153].  

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit waren in allen vier THP-1-Zelltypen 

klassische ET-Marker wie DNA, Histon und Myeloperoxidase (MPO) in extrazellulären 

Strukturen nachweisbar, wenn diese mit T. gondii-Tachyzoiten konfrontiert oder mit 

bekannten MET-Induktoren (A23187, Nigericin) behandelt wurden [21,28].  

Das Auftreten MET-positiver Zellen konnte in T. gondii-konfrontierten THP-1-Zellen 

grundsätzlich nachgewiesen werden. Dieses Phänomen trat jedoch in Analogie zu 

primären humanen und bovinen Monozyten tendenziell nur selten auf. Trotzdem ließ sich 

die MET-Freisetzung mithilfe verschiedener Methoden wie die Quantifizierung  

MET-positiver Zellen, extDNA und NAE zuverlässig quantifizieren, jedoch ohne, dass 

die T. gondii-Konfrontation einen signifikanten Effekt auf die MET-Freisetzung der 

Zellen zeigte. Die Messungen der LDH-Aktivitäten analog zu den Experimenten der 

Primärzellen belegten bei der Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten keinen Einfluss 

des Parasiten auf die Zellviabilität in den untersuchten THP-1-Zellen (mittlere LDH-

Aktivität: Monozytär: Kontrolle: 2 %, +T. gondii: 3 %; M0: Kontrolle/+T. gondii: 5 %; 

M1: Kontrolle: 7 %, +T. gondii: 9 %; M2: Kontrolle/+T. gondii: 8 %). Entgegen der 

Erwartungen aus veröffentlichten Arbeiten [21,28], induzierten auch die ET-Induktoren 

A23187 und Nigericin tendenziell nur selten eine METose. Dies bestätigte sich ebenfalls 

über die mikroskopische Quantifizierung MET-positiver Zellen als auch über die NAE, 

während die einfache Erfassung der extDNA auf deutlich höhere Werte hinwies.  

Diese Diskrepanz unterstreicht die Notwendigkeit, bei der ETose-Diagnose mindestens 

ein bildgebendes Verfahren parallel zur einfachen DNA-Quantifizierung zu verwenden, 

um ET-Strukturen verlässlich nachzuweisen und Verfälschungen über anderweitig 

freigesetzte DNA zu vermeiden. Parallel dazu zeigten Messungen der LDH-Aktivität in 



Erweiterte Diskussion 

148 

 

Nährmediumüberständen von ET-Induktor-behandelten Zelltypen (insbesondere 

A23187) stark erhöhte Werte (mittlere LDH-Aktivität: Monozytär: Kontrolle: 2 %, 

+A23187: 40 %; M0: Kontrolle: 5 %, +A23187: 67 %; M1: Kontrolle: 7 %, 

+A23187: 80 %; M2: Kontrolle: 8 %, +A23187: 60 %), was auf toxische Effekte bzw. 

vermehrten Zelltod hindeutete und aller Wahrscheinlichkeit deshalb Ursache für die 

erhöhten extDNA-Werte war. 

Zytokin-Sekretion: 

Ergänzend zur MET-Freisetzung wurde in der vorliegenden Arbeit die Sekretion der  

pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-6 aus THP-1-Zellen untersucht. Bisher ist 

deren T. gondii-Tachyzoiten-vermittelte Sekretion in der Literatur nur für monozytäre 

THP-1-Zellen und THP-1-M0-Makrophagen beschrieben [208,209,213,216].  

Analog zu den primären humanen Monozyten zeigten alle vier untersuchten  

THP-1-Zellen (Monozytär, M0, M1 und M2) eine zuverlässige, NLRP3-abhängige  

IL-1β-Sekretion nach kombinierter LPS/BzATP- oder LPS/Nigericin-Behandlung, wobei 

THP-1-M2-Makrophagen im Vergleich zu THP-1-M1-Makrophagen phänotypisch 

schwächer reagierten (mittlere IL-1β-Sekretion: M1: Kontrolle: 2 pg/ml, 

+LPS/BzATP: 1171 pg/ml; M2: Kontrolle: 3 pg/ml, +LPS/BzATP: 64 pg/ml) [262]. 

Unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen (4 Stunden, MOI 1:4) 

induzierten T. gondii-Tachyzoiten ausschließlich in THP-1-M1-Makrophagen eine 

signifikant erhöhte IL-1β-Sekretion (mittlere IL-1β-Sekretion: Kontrolle: 74 µg/ml; 

+T. gondii: 114 µg/ml; p-Wert = 0,0313). Die Tachyzoiten-Supplementierung zu  

LPS-stimulierten THP-1-Zellen führte in THP-1-M0-, M1, und M2-Makrophagen zu 

signifikant additiver IL-1β-Sekretion, mit dem stärksten Effekt in THP-1-M1-

Makrophagen (mittlere IL-1β-Sekretion: +LPS: 143 pg/ml; +LPS/T. gondii: 370 µg/ml;  

p-Wert = 0,0313) sowie in monozytären THP-1-Zellen zu erhöhter IL-6-Sekretion 

(mittlere IL-6-Sekretion: +LPS: 110 pg/ml; +LPS/T. gondii: 1419 µg/ml;  

p-Wert = 0,0156). Im Gegensatz dazu fanden Gov et al. (2013, 2017) nach T. gondii-

Tachyzoiten-Konfrontation eine erhöhte IL-1β-Sekretion in monozytären THP-1-Zellen 

nach 12/18 Stunden (MOI 1:2/1:3) [209,213], Chu et al. (2016) eine erhöhte IL-1β-

Sekretion in THP-1-M0-Makrophagen nach 4 Stunden (MOI 1:10) [216] und  

Castro et al. (2013) eine erhöhte IL-6-Sekretion in monozytären THP-1-Zellen nach 

24 Stunden (MOI 1:3) [208]. Die unterschiedlichen Befunde könnten auf Bedingungs-

abhängige Effekte (MOI, Konfrontationszeit) oder Phagozytose-abhängige Mechanismen 
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zurückzuführen sein. Letztere Mechanismen beschreiben Tosh et al. (2016) für  

humane Monozyten und murine DCs, wonach die Zytokin-Sekretion primär von der 

aktiven Aufnahme der T. gondii-Tachyzoiten abhängt [210]. 

Stoffwechsel: 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Stoffwechselprofil der monozytären THP-1-Zellen 

und THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen nach 6-stündiger T. gondii-Tachyzoiten-

Konfrontation untersucht. Primäre Monozyten wurden aufgrund limitierter 

Verfügbarkeit, hoher Anforderungen an die Zellkulturbedingungen sowie ethischer 

Einschränkungen nicht einbezogen [300]. Die 6-stündige Inkubationszeit wurde gewählt, 

da sie zum einen bei vergleichbaren Analysen anderer Apikomplexa wie Eimeria bovis 

bereits erfolgreich eingesetzt wurde [301], und sich zum anderen in Vorversuchen als 

optimale Bedingung für präzise Umsatzratenmessung der THP-1-Zellen herausstellte 

(Kapitel E.1). Die Umsatzraten werden als Differenz der Metabolitkonzentrationen in 

Nährmediumüberständen nach Inkubation mit Zellen im Vergleich zu zellfreien 

Kontrollen berechnet. Für verlässliche Messungen war daher eine 6-stündige Inkubation 

erforderlich. Die vorliegenden Stoffwechselanalysen zeigten, dass eine 6-stündige 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten ausschließlich in THP-1-M2-Makrophagen zu 

einer Umkehr des Alanin-Stoffwechsels (von Verbrauch zu Produktion) führte. Wie die 

Auswertung in Kapitel E.1 zeigte, schwanken die Alanin-Umwandlungsraten jedoch 

stark über die fünf biologischen Replikate hinweg, weshalb weitere Untersuchungen für 

valide Aussagen erforderlich sind. 

Schlussfolgerung: 

Zusammenfassend kann Folgendes konstatiert werden: Die in der vorliegenden Arbeit 

eingesetzte THP-1-Zelllinie erwies sich grundsätzlich als geeignetes in vitro-Modell zur 

detaillierten Untersuchung der frühen Immunantwort von mononukleären Phagozyten auf 

eine T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation. In Analogie zu den primären humanen und 

bovinen Monozyten führte die Konfrontation zu morphologischen Veränderungen, wie 

sie für aktivierte Immunzellen charakteristisch sind, während die Freisetzung von METs 

eine eher untergeordnete Rolle in der angeborenen Immunantwort der THP-1-Zellen 

gegen T. gondii spielte. Die Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und  

IL-6 nach T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation war in den primären humanen 

Monozyten um das 70-Fache höher als in den monozytären THP-1-Zellen.  
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Innerhalb der THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) war die T. gondii-induzierte  

IL-1β-Sekretion ausschließlich bei den THP-1-M1-Makrophagen signifikant, was darauf 

hindeutet, dass neben primären Monozyten auch pro-inflammatorische Makrophagen 

eine zentrale Rolle in der frühen angeborenen Immunantwort gegen T. gondii spielen 

könnten. Das Ergebnis, dass THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen ähnlich wie 

primäre humane Monozyten auf eine kombinierte Stimulation mit LPS und  

T. gondii-Tachyzoiten mit einer signifikanten Steigerung der IL-1β-Sekretion im 

Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung reagierten, lässt vermuten, dass Monozyten 

und Makrophagen in ähnlicher Weise über dieses Parasitenstadium aktiviert werden.  
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6. Methodische Limitationen und zukünftige Perspektiven 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation 

auf die frühe Immunantwort von primären humanen und bovinen Monozyten sowie 

monozytären THP-1-Zellen und ihren abgeleiteten M0-, M1- und  

M2-Makrophagen vergleichend untersucht. 

THP-1 ist eine humane, monozytäre Leukämie-Zelllinie mit nachgewiesenen genetischen 

Mutationen. Zum Zeitpunkt des dieser Arbeit waren 435 Mutationen in der 

Harmonizome-Datenbank des Ma'ayan Laboratory of Computational Systems Biology 

hinterlegt [302,303]. Es ist davon auszugehen, dass diese Mutationen 

Schlüsselfunktionen der Zellen beeinflussen, was zu signifikanten Unterschieden in 

Signalwegen und Stoffwechselregulationen zwischen monozytären THP-1-Zellen und 

nicht tumorös entarteten, primären Monozyten führt [27]. Die in vitro-Differenzierung 

der monozytären THP-1-Zellen zu THP-1-M0-Makrophagen durch PMA-Behandlung 

für 24 Stunden sowie die darauffolgende Polarisierung zu THP-1-M1-Makrophagen 

durch IFN-γ/LPS bzw. zu THP-1-M2-Makrophagen durch IL-4/IL-13 für 48 Stunden 

stellt einen vereinfachten, artifiziell herbeigeführten Prozess dar, welcher sich vom 

komplexen Ablauf der Makrophagen-Generierung im lebenden Organismus 

unterscheidet. In vivo wird die Differenzierung und Polarisierung von Makrophagen 

durch diverse Mediatoren wie M-CSF, GM-CSF und IL-34 sowie durch 

gewebespezifische Bedingungen wie Hypoxie und pH-Wert-Veränderungen gesteuert 

[300,304]. Nicht auszuschließen ist daher, dass Unterschiede zwischen der in vivo- und 

in vitro-Makrophagen-Generierung die Zellfunktion beeinflussen. Um die Modellierung 

der Differenzierung und Polarisierung von in vitro-Makrophagen zukünftig zu 

optimieren, ist es entscheidend, die vorhandenen experimentellen Daten kritisch zu 

hinterfragen, die Definition der Phänotypen zu präzisieren, die komplexen Zell- und 

Gewebeinteraktionen intensiver zu berücksichtigen sowie die Ergebnisse im  

in vitro-System kontinuierlich zu validieren [98]. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine über vitale  

T. gondii-Tachyzoiten ausgelöste, tendenzielle, jedoch statistisch nicht signifikante 

MET-Freisetzung (p-Wert = > 0,05) für primäre humane und bovine Monozyten sowie 

für monozytäre THP-1-Zellen und THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen 
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nachgewiesen werden. Die nur vereinzelt beobachtete METose in allen untersuchten 

Zelltypen deutet darauf hin, dass dieser Effektormechanismus im Vergleich zur NETose 

bei der angeborenen Immunabwehr gegen T. gondii-Tachyzoiten eine eher 

untergeordnete Rolle spielt. Signifikante Effekte der T. gondii-Konfrontation zeigten sich 

dagegen in der vorliegenden Arbeit bei der Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine 

IL-1β und IL-6 in beiden untersuchten Modellen (Primärzellen, THP-1-Zellen). 

Auf der Basis von eigenen Voruntersuchungen (vgl. Kapitel E.1) sowie veröffentlichten 

Studien [216,282,301] erfolgte die T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation in der 

vorliegenden Arbeit bei primären humanen und bovinen Monozyten sowie THP-1-Zellen 

unter Verwendung eines MOI (1:4) und eines definierten Beobachtungszeitpunkts  

(4 bzw. 6 Stunden). Die gewählten Konfrontationszeiten sollten insbesondere die frühe, 

angeborene Immunantwort erfassen. Aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit von 

humanen und bovinen Primärzellen war eine Ausdehnung der Experimente auf mehr 

denkbare Szenarien nicht möglich. Durchaus denkbar und in zukünftigen Studien zu 

überprüfen ist jedoch, ob MOI-abhängige Unterschiede bei der Konfrontation mit 

T. gondii-Tachyzoiten bestehen und ob eine höhere Parasitenzahl die beobachteten 

Effekte hinsichtlich morphologischer Veränderung, MET-Freisetzung, Zytokinsekretion, 

Expression von TLR2, TLR4, F-Aktin und CD11b sowie Stoffwechselumsatzraten in den 

untersuchten Zellen verstärkt. Ergänzend könnte geklärt werden, inwiefern kürzere oder 

längere Konfrontationszeiten die Ausprägung der zellulären Reaktionen beeinflussen. 

Bei Bestimmung der Zytokinsekretion wurde in der vorliegenden Arbeit routinemäßig 

die LDH-Aktivität in den zugehörigen Nährmediumüberständen als Maß für die 

Zellviabilität gemessen, um sicherzustellen, dass die gemessenen Zytokine von lebenden 

Zellen und nicht über Zelltod oder Zelllyse freigesetzt werden. Überraschenderweise 

zeigten die Zellen, welche mit gängigen Konzentrationen der häufig verwendeten  

MET-Induktoren A23187 oder Nigericin [21,28] behandelt wurden, erhöhte  

LDH-Aktivitäten (Anstieg um bis zu 73 %), was auf eine gewisse Toxizität der 

Substanzen hinweist. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer sorgfältigen 

Interpretation der erzielten Ergebnisse sowie einer kritischen Neubewertung der 

genannten ET-Stimuli bzw. ihrer Konzentrationen in weiterführenden Untersuchungen. 

Eine offene Frage der vorliegenden Arbeit bleibt, inwieweit die in THP-1-M1-

Makrophagen beobachteten intrazellulären Parasiten auf Phagozytose oder auf aktive 
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Infektion zurückzuführen sind. Ein direkter Vergleich zwischen hitzeinaktivierten und 

vitalen Tachyzoiten könnte hierzu zukünftig Aufschluss geben sowie klären, ob beide 

Stadien unterschiedliche Immunantworten induzieren. 

 

 

 

Primäre 

Monozyten 
THP-1-Zellen 

T. g.-Effekt in 

Parameter 

Human Bovin Monozytär  
M0-

Makrophagen 

M1-

Makrophagen 

M2-

Makrophagen 

Zellaktivierung ja ja ja ja ja ja 

MET-Freisetzung ja ja ja ja ja ja 

MET-positive 

Zellen 
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

exDNA-

Freisetzung 
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

NAE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

IL-1β-Sekretion 
↑+T.g. 

↑+LPS/T.g. 
 n.s. ↑+LPS/T.g. 

↑+T.g. 

↑+LPS/T.g. 
↑+LPS/T.g. 

IL-6-Sekretion 
↑+T.g. 

↑+LPS/T.g. 
 ↑+LPS/T.g. n.s. n.s. ↓+LPS/T.g. 

TLR2/4-, CD11b-, 

F-Aktin-Expression 
n.s. n.s.     

Stoffwechselprofil   n.s. n.s. n.s. 
Alanin 

  

Tabelle 2: Zusammenfassung der Effekte nach T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation 

 

Die Tabelle fasst die Effekte der Konfrontation mit Toxoplasma gondii-Tachyzoiten (T.g.) auf 

verschiedene Parameter der frühen Immunantwort in primären humanen (Human) und bovinen 

Monozyten (Bovin) sowie monozytären THP-1-Zellen (Monozytär) und THP-1-Makrophagen 

(M0-, M1- und M2-Makrophagen) zusammen. ↑/↓ = signifikante Erhöhung bzw. Abnahme im 

Vergleich zu nicht-konfrontierten Kontrollzellen bzw. LPS-behandelten Zellen (p ≤ 0,05); 

Alanin = Umkehr des Alanin-Stoffwechsels (von Verbrauch zu Produktion) im Vergleich zu 

nicht-konfrontierten Kontrollzellen;  = nicht untersucht; CD = Cluster of Differentiation; 

exDNA = extrazelluläre DNA; IL = Interleukin; LPS = Lipopolysaccharid; MET = 

monocyte/macrophage extracellular trap; NAE = nuclear area expansion; n.s. = nicht signifikant 

(p > 0,05); TLR = Toll-like Rezeptor. 
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F. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die Zellen des angeborenen Immunsystems stellen die entscheidende erste Abwehr gegen 

invasive Pathogene dar. Zu ihren klassischen Effektormechanismen gehören die 

Phagozytose von Pathogenen, die Produktion antimikrobieller Moleküle sowie die 

Sekretion von immunmodulierenden Zytokinen und Chemokinen. Im Jahr 2004 wurde 

zum ersten Mal beschrieben, dass neutrophile Granulozyten als Reaktion auf  

Gram-positive oder Gram-negative Bakterien extracellular traps (ETs) freisetzen 

können, welche aus DNA und antimikrobiellen Proteinen wie Histonen und dem Enzym 

Myeloperoxidase (MPO) bestehen. In den darauffolgenden Jahren wurde gezeigt, dass 

andere Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten und Makrophagen ETs 

freisetzen, welche als monocyte bzw. macrophage extracellular traps (METs) bezeichnet 

werden. Zu den Funktionen von ETs gehören das Einfangen, die Immobilisierung und in 

manchen Fällen auch die Abtötung von Pathogenen. Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur 

einen Bericht über die Toxoplasma gondii (T. gondii)-induzierte MET-Freisetzung, die 

von Monozyten von Seehunden stammten. 

T. gondii, der Erreger der Toxoplasmose, ist ein obligat intrazellulärer Parasit aus dem 

Stamm der Apikomplexa, welcher alle warmblütigen Lebewesen als Zwischenwirt sowie 

Katzen (Felidae) als Endwirt infiziert. In diesen Wirten lösen sich schnell teilende 

Tachyzoiten während der systemischen Ausbreitung eine angeborene und adaptive 

Immunantwort aus. Einige Tachyzoiten wandeln sich in Gewebezysten in Bradyzoiten 

um. In diesen können Bradyzoiten viele Jahre persistieren und im Falle einer 

Immunschwäche reaktiviert werden. 

Die vorliegende Arbeit untersuchte frühe (< 4 Stunden) angeborene Immunantworten 

mononukleärer Phagozyten gegen vitale T. gondii-Tachyzoiten in primären humanen und 

bovinen Monozyten sowie in der humanen monozytären Leukämie-Zelllinie THP-1 

(engl. = Tohoku Hospital Pediatrics-1). Dabei wurde eine 4-stündige Ko-Kultur von 

Immunzellen und T. gondii-Tachyzoiten unter Verwendung einer Multiplizität der 

Infektion (MOI, engl. = multiplicity of infection) von 1:4 (Zelle:Parasit) verwendet  

(mit Ausnahme der Stoffwechselanalysen mit einer verlängerten Konfrontationszeit von 

6 Stunden). 
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Die in vitro-Differenzierung von monozytären THP-1-Zellen zu unspezifischen  

M0-Makrophagen sowie die in vitro-Polarisierung von M0-Makrophagen zu  

pro-inflammatorischen M1- und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen ermöglichte 

es, den aktuellen Forschungsfokus auch auf verschiedene Makrophagen-Typen 

auszuweiten. Darüber hinaus ermöglichte die vergleichende Untersuchung von primären 

Immunzellen und den entsprechenden THP-1-Zelltypen der grundlegenden Frage 

nachzugehen, ob eine permanente Zelllinie für die Erforschung der immunologischen 

Aspekte in dieser Arbeit geeignet ist. Zu Beginn dieser Arbeit fehlten zuverlässige und 

standardisierte Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von M0/M1/M2-

ähnlichen Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen), welche zunächst von den 

Kooperationspartnern etabliert werden mussten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 

korrekte Differenzierung und Polarisierung von THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen 

anhand der Morphologie, der IL-1β-Sekretion, der Expression von pro- und  

anti-inflammatorischen Oberflächenmarkern sowie anhand der Stoffwechselprofile 

(Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse) verifiziert und bestätigt. 

Mikroskopische Analysen unter Verwendung von Rasterelektronenmikroskopie  

(SEM, engl. = scanning electron microscopy), Transmissionselektronenmikroskopie 

(TEM) und Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) bestätigten die Aktivierung von 

primären humanen und bovinen Monozyten sowie von monozytären THP-1-Zellen und  

THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) nach Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten.  

Das grundsätzliche Vorhandensein von METs nach der Parasitenkonfrontation wurde 

durch den Nachweis der Ko-Lokalisation von Histonen, MPO in den DNA-reichen 

Strukturen bestätigt, die von mononukleären Phagozyten freigesetzt wurden. Quantitative 

Analysen, welche auf der Bestimmung der Anzahl MET-positiver Zellen,  

der Freisetzung von extrazellulärer DNA (extDNA) und der Ausdehnung der 

Zellkernfläche (NAE, engl. = nuclear area expansion) in Immunzellen basierten, 

schlugen jedoch bei primären humanen und bovinen Monozyten, monozytären  

THP-1-Zellen und THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) fehl. Ebenso erreichte die durch 

MET-Induktoren A23187 und Nigericin induzierte MET-Freisetzung bei Primärzellen 

und THP-1-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen keine statistische Signifikanz. 

In den letztgenannten Fällen deuteten signifikant erhöhte Laktat-Dehydrogenase  

(LDH)-Aktivitäten, die in Zellkulturüberständen nachgewiesen wurden, auf eine hohe 

Rate an Zelltod und Zelllyse hin. 
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Die vorliegenden Analysen der Zytokin-Sekretion zeigten einen signifikanten Anstieg der 

IL-1β-Sekretion durch primäre, humane Monozyten, die mit T. gondii-Tachyzoiten allein 

oder in Kombination mit Lipopolysaccharid (LPS) konfrontiert wurden.  

In THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) induzierte jedoch nur die kombinierte 

Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten und LPS die IL-1β-Sekretion. Im Gegensatz 

dazu hatten in monozytären THP-1-Zellen weder Tachyzoiten, allein noch in 

Kombination mit LPS, einen Einfluss auf die IL-1β-Sekretion. Im Falle von IL-6 wurde 

in primären humanen Monozyten nach Konfrontation mit T. gondii-Tachyzoiten allein 

oder in Kombination mit LPS eine signifikant verstärkte Sekretion beobachtet.  

In monozytären THP-1-Zellen stieg die IL-6-Sekretion nur bei einer kombinierten 

Behandlung mit T. gondii-Tachyzoiten und LPS an, während THP-1-Makrophagen 

(M0/M1/M2) nicht mit einer signifikanten IL-6-Sekretion reagierten. 

Zudem beeinflusste die Konfrontation primärer humaner und boviner Monozyten mit 

T. gondii-Tachyzoiten weder die Expression der Immunrezeptoren TLR2 und TLR4 noch 

den Zytoskelett-assoziierten Marker F-Aktin oder den Migrations-assoziierten Marker 

CD11b. Ebenso wurden keine Parasiten-bedingten Veränderungen der Umsatzraten von 

Substraten und Metaboliten der Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse in 

Zellkulturüberständen von THP-1-Zellen festgestellt. 

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass die Sekretion von 

IL-1β und nicht die Freisetzung von METs entscheidend für die Auslösung der 

angeborenen Immunantwort in den ersten 4 Stunden nach Kontakt zwischen primären 

humanen und bovinen Monozyten mit T. gondii-Tachyzoiten ist. Darüber hinaus zeigte 

die Validierung des für die THP-1-Zelllinie entwickelten in vitro-Differenzierungs- und 

Polarisierungsprotokolls zur Generierung von THP-1-Makrophagen eine gute 

Übereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Merkmalen primärer und 

in vitro-generierter M1- und M2-Makrophagen. Dies betrifft die Expression pro- und 

anti-inflammatorischer Oberflächenmarker, die Sekretion von IL-1β und das  

Glykolyse-, Glutaminolyse-, Serinolyse- und energiebezogene Stoffwechselprofil.  

Das neuartige Differenzierungs- und Polarisierungsprotokoll steht nun für weitere 

immunologische Untersuchungen zur Verfügung.  



Summary 

157 

 

G. SUMMARY 

 

Cells of the innate immune system form the first critical line of defense against invasive 

pathogens. Their key effector mechanisms include phagocytosis of pathogens, production 

of antimicrobial molecules, and secretion of immunomodulatory cytokines and 

chemokines. In 2004, it was first demonstrated that neutrophils release extracellular traps 

(ETs) in response to Gram-positive or Gram-negative bacteria. These ETs consist of DNA 

and antimicrobial proteins, such as histones and the enzyme myeloperoxidase (MPO). 

Meanwhile, other innate immune cells like monocytes and macrophages were also 

reported to release ETs, which were termed monocyte or macrophage extracellular traps 

(METs). The function of ETs includes pathogen trapping, immobilization and, in some 

cases, pathogen killing. At the outset of this work, only one report existed on 

Toxoplasma gondii (T. gondii)-induced METs being formed by harbor seal monocytes. 

T. gondii represents the causative agent of toxoplasmosis and is an obligate intracellular 

parasite of the phylum Apicomplexa, which infects all warm-blooded organisms as 

intermediate hosts, as well as cats (Felidae) as definitive hosts. In these hosts, rapidly 

dividing tachyzoites trigger innate and adaptive immune responses during systemic 

dissemination. Some tachyzoites convert into bradyzoites in tissue cysts, where they can 

persist for many years, and may be reactivated in the case of host immunodeficiency. 

The current work examined early (< 4 hours) innate immune responses of mononuclear 

phagocytes against viable T. gondii tachyzoites in primary human and bovine monocytes, 

as well as in the human monocytic leukemia cell line THP-1  

(Tohoku Hospital Pediatrics-1). Therefore, a 4-hour co-culture of immune cells and 

T. gondii tachyzoites, applying a multiplicity of infection (MOI) of 1:4 (cell:parasite), 

was used (except for metabolic analyses, with a prolonged exposure of 6 hours). 

In vitro differentiation of monocytic THP-1 cells into non-specific M0 macrophages,  

as well as the in vitro polarization of M0 macrophages into pro-inflammatory M1 and 

anti-inflammatory M2 macrophages, allowed us to expand the current research focus also 

to different macrophage types. Moreover, the comparative study of primary immune cells 

and related THP-1 cell types enabled us to follow the fundamental question of whether 

permanent cell line are suitable for exploring the immunological aspects of this work.  

At the onset of this study, reliable, standardized protocols for differentiation and 
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polarization of THP-1-M0/M1/M2-like macrophages were lacking and needed to be 

established by the collaborative partners first. As part of this work, the correct 

differentiation and polarization of THP-1-M0/M1/M2-like macrophages was verified and 

confirmed based on morphology, IL-1β secretion, the expression of pro- and anti-

inflammatory surface markers, and metabolic profiles (glycolysis, glutaminolysis,  

and serinolysis). 

Microscopic analyses using scanning electron microscopy (SEM), transmission electron 

microscopy (TEM), and immunofluorescence microscopy (IFM) confirmed the activation 

of primary human and bovine monocytes, as well as monocytic THP-1 cells and  

THP-1 macrophages (M0/M1/M2), upon T. gondii tachyzoites exposure. The principal 

presence of METs after parasite exposure was confirmed by showing the co-localization 

of histones and MPO in DNA-rich structures released by mononuclear phagocytes. 

However, quantitative analyses based on the assessment of the number of MET-positive 

cells, extracellular DNA (extDNA) release, and nuclear area expansion (NAE) in  

immune cells failed for primary human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells, 

and THP-1 macrophages (M0/M1/M2). Similarly, MET release by primary cells and 

THP-1 cells, driven by the MET inducers A23187 and nigericin, did not reach statistical 

significance when compared to untreated cells. In the latter cases, significantly increased 

lactate dehydrogenase (LDH) activities, detected in cell culture supernatants, indicated a 

high rate of cell death and lysis. 

Current analyses of cytokine secretion revealed a significant increase in IL-1β secretion 

by primary human monocytes exposed to T. gondii tachyzoites, alone or in combination 

with lipopolysaccharide (LPS). However, in THP-1 macrophages (M0/M1/M2), only the 

combined exposure to T. gondii tachyzoites and LPS fostered IL-1β secretion. In contrast, 

in monocytic THP-1 cells, neither tachyzoites alone nor in combination with LPS 

influenced IL-1β secretion. In the case of IL-6, a significantly enhanced secretion was 

observed in primary human monocytes after exposure to T. gondii tachyzoites alone or in 

combination with LPS. In monocytic THP-1 cells, IL-6 secretion increased only upon 

combinatory treatment with T. gondii tachyzoites and LPS, while THP-1 macrophages 

(M0/M1/M2) did not react by significant IL-6 secretion. 

Moreover, T. gondii tachyzoite exposure of primary human and bovine monocytes  

neither affected the expression of the immune receptors Toll-like receptor (TLR)2 and 
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TLR4, nor of the cytoskeletal marker F-actin and the migration marker 

Cluster of Differentiation (CD)11b, when compared to untreated controls.  

Similarly, no parasite-driven changes in the conversion rates of substrates and metabolites 

of glycolysis, glutaminolysis, and serinolysis, as detected in THP-1 cell culture 

supernatants, were stated. 

Taken together, the current results suggest that the secretion of IL-1β, rather than the 

release of METs, is crucial for initiating the innate immune response during the first 

4 hours of primary human and bovine monocytes and T. gondii tachyzoites encounter. 

Moreover, the validation of the in vitro differentiation and polarization protocol, 

developed for the THP-1 cell line to generate THP-1 cell-derived macrophages, revealed 

a good agreement with the characteristics of primary and in vitro generated M1 and  

M2 macrophages, described in the literature, when considering morphology, pro- and 

anti-inflammatory surface marker expression, IL-1β secretion, and glycolysis, 

glutaminolysis, serinolysis, and energy-related metabolic profiles.  

The novel differentiation and polarization protocol is now available for other 

immunological investigations.  
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