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1 Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahren hat das Interesse am Immunsystem des Schweins stark
zugenommen. Als Ursache hierfir ist der zunehmende Einsatz des Schweins als
Modelltier flr verschiedene bio-medizinische Fragestellungen anzusehen (Saalmdaller
1998). Aber auch der Einsatz des Schweins als Organspender bei
Xenotransplantationen wird zunehmend wichtiger (Kenmochi et al. 1994). Neben
diesen wissenschaftlichen Fragestellungen spielt das Schwein natirlich auch eine
wichtige Rolle als Lebensmittel-lieferndes Nutztier. Im Rahmen der Produktion
tierischer Lebensmittel und der damit verbundenen Problematik, wie z. B. der
Antibiotikaresistenzen, ist es nétig, neue Methoden der Krankheitsprophylaxe zu

erforschen.

Nicht zuletzt fur die Entwicklung neuer Impfstoffe oder der Uberpriifung der
Wirksamkeit vorhandener Vakzine ist eine genaue Kenntnis des porcinen
Immunsystems von Bedeutung, um die Interaktionen von diversen Pathogenen mit

dem Immunsystem analysieren zu kdnnen (Saalmuller 1998).

Der adaptiven Immunitat, die nach erstmaligem Kontakt mit wirtsfremden Antigenen
einen komplexen Abwehrmechanismus aufbaut, steht die Resistenz gegenuber. Als
Resistenz werden all die Effekte bezeichnet, die das Auslosen einer
Infektionskrankheit verhindern oder deren Ausmald zumindest einschrénken.
Genetisch bedingte Resistenzunterschiede bei Nutztieren sowie der Maus sind seit
langem bei zahlreichen Infektionskrankheiten bekannt. Vor allem bei der Maus
erfolgten in vielen Fallen Selektionen in Populationen auf Grund von Resistenzen
(Cole 1968; Madden et al. 1993; Vogeli et al. 1997b; Stear und Wakelin 1998).

In der vorliegenden Studie sollen die Resistenzunterschiede zwischen zwei
Schweinerassen, européisches Pietrain (PE) und chinesisches Meishan (ME), sowie
der hieraus gewonnenen F2-Generation gegenuber einem protozoischen Erreger,
Sarcocystis miescheriana, als Hinweis auf eine differierende genetische Ausstattung
zur Erregerabwehr erfasst werden. Hierzu wird in verschiedenen aufeinander

aufbauenden Arbeiten die Variabilitat der klinischen und immunologischen
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MerkmalsauRerungen auf eine experimentelle Infektion untersucht. Erste
Untersuchungen ergaben Resistenzunterschiede zwischen PE- und ME-Schweinen,
die sich in Kklinischen, serologischen, hamatologischen und parasitologischen

Befunden zeigten (Reiner et al. 2002a).

Als Zielstellung dieser Arbeit werden folgende Fragen formuliert:

1. Ist es maoglich, eine Immunantwort des Schweins gegeniber Sarcocystis
miescheriana zu charakterisieren?

2. Besteht eine Korrelation zwischen den immunologischen Vorgangen im
Schwein und dem Lebenszyklus des Parasiten Sarcocystis miescheriana
besteht?

3. Koénnen unterschiedliche immunologische Reaktionen der reinrassigen
Schweinerassen festgestellt werden?

4. Bestehen Korrelationen zwischen einer mdglichen Immunantwort der
reinrassigen Tiere im Vergleich zu den F2-Tieren?

5. Lasst sich auf Grund der gewonnenen Erkenntnisse eine maogliche

Vererblichkeit einer Krankheitsresistenz erwarten?
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2 Literaturubersicht

2.1 Bisheriger Erkenntnisse im Bereich der Nutzung von

Krankheitsresistenzen in Bezug auf S. miescheriana

Bisher wurden natirliche Resistenzen gegentuber Infektionskrankheiten beim
Schwein bei Virosen (Oura et al. 1998; Reiner et al. 2002b), Bakteriosen
(Bertschinger et al. 1993; Vogeli et al. 1997a) und Parasitosen (Lunney und Murrell
1988; Sciutto et al. 2003) beschrieben. Hierbei wurden Populationsunterschiede
beobachtet, aber auch zugrunde liegende molekulare Mechanismen untersucht. In
einigen Fallen gelang sogar der Einsatz von Resistenzgenvarianten in der Praxis
(Reiner 2003).

Der Einsatz von gegen ausgewahlte Krankheiten resistenten Schweinepopulationen
kann in der Praxis zu einem verbesserten Gesundheitsstatus des
Schweinebestandes und infolge dessen zu verminderten Leistungseinbuf3en sowie
geringeren Tierverluste fihren. Im Weiteren resultieren hieraus der verringerte
Einsatz von Chemotherapeutika und eine verminderte Ruckstandsproblematik,
welches fur den Verbraucher zuséatzliche Sicherheit fur den Verzehr von tierischen
Lebensmitteln bedeutet. Allerdings ist die kommerzielle Nutzung von
Krankheitsresistenzen problematisch. Zum einen gibt es vielfaltige Moglichkeiten der
Ausbildung von Resistenzmechanismen sowie der Immunantwort. Zum anderen
erweist sich der Grad der Vererblichkeit oft als niedrig. Letzteres zwingt in
konventionellen Zuchtprogrammen zu aufwendigen Nachkommenspriufungen (Hepp
und Reiner 2006).

Bisherige Untersuchungen von Reiner et al. (2002) haben gezeigt, dass es
unterschiedliche Empfindlichkeiten der Rassen ME und PE gegenlber einer
Sarcocystis miescheriana-Infektion gibt. Die wesentlichen Unterschiede bestanden in
bei den ME um den Faktor 20 und 200 geringeren Zystozoitenmengen in der
Skelettmuskulatur bzw. im Herzmuskel. Damit korreliert waren Unterschiede in den
infektionsbedingt auftretenden Fieberschiben, d. h. die mit der Besiedlung der
Muskulatur ansonsten auftretende Temperaturerhohung unterblieb bei den ME (zur
endogenen Entwicklung von S. miescheriana und zur Klinik siehe Kapitel 2.2).
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Auf Grund dieser Voruntersuchungen wurden die beiden Rassen als Tiermodell zur
Untersuchung natirlicher Resistenzunterschiede gegentber einem parasitaren
Erreger als geeignet angesehen.

Unterschiede in der Empfindlichkeit verschiedener Rassen gegenuber einem Erreger
bei identischen Infektionsbedingungen weisen auf die Beteiligung von auf Genen
lokalisierten Resistenzfaktoren hin. Zur Ermittlung dieser sogenannten quantitativen
Genorte (quantitativ trait loci; QTL) wird die Erstellung von F2-Familien aus zwei
Ausgangsrassen mit unterschiedlicher Resistenzlage angestrebt. Dies konnte bereits
anhand der F2-Familen aus PE und ME erfolgreich durchgefiihrt werden, wobei auch
Daten aus dieser Arbeit einbezogen wurden (Reiner et al. 2007).

Als Teil des DFG-Projektes der ,Analyse von QTLs, Kandidatengenen und beteiligten
Faktoren fur die Empfindlichkeit/Resistenz gegenuber S. miescheriana beim
Schwein” soll es die Aufgabe dieser Arbeit sein, vor allem die zellulare Immunantwort
des Schweines gegenlber S. miescheriana bei reinrassigen du F2-Tieren zu

beschreiben.
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2.2 Apicomplexa
2.2.1 Allgemeine Eigenschaften von Apicomplexa

2.2.1.1 Systematik, Aufbau und Biologie

Der Stamm Apicomplexa gehort zu den Protozoen. Alle Apicomplexa leben als
intrazellulare Parasiten. Das charakteristische Merkmal der Apicomplexa ist eine
Gruppe von Organellen im apikalen Bereich, der so genannte Apikalkomplex. Er
setzt sich zusammen aus dem Polring, subpellikularen Mikrotubuli, Konoid,
Rhoptrien, Mikronemen und sogenannten Dichten Granula. Mikronemen und
Rhoptrien sind auf die invasiven Stadien, die Sporozoiten und Merozoiten beschrankt
(Levine 1973; Chobtar und Scholtyseck 1982a). Die Mikronemen stellen Gber von
ihnen sezernierte Proteine die Verbindung zur Wirtszelle her und sind an der
Bewegung des Parasiten auf der Wirtszellmembran beteiligt (Dubremetz 1993;
Dubremetz 1998; Soldati et al. 2001; Tomley et al. 2001). Die Charakterisierung der
Mikronemenproteine erfolgte besonders bei Toxoplasma gondii und Eimeria tenella
(Tomley et al. 1991; Kawazoe et al. 1992; Fourmaux et al. 1996; Tomley et al. 1996;
Carruthers et al. 1999; Brown et al. 2000; Brydges et al. 2000; Soldati et al. 2001,
Tomley et al. 2001), aber auch flr Sarcocystis muris sind drei Proteine beschrieben
(Tomley und Soldati 2001; Klein et al. 2003). Sie sind vor allem durch Doménen mit
adhasiven Eigenschaften bestimmt. Die Rhoptrien sezernieren u. a. Molekile, die
beim Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle eine Rolle spielen (Scholtyseck und
Mehlhorn 1970; Perkins 1992; Dubremetz 1993). Rhoptrienkomponenten sind an der
Bildung der Parasitophoren Vakuole beteiligt (Sam-Yellowe 1996). Dichte Granula
liegen in der Regel dicht vor dem Kern (Scholtyseck 1979), werden nach der
Invasion der Wirtszelle in der Parasitophoren Vakuole freigesetzt (Daszak et al.
1993; Dubremetz et al. 1998) und in die Wand sowie das tubulo-retikulare Netzwerk
der parasitophoren Vakuole integriert (Sibley et al. 1986; Dubremetz et al. 1998).
Dichte Granula haben offenbar auch eine Funktion bei der Zellinvasion, da
monoklonale Antikdrper gegen Dichte Granula von T. gondii in vitro und in vivo das
Eindringen von Tachyzoiten in Wirtszellen beeintrachtigen (Cha et al. 2001).

Bei den Apicomplexa kénnen geschlechtlich differenzierte Formen unterschieden

werden (Levine 1986). ,Makrogamont® bzw. ,Makrogamet® bezeichnen das unreife
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bzw. reife weibliche Entwicklungsstadium, die mannlichen Entwicklungsstadien sind

Mikrogamonten bzw. -gameten.

2.2.1.2 Gattung Sarcocystis

Die Gattung Sarcocystis wurde 1843 erstmals von Miescher als ,milchig-weil3e
Streifen” in der Skelettmuskulatur der Hausmaus beschrieben (Miescher 1843). Kihn
beschrieb einen ahnlichen Parasiten beim Schwein und nannte ihn Synchrytium
miescherianum (Kiuhn 1865). Da dieser Gattungsname bereits vergeben war,
wechselte der Name zu Sarcocystis (Lankester 1882) und Labbé schliellich legte
den endgultigen Namen fir die Art mit Sarcocystis miescheriana fest (Labbé 1899).
Der von Miescher urspringlich bei der Maus beschriebene Parasit wurde 1885 von
Blanchard erneut beschrieben (Blanchard 1885) und 1886 von Raillet Sarcocystis
muris genannt (Ashford 1978). Bis 1972 wurden zahlreiche Spezies von Sarcocystis
benannt, aber erst Rommel und Mitarbeiter (Rommel und Heydorn 1972; Rommel et
al. 1972) gelang es, den zweiwirtigen Lebenszyklus der Gattung zu beschreiben. Der
indirekte ontogenetische Entwicklungsprozess ist gekennzeichnet durch den
Wechsel von geschlechtlicher (Gametogonie) und ungeschlechtlicher (Sporogonie
und Schizogonie) Vermehrung. Kurz darauf folgte die Entdeckung der vaskuléren
Phase und damit eine Erklarung der zum Teil hohen Pathogenitat der Sarkosporidien
im Zwischenwirt (Fayer und Johnson 1973). 1974 wurde der Hund als Endwirt fur
eine der Spezies beim Schwein erkannt (Rommel et al. 1974). Die Ausbildung einer
schitzenden Immunitat vom Zwischenwirt Schwein gegeniber Sarcocystis

miescheriana wurde 1981 erstmals von Dubey beschrieben (Dubey 1981).

2.2.1.2.1 Sarcocystis-Arten beim Schwein

Beim Schwein existieren drei Sarkosporidien-Arten: S. miescheriana und S.
suihominis sind als wirtschaftlicher Verlustfaktor, S. suihominis auch als
Zoonoseerreger von Bedeutung; S. porcifelis hat keine klinische Rolle (Barrows et al.
1982a; Dubey et al. 1989; Tenter et al. 1989). Endwirte von S. miescheriana sind der
Hund und andere Kaniden (Rommel et al. 1979). Bei S. suihominis ist der Mensch
(Heydorn 1977), bei S. porcifelis die Katze (Dubey et al. 1989) der Endwirt.

6
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Die Sporozysten von S. miescheriana im Hundekot sind ca. 12,6 x 9,6 um groR3
(Rommel et al. 1974; Mehlhorn und Heydorn 1978; Zayed und El-Ghaysh 1998).

Die reifen Gewebszysten von S. miescheriana sind ca. 1500 pm lang und bis zu 200
pum dick. Sie besitzen eine dicke (3-6 pm) Zystenwand und sind gekammert. Die
Protrusionen der Zystenwand sind bis zu 5 um lang und 1,3 um breit (Erber 1977;
Mehlhorn und Heydorn 1978). Im Mikroskop erscheint die Wand palisadenartig.
Unreife Gewebszysten sind ab dem 27 Tag p. i. mikroskopisch nachweisbar, ab dem
58. Tag sind die Zysten infektios (Heydorn et al. 1981; Barrows et al. 1982a). Sie
enthalten die auch als Bradyzoiten bezeichneten Zystozoiten. Diese sind ca. 15 pum
grof3 und ,bananenférmig”. In einer Gewebszyste sind mehrere tausend Zystozoiten

enthalten.

2.2.1.2.2 Entwicklungszyklus von S. miescheriana

Der Endwirt (Hund, Fuchs, Waschbar) nimmt rohes, zystenhaltiges Muskelfleisch oral
auf. Im Duodenum werden dann die ca. 15 pm grof3en Zystozoiten frei und siedeln
sich in Zellen der Dunndarmwand an. Im Rahmen der Gamogonie reifen die
Gamonten in den Enterozyten zu Gameten heran, und aus dem befruchteten
Makrogameten entsteht die umschalte Zygote oder unsporulierte Oozyste. Ab dem 5.
Tag p. i. erfolgt in der Darmwand die Sporogonie, bei der in der Oozyste zwei
Sporozysten mit je vier Sporozoiten entstehen. Die Sporozysten werden ab dem 8.
Tag p. i. Uber den Kot ausgeschieden (Rommel et al. 1974). Diese Stadien stellen
die infektionsfahigen Formen fur den Zwischenwirt dar.

Im Zwischenwirt erfolgt nun die Schizogonie, eine ungeschlechtliche Vermehrung mit
mehreren Schizontengenerationen. Das Schwein nimmt hierzu die Sporozysten oral
auf, und im Darm werden die darin enthaltenen Sporozoiten frei. Diese dringen in die
Endothelzellen der ventsen GeféalRe des Darms und darmnaher Bereiche ein. Hier
kommt es zwischen dem 5. und 7. Tag p. i. in Form einer Endopolygenie zur ersten
Schizogonie. Die entstandenen Merozoiten werden unter Zerstérung der Wirtszellen
frei, und befallen nun Endothelzellen von Kapillargefa3en aller Organe. Besonders
betroffen sind hierbei das Herz und die Niere. Es erfolgt erneut eine Endopolygenie
zwischen dem 12. und 14. Tag p. i. (2. Schizogonie). Die zweite
Merozoitengeneration dringt ab dem 27. Tag p. i. in die Muskelzellen ein (Barrows et

al. 1982a; Levine 1986) und bildet zunachst dinnwandige Zysten aus. Die in der

7
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gestreiften Muskulatur erfolgende dritte Schizogonie lauft wieder in Form einer
Endodyogonie (wiederholte Zweiteilung) ab. Bis zum 70. Tag p. i. reifen
dickwandigen Sarkozysten heran. Fur den Hund sind die Parasitenstadien aus den
Zysten ab dem 58. Tag p. i. infektios (Erber und Geisel 1979). Betroffen von der
Zystenbildung ist vor allem die Zungen-, Kau- und Zwerchfellmuskulatur. Aber auch
die ubrige Skelettmuskulatur und das Herz werden besiedelt. Die Zysten sind
makroskopisch als dinne weil3e Linien erkennbar. Nach dem 120. Tag p. I.
degenerieren sie (Schnieder und Rommel 1983; Rommel 1985; Heydorn und
Weniger 1988).

Der Zyklus schlie3t sich, wenn der Endwirt Hund rohes, zystenhaltiges Fleisch

aufnimmt.

2.2.1.2.3 Klinik, Diagnose, Pathologie und Behandlung der S. miescheriana-

Infektion

Beim Endwirt verlauft die Infektion meistens symptomlos. Nur nach Aufnahme einer
gro3en Anzahl von Zystozoiten konnen Diarrhdoe und Stérungen des allgemeinen
Befindens auftreten. Die Prapatenz betragt 9 bis 10 Tage, die Patenz kann mehrere
Monate dauern (Rommel et al. 1974). Bis zu 5,8 Mio. sporulierte Oozysten oder
Sporozysten werden mit der Zeit ausgeschieden. Nach einer einmaligen Infektion
bildet der Endwirt eine geringe Immunitat aus, die sich darin auf3ert, dass bei
Reinfektionen nur Uber einen kurzen Zeitraum und nur noch sehr wenige Oozysten
ausgeschieden werden (Rommel et al. 2000b).

S. miescheriana ist fir Schweine als Zwischenwirte hochpathogen. Allerdings ist die
Schwere der Erkrankung von der Zahl der aufgenommenen Sporozysten abhéngig.
Des Weiteren besteht eine zeitliche Korrelation zwischen dem Auftreten der beiden
Schizontengenerationen und klinischer Symptome (Fayer und Kocan 1971; Erber
und Geisel 1979; Heydorn et al. 1981; Barrows et al. 1982b; Schnieder und Rommel
1983). Liegt die aufgenommene Sporozystenzahl bei 10° oder niedriger, erkrankt das
Tier an einer milden Sarkozystose. Die Autoren wollten mit der Verabreichung einer
solchen Infektionsdosis Feldbedingungen simulieren. Hier kommt es zwischen dem
12. und 15. Tag p. i. zu einem Anstieg der Korpertemperatur. Gleichzeitig ist die

Futteraufnahme reduziert. Bei der anschliel3enden chronischen Muskelsarkozystose
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steigen ab dem 28. Tag p. i. der CK- und der ASAT-Wert an (Daugschies et al.
1988Db).

Die akute Sarkozystose ist durch einen zweigipfeligen Fieberverlauf charakterisiert,
dessen Maxima zwischen dem 5. und 9. Tag p. i. (1. Schizogonie) und dem 11. und
14. Tag p. i. (2. Schizogonie) liegen. Wahrend es in der ersten Phase nur zu einer
geringen Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens kommt, treten ab dem 11. Tag p.
I. Andmie, Dyspnoe, Apathie und Frel3unlust auf. Bei schweren Verlaufen kommt es
auch zu zyanotischen Verfarbungen der Akren. Der Tod kann 2 bis 3 Tage spéater
eintreten. In der Sektion zeigt sich eine generalisierte hdmorrhagische Diathese mit
petechialen Blutungen in Haut, Unterhaut, Serosen und Lymphknoten. Besonders
ausgepragt sind die Petechien im Epi- und Endokard sowie der Pleura pulmonalis
(Zielasko et al. 1981; Daugschies et al. 1989b). Bei mehr als 3 x 10°
aufgenommenen Sporozysten fuhrt die Krankheit in den ersten 14 Tagen p. i. nahezu
regelmafig zum Tod (Becker et al. 1979; Erber und Geisel 1979).

Ein weiterer bisher wenig beachteter kleiner Schub kann sich mit dem Beginn der
letzten Schizogonie in den Muskelzellen einstellen. Reiner et al. (2002) berichten bei
PE in der 4. bis 6. Woche p. i. von einer stark erhdhten Herzfrequenz und Fieber, das
dem mit dem Ende der zweiten Schizogonie um den 14. bis 17. Tag p. i
einsetzenden nicht wesentlich nachstand. Wie oben bereits angefihrt, sind es
gerade diese Erscheinungen, die beim ME ausbleiben.

Mastschweine, die eine schwere Sarcocystis-Infektion Uberlebt haben, zeigen
vermindertes Wachstum und eine reduzierte Gewichtszunahme (Daugschies et al.
1987; Daugschies et al. 1988a; Daugschies et al. 1988b). Nach Schlachtung der
Tiere zwischen dem 70. und 120. Tag p. i. erscheint die Muskulatur wassrig, weich
und grau-rosa. Zudem finden sich zahlreiche Zysten (Heydorn und Weniger 1988).
Die Fleischqualitat verbessert sich allerdings in dem MalR wie sich die Zahl der
Zystozoiten pro Gramm Muskulatur durch eine ab dem 120. Tag p. i. einsetzende
Zystendegeneration vermindert; in einigen Fallen beginnt diese bereits ab dem 70
Tage p. i. (Schnieder und Rommel 1983). Bei einer Mastdauer von durchschnittlich
161 Tagen finden sich im Anschluss an eine Sarcocystis-Infektion in der Muskulatur
kaum noch Zysten und Abweichungen in der Fleischqualitat (Heydorn und Weniger
1988).

Eine Diagnose der akuten Sarkozystose uUber Serumantikdrper ist schwierig, da

diese erst nach dem Abklingen der klinischen Symptome auftreten. Der Nachweis
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von zirkulierendem Antigen (O'Donoghue und Weyreter 1983) ist nicht bis zur
Praxisreife entwickelt. Post mortem lasst sich die akute Sarkozystose am besten
histologisch durch den Nachweis des Parasiten in den Kapillarendothelien der
Herzmuskulatur feststellen. In der quergestreiften Muskulatur lassen sich spéter die
Zystozoiten durch Verdauungsmethoden und histologische Schnitte nachweisen
(Zielasko et al. 1981).

Eine praxistaugliche Therapie ist zurzeit nicht bekannt. Als Prophylaxe kénnen in
einer Tagesdosis von 10 mg/KGW Toltrazuril tber 4 Tage oder 4 mg/kg KGW
Salinomycin taglich dem Futter beigegeben werden. Dies verhindert aber lediglich

akute Erkrankungen und drastische Gewichtsverluste (Rommel et al. 2000a).

2.2.1.2.4 Epidemiologie und Bedeutung der Sarcocystis-Infektionen beim

Schwein

Die Gattung Sarcocystis ist in Mitteleuropa beim Schwein weit verbreitet. Trotzdem
sind reprasentative Daten aus den letzten Jahren dirftig. Epidemiologische
Untersuchungen hatten gezeigt, dass 18% bis 35% der Zuchtschweine in
Siuddeutschland Gewebezysten aufwiesen (Boch et al. 1978), doch waren in
spateren Untersuchungen lediglich 4% der Mastschweine in Westdeutschland
betroffen (Furmanski 1987). AufRerhalb Deutschlands wurden in 32% von 348
geschlachteten Schweinen in Osterreich (Hinaidy und Supperer 1979), in 18% von
893 geschlachteten Sauen in den USA (Dubey und Powell 1994) und in 16% von
104 Sauen in Japan (Omata et al. 1993) Gewebezysten bedingt durch Sarcocystis
spp. nachgewiesen. Ein Nachweis von Antikdrpern gegen Sarcocystis spp. gelang in
Suddeutschland bei 15 bis 35% der geschlachteten Schweine (Neumayer 1982), in
Spanien sogar bei 100% (Pereira und Bermejo 1988). Eine aktuelle Studie aus
Hessen wies in 72% aller untersuchten Ferkelerzeugerbetriebe Antikorper gegen
Sarcocystis spp. nach; 28% der Sauen war seropositiv (Damriyasa et al. 2004).
Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass das Vorhandensein von Antikdrpern nicht
unbedingt auch das Vorhandensein von Gewebezysten bedingt (Furmanski 1987).
Auch ist es auf Grund des serologischen Nachweises nicht moéglich zwischen den
einzelnen Sarcocystis-Arten zu differenzieren.

Die Sporozysten von S. miescheriana sind sehr resistent gegenuber

Umwelteinflissen. Durch den Kot des Endwirtes werden Futterfelder oder
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Weideflachen verunreinigt, und Sporozysten koénnen von dort in Klaranlagen
abgeschwemmt werden, welche sie unbeschadet Uberstehen; von dort gelangen sie
dann in Bewasserungsanlagen oder wieder auf Weideflachen oder Futterfelder. Bei
Trockenheit sind die Sporozysten bis zu 10 Wochen, bei Feuchtigkeit sogar jahrelang
infektios (Rommel et al. 2000c). Zur Verbreitung tragen auch koprophage Insekten
und Regenwirmer bei (Rommel 1985).

Eine akute Erkrankung durch S. miescheriana wurde in der Praxis bisher nur
gelegentlich beobachtet (Zielasko et al. 1981), obwohl nach den Prévalenzen
anzunehmen ist, dass es in vielen Betrieben zu anhaltenden Infektionen kommt. Hier
spielt eine Rolle, dass eine Uberstandene Infektion mit S. miescheriana zumindest zu
einer kurzzeitigen Immunitat fahrt, die allerdings ab dem 80. Tag p. i. nachlasst und
ab dem 120. Tag so gut wie verschwunden ist, somit eine Praimmunitat darstellt.
Dennoch scheint dies fur die Entwicklung eines enzootischen Gleichgewichts
auszureichen (Schnieder und Rommel 1983).

Die Gewebszysten von S. miescheriana und S. suihominis in der Muskulatur lassen
sich makroskopisch nicht unterscheiden (Heydorn und Weniger 1988). Dies bedingt
im Rahmen der Fleischbeschau, dass alle makroskopisch erkennbar mit
Sarkosporidien befallenen Tierkdrper und Organe als untauglich beurteilt werden
missen (VO (EG) 854/2004 Anhang | Abschnitt Il Kapitel V Nummer 1 Buchstabe h),
obwohl nur S. suihominis als Zoonoseerreger eine Rolle spielt. Der Rohverzehr von
infiziertem Fleisch kann beim Menschen nach 6 bis 10 Stunden zu Durchfallen,
Ubelkeit und Benommenheit filhren. Besonders immunsupprimierte Personen sind
stark gefahrdet (Schnieder 2003). Die humanpathogene Art S. suihominis ist zwar
nicht so weit verbreitet wie S. miescheriana (Hinaidy und Supperer 1979; Furmanski
1987), aber Sarcocystis-Infektionen spielen insgesamt auch eine wirtschaftliche Rolle
durch Wachstumsbeeintrachtigungen und Mindergewichtszunahmen in der
Schweinemast (Boch et al. 1980; Daugschies et al. 1988b; Dubey 1993).

Eine Bek&mpfung der Sarkosporidiose kann nur durch straffe hygienische
Maflinahmen erfolgen. Wichtig hierfur ist die Unterbrechung des obligat zweiwirtigen
Entwicklungszyklus. Zur Vermeidung von S. miescheriana-Infektionen sollten Hunde
nicht mit ronem Schweinefleisch gefittert werden und keinen Zugang zum Stall der
Schweine haben. Die Bekampfung von S. suihominis ist etwas schwieriger. Die

getrennte  Sammlung tierischer und menschlicher Fakalien konnte aber eine
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Kontamination von Futteranbauflachen vermeiden (Boch et al. 1980; Heydorn und
Weniger 1988).

Uber das Vorkommen von Sarcocystis spp. bei Hund und Katze in Deutschland
existieren Daten aus dem Probenaufkommen der Tierérztlichen Hochschule
Hannover von 1984 bis 2003. Im Zeitraum von 1984 bis 1991 wurden 3329
Hundekotproben untersucht und in 3% der Falle konnte Sarcocystis spp.
nachgewiesen werden (Epe et al. 1993). Fur den Zeitraum 1993 bis 1997 gelang der
Nachweis nur sehr selten und unregelmafiig. Lediglich 0,19% der 2289 Kotproben
waren Sarcocystis spp. positiv (Epe et al. 1998). Fiur den Zeitraum 1998 bis 2002
konnten in keiner von 1281 Kotproben Sarcocystis spp. hachgewiesen werden (Epe
et al. 2004). Dagegen steht eine Verdffentlichung von Barutzki & Schaper (2003).
Hier wurden von 1999 bis 2002 die Kotproben von 8438 Hunden und 3167 Katzen
auf Endoparasiten untersucht. Sarcocystis spp. wurden bei 9% der Hunde und 2%
der Katzen nachgewiesen. Junge und alte Tiere waren gleichermalRen betroffen
(Barutzki und Schaper 2003).

2.2.2 Immunologische Eigenschaften der Gattung Sarcocystis

Die immunologische Antwort von Wirbeltieren wurde im Zuge der Phylogenie u.a.
entwickelt, um einen Wirt vor infektiésen Erregern zu schitzen. Gleichzeitig haben
die Erreger, insbesondere Parasiten Mechanismen hervorgebracht, um sich der

Immunantwort entgegenzusetzen.

Schweine, die mit S. miescheriana-Sporozysten infiziert werden, entwickeln nach der
Infektion Serumantikdrpern. Diese Antikorper konnen u. a. im ELISA nachgewiesen
werden (O'Donoghue und Weyreter 1984). Spezifische IgM-Antikérper sind ab dem
8. Tag p. i. nachweisbar (Zimmermann et al. 1984) und erreichen beim ME zwischen
dem 21. und 28. Tag p. i. sehr hohe Werte, wahrend PE am 21. Tag p. i. zwar eine
erhohte Konzentration aufweist, jedoch den Level von IgM des ME erst um den 42.
Tag p. i. erreicht (Reiner et al. 2002a). Spezifische IgG-Antikorper steigen wahrend
der Periode der Zystenbildung, drei bis funf Wochen p. i., an und persistieren dann in
hohen Konzentrationen wahrend der chronischen Phase (Zimmermann et al. 1984;
O'Donoghue et al. 1985; Reiner et al. 2002a). Anstieg und Persistenz von

Sarcocystis-Antikdrpern variieren je nach System. Beim S. bovicanis-infizierten Kalb
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erfolgt ein Anstieg des IgM-Titers ca. 3 bis 5 Wochen p. i., nach 2 bis 3 Monaten
befindet er sich dann wieder auf dem Kontrollniveau. Dann allerdings ist spezifisches
IgG; in hoher Konzentration nachweisbar. Dessen hoher Spiegel hélt Gber einen
Zeitraum von bis zu 6 Monate p. i. an. In der gesamten Zeit sind weder IgG, oder IgA
nachweisbar (Gasbarre et al. 1984). Beim S. gigantea-infiziertem Schaf konnten
keine spezifischen IgM-Antikbrper beobachtet werden, jedoch verhielt sich 1gGy,
verzogert um 6 bis 8 Wochen, &hnlich wie beim Kalb (Gasbarre et al. 1984).

Die vorwiegend vorhandenen Zellen bei einer Gewebereaktion auf eine Sarcocystis-
miescheriana-Infektion beim Schwein sind Lymphozyten, Makrophagen und
Histiozyten, welche Organe und Muskulatur ab dem 12. Tag p. i. infiltrieren (Zielasko
et al. 1981). Ahnlich sieht es beim Kalb aus. Hier lassen sich zwischen dem 26. und
33. Tag p. i. Ansammlungen mononukleérer Zellen in nahezu allen Organen
nachweisen (Johnson et al. 1975; Dubey et al. 1982). Bei einer S. bovicanis-Infektion
des Kalbes kommt es offenbar sehr rasch zu einer zellularen Immunreaktion, aber
auf Grund einer unspezifischen Hemmung der Proliferationsantwort der
Lymphozyten konnen Sarcocystis-spezifische Reaktionen nicht anhaltend
nachgewiesen werden. Als mdgliche Ursache fur den Riuckgang der
Proliferationsantwort  peripherer  Blutlymphozyten wird die  Auswanderung
immunkompetenter Zellen in das umliegende Gewebe in Betracht gezogen (Frelier
1980; Gasbarre et al. 1984). Beim Schaf hingegen ist es mdglich, die
Proliferationsantwort Sarcocystis-spezifischer PBL Uber einen langeren Zeitraum zu
zeigen (Gasbarre et al. 1984).

Die Zysten in der Muskulatur von mit S. miescheriana-infizierten Schweinen liegen in
der Mehrzahl reaktionslos vor. Kommt es jedoch zur Degeneration der Zysten, ab
dem 70. Tag p. i. moglich, ab dem 120. Tag p. i. auf jeden Fall, entsteht eine
entztindliche Reaktion mit vorwiegender Beteiligung von Lymphozyten, Makrophagen
und Histiozyten (Zielasko et al. 1981). Die gleiche Beobachtung wurde bei S.
capricanis—infizierten Ziegen gemacht, wo ab dem 5. Monat p. i. die Zysten abgebaut
werden (Dubey 1983). Auf Grund der mononukledaren Infiltration um die
degenerierten Zysten wird eine zellvermittelte Immunantwort angenommen (Dubey
1983).

Kalber, Schafe, Ziegen und Schweine, die mit einer subklinischen Dosis von
Sarcocystis - Sporozysten infiziert wurden, waren gegen eine homologe

Belastungsinfektion mit einer ansonsten tédlichen Dosis geschiitzt (Dubey 1983;
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Fayer und Dubey 1984; Ford 1985). Beim S. miescheriana-infizierten Schwein halt
dieser Schutz mindestens bis zum 80. Tag p. i. an, ist aber 120 Tage p. i. nicht mehr
nachweisbar (Weyreter et al. 1984). Wichtig fur eine Immunprotektion ist die Grol3e
der immunisierenden Dosis. Eine schiitzende Wirkung wird bereits durch eine Dosis
von mehr als 100 S. miescheriana-Sporozysten erreicht; als optimal haben sich 1000
Sporozysten erwiesen (Zielasko et al. 1981; Schnieder und Rommel 1983; Weber et
al. 1983; Schnieder et al. 1984; Rommel und Schnieder 1985). Bisher ist das
Parasitenstadium, welches fur die Ausbildung der Immunitat verantwortlich ist, nicht
eindeutig bestimmt. Der Versuch der Vakzinierung von Schweinen mit lebenden,
toten oder Teilen von S. miescheriana-Bradyzoiten fihrte zwar zur Bildung von
Antikorpern, aber eine schitzende Immunitat wurde nicht ausgebildet (O'Donoghue
et al. 1985). Die Verabreichung geringer Mengen viabler Sporozysten Uber einen
langeren Zeitraum fuhrte hingen zur Entwicklung eines gewissen Schutzes
(Schnieder und Rommel 1983). Eine Kreuzimmunitat zwischen S. miescheriana und
S. suihominis besteht nicht (Erber und Geisel 1979).

Eine relativ detaillierte Analyse der Immunreaktion eines Sarcocystis sp.-infizierten
Zwischenwirtes liegt fur die S. singaporensis-infizierte Ratte vor. Hier kommt es bei
einer akuten Infektion zu einem deutlichen Anstieg der IgM-, 1gGay,- und IgGac-
Antikorper (Gracie und Bradley 1996); IgG; jedoch fehlt. Dieses Profil entspricht nach
Gracie und Bradley (1996) bei der Ratte einer Uberwiegend Thi-gesteuerten
Reaktion. Vorgenannte Autoren ordnen auf Grund ihrer Studie IgG2, und IgG,. einer
Thi-abhangigen und 1gG; einer Thy-abhangigen Immunantwort zu. Wahrend der
chronischen Phase kommt es hingegen eher zu einer Th;-Th,-Mischreaktion. 19G;-
Antikorper sind hier in hoher Konzentration nachweisbar. Fur ein Th1/Th,-Mischprofil
spricht insbesondere, dass sich durch eine Stimulation von Lymphozyten aus
infizierten Ratten mit spezifischem Antigen keine Il-2-Synthese, eine mafdige IFN-y-
Produktion und eine hohe IL-4-Synthese erreichen lasst (Jékel et al. 2001). Ebenso
wie bei der T. gondii-Infektion der Ratte (Zenner et al. 1999) ist IgG2, das dominante
Immunglobulin wahrend einer akuten Infektion mit S. singaporensis . 1gGy, gilt als
das effektivste Immunglobulin bei der komplement-abh&ngigen Lysis (Hughes-Jones
et al. 1983) und bindet Gber seinen Fc-Anteil hocheffizient an Makrophagen (Denham
et al. 1987).

Im S. gigantea-Extrakt wurde bereits 1953 ein Agglutinin beschrieben (Holz 1953),
das spater als ein Lektin charakterisiert werden konnte (Tietz et al. 1986). Im Verlauf
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zahlreicher Untersuchungen konnte mittels des Lymphozytenproliferationsassays
gezeigt werden, dass ein aus S. gigantea gewonnener Extrakt eine polyklonale
mitogene Wirkung auf humane Blutlymphozyten hat. Dartber hinaus gelang es, den
S. gigantea-Extrakt in eine Lektin- und Toxinfraktion aufzutrennen (Montag et al.
1987; Tietz et al. 1989). Hierbei konnte allein dem Lektin-Anteil die zellstimulierende
und aktivierende Eigenschaft zugeordnet werden (Montag et al. 1987). Allerdings
kann das Lektin unter dem Einfluss von dem S. gigantea-Toxin gehemmt werden.
Abhéngig von der Konzentration dieser beiden Bestandteile ist S. gigantea in der
Lage, sowohl als Stimulator oder auch als Hemmer auf die Wirtsimmunitat gegen
eine Infektion einzuwirken (Tietz et al. 1989). Das von S. gigantea isolierte Lektin
erwies sich beim Menschen auch als potenter polyklonaler B-Zell-Aktivator. Als
Zeichen fur die B-Zell-Reifung war in vitro eine markante Erh6hung von 1gG und IgM
messbar (Tietz et al. 1990). Letztlich lasst sich hieraus der Schluss ziehen, dass ein
Extrakt aus S. gigantea-Zystozoiten, besonders aber der Lektin-Anteil,
immunmodulierende Wirkung auf verschiedene humane immunkompetente Zellen
hat (Drossigk et al. 1996).

2.2.3 Antigene der Gattung Sarcocystis

2.2.3.1 Allgemein

Wichtige Antigene von Apicomplexa stammen aus Strukturen des Apikalkomplexes
(siehe Kap. 2.2.1.1). Die Organellen dieses Komplexes spielen eine entscheidende
Rolle bei der Parasit-Wirtszell-Interaktion wahrend und nach der Invasion, und ihre
Inhaltsstoffe finden sich nach Exozytose u. a. auf der Oberflache des Parasiten.
(Carruthers und Sibley 1997). Als grundlegende Modelle haben sich die Plasmodien
als Beispiel fur durch Insekten (bertragende Parasiten etabliert, wahrend
Toxoplasma als Grundlagenmodell fir die Erforschung tber das Futter Gbertragener
zystenbildender Parasiten gilt (Mercier et al. 2005). Die erfolgreiche intrazellulare
Etablierung ist im Wesentlichen bei allen Parasiten der Apikomplexa von zweli
Eigenschaften abhéngig:
1. Die effiziente und schnelle Invasion der Wirtszelle mittels aktiver Penetration
erfolgt ohne das Zytoskelett der Wirtszelle zu verandern und ist abhangig vom
Ca**-Gehalt der Wirtszelle.
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Die aktive Penetration von Zellen durch Apikomplexa ist Gegenstand vieler
Studien gewesen, welche dem Gliding, der Ca*-abhangigen Sekretion von
Adhasinen in Form von Mikronemenproteinen zur Wirtszellrezeptorerkennung
sowie der Nutzung des parasitaren Aktin-Myosin-Komplexes zur Bindung an
die Wirtszelloberflache und zur Bewegung groRe Bedeutung beimalRen
(Pinder et al. 2000; Soldati et al. 2001; Sibley 2003).

2. Die Lokalisation des Parasiten innerhalb der Wirtszelle, umgeben von der
Parasitophoren Vakuole. Letztere wird durch den Parasiten bei Eintritt in die
Wirtszelle aus dessen eigener Zellmembran unter Einbau parasitarer
(Rhoptrien-, Dichte Granula-) Komponenten geformt (Beyer et al. 2002).

Beide oben genannten Vorgange sind demnach durch die sequentielle Sekretion der
drei wichtigsten sekretorischen Organellen des Apikalkomplexes begleitet:
Mikronemen, Rhoptrien und Dichte Granlua (Carruthers und Sibley 1997).

2.2.3.2 Oberflachenantigene

Oberflachenproteine sind in die Wirtzellerkennung und Invasion der Wirtszelle
eingebunden (Augustine und Danforth 1985).

Mittels Oberflachenmarkierung von S. muris- und S. miescheriana-Sporozoiten mit
N-Hydroxysuccinimid-Biotin konnten jeweils zwei Hauptoberflachenantigene fir S.
muris und S. miescheriana auf der Zelloberflache lokalisiert werden. Zum einen ein
31 kDa (Zystozoiten) und ein 29 kDa (Sporozoiten) grof3es Oberflachenantigen bei S.
muris, zum anderen ein 33 kDa (Zystozoiten) und ein 30 kDa (Sporozoiten) grof3es
Oberflachenantigen fur S. miescheriana (Sommer et al. 1991; Sommer et al. 1992).
Eine Kreuzreaktivitdt zwischen den beiden Entwicklungsstadien (Sporozoiten und
Zystozoiten) von S. muris und S. miescheriana konnte dabei beobachtet werden
(Sommer et al. 1992). Eine Existenz von Hauptoberflachenantigenen ahnlicher
Grol3e ist bereits bei T. gondii (Handman et al. 1980) und E. nieschulzi (Tilley und
Upton 1990) beobachtet worden. Fur S. muris-Zystozoiten wurden noch weitere drei
Oberflachenantigene (M 27, 43, 90 kDa) durch *?°I-Markierung und Immunprézipita-
tion identifiziert (Abbas und Powell 1983).

Fur S. cruzi wurden Proteine und Antigene auf allen Stadien mittels SDS-PAGE und
Western Blot mit Immunserum oder monoklonalen Antikérpern untersucht (Speer et

al. 1986; Burgess et al. 1988; Speer und Burgess 1988). Gemeinsame Proteine von
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Sporozoiten und Merozoiten hatten Molekulargewichte von 15.7, 29, 49.9 und 54
kDa. Lediglich zwei Proteine (15.7 und 16.5 kDa) waren auf allen drei
Parasitenstadien  (Sporozoiten, Merozoiten und Bradyzoiten) vorhanden.
Verschiedene monoklonale Antikérper reagierten im IFAT mit acetonfixierten
Sporozoiten und Merozoiten und drei monoklonale Antikorper reagierten mit der
Oberflache von lebenden Sporozoiten und Merozoiten (Burgess et al. 1988; Speer
und Burgess 1988). Monoklonale Antikdrper die mit der Oberflache von S. cruzi-
Merozoiten reagieren, identifizieren auch Epitope auf Sporozoiten- und Bradyzoiten-
Antigen. Dies weist nach Burgess et al. (1988) und Speer und Burgess (1988)
daraufhin, dass einige von den 20 bis 60 kDa Sporozoitenmolektlen Vorlaufer der
Oberflachenantigene von Bradyzoiten sein konnten.

Die Oberflachenproteine SN14 und SN16 von S. neurona sind wichtig bei der
Infektion von Zellen in vitro. Experimentell konnte gezeigt werden, dass Sera mit
Anti-SN14- und Anti-SN16-Antikdrpern die Infektionsrate reduzieren (Liang et al.
1998). Als weitere Oberflachenantigene wurden 2A7-18 (Marsh et al. 2002) und Sn-
SAGL1 (Ellison et al. 2002) identifiziert.

2.2.3.3 Mikronemen

Mikronemen sind spindel- bis flaschenférmig und liegen meist in gro3erer Anzahl vor.
Diese variiert allerdings zwischen den verschiedenen Genera. Wahrend Sarcocystis
sp. und Eimeria sp. Uber eine grofl3ere Anzahl verflgen, sind es bei Plasmodium sp.
und Toxoplasma sp. eher weniger. Es wird angenommen, dass die Anzahl der
Mikronemen mit der Fahigkeit des Parasiten korreliert, wie weit und wie schnell er
Uber die Zellen gleitet oder Substrate bindet (Tomley und Soldati 2001). Bisherige
Analysen haben gezeigt, dass Sequenzhomologien der Mikronemen bei Plasmodien,
Eimeria, Cryptosporidium, Toxoplasma und Sarcocystis bestehen (Entzeroth 2000;
Tomley und Soldati 2001). Die Mikronemen selbst beinhalten eine komplexe Mixtur
aus zahlreichen Proteinen (Kawazoe et al. 1992; Tomley et al. 1996). Viele dieser
Proteine interagieren mit der Wirtszellmembran (Blackman und Bannister 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass die Proteine der Mikronemen eingebunden sind in
a) Erkennung und Anheftung an die Wirtszelle als adhasive Molekile (Peterson
et al. 1989; Narum und Thomas 1994; Carruthers und Sibley 1997; Barnes et
al. 1998),
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b) Komponenten des Aktin-Myosin-Komplexes (Chobtar und Scholtyseck 1982b;
Sibley et al. 1998; Pinder et al. 2000),
c) Ablaufen von Signalkaskaden zur Erkennung, Anheftung und Penetration von
Wirtszellen (Soldati et al. 2004),
d) lokale Zerlegung der Wirtszellmembran, um das Eindringen sowie die Bildung
der Parasitophoren Vakuolenmembran zu ermdglichen (Sam-Yellowe et al.
1988; Beckers et al. 1994; Blackman 2000; Kaneko et al. 2000),
e) Auslbung einer Proteaseaktivitat an parasitdren bzw. Wirtszellproteinen
(Blackman 2000; Soldati et al. 2004).
Ihren Inhalt, dessen Hauptziel die Oberflache der Wirtszellmembran ist, sekretieren
die Mikronemen direkt am apikalen Ende des Parasiten (Sam-Yellowe 1996;
Carruthers und Sibley 1997; Preiser et al. 2000). Im Rahmen der Sekretion nimmt
Ca?" eine Triggerfunktion ein (Carruthers und Sibley 1997; Carruthers und Sibley
1999; Ngo et al. 2004). Gezeigt werden konnte, dass bei T. gondii die
entscheidenden Schritte der Zellinvasion nicht nur von der Sekretion der
Mikronemenproteine abhangig sind, sondern auch zeitgleich mit einem deutlichen
Anstieg des zytoplasmatischen Ca?* des Parasiten einhergehen (Moreno und Zhong
1996; Carruthers und Sibley 1999; Lovett und Sibley 2003).
Die erfolgreiche Isolierung von Mikronemenproteine erfolgte erstmals bei Sarcocystis
sp. (Dubremetz und Dissous 1980; Entzeroth 1992; Eschenbacher et al. 1993), aber
nur im Fall von E. nieschulzi war es bisher mdglich, eine exakte Bestimmung der
Zusammensetzung von Mikronemenproteinen durchzufihren (Dubremetz et al. 1989;
Kawazoe et al. 1992). Anhand der vorliegenden Literatur kann aber davon
ausgegangen werden, dass diese weniger dicht ist als bei Rhoptrien und Dichte
Granula (Pohl et al. 1989). Die ausfuhrlichsten Daten zu den Proteinen aus
Mikronemen liegen derzeit fir T. gondii vor (u. a. Mic |, 60 kDa; Mic Il, 120 kDa; Mic
[ll, 90 kDa (Fourmaux et al. 1996; Carruthers et al. 1999; Brydges et al. 2000; Soldati
et al. 2001; Tomley und Soldati 2001)).
Die erstellten Mikronemenproteinprofile flir Sarcocystis ergaben fur S. tenella eine
22/24 kDa Doppelbande (Dubremetz und Dissous 1980), fur S. muris war sie 17/16
kDa grof3 (Pohl et al. 1989). Das Mikronemenprotein SML von S. muris (Sarcocystis-
muris-Lektin) entwickelt sich aus einem 23 kDa Protein. SML ist ein Polypeptid mit
zwei Apple-Domanen, weist Lektin-Aktivitaten auf und erkennt N-Acetylgalactosamin
als Hauptzucker (Klein und al. 1996; Klein und al. 1998; Klein et al. 2003). Da die
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Lektine von S. muris nicht Gber adhasive Eigenschaften verfligen, wird dies durch die
spezifische Bindung von Zucker im Rahmen der Anheftung an die Wirtszelle ersetzt
(Entzeroth 2000). Lektin-ahnliche Eigenschaften mit vergleichbarer Wirkung wurden
auch bei S. gigantea und C. parvum beschrieben (Montag et al. 1987; Montag et al.
1997).

Das ,Gliding*, das selbstandige Bewegen des Parasiten auf der
Wirtszellenoberflache, stellt einen wichtigen Schritt der invasiven Parasitenstadien
dar. Die Moglichkeit des Parasiten, sich unabhéangig im Korper des Wirts bewegen zu
kénnen, erlaubt die Migration Uber Gewebe und somit das aktive Aufsuchen,
Erkennen, Eindringen und Besiedeln von Wirtszellen (Soldati et al. 2004). Der Aktin-
Myosin-Komplex gilt als wichtiger Faktor hierbei (Meissner 2002). Durch die Motilitat
des Parasiten werden koordinierte Interaktionen zwischen den
Oberflachenadhéasinen sowie dem parasitaren Zytoskelett moglich. Die Identifikation
einer Aldolase als Aktin-bindendes Protein war der erste Hinweis auf eine
Verbindung zwischen dem Aktin-Myosin-System und adhasiven Molekulen der
TRAP-Familie bei Plasmodium und Toxoplasma (Blackman und Bannister 2001,
Buscaglia 2003; Jewett und Sibley 2003). Die TRAP-Familie (thrombospondin-
related anonymous protein) stellt neben den Apple-Doméanen die zweite Familie der
Mikronemenproteine dar. Sie werden bei Plasmodium wahrend der Invasion Uber die
Parasitenoberflache freigesetzt, und vermitteln die Verbindung zwischen
Wirtszellrezeptoren, und damit der Unterstltzung der parasitaren Motilitdt bei der
Invasion von Wirtszellen (Thompson 2004). Bei dem hierzu homologen TgMic2 von
T. gondii konnten Ahnlichkeiten in Aufgabe und Funktion gefunden werden (Huynh
2003; Jewett und Sibley 2004). Die adhasiven Eigenschaften von TRAP fehlen den
Lektinen von S. muris.

FUr jeden Parasiten ist die Entwicklung alternativer Wege zur Anheftung und
Invasion von Wirtszellen Uberlebenswichtig angesichts der Entwicklung der
spezifischen Immunantwort und dem Vorliegen von Rezeptorpolymorphismen, wie
bei Plasmodium gezeigt werden konnte (Pandey 2002; Duraisingh 2003). Auch T.
gondii kombiniert eine groRe Anzahl von Mikronemenproteinen mit adhasiven
Moleklulen und eroffnen sich so die Moglichkeit zur Nutzung verschiedener
Wirtszelltypen (Soldati et al. 2004).

19



2 Literaturtibersicht

2.2.3.4 Rhoptrien

Bei den Rhoptrien handelt es sich um die grof3ten sekretorischen Organellen. Sie
sind von flaschendhnlicher Gestalt, membrangebunden und beinhalten elektronen-
dichtes Material (Sam-Yellowe 1996; Blackman und Bannister 2001). Die Anzahl
variiert je nach Stadium und Spezies, in den meisten Fallen kann von zwei Rhoptrien
pro Sporozoiten ausgegangen werden (Blackman und Bannister 2001). Die
Rhoptrien weisen eine zweiteilige Struktur auf: zum einen den basalen Bulbus, zum
anderen einen schmalen, apikalen Kanal. Die Art und der Gehalt an Proteinen
unterscheiden sich hierbei (Sam-Yellowe et al. 1995; Bannister et al. 2000). Der
bisherige Schwerpunkt der Analyse, der Rhoptrienproteinbestandteile lag bei P.
falciparum und T. gondii (bisher neun Rhoptrienproteine von T. gondii bekannt: ROP
1-9) (Preiser et al. 2000; Blackman und Bannister 2001), aber auch bei Sarcocystis
sp. wurde ein komplexer Proteinmix beschrieben (Sam-Yellowe 1996). Zwischen den
einzelnen Genera bestehen Ahnlichkeiten in  Struktur und Aufbau der
Rhoptrienproteine, so dass auch &ahnliche Funktionen vermutet werden (Sam-
Yellowe 1996; Blackman und Bannister 2001; Ngo et al. 2004). Die T. gondii-
Rhoptrien enthalten unter anderem ein Protein, welches an der Lyse der
Wirtszellmembran beteiligt ist (Penetration Enhancement Factor, PEF) (Perkins
1992). Daneben sind auch Lipide enthalten, deren Funktion bisher nicht definiert ist
und kontrovers diskutiert wird (Joiner 1991; Ward et al. 1993).

Die Sekretion bedarf, ahnlich wie bei den Mikronemen, Ca** als Trigger, und erfolgt
zeitgleich mit der Invasion und der Bildung der Parasitophoren Vakuolenmembran
(Dubremetz et al. 1998; Ngo et al. 2004) am apikalen Ende des Parasiten (Entzeroth
et al. 1986). Erkenntnisse hiertiber liegen besonders tber T. gondii vor (Nichols et al.
1983; Kimata und Tanabe 1987), bei S. muris konnte dieser Vorgang ebenfalls
beobachtet werden (Entzeroth 1985; Tomley und Soldati 2001). Die Bildung der
Parasitophoren Vakuole ist die Hauptfunktion der Rhoptrienproteine. Sie schiitzt den
Parasiten und bewahrt ihn so vor der Zerstérung durch den Wirtszellstoffwechsel
(Sam-Yellowe 1996; Ngo et al. 2004; Soldati et al. 2004). Die Protein- und
Lipidzusammensetzung der Parasitophoren Vakuole ist weitestgehend unbekannt
(Mordue und al. 1999). Weitere Funktionen Gbernehmen die Rhoptrienproteine bei

der Auswahl und Anheftung an die Wirtszelle und stellen Interaktionen zwischen der
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Wirtszelle und dem Parasiten zur Nutzung der zytoplasmatischen Strukturen der
Wirtszelle her (Sam-Yellowe 1996; Ngo et al. 2004).

2.2.3.5 Dichte Granula

Bei den Dichten Granula handelt es sich um kleine, membrangebundene Vesikel mit
dicht gepacktem granuldarem Inhalt (Blackman und Bannister 2001). Es gibt auch
hier, wie bei Mikronemen und Rhoptrien, Variationen in Anzahl und Groél3e, je nach
Stadium und Spezies. Zuerst wurde die Isolierung von Dichte Granula mittels eines
Saccharose-Gradienten bei Merozoiten von S. tenella beschrieben (Dubremetz und
Dissous 1980; Mercier et al. 2005). Hier liegen sie in reichlicher Zahl vor, allerdings
korreliert die Anzahl der Dichte Granula bei Sarcocystis nicht mit der Anzahl der
vorhandenen Proteine (Dubremetz und Dissous 1980; Entzeroth et al. 1986). Das
Spektrum der Proteine ist eher klein.

In ihrer Hauptfunktion helfen sie bei der Umnutzung der intrazellularen Umgebung zu
einem aktiven Stoffwechselelement unter Ausbildung eines komplexen tubuléren
Netzwerkes (Daszak et al. 1993; Dubremetz et al. 1998; Blackman und Bannister
2001). Im Gegensatz zu den Rhoptrien und Mikronemen erfolgt die Sekretion der
Proteine bei S. muris nicht apikal, sondern auf der gesamten Oberflache des
Parasiten (Entzeroth et al. 1986; Entzeroth et al. 1991). Ahnlich wurde die Sekretion
bei T. gondii (Leriche und Dubremetz 1990) und P. falciparum (Torii et al. 1989;
Culvenor et al. 1991) beschrieben. Eine Besonderheit bei S. muris stellt die Bildung
einer zweiten Parasitophoren Vakuole dar. Kurz nach dem Eindringen des Parasiten
und Ausbildung der ersten Parasitophoren Vakuole entledigt sich der Parasit dieser,
und formt eine neue Membranverbindung, die zweite Parasitophore Vakuole, aus
(Entzeroth et al. 1986; Sam-Yellowe 1996).

Bisher wurden drei Dichte Granula-Proteine bei S. muris (Sm21, Sm26 und Sm32
(Strobel et al. 1992; Freyer et al. 1998; Freyer et al. 1999; Hansner et al. 1999)) und
eines bei S. tenella (St41 (Dubremetz und Dissous 1980)) beschrieben. Sm21 ist mit
einer Thiolprotease gekoppelt und wird in der zweiten Parasitophoren Vakuole
exozytiert. Hierbei bildet es innerhalb des Kompartiments eine durchgehende Schicht
um den sich entwickelnden Gamonten (Sam-Yellowe 1996; Hansner et al. 1999).
Das Gen von Sm32 ist bisher das einzige auf Genomebene bekannte Dichte
Granula-Protein von Sarcocystis (Freyer et al. 1998; Freyer et al. 1999).
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2.2.4 Besonderheiten im Immunsystem des Schweins

Die Immunglobuline des Schweins wurden bereits in den sechziger Jahren
klassifiziert. Drei Haupttypen konnten hierbei ermittelt werden: IgM, IgG und IgA. IgD
scheint beim Schwein vollstéandig zu fehlen und das Vorkommen von IgE wird bisher
lediglich vermutet. Schweine haben wie der Mensch sowohl eine leichte A- als auch
eine leichte k- Kette und die Vorkommenshaufigkeit der Immunglobuline ist
vergleichbar mit der des Menschen. Trotz ihrer stammesgeschichtlich
unterschiedlichen Herkunft, weisen die genetischen Grundlagen der Immunglobuline
von Mensch und Schwein einen hohen Grad an Ahnlichkeiten auf (Butler und Brown
1994; Butler 1998).

IgG stellt wie bei anderen Saugetieren das Hauptimmunglobulin im Serum dar
(Rejnek et al. 1966). Bisher konnten funf Subklassen charakterisiert werden: IgG1,
19G2a, 19G2p, 1gG3 und IgG4 (Curtis und Bourne 1971; Olsovska et al. 1982; Bokhout
et al. 1986; Van Zaane und Hulst 1987). IgG spielt die Hauptrolle bei der Antikorper-
vermittelten Immunabwehr. Auf Grund seiner geringen molekularen Grél3e kann es
bei entzundlichen Prozessen problemlos aus BlutgefaRen in das umliegende
Gewebe diffundieren (Tizard 2004). Beim Schwein wird eine Korrelation von IgG, mit
Thi- sowie von IgG; mit Thy-Zellen vermutet (Crawley und Wilkie 2003). Fur das
Modell an Maus und Ratten liegen ausfuhrlichere Informationen vor (Butler 1998).
IgM und IgA treten vor allem im Magen-Darm-Trakt beim Schwein auf. Hier finden
sich die Immunglobuline in den Peyer'schen Platten. Aber auch die Sekretion von
IgA Uber nasale und tracheale Schleimhaute wurde beschrieben (Butler und Brown
1994). Des Weiteren stellen IgA und IgG den Hauptbestandteil der Immunglobuline
im porcinen Kolostrum (Butler 1998). Eine IgE-ahnliche Reaktion wurde bei
Infektionen mit Ascaris suum beobachtet (Barriga und Ingalls 1984), Nachweise fir
IgD des Schweines basieren auf der Zell-Oberflachenerkennung eines Antikdrpers,
der gegen humanes IgD gerichtet war (Zikan et al. 1983).

Der Wissenstand zur Immunologie des Schweins hat sich in den letzten zehn Jahren
stark weiterentwickelt.

Das Ergebnis einer internationalen Zusammenarbeit auf dem Gebiet der
Immunologie des Schweins war ein mittlerweile dritter internationaler Workshop tber
porcine Leukozytendifferenzierungsantigene. Im Verlauf eines Ringversuchs wurden

monoklonale Antikorper analysiert und bestimmten Antigenen zugeordnet (Lunney
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1993; Saalmdiller et al. 1994b; Saalmuller und Bryant 1994; Saalmiller 1996;
Saalmduller et al. 1998a; Saalmduller et al. 1998b; Haverson et al. 2001a; Haverson et
al. 2001b; Saalmdller et al. 2001). Mit Hilfe dieser monoklonalen Antikorper ist es
madglich, porcine Immunzellpopulationen zu erfassen, zu isolieren und ihre Funktion
und Interaktion mit anderen Zellpopulationen zu analysieren. Als Folge hiervon war
es moglich drei Hauptpopulationen von Immunzellen zu definieren (Saalmdller et al.
1998c; Saalmdiller et al. 2002):
Monozyten bzw. myeloide Zellen exprimieren ein Oberflachenantigen mit einem
Molekulargewicht von 200 kDa. Es ist fur diese Zellen ein spezifischer Marker und
wird als SWC (swine workshop cluster) 3-Antigen bezeichnet.
Porcine B-Lymphozyten verfligen tber ein membranstandiges Immunglobulinmolekdil
(surface Immunglobulin, slg) (van Zaane und ljzerman 1984; Archetti et al. 1993) und
lassen sich durch die Expression des B-Zell-spezifischen wCD21 erfassen
(Saalmuller 1996; Saalmduller et al. 1996; Denham et al. 1998).
Die T-Lymphozyten des Schweins verfiigen weder tUber slg noch Uber SWC3. Sie
tragen im Ruhezustand das SWC1-Antigen (Saalmuller et al. 1994c), das bei
aktivierten T-Zellen herabreguliert wird (Saalmudiller et al. 1987a). SWCL1 ist allerdings
nicht T-Zell-spezifisch, da es in hoher Dichte auf Zellen der myeloiden Reihe und
auch auf NK-Zellen exprimiert wird (Saalmdiller und Reddehase 1988; Saalmduller und
Bryant 1994).
Phanotypisch lassen sich somit die drei Zellpopulationen wie folgt darstellen:

1. myeloide Zellen, Monozyten slg'SwcC1**'swc3®

2. B-Lymphozyten slg’'SWC1'SWC3"

3. T-Lymphozyten slg'SWC1'SWC3
Auffallend beim Schwein ist ein gro3er Anteil von T-Lymphozyten, die anstelle des
ap-T-Zellrezeptors (TcR) einen Rezeptor aus einer y- und 3-Kette aufweisen. Dieser
v8-TcR findet sich beim Menschen nur auf einer kleinen Zellfraktion, wahren v5-T-
Zellen im Blut des Schafes (Mackay et al. 1986; Mackay und Hein 1991), Rindes
(Mackay und Hein 1990) und Schweins wesentlich haufiger sind. Beim Schwein kann
der Anteil bis zu 60% betragen (Hirt et al. 1990a; Saalmidiller et al. 1990). Der Anteil
dieser im Thymus gereiften yd-TcR-Zellen an den mononukleédren Zellen des
peripheren Blutes ist altersabhéngig, d.h. er ist umso groRRer, je junger das Tier ist
(Saalmuller et al. 1990). Wahrend die Mehrzahl der humanen y3-TcR-Zellen den
Phanotyp CD2'CD4CD8 aufweisen und gleichmaRig im peripheren Blut und
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Lymphgewebe verteilt sind (Groh et al. 1989), besitzen die porcinen y3-TcR-Zellen im
peripheren Blut den Phanotyp CD2'CD4 CD8" (Saalmdller et al. 1990; Davis et al.
1998). Lediglich in den Lymphknoten und der Milz ist ein geringer Anteil von
CD2'CD4°CD8 y5-TcR-Zellen vorhanden (Saalmiiller et al. 1989; Saalmiiller et al.
1990). Biochemische Untersuchungen haben beim Schwein drei verschiedene
Subtypen von y3-TcR Molekilen aufgezeigt. Die Unterschiede liegen in der
molekularen Masse der y-Kette (37kDa, 38kDa, 46kDa), wohingegen die 5-Kette mit
40kDa konstant zu sein scheint (Hirt et al. 1990a; Saalmuller et al. 1990; Thome et
al. 1993). Uber die Funktion dieser Zellpopulation ist trotz ihres hohen Anteils im Blut
wenig bekannt. Bei Mensch und Maus wird eine Rolle im Rahmen der unspezifischen
Immunabwehr, etwa in Form eines Bindegliedes zwischen spezifischer und
unspezifischer Immunreaktion vermutet (Raulet 1989; Allison und Havran 1991;
Haas et al. 1993). Begrindet wird dies u. a. durch die Lokalisation von y3-Zellen in
der Darmschleimhaut des Menschen, wo eine Art ,Wa&chter®- Funktion im Rahmen
der unspezifischen Abwehr sinnvoll erscheint (De Libero 1997). Eine ahnliche
Aufgabe beim Schwein ist denkbar, da gerade beim jungen, schwach
immunkompetenten Tier der Anteil der yd-TcR-Zellen besonders hoch ist, und ein
solches Bindeglied durchaus notwendig erscheint. Eine weitere Uberlegung ist, dass
vd-TCR-Zellen bei Kokzidieninfektionen immunopathologische Reaktionen reduzieren
oder sogar verhindern (Kaufmann et al. 1993; McMenamin et al. 1994).
Untersuchungen haben gezeigt, dass yo-TCR-Zell-depletierte Mause im Vergleich zu
Kontrolltieren nach einer E. vermiformis-Infektion wesentlich schwerwiegendere
pathologische Veranderungen im Darmgewebe aufwiesen (Roberts et al. 1996).

Als weitere Besonderheit des Immunsystems des Schweins ist die simultane
Expression der Differenzierungsantigene CD4 und CD8 auf ruhenden,
extrathymischen T-Lymphozyten anzusehen (Saalmdiller et al. 1987b; Pescovitz et al.
1994b; Saalmuller und Bryant 1994), wodurch vier T-Zell-Subpopulationen
entstehen. Das CDA4-Antigen ist ein monomeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa (Pescovitz et al. 1984; Pescovitz et al. 1985; Pescovitz
et al. 1994a). Bei CD8 handelt es sich um ein dimeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 35 kDa (reduziert) und 70 kDa (nicht reduziert) (Jonjic und
Koszinowski 1984; Saalmiiller et al. 1996).

Die MHC-I-restringierte zytolytische Aktivitat von antigenspezifischen zytotoxischen

T-Zellen kann durch monoklonale Antikdrper blockiert werden (Saalmdiller et al.
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1994a), ebenso ist dies bei MHC-II mdglich (Pescovitz et al. 1985; Summerfield et al.
1996Db).

Der Anteil der CD4'CD8" T-Lymphozytensubpopulation ist bei neugeborenen
Ferkeln &ulRerst gering (<1%), steigt mit zunehmenden Alter aber auf bis zu 60% der
T-Zellpopulation an (Summerfield et al. 1996a; Zuckermann und Husmann 1996).
Inzwischen wurde bewiesen, dass CD4"CD8'T-Zellen im Rahmen einer Aktivierung
aus naiven CD4'CD8T-Helferzellen entstehen (Saalmiiller et al. 2002). Diese
aktivierten T-Helferzellen behalten im Verlauf ihrer weiteren Differenzierung zu T-
Helfer-Gedachtniszellen das exprimierte CD8-Antigen bei (Phanotyp CD4'CDS8")
(Summerfield et al. 1996a; Zuckermann und Husmann 1996; Ober et al. 1998a).

Die CD4CD8 stellen eine weitere Subpopulation von T-Lymphozyten dar. Sie
weisen in der Regel y5-TcR auf und sind besonders bei jungen Tieren vorhanden
(Saalmidiller et al. 1998c).

Die Expression von CD8 ist heterogen. Wird CD8 stark exprimiert, handelt es sich
um Vorlaufer der CTL (Phanotyp CD4°CD8*""), bei niedriger Expression handelt es
sich um NK-Zellen (Phanotyp CD4'CD8"*"). CD4'CD8" T-Zellen sind CD2" und
lassen sich durch CD5 weiter unterteilen. CD4'CD8"°“CD5 T-Zellen zeigen eine
spontane zytolytische Aktivitdt gegen Tumorzellen und charakterisieren die
Population der NK-Zellen. Der Phanotyp CD4'CD8"""CD5" hingegen stellt die MHC-
gebundenen zytolytischen T-Zellen dar. CD5 ist zudem in hoher Dichte auf CD4" T-
Zellen nachweisbar, wahrend die Expression auf y3-TcR*-T-Zellen nur minimal ist
(Saalmuller et al. 1994d).

Das Zusammenspiel der vier CD4/CD8 Subpopulationen ist kombiniert mit einer
extrathymischen Reifung und der Differenzierung von naiven Zellen zu
Gedachtniszellen. Bei durchflulRzytometrischen Untersuchungen konnte beobachtet
werden, dass das prozentuale Verhaltnis der Subpopulationen zueinander
altersabhangig ist. Das Verhdltnis zwischen CD4CD8 und CD4'CD8" Zellen ist
invers. Durch monoklonale Antikorper kann MHC-II inhibiert werden (Pescovitz et al.
1985; Summerfield et al. 1996b). Dies zeigt sich sowohl bei Lymphozyten aus dem
Blut, wie auch bei Lymphozyten aus den Organen. Dieser Zusammenhang der
Subpopulationen weist auf eine postnatale, antigenabhéngige Reifung des porcinen
Immunsystems hin (Saalmuller et al. 1998c; Saalmiiller et al. 1999; Saalmdller et al.
2002).
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Bei Mensch, Nager und Schaf konnte im Rahmen einer voribergehenden
Hochregulation die Expression von MHC-II-Antigenen auf T-Lymphozyten
nachgewiesen werden (Evans et al. 1978; Bevan und Chisholm 1986; Hopkins et al.
1986). Beim Schwein hingegen tragen sowohl ruhende CD4'CD8" zytolytische T-
Lymphozyten als auch CD4'CD8'CD45RC™ T-Helfer-Gedachtniszellen auf ihrer
Oberflache MHC-II-Antigene (Saalmuller et al. 1991; Saalmuller und Maurer 1994,
Saalmiiller et al. 2002). Bei den CD4"CD8"CD45RC" T-Helfer-Gedachtniszellen wird
die Expression der MHC-II-Molekile vergleichbar mit der CD8-Expression im
Rahmen einer Aktivierung hochreguliert (Summerfield et al. 1996a). Auf Grund der
MHC-II-Expression sind porcine T-Lymphozyten in der Lage, sich selbst
untereinander Antigen zu prasentieren (Saalmdller und Maurer 1994).

Trotz der im Vergleich zu Mensch und Maus noch begrenzten Nachweisreagenzien,
ist es in den letzten Jahren gelungen, eine relativ detaillierte Vorstellung vom
porcinen Immunsystem zu erhalten. Damit wurde eine Basis zur weiteren Aufklarung

der komplexen Reaktionen innerhalb des porcinen Immunsystems geschaffen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Medikamente

Narcoren

3.1.2 Chemikalien / Reagenzien

85%ige NaCL-Ldsung

Biocoll

Bio-Rad Protein Assay

Bovines Serum Albumin
Concanavalin A (ConA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPOy)

Essigsaure

Fotales Kalberserum (FKS)
Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO,)
Lipopolysaccharid E. coli 0111B4 (LPS)
Natriumchlorid (NaCl)
Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
(OPD)

Percoll

Propium iodide (HPLC)

Rotizint

Schwefelsaure (H,SO,)

Sigma Fast DAB Tablet Sets

Trypan blue solution (0,4 %)

Trypsin 1:250

Tween 20

Wasserstoffperoxid, 30% (H20,)

(Merial, BRD)

(Braun, BRD)
(Biochrom AG, BRD)
(Bio-Rad, BRD)
(Roth, BRD)
(Biochrom, BRD)
(Roth, BRD)

(Roth, BRD)

(Roth, BRD)
(Biochrom, BRD)
(Merck, BRD)
(Merck, BRD)
(Sigma, BRD)
(Merck, BRD)
(Sigma, BRD)

(Amersham, Schweden)
(Sigma, BRD)

(Roth, BRD)

(Merck, BRD)

(Sigma, BRD)

(Sigma, BRD)

(Sigma, BRD)

(Sigma, BRD)

(Roth, BRD)
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3.1.3 Puffer, Losungen, Medien

3.1.3.1 Puffer

PBS

8,0 g NaCL

1,42 g Na;HPO,4 x 2H,0
0,2 g KH,PO,

0,2 g KCL

ad 11 mitA.dest.,pH 7,4

Blockierlésung fur ELISA
Grundrezept PBS

5,0 g BSA, Fraktion V

ad 11 mit A. dest., pH 7,4

Standardl6sung fur ELISA
Grundrezept PBS

5,0 g BSA, Fraktion V

1 ml Tween 20

ad 1 I mit A. dest., pH 7,4

Waschpuffer flr ELISA
Grundrezept PBS

1 ml Tween 20

ad 11 mitA.dest.,pH 7,4

Stoplésung fur ELISA
1,5 N H,SOq4

3.1.3.2 Losungen

0,25%ige Trypsin-LOsung
2,59 Trypsin ad 1 | mit PBS, pH 7,2
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Isotonische Stammldsung

Verdinnung 1:10 von Percoll + 1,5 m NaCl

3.1.3.3 Medien

Lymphozytenkulturmedium
RPMI 1640
Penicillin-Streptomycin Solution
(50 IU/ml, bzw. 5 mg/ml)

RPMI+

500 ml RPMI

50 ml FKS

(Sigma, BRD)
(Sigma, BRD)

5 ml Penicillin (50 1U/ml) / StrPEtomycin(5 mg/ml)

Einfriermedium
100 ml DMSO
900 ml RPMI+

3.1.4 Antikorper, Konjugate

3.1.4.1 Monoklonale Antikdrper gegen porcine Zellmarker

CD2
CD4
CD5
CD8
SWC3
CD21

MSA4 (Maus-1gG2,)

MAK 74-12-4 (Maus-1gGyp)
B53b7 (Maus-1gG;)
11/295/33 (Maus-1gG2a)
74-22-15 A (Maus-lgGayp)
B-ly4 (Maus-IgG,)

3.1.4.2 Antikdrper gegen porcine Zytokine

Anti-Schwein IFN-y monoklonaler

Antikorper

Anti-Schwein IFN- y polyklonaler

Antikorper

N

J

Freundlicherweise zur Verfigung

gestellt von Prof. Dr. A.

Saalmduller, Institut fur klinische

Immunologie, Veterinar-

medizinische Universitat Wien (A)

(BD PharMingen, USA)

(Perbio Deutschland GmbH,
BRD)
(Perbio Deutschland GmbH,
BRD)
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3.1.4.3 Konjugate

Fluorochrommarkierte Antikdrper

Ziege-anti Maus-1gG1, PE-konjugiert

Ziege-anti-Maus-1gG2a, PE-konjugiert
Ziege-anti Maus-lgG2a, FITC-konjugiert
Ziege-anti-Maus-1gG2b, FITC konjugiert

Peroxidase markierter Antikorper

Peroxidase konjugierter Ziege-anti-

Kaninchen-1gG

3.1.5 Radioaktive Substanzen

Methyl-*H Thymidin

3.1.6 Testkits

Swine IL2 CytoSets
Swine IL4 CytoSets

3.1.7 Verbrauchsmaterialien

30

Dispenser-Tips, 5 ml, 2,5 ml, 0,5 mi
EDTA-R6hrchen (9 ml)
Einmalpipetten, steril

5ml, 10 ml, 25 ml
FACS-ROhrchen
Filtermatten fur Zellerntegerat
Kanulen
TSK-Supra, 15 x 100 und 1,2 x 75
Kryoboxen
Kryordhrchen, (1,8 ml)
Lithium-Heparin-Rohrchen (9 ml)
Mikrotiterplatten 96-well, Flachboden

(Biozol, BRD)
(Biozol, BRD)
(Biozol, BRD)
(Biozol, BRD)

(Dianova, BRD)

(Amersham, Schweden)

(Biosource, Belgien)

(Biosource, Belgien)

(Ritter, BRD)
(Sarstedt, BRD)
(Nunc, BRD)

(Greiner, BRD)
(Fa. Malar, BRD)

(Luer, BRD)
(Ratiolab, BRD)
(Nunc, BRD)
(Sarstedt, BRD)
(Nunc, BRD)
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Mikrotiterplatten 96-well, Rundboden
Mikrotiterplatten 96-well, V-Form
Multiscreen-HA flr Elispot

Nunc- Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Nunc-Immuno Plate Maxisorb fur ELISA

Pipettenspitzen (100 pl, 200 pl)
Eppendorfgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Sterilfilter Millex-GV
Szintillationsgefal3e Mini Vials B

Gaze / Verbandsmull

3.1.8 Gerate

Brutschrank

Typ B5060 EC/CO 2
Durchflu3zytometer
PEICS ELITE

ELISA-Mel3gerat

Enux Molecular Devices
ELISPOT-MelRRgerat

AID Elispot Reader V3.0b3

Feinwaagen

216 MP

Mikroskop

Dialux 20 EB

Standmixer MX 32

Sterilbank

Gelaire Flow Laboratories Typ HF A72
Wasserbad GFL

Zahlkammer nach Neubauer improved
Zellerntegeréat

Semiautomatic Cell Harvester

(Nunc, BRD)
(Greiner, BRD)
(Millipore, USA)
(Nunc, BRD)
(Nunc, BRD)
(Sarstedt, BRD)
(Eppendorf, BRD)
(Millipore, USA)
(Roth, BRD)
(Noba, BRD)

(Heraeus, BRD)

(PEICS Division of Coulter
corporation, USA)

(MWG-Biotech, BRD)

(Autoimmune Diagnostika GmbH,
BRD)

(Sartorius, BRD)

(Leica, BRD)
(Braun, BRD)

(Heraeus, BRD)
(W. Vogel, BRD)

(Optik Labor, BRD)

(Skatron, Norwegen)
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Zentrifugen

Minifuge RF

Multifuge 3 L-R

Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb
2700 TR

3.1.9 Computerprogramme

32

ELISA

Softmax fur Windows Version 2.31
ELISPOT

AID Elispot Reader System Version 2.**

FACS
FCS-Express 2

(Heraeus, BRD)

(Heraeus, BRD)

(Packard Instrument Company,
BRD)

(Molecular Devices GmbH, BRD)

(Autoimmune Diagnostika GmbH,
BRD)

(De Novo Software, Kanada)
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3.2 Methoden
3.2.1 Klinische und diagnostische Methoden

3.2.1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um insgesamt 8 Schweine der Rasse
Europaisches PE (PE), 7 Schweine der Rasse Chinesisches ME (ME) und um 43
Kreuzungstiere aus den Rassen PE und ME (F2). Die ME und die Kreuzungstiere
der F2-Generation wurden an der Versuchstierstation Unterer Lindenhof der
Universitadt Hohenheim erzeugt und aufgezogen. Als Elterntiere fur die F1-Generation
dienten ein reinerbig stressstabiler Eber der Rasse PE sowie mehrere Sauen der
Rasse ME. Die F1-Generation wurde untereinander verpaart, um die bendétigte F2-
Generation zu erstellen.

Die Schweine der Rasse PE stammen aus der spezifisch-pathogen-freien (spf) Zucht
der Lehr- und Forschungsstation Oberer Hardthof des Instituts fur Tierzucht und
Haustiergenetik der JLU Giessen.

4 PE, 4 ME und 39 F2 wurden fur den Versuch mit S. miescheriana-Sporozoiten
infiziert, wahrend 4 PE, 3 ME und 4 F2 als nicht infizierte Kontrolltiere eingesetzt
wurden.

Die Schweine waren durch Tatowierung und Ohrmarke dauerhaft und individuell

gekennzeichnet.

3.2.1.2 Aufstallung der Versuchstiere

Im Alter von 8 bis 12 Wochen wurden die Tiere in Gruppen von 6 bis 11 Tieren im
Versuchstierstall der Professur fur Schweinekrankheiten der JLU Giessen aufgestallt.
Es handelte sich um einen Auf3enklimastall mit vier gefliesten Buchten und

Stroheinstreu.
Als Kontrollgruppen dienten je 4 Tiere der Rasse PE und der F2-Generation sowie 3

ME-Schweine. Diese Tiere wurde im Stall des Instituts flr Parasitologie der JLU

Giessen aufgezogen. Eine raumliche Trennung der Kontrolltiere von den infizierten
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Gruppen war notwendig, um eine mdgliche Infektion der Tiere durch verunreinigtes

Arbeitsgerat oder Arbeitskleidung zu vermeiden.

Das Betreten der Stalle war nur mit separater Arbeitskleidung erlaubt. Vor Betreten
des Stalles musste eine Wanne mit Desinfektionsldsung durchquert werden. Der
Infektionsstall wurde durch Tierpfleger der Professur fir Schweinekrankheiten
betreut, wéhrend die Kontrollgruppen von den Tierpflegern des Instituts fir
Parasitologie versorgt wurden. Dies war nétig, um eventuelle Ubertragungen von

Krankheitserregern zu vermeiden.

3.2.1.3 Klinische Untersuchung

Am Tag nach der Einstallung wurde eine grindliche klinische Untersuchung der
Tiere vorgenommen (Gesundheitsstatus). Hierbei wurde Blut fir die Erstellung eines
Differentialblutbildes entnommen. Des Weiteren wurden Sammelkotproben fir die
parasitologische und bakteriologische Diagnostik eingesammelt. In den folgenden 2
Wochen wurden die Tiere taglich untersucht. Beurteilt wurden das
Allgemeinbefinden, der Ernahrungszustand, die Haut- und Schleimhautfarbe sowie
die Parameter von Atmung, Herz und Temperatur.

Im Alter von ca. 12 Wochen erfolgte die orale Infektion mit 50.000 Sporozysten von
Sarcocystis miescheriana pro Tier. Im weiteren Verlauf der Infektion erfolgte eine
klinische Kontrolle des Gesundheitszustandes der Tiere an den Tagen 0, 7, 14, 28,
42, und 70 post infectionem (p. i.).

Am 70. Tag p. i. erfolgte die Euthanasie der Tiere mittels einer Uberdosis Narcoren
intravends. Alle Tiere wurden im Anschluss unverziglich im Institut fir
Veterinarpathologie der JLU Giessen seziert. Hierbei wurden Proben aus der
Herzmuskulatur und dem Musculus longissimus dorsi (M.l.d.) zur histologischen

Beurteilung und zur Bestimmung der Zystozoitenzahl enthommen.

3.2.1.4 Futterung und Medikation der Versuchstiere

Die Tiere wurde mit einem pelletiertem Alleinfuttermittel fir Schweine (RWZ-
Universal Mast gepr. 12,6 MJ ME/kg, Raiffeisen, Waren-Zentrale Rhein-Main eG) ad
libitum Uber Trockenfutterautomaten gefittert. Als Einstallmetaphylaxe wurde Uber
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einen Zeitraum von 6 bis 9 Tagen das Futter ab Werk mit Tiamulin (0,2 g/kg Futter)
und Tetrazyklin (1 g/kg Futter) gemischt verabreicht. Die Tranke erfolgte ebenfalls ad
libitum Gber Troge und Nippeltranken.

3.2.1.5 Blutgewinnung

Die Blutgewinnung erfolgte durch Punktion der Vena jugularis an den Tagen 0, 14,
28, 42 und 70 p. i. nach Fixierung der Tiere mit einer Oberkieferschlinge. Hierbei
wurden 18 ml Blut mit Lithium-Heparin-Rohrchen der Firma Sarstedt entnommen.
Des Weiteren wurde 9 ml Vollblut fir die Gewinnung von Serum ben6tigt.

Aus dem Vollblut wurde nach Gerinnung durch Zentrifugation (400 x g, 10 min)

Serum gewonnen, und bis zur weiteren Verarbeitung bei —20°C eingefroren.

3.2.1.6 Gewinnung von Parasiten

Die Gewinnung des bendtigten Infektionsmaterials erfolgte am Institut far
Parasitologie der Universitdt Leipzig. Es handelte sich um ein Feldisolat von S.
miescheriana. Zwei Schweine wurden mit 50.000 Sporozysten oral infiziert und am
70. Tag p. i. getotet. Das zystenhaltige Muskelfleisch wurde an zwei Hunde verfuttert.
Aus dem Kot der Hunde wurden mittels Flotation mit ZnSO4-Lésung die
infektionsfahigen Sporozysten gewonnen. Die Sporozysten wurden dann in Wasser
mit Penicillin (200 1U/ml), StrPEtomycin (200ug/ml) und Amphotericin B (1 pg/ml)

konserviert und bei 4°C gelagert (Rommel et al. 1995).

3.2.1.7 Gewinnung und Konservierung von Zystozoiten

Die Gewinnung von S. miescheriana-Zystozoiten erfolgte aus der Muskulatur
infizierter Schweine. Hierzu wurden bei der Sektion der Musculus longissimus dorsi
in toto und die linke Herzkammer entnommen.

Fur die enzymatische Isolierung wurde das Fleisch von jeglichem Fett gesaubert und
zu Aligquots von 100 g portioniert. Jedes Aliquot wurde mit 600 ml einer 0,25%igen
Trypsinlésung versetzt und im Standmixer 20 s zerkleinert. Die entstandene

Muskelmasse wurde im Folgenden im Wasserbad 15 min bei 37° C gertuhrt. Die
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Muskelmasse wurde dann durch dreilagige Gaze filtriert, wobei das Filtrat
aufgefangen wurde. Es folgten eine Verdinnung des Filtrats 1:1 mit PBS und die
Zentrifugation bei 2500 x g fur 10 min. Das entstandene Pellet wurde dreimal mit
PBS 10 min bei 2500 x g gewaschen und schlie3lich in PBS resuspendiert.

Um die Zystozoiten vom Zelldetritus zu reinigen, wurde ein Reinigungsgradient
erstellt. Hierzu wurde eine isotonische Stammldsung aus Percoll und 1,5 M NacCl
hergestellt. Die isotonische Stammldsung wurde im Verhaltnis 2:1 mit der nach der
Verdauung erhaltenen Suspension gemischt und zu je 15 ml in Nunc-Roéhrchen
abgefullt. Die Zentrifugation erfolgte bei 1500 x g fur 15 min bei 20° C. Der Gradient
wies nun folgende Schichtung von oben nach unten auf: Fett und Zellreste > Percoll
und Zellreste - Zystozoiten und in der Spitze des R6hrchens kleinste Zelltrimmer.
Mit einer Pipette wurde der Uberstand bis auf die Sporozoitenschicht abgesaugt und
verworfen. Die Fraktionen mit den Sporozoiten wurden gesammelt und in PBS
resuspendiert. Es folgten drei Waschgange mit PBS fir 10 min bei 1500 x g.
Schliel3lich wurden die gewonnenen Zystozoiten in einer moglichst kleinen Menge
PBS suspendiert.

Die Zystozoiten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

Die Zystozoiten wurden mdoglichst konzentriert in PBS bei —80°C eingefroren
(O'Donoghue und Weyreter 1983; Farooqui et al. 1987).

3.2.1.8 Antikdrper-Nachweis

Der Nachweis von S. miescheriana-spezifischem IgM, 1gG, 19G;, 1gG, wurde mittels
ELISA an der Universitdt Hohenheim (Prof. Dr. Ute Mackenstedt) durchgefiihrt
(Reiner et al. 2002b).

Fur den Nachweis von IgM und IgG wurden ELISA-Platten (NUNC ImmunoPlate
MaxiSorp) mit je 3 und 1 pg Antigen-Losung beschichtet. Je 100 pl Serum-
Verdinnung (1:300 in 1% BSA/PBS) pro Vertiefung wurden 1,5 h bei 37 °C inkubiert.
Es folgte die Inkubation mit jeweils 100 pl horseradish peroxidase-konjugiertem Anti-
Schwein IgG oder IgM (Serotec) pro Vertiefung, geldst 1:50.000 in 1 % BSA/PBS.

S. miescheriana-spezifische 1gG; und 1gG,- Antikdrper wurden tber einen doppelten
Sandwich-ELISA nachgewiesen (0,75 und 1,5 pug Antigen pro Vertiefung). Ansonsten
glich die Durchfiihrung dem obengenannten Verfahren. Als erstes Konjugat wurden
Maus-Anti-Schwein 1gG; (1:500) bzw. Anti-Schwein 1gG, (1:300, beide Biozol), als
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zweites Anti-Maus 1gG-horseradish peroxidase-gbeundene Antikdrper (Biozol)
verwendet (IgG; 1:1000 bzw. 1gG, 1:500).
Die Messung der Extinktion erfolgte mit einem Mikroplatten-Reader.

3.2.2 Immunologische Methoden

3.2.2.1 Herstellung von Parasitenantigen

Die Parasitologische Abteilung der Universitat Hohenheim stellte Gber Prof. Dr. Ute
Mackenstedt freundlicherweise fur die Antigengewinnung einen Teil der bei ihnen
gewonnenen Zystozoiten von S. miescheriana zur Verfigung. Des Weiteren lieferte
sie fur den gleichen Zweck dankenswerterweise Zystozoiten von S. singaporensis
aus der Ratte.

Nachdem eine ausreichende Menge Bradyzoiten von S. miescheriana und S.
singaporensis gesammelt worden war, wurden diese aufgetaut und einmal mit PBS
bei 1500 x g fur 10 min gewaschen. Mindestens 200 ul Bradyzoitensuspension
wurden dann in Eppendorfgefal3e abgefillt und auf Eis gestellt. Jedes Gefal3 wurde
nun mindestens dreimal 20 s mit dem Ultraschallgerat bei einer Amplitude von 4 bis
6 um bearbeitet. Zwischen den einzelnen Beschallungen lag mindestens eine Minute
Pause, um eine Uberhitzung der Probe zu vermeiden. Mit dem Mikroskop wurde
Uberpruft, ob alle Zystozoiten lysiert wurden. War dies der Fall, wurde die
Suspension bei 28.000 x g 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstande
(Uberstand 1) wurden gesammelt, das Pellet mit PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert (28.000 x g ,15 min, 4° C). Auch hier wurde der Uberstand (Uberstand 2)
gesammelt und das Pellet verworfen.

Im weiteren Verlauf wurden die erhaltenen Uberstande steriffiltriert. Zur
Proteinbestimmung wurde der Bradford-Assay durchgefiihrt. Im Doppelansatz wurde
eine Farbreihe von BSA-Standard (1 mg/ml) mit Bio-Rad Protein-Assay-L6sung
angelegt. Eine entsprechende Verdinnungsreihe wurde mit einem Aliquot der
filtrierten Uberstanden durchgefiihrt. Anhand einer Farbiibereinstimmung von
Uberstand und BSA-Farbreihe konnte der Proteingehalt bestimmt werden.

Das Antigen wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml aliquotiert und bei —80°C

eingefroren (O'Donoghue und Weyreter 1983; Farooqui et al. 1987).
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3.2.2.2 Isolierung und Stimulation von porcinen Lymphozyten

3.2.2.2.1 Isolierung von peripheren Blutlymphozyten

Zur Gewinnung peripherer Blutlymphozyten (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) aus den infizierten Schweinen und den Kontrolltieren wurde das gewonnene
heparinisierte Blut (siehe 3.2.1.5) im Verhaltnis 1:1 mit einer sterilen 0,85%igen
NaCl-Losung versetzt. In einem 50 ml Nunc-Réhrchen wurden je 20 ml verdinntes
Blut auf 10 ml Ficoll-Trennlésung (Dichte 1,077 g/ml) geschichtet. Dieser Gradient
wurde dann 45 min bei 1500 U/min und RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
waren die PBMC als grauweil3e Interphase erkennbar und wurden vorsichtig mit
einer Pipette abgesaugt. Die PBMC wurden in RPMI+ gel6st und dreimal 10 min bei
400x g gewaschen. AbschlieRend wurden die PBMC in 5 ml RPMI+ suspendiert
(Pescovitz et al. 1985; Summerfield et al. 1996b).

3.2.2.2.2 Bestimmung der Anzahl lebender Zellen und der
Gesamtlymphozytenzahl

Zur Bestimmung der Gesamtlymphozytenzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension
mit 3%iger Essigsaure im Verhaltnis 1:10 versetzt. Durch die Essigsaure wurden die
Zellen lysiert, und die Anzahl der Zellkerne konnte in der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt werden.

Um den Anteil der lebenden und toten Lymphozyten festzustellen, wurde eine
Lebend/Tot-Farbung mit 0,25%iger Trypanblauldsung durchgefihrt. Ein Aliquot der
Zellsuspension wurde nach Anfarben mit der 0,25%igen Trypanblaulésung (1:10) in
einer Neubauer-Zahlkammer untersucht. Zur weiteren Praparation wurden nur

Proben mit mehr als 95 % lebenden, d.h. ungefarbten Zellen verwendet.

3.2.2.2.3 Einfrieren von Zellen

Ein Teil der Zellen wurde eingefroren, um zu einem spéteren Zeitpunkt die
anstehenden FACS-Analysen sowie den ELISPOT durchfuhren zu kénnen. 2 x

10%ml Zellen wurden hierzu mit Einfriermedium versetzt und bei —80°C eingefroren.
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3.2.2.2.4 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden zigig im 37° C Wasserbad aufgetaut, sofort in 5 ml
RPMI aufgenommen und zweimal gewaschen (10 min, 400 x g). Anschlie3end

wurden sie in RPMI+ resuspendiert.

3.2.2.2.5 Lymphozytenproliferationsassay

Mit dem Lymphozytenproliferationsassay lassen sich antigenspezifische T-Zellen
nachweisen. Die Zellen treten als Reaktion auf einen Stimulus durch Antigen in den
Zyklus ein, d.h. sie proliferieren und inkorporieren Vorlaufer der DNA-Synthese. Bei
Zugabe von *H-Thymidin nehmen die aktiven Zellen dieses auf und bauen es in die
DNA ein. Das eingebaute *H-Thymidin wird im B-Szintillationszahler gemessen und
erlaubt eine Aussage dariuber, ob die Lymphozyten eine Transformation
durchgemacht haben und somit fiir das entsprechende Antigen sensibilisiert waren.
Fur den Lymphozytenproliferationsassay wurden die PBMC nach ihrer Isolierung auf
eine Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in Lymphozytenkulturmedium suspendiert. Je
Probe wurden 100 pl Zellsuspension in jede Vertiefung auf einer
Rundbodenmikrotiterplatte verteilt. Fir jedes Stimulans und fiir die Negativkontrollen
wurden jeweils Triplets angesetzt.

Fur die Positivkontrollen wurde von den unspezifischen Mitogenen Concanavalin A
(Con A: 5 pg/ml) und Lipopolysaccharid (LPS: 10 pg/ml) je 100 pl hinzugegeben und
48 h bei 37° C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Die optimalen Konzentrationen
fur Con A und LPS wurden mittels Schachbrettvefahren austittriert.

Die Stimulation mit den spezifischen Antigenen aus S. miescheriana (10 pg/ml) oder
S. singaporensis (10 pg/ml) dauerte 96 h unter sonst gleichen Bedingungen. Als
Negativkontrollen dienten Triplets, welche nur Zellsuspension und RPMI+ enthielten.
Als weitere Kontrolle wurden Zellen mit MOCK (10 pg/ml) stimuliert. Dieses Antigen
wurde aus nicht-infizierten Schweinemuskeln gewonnen, welche genauso behandelt
wurden wie das mit S. miescheriana infizierte Gewebe. Die Differenz zwischen der
Stimulationsrate von spezifischem Antigen und MOCK l&sst eine Aussage Uber die
Spezifitdt des Antigens zu.

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden vorsichtig 100 pl Uberstand pro

Well abgenommen, welche bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert wurden.
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Im Anschluss wurden die Zellen mit 0,5 pCi *H-Thymidin markiert und fiir weitere 18
h inkubiert. Abschlie3end wurden die Zellen mit einem Zellerntegerét auf Filterpapier
geerntet. Nach dem Trocknen wurden die einzelnen Filterteilchen mit
Szintillationsflissigkeit versetzt und luftdicht verschlossen. Die Messung der Proben
im B-Szintillationszéhler erfolgte am Strahlenzentrum der JLU Giessen. Ermittelt
wurde die Radioaktivitat in counts per minute (CPM). Die Differenz aus dem
Mittelwerts eines stimulierten Triplets und dem CPM-Mittelwert eines Kontrolltriplets

stellt den Stimulationsindex (SI) dar.

3.2.2.3 Phanotypisierung von Lymphozytenpopulationen mit Hilfe der
Durchflu3zytometrie

Lymphozytensubpopulationen  kénnen  durch Fluoreszenzmarkierung  von
zellspezifischen Oberflachenantigenen mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern

phanotypisch charakterisiert werden.

3.2.2.3.1 Durchflul3zytometrische Analysen

Die fluoreszenzmarkierten Zellen werden mit einem Durchflu3zytometer, welches mit
einem Argon-Laser ausgerustet ist, analysiert. Streulicht- und Fluoreszenzsignale
einzelner Zellen werden mit Hilfe spezifischer Detektoren gemessen. Die
Streulichtparameter  sind fluoreszenzunabhangig und beinhalten das
Vorwartsstreulicht und das Seitwartsstreulicht. Das Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FSC) definiert die Zellpopulation aufgrund ihrer GroéRe. Das
Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) stellt ein relatives Mal3 fur die intrazellulare
Granulation der Zellen dar.

Fur die spezifische Markierung wird Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Diese emittieren
nach Anregung mit einem Laser Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenlange, das
nach Auftrennung durch unterschiedliche Filter und diochroische Spiegel von den
spezifischen Detektoren analysiert werden kann.

Fur die Analysen wurden zwei unterschiedliche Farbstoffe verwendet:
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE). FITC emittiert grinliches

Licht und PE gelbes. Die Achsen der beiden Fluoreszenzsignale wurden so gewahlt,
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dass sie orthogonal zueinander standen. Dies erlaubte die Durchfihrung von 3

Doppelfarbungen, welche eine bessere Charakterisierung der

Lymphozytenpopulationen ermdglichte.

3.2.2.3.2 Verwendete Antikérperkombinationen

Fur die Erkennung der verschiedenen Lymphozytenpopulationen wurden

verschiedene Antikdrperkombinationen zur ldentifikation von CD-Antigenen (Cluster
of Differentiation, CD) auf Leukozyten des Schweins verwandt. Funf der verwendeten
monoklonalen  Primér-Antikorper stammen aus der Maus und wurden
freundlicherweise von PD Dr. Saalmiller, BFAV Tubingen, zur Verfligung gestellt.
Anti-CD21 Firma BD

Fluoreszenzmarkierung erfolgte tber Sekundar-Antikorper mit dem jeweiligen Isotyp

wurde Uber die PharMingen  bezogen. Die

des Primar-Antikorpers. Tabelle 1 gibt einen Gesamtuberblick Uber die verwendeten

Doppelmarkierungen.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikérperkombinationen

Primar-Antikdrper Sekundar-Antikorper
(Maus anti Schwein) (Ziege anti Maus)
Spezifitat Klonname Isotyp Spezifitat Konjugat
1. Doppel- |Anti-CD4 74-12-4 19G2p Anti-1gGyp FITC
Markierung |Anti-CD8 11/295/33 19G2a Anti-lgG2a PE
2. Doppel- |Anti-CD2 MSA4 19G2a Anti-1gG2a FITC
Markierung |Anti-CD5 B53b7 19G; Anti-IgG; PE
3. Doppel- |Anti-SWC3 |74-22-15A  |IgGap Anti-lgG,,  |FITC
Markierung |Anti-CD21 B-ly4 19G; Anti-lgG; PE

3.2.2.3.3 Zweifarbenimmunofluoreszenz

Die eingefrorenen PBMC wurden zlgig aufgetaut, gewaschen und in Lymphozyten-
kulturmedium suspendiert. Jeweils 100 pl einer Gebrauchssuspension mit 2 x 10°
Zellen pro Vertiefung wurden in eine V-Form-Platte abgefillt. Diese wurde bei 300 x

g, 7 min zentrifugiert und anschliel3end ausgeschlagen. Die Zellen wurden dann in
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50 ul des Primar-Antikorpers (Verdinnung 1:10 mit PBS) resuspendiert und 20 min
auf Eis im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte zentrifugiert (300 x g, 7
min) und ausgeschlagen. Das Sediment wurde mit 100 pl PBS aufgemischt und
erneut zentrifugiert. Nach Ausschlagen der Platte wurden 50 pl/Vertiefung des
Sekundar-Antikérpers hinzugegeben (Austitrierung der Gebrauchsverdinnung
erfolgte im Schachbrett-Verfahren). Diesem war zur Unterscheidung der toten und
lebenden Zellen Propiumiodid (2 pg/ml) beigemischt worden. Propiumiodid farbt tote
Zellen ein, wahrend lebende Zellen den Farbstoff aktiv aus ihrem Zellinneren
entfernen kdnnen. Die Inkubation erfolgte wie oben beschrieben. Im weiteren Verlauf
wurde die Platte zweimal mit je 100 ul PBS gewaschen. Schlie3lich wurden die
Zellen in 50 pl PBS resuspendiert und in Testréhrchen mit 200 ul PBS tberfihrt. Die
Testrohrchen wurden zum Messen in das FACS-Gerat eingesetzt. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, welche nur mit PBS inkubiert worden waren. Die
Konjugatkontrollen enthielten nur den Sekundar-Antikdrper.

Alle Antikorper und Konjugate wurden vor der Verwendung in der
Durchfluzytometrie austitriert und in PBS entsprechend verdiinnt. Kreuzreaktivitaten

mit anderen Isotypen bestanden nach Saalmdller et al. (1989) nicht.

3.2.2.3.4 Auswertung der Durchflu3zytometriedaten

Die in der FACS-Analyse erhaltenen Daten wurden mit Hilfe des
Computerprogrammes FCS Express 2.0 ausgewertet. Es wurden bei jeder Probe
mindestens 5000 Zellen analysiert. Die Fluoreszenzen einer Doppelmarkierung
wurden gegeneinander aufgetragen und als zweidimensionales Konturenbild
dargestellt (contour plot). Im Konturenbild konnten vier Quadranten definiert werden,
die doppelnegative (Quadrant IIl), einfachpositive (Quadranten | und 1V) und
doppelpositive (Quadrant 1) Zellpopulationen enthielten. Der Anteil jeder

Zellpopulation wurde als Prozentsatz ausgedruckt.
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3.2.2.4 Funktionelle Tests
3.2.2.4.1 Zytokinnachweise

3.2.2.4.1.1Bestimmung des Interleukin-2 und Interleukin-4-Gehaltes in

Zellkulturiiberstanden

Die Bestimmungen erfolgten in Inkubationstberstanden (vgl. 3.2.2.2.5) mittels
ELISA. Dazu wurden die Testkits Swine IL-2 CytoSets und Swine IL-4 CytoSets der
Firma Biosource, USA, verwendet. Die Tests wurden nach den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

Die ELISA-Platten wurden mit 100 pl/Vertiefung Coating-Antikérper 18 h bei 4° C
inkubiert, einmal gewaschen und 2 h bei RT mit RPMI+ geblockt. Nach vier
Waschgangen wurden je 100 pl der gesammelten Uberstande sowie 100 pl
Standardlosung-IL-2 oder -IL-4 im Doppelansatz aufgetragen und mit je 50 pl
Nachweis-Antikdrper versetzt. Hierauf folgte eine Inkubation Uber 2 h bei RT auf
einem Schattler (700 rpm). Anschlie3end wurde die Platte viermal gewaschen, dann
mit je 100 pl Streptavidin-HRP versetzt und 30 min inkubiert (RT, auf Schiittler, 700
rpm). Nach vier Waschgéange folgten die Zugabe von 100 pl OPD + H,0, fur 30 min
im Dunkeln. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 1,8 N H,SO,4 gestoppt. Die

Extinktion wurden bei 490 nm gemessen.

3.2.2.4.1.2Bestimmung der Interferon-y-Produktion im ELISPOT

Beim ELISPOT handelt es sich um einen enzymatischen Test, der den Nachweis
funktioneller T-Zellen anhand der l6slichen Zytokine ermdglicht. Durch die Bindung
des Zytokins an die Nitrozellulose auf der Platte, lasst sich der Komplex anfarben
und wird als punktartige Flache, der so genannte Spot, sichtbar. Das vorliegende
Protokoll wurde in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Saalmuller an der BFAV Tubingen
entwickelt.

Bei diesem Test wurde eine Nitrozelluloseplatte mit einem aus der Maus
stammenden monoklonalen Antikdrper gegen Schwein IFN-y (5 pg/ml) inkubiert (18 h
bei 4° C). Es folgte ein dreimaliger Waschgang mit PBS. Nach dem Auftragen von
200 pl RPMI+ je Vertiefung wurde die Platte 2 h bei RT geblockt. In der Zwischenzeit
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wurden aufgetaute Zellen zu einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml mit RPMI+
suspendiert. Nach Beendigung der Inkubation der Platte wurde das RPMI+
abgesaugt und durch 100 pl der Zellsuspension pro Vertiefung ersetzt (5 x 10°
Zellen/Vertiefung). Des Weiteren wurden die bereits beim
Lymphozytenproliferationsassay verwendeten Stimulantien zu je 100 pl im
Doppelansatz zugegeben und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 48 h wurden die
Platten dreimal gewaschen und mit je 100 pl Kaninchen-Anti-Schwein IFN-y-Serum
(2,5 pg/ml) 1 h bei RT inkubiert. Es folgten ein dreimaliger Waschgang und die
Inkubation mit peroxidase-konjugiertem Ziege-Anti-Kaninchen 1gG (1:200, 1 h, RT).
Schlief3lich wurden je 100 ul DAB + Urea (Sigma Fast DAB Tablet Sets gemaf
Gebrauchanweisung angemischt) zugegeben (4 bis 7 min). Zum Abschluss wurde
die Platte funfmal mit PBS und dreimal mit A. dest. gewaschen und bei RT
getrocknet. Die Auswertung erfolgte mit einem AID ELISPOT-Reader an der BFAV
Tubingen (Armengol et al. 2002)
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3.3 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und -auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen
Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung
des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitdt Giessen. Die

statistische Auswertung wurde unter Verwendung von BMDP/Dynamic durchgefihrt.

Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte  (x),
Standardabweichungen (s), Minima (Xmin), Maxima (Xmax) und Stichprobenumfange
(n) berechnet und tabellarisch wiedergegeben. Die Daten wurden in Form von
Verlaufskurven und Balkendiagrammen graphisch dargestellt. Fur diesen Zweck
wurde das PC-Programm Microsoft Excel verwendet.

Um zu prifen, ob sich die Gruppen untereinander bezlglich ihrer Rasse, der
Infektion und des Messzeitpunktes unterscheiden und eine Wechselwirkung
zwischen diesen Faktoren besteht, wurden sowohl eine dreifaktorielle als auch eine
zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefihrt.

Fur die Bewertung der Signifikanz von Unterschieden wurde folgende

Bezeichnungsweise verwendet:

p < 0,05

signifikant

p < 0,001

hoch signifikant
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4 Ergebnisse

Hinweis: Samtliche Ergebnisse der nicht infizierten Kontrollgruppen werden auf

Grund der Ubersichtlichkeit in Kapitel 8.1 des Anhangs dargestellt.

4.1 Ergebnisse der klinischen und labordiagnostischen Untersuchungen

4.1.1 Klinische Eignung der Versuchstiere

Die Tiere wurden am Tag nach ihrer Einstallung einer griindlichen Klinischen
Untersuchung unterzogen.

Fur labordiagnostische Untersuchungen wurden Blut-, Nasentupfer- und Kotproben
entnommen. Im Blut wurden neben einem Differentialblutbild die
Gesamtleukozytenzahl sowie der Hamatokrit bestimmt. Bei einem gesunden
Schwein liegt der Normalbereich fur die Gesamtleukozytenzahl zwischen 10,5 und
21,4 G/l und der Normalbereich fur den Hamatokrit zwischen 33 und 45 Vol.-%
(Plonait und Bickhardt 1988). Die Blutwerte samtlicher Tiere lagen zum Zeitpunkt der
Einstallung im angegeben physiologischen Bereich.

Die bakteriologische und mykologische Untersuchung der Nasentupferproben u. a.
auf E. coli, hamolysierende Streptokokken, Pasteurella multocida, Staphylokokkus
Epidermidis, Bordetella bronchiseptica und Schimmelpilze ergab eine Mischflora. Da
die Tiere jedoch prophylaktisch mit Antibiotika behandelt wurden (vgl. Kap. 3.2.1.4),
wurde das Vorhandensein dieser Keime als nicht relevant angesehen.

In den untersuchten Kotproben waren keinerlei Parasitenstadien nachweisbar. Auch
die bakteriologische Untersuchung (gleiches Profil wie Nasentupferproben) ergab

keine Anhaltspunkte flr eine bestehende Infektion zu Versuchsbeginn.

4.1.2 Korpertemperatur der Versuchstiere im Verlauf der S. miescheriana-
Infektion

Die durchschnittliche Korpertemperatur unmittelbar vor der Infektion mit S.
miescheriana lag bei allen Gruppen zwischen 39,1°C und 39,6°C (Abb. 1). In den
Kontrollgruppen kam es im Untersuchungszeitraum zu einem leichten,
altersbedingten Rucklauf der Kérpertemperaturen (p < 0,005). Insgesamt lagen dabei

die Korpertemperaturen der PE signifikant (p < 0,05) tber denen der ME- und F2-
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Schweine. Die infizierten Tiere zeigten 14 Tage p. i. eine Temperaturerhhung auf
durchschnittlich 40,5 °C (PE), 40,2 °C (ME) und 40 °C (F2) (Abb. 1). Um den 21. Tag
p. i. erreichte die Korpertemperatur wieder den Ausgangswert und blieb bei F2-
Tieren bis zum Ende der Untersuchung (70. Tag p. i.) stabil. Bei PE konnte ein
zweiter Fieberschub auf Uber 40,2 °C zwischen den Tagen 42 und 45 p. i
beobachtet werden. Die ME wiesen hier nur eine leichte Erhohung auf 39,5 °C auf.
Unabhéangig von diesen offensichtlich infektionsbedingten Veranderungen lagen die
Korpertemperaturen bei PE generell und signifikant (p < 0,001) dber denen der
Ubrigen Tiere. Die Veranderungen im Zeitverlauf waren bei allen Gruppen mit p <
0,0001 signifikant.

1,5

OoME
oF2
mPE

0,5

Temperatur (°C)

d+d
===

-0,5

Tage post infectionem

Abbildung 1: Entwicklung der mittleren Kérpertemperatur bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.1.3 Veranderungen im Blutbild im Verlauf der Infektion

4.1.3.1 Lymphozyten

Die  Ergebnisse des Differentialblutbildes wurden im Rahmen des
Forschungsprojektes an der Professur fir Schweinekrankheiten der JLU Giessen
ausgewertet (Hepp und Reiner 2006). Mit Hilfe eines nach Pappenheim geférbten
EDTA-Blutausstriches wurde durch Auszahlung von 100 Zellen mikroskopisch der
prozentualen Anteile der Lymphozyten, segmentkernigen Granulozyten,
stabkernigen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten,
Monozyten, das Ausmald an Polychromasie, Poikilozytose und Anisozytose der
Erythrozyten sowie das Vorhandensein von Jollykérpern bestimmt.

Fir die Auswertung der vorliegenden Arbeit sind jedoch lediglich die prozentualen
Veréanderungen der Lymphozyten im Verlauf der Infektion von Interesse.

In den ersten vierzehn Tagen nach der Infektion sank die Lymphozytenverlaufskurve
bei ME ab und stiegen vom 21 - 42 Tag p. i. wieder auf das Niveau von vor der
Infektion an (Abb. 2). Bei PE und F2-Tieren lagen die Zellzahlen von Beginn an
hoher als beim ME. Auch hier kam es zu einer geringen Absenkung innerhalb der
ersten vierzehn Tage, bei PE sogar bis zum 28. Tag p. i., danach zeigte sich jedoch
ein kontinuierliches Ansteigen der Verlaufskurve.

In der nicht infizierten Kontrollgruppen der ME kam es uber den Versuchszeitraum zu
keinen Veranderungen. Die PE hingegen zeigten ein kurzes Absinken der Kurve um
den 14 Tag p. i., wahrend die F2-Tiere zwischen dem 28. Tag p. i. und dem 42. Tag
p. i. einen deutlichen Zellzahlabstieg aufwiesen (nicht dargestellt).
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Abbildung 2: Veranderungen des Anteils der Lymphozyten im Differentialblutbild bei
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.2 Ergebnisse immunologischer Untersuchungen
4.2.1 Antikorperspiegel

4.2.1.1 IgM-Antikorper

Die Bewertung der IgM-Antikdrperspiegel und der Verlauf sind dadurch kompliziert,
dass a) bei den nicht-infizierten Kontrollen relativ hohe OD zu verzeichnen waren
und b) bei den Kontrollen Rasseunterschiede in der Hoéhe der OD und im Verlauf
auftraten. Zusatzlich lagen die Ausgangswerte der PE erheblich Gber denen der
anderen Gruppen, blieben danach aber konstant, wahrend die OD bei den Ubrigen
Kontrollen signifikant (p < 0,001) mit dem Alter zunahmen. Dies erlaubte nicht, einen
gemeinsamen Schwellenwert festzulegen. Mit der dadurch notwendigen
Zurickhaltung interpretiert, sprechen die Ergebnisse bei den infizierten Tieren fur
einen Anstieg der spezifischen IgM-Antikdrper zwischen der 2. und 4. Woche p. i,
einen anschlieRenden plateauarteigen Verlauf mit einem Riuckgang der
Antikorperspiegel nach der 6. Woche p. i.. Die Verdnderungen uber die Zeit waren
signifikant (p < 0,0001). Die Antikdrperspiegel der F2-Schweine lagen signifikant (p <
0,001) Uber denen der reinrassigen Tiere (Abb. 3).

0,6
0,5
0,4 -
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503 mF2
% mPE
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0,1
0
0 14 28 42 70
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Abbildung 3: IgM-Antikdrperspiegel bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.2.1.2 1gGi-Antikorper

In der Entwicklung von IgG;-Antikérpern zeigen sich deutliche Unterschiede
zwischen den infizierten Tieren und den Kontrollgruppen. Wahrend bei den
Kontrollgruppen keinerlei Veranderungen Uber den Versuchszeitraum auftraten,
stiegen die Antikorperspiegel bei den infizierten ME zwischen dem 14. und 42. Tag p.
i. deutlich an. Das Niveau wurde bis zum Versuchsende weitestgehend beibehalten.
Die Entwicklung bei PE und F2-Tieren hingegen war nahezu parallel, hier stiegen die
Werte ab dem 42. Tag p. i. konstant an. Bei den F2-Schweinen kam es zu einem
leicht hoheren 1gG;-Antikorperspiegel als bei den ME. Die PE reagierten zwar
gleichfalls, aber deutlich schwécher (Abb. 4). Es ergaben sich sowohl fir die
Rassenabhangigkeit (p < 0,0001) als auch fir den Zeitverlauf (p < 0,0001)
hochsignifikante Unterschiede.
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Abbildung 4: IgG1-Antikérperspiegel bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.2.1.3 1gG,-Antikorper

Spezifische Ig,-Antikérper lie3en sich in hohen Spiegeln nur bei den ME-Schweinen
nachweisen, bei denen es nach dem 14. Tag p. i. zu einem nahezu kontinuierlichen
Anstieg bis Versuchsende kam. In PE-Schweinen traten keine nachweisbaren
Antikorper auf. Bei F2-Tieren kam es zu einem minimalen Anstieg der 1gG,-Spiegel
(Abb. 5). Ebenso wie bei IgG; ergaben sich hochsignifikante Werte fur die
Rassenabhangigkeit (p < 0,0001) und die zeitliche Entwicklung (p < 0,0001).

0,45

04

0,35 -

0,3

0,25 OME
oF2
02

' B PE
0,15 -

0,1

il \

0 14 28 42 70

oD

Tage post infectionem

Abbildung 5: IgG2-Antik6rperspiegel bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.2.2 Phanotypisierung der Lymphozyten im peripheren Blut

4.2.2.1 Expression von CD4 und CD8

Mittels mAk gegen CD4 und CD8 st es mdoglich, in einer
Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse einzelne Populationen von PBL zu definieren
und darzustellen (vgl. Abb. 6). In Quadrant Il finden sich die doppelt negativen
Zellen (CD4CDS8’) wie TcRy/s-Zellen, Monozyten und B-Lymphozyten. Der hohe
Anteil der TcRy/5-Zellen stellt eine Besonderheit des porcinen Immunsystems dar
(vgl. Kap. 2.2.4). Naturliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen exprimieren CD8
und sind in Quadrant | dargestellt. Die beiden Zellpopulationen unterscheiden sich
dabei auf Grund ihrer unterschiedlichen Antigendichte (CTL -> CD8'M": NK ->
CD8"" (Pauly et al. 1998)). Beim Schwein werden die T-Helferzellen an Hand ihres
Phanotyps CD4"CD8" (Quadrant IV) und CD4'CD8" (Quadrant 1) unterschieden. Die
CD4'CD8" T-Zellen entstehen vermutlich aus einfachpositiven T-Helferzellen und
besitzen die Funktion von T-Helfer-Gedachtniszellen (Summerfield et al. 1996b;
Zuckermann und Husmann 1996; Ober et al. 1998b). Der Phanotyp CD4'CD8" ist
eine Besonderheit des porcinen Immunsystems (Pescovitz et al. 1985; Saalmiiller et
al. 1987b).
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Abbildung 6: CD4- und CD8-Expression auf porcinen PBL. Die Abbildung zeigt eine
Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse von PBL, die mit mAK gegen CD4 und CD8
markiert wurden. Das Diagramm gibt die logarithmische Fluoreszenzaktivitat der
analysierten Zellen wieder, wobei die FITC-Fluoreszenzintensitat auf der Abszisse und
die PE-Fluoreszenzintensitat auf der Ordinate aufgetragen sind.

Quadrant | CD4'CD§8
Quadrant Il CcD4'CcD8"
Quadrant Il CD4'CD8, B-Zellen, Monozyten und tote Zellen

QuadrantlV  CD4CD8"

Bei den infizierten Tieren ergaben sich deutliche Unterschiede fiir den CD4 CD8*"9"-

Anteil (p < 0,05). ME und F2-Tiere besalRen von Untersuchungsbeginn an einen
leicht héheren Anteil CD8"""-T-Zellen als PE. Im Infektionsverlauf nahm der Anteil
dieser Zellen von ca. 6 % auf, am 28. und 42. Tag p. i. 8 — 9 % zu. Bei PE blieben
abgesehen von einem Abfall 14 Tage p. i. die Werte weitgehend konstant. Bei beiden
Rassen waren die Veranderungen im Zellverlauf signifikant (p < 0,0005).

Die infizierten F2-Tiere glichen im Infektionsverlauf weitgehend den ME (Abb. 7).

Die Kontrolltiere wiesen keine wesentlichen Abweichungen wahrend des
Versuchszeitraums in ihrer PopulationsgréRe auf. Bei den nicht-infizierten ME-Tieren
ist ein leichter Anstiegen der CD8*""
39).

Bei der CD4'CD8""-T-Zellpopulation waren bei PE anfangs hoéhere Werte als bei

am 42. und 70. Tag p. i. zu verzeichnen (Abb.

den ME und F2-Tieren zu verzeichnen. Bei allen Gruppen zeigte sich 14 Tage p. I.
ein Abfall, gefolgt von einem erneuten Anstieg. 70 Tage p. i. zeigten sich vor allem
bei den PE hohe Anteile (Abb. 8).

Die GroRe der Zellpopulation der CD4'CD8"" T-Zellen veranderte sich bei allen
nicht-infizierten Kontrolltieren nicht (Abb. 40).

54



4 Ergebnisse

Im Anteil der CD4"CD8"-T-Zellen zeigten sich weder bei den Kontrollen noch bei den
Infektionsgruppen vor der Infektion rassespezifische Besonderheiten (Abb. 41 und
Abb. 9). Auch mit zunehmendem Alter der Kontrollen ergaben sich keine
wesentlichen Veranderungen. Im Verlauf der Infektion nahm der Anteil dieser Zellen
bei den PE rasch zu und hatte sich bis 42 Tage p. i. mit ca. 15 % nahezu verdoppelt.
Bei ME zeigte sich 14 Tage p. i. ein leichter Rickgang des CD4'CD8"-Anteils,
gefolgt von einem eher méaRigen Anstieg. Bei F2-Tieren kam es im Vergleich zu PE
zu einem verzogerten Anstieg, doch hatten sich die Werte bis zum 28. Tag p. i
angeglichen (Abb. 9).

Bei den CD4'CD8-T-Zellen bestand generell eine signifikante Rasseabhangigkeit (p
< 0,05 bei nicht infizierten Kontrollen, p < 0,0005 bei infizierten Tieren). Die
niedrigsten Werte zeigten sich bei ME, die hdchsten Werte wurden von den
infizierten Tieren am Tag 70 p. i. bei den PE beobachtet. Zudem zeigte sich im Fall
des ME keine besondere Dynamik im Infektionsverlauf (Abb. 10). Bei F2-Tieren
wurde bei Kontrollen i. d. R. eine intermediare Situation beobachtet (Abb. 42), bei
infizierten Schweinen variierten die Anteile im Verhéltnis zu PE, lagen aber stets Uber
denen der ME. Der Einfluss der Zeit im Infektionsverlauf war insgesamt mit p < 0,05
signifikant (Abb. 10).

Das Verhéltnis der CD4*-T-Zellen zu CD8""" zeigte rasseabhéngige Unterschiede
im Infektionsverlauf (Abb. 11). Bei den PE wuchs das Verhéaltnis um das Vierfache
am 14 Tag p. i. an. An den anderen Tagen glich das Verhdaltnis wieder dem
Verhéltnis an Tag 0. Weder ME noch F2-Tiere zeigten einen ahnlichen Verlauf. Bei
einem hohen Verhaltniswert wurde davon ausgegangen, dass viele T-Helfer-Zellen
vorhanden sind, wahrend ein niedriges Verhéltnis auf wenige CD4"-T-Zellen und
viele CD8'""-T-Zellen schlieRen Iasst.

Der Anteil der CD4'CD8" -T-Zellen konnte mit der in der FACS-Analyse gewahlten
Kombination nicht gezielt gemessen werden. Die i. d. R. im 3. Quadranten des
Scattergramms angesiedelten doppelt negativen Zellen waren dort zusammen mit B-
Zellen, Makrophagen, toten Zellen und Zelltrimmern erfasst worden. Die einzelne
Erfassung von CD4'CD8 ware nur Uber eine hier technisch nicht maogliche
Dreifarbenfluoreszensanalyse mdglich gewesen. Diese Aussage gilt auch fiur die
Bestimmung der Expression von CD2°CD5'.
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Abbildung 7: Darstellung der CD4'CD8""9"-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 8: Darstellung der CD4'CD8""-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 9: Darstellung der CD4'CD8"-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 10: Darstellung der CD4"CD8-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 11: Darstellung des Verhaltnis von CD4" zu CD8™9" auf PBL bei
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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4.2.2.2 Expression von CD2" und CD5"

CD2 macht die Unterscheidung von Nullzellen (CD2) und ,Nicht“-Nullzellen (CD2%)
maoglich. Es ist an der Signaltransduktion und der damit verbundenen Aktivierung
ruhender T-Zellen beteiligt. CD2" -T-Zellen exprimieren CD4 und/oder CDS8
(CD2°CD4'CD8" oder CD2'CD4'CD8) und weisen die funktionale Aktivitat von
MHC- restringierten T-Lymphozyten auf. CD2" T-Lymphozyten gehéren zur CD4
CD8 T-Zell-Subpopulation und exprimieren den yd-TcR. Sie zeigen keine
antigenspezifischen Reaktionen, wohl aber eine hohe Proliferationsrate nach
Stimulation mit Mitogen (Saalmdaller 1998; Saalmiiller et al. 1998c).

CD5 weist eine biphasische Antigendichte auf und ermdglicht durch seinen Einsatz
als mAK die Unterscheidung NK-Zellen (CD8"°“CD5), CTL's
(CD8*M"CD5*M) ynd v5-TCR-Zellen (CD8'CD4 CD5"*") (Saalmiiller et al. 1994d).

zwischen

Tabelle 2: Ubersicht der durch die Paarung CD2/CD5 darstellbaren Zelltypen mit Angabe ihrer
Platzierung in dem Scattergramm der FACS-Analyse

Zelltyp Phanotyp Platzierung im Scatter-
gramm (Abb. 8)
NK CD2*CD4 CD8"*" CD5 Quadrant IV
CTL CD2*CD4 CD8""™"CD5* Quadrant I
af-TcR-Zellen  |CD2°CD4*CD8*CD5™" Quadrant I
CD2*CD4*CcDg CD5™"
CD2'CD4 CD8*CD5"™Md"
v8-TcR-Zellen CD2 CD4 CD8CD5"™" Quadrant |
Sonstige CD2'CD5' -Zellen, Makrophagen, |Quadrant llI
B-Zellen, tote Zellen, etc.
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Abbildung 12: CD2- und CD5-Expression auf porcinen PBL. Die Abbildung zeigt eine
Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse von PBL, die mit mAK gegen CD2 und CD5
markiert wurden.

Das Diagramm gibt die logarithmische Fluoreszenzaktivitat der analysierten Zellen
wieder, wobei die FITC-Fluoreszenzintensitat auf der Abszisse und die PE-
Fluoreszenzintensitat auf der Ordinate aufgetragen sind.

Fir die CD2'CD5 T-Zellen zeigte sich, dass Beziehungen zwischen Rasse,
Bestehen einer Infektion und dem Zeitverlauf existieren (p < 0,001). Sowohl die
Kontrolltiere als auch die spater infizierten ME und F2-Tiere wiesen an Tag O eine
CD2'CD5 -Zellpopulation von um die 10% auf, die spater infizierte PE hatten
allerdings einen hoheren Anteil um ca. 7% (Abb. 13). Wahrend sich im
Untersuchungszeitraum bei den Kontrolltieren nichts anderte (Abb. 43), fiel der Anteil
der CD2'CD5'-Zellen bei allen infizierten Tieren um fast 50% ab. Bis zum 28. Tag p.
I. pendelte sich die Zellzahl wieder auf einen Level von 10% ein, und wies bis zum
Versuchende keine gréReren Schwankungen mehr auf.

Bei den CD2'CD5"-Zellen der infizierten Tiere (Abb. 14) zeigte sich eine deutlich
andere Entwicklung Uber den Versuchszeitraum als bei den Kontrolltieren (p <
0,0001) (Abb. 44). Tendenziell vermehrten sich die CD2'CD5"-Zellen bis zum
Versuchsende stetig. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen
Tag der Infektion und der jeweiligen Rasse (p < 0,019). Besonders ausgepragt waren
hierbei die Unterschiede zwischen ME und PE im Zeitraum vom 14. bis 42. Tag p. i.
Wahrend die Zellpopulation ab dem 42. Tag p. i. bei den ME weitestgehend stabil
blieb, stieg sie bei den PE-Schweinen deutlich an.

Im Anteil der CD2'CD5" y5-Zellen ergaben sich einerseits bei den nicht infizierten

ME- und F2-Kontrollen offensichtlich altersbedingte Zunahmen sowie
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rassenabhangige Unterschiede (p< 0,05), andererseits, mit Ausnahme der ME, bei
den infizierten Tieren signifikante Veranderungen im zeitlichen Verlauf (p < 0,0001)
(Abb. 15). Wahrend der Anteil CD2'CD5" T-Zellen bei den infizierten ME uber den
gesamten Zeitraum bei 15% lag, veranderte er sich bei den PE und F2-Tieren. Bei
den PE, die von vornherein einen hoheren Anteil CD2'CD5" T-Zellen aufwiesen,
deutete sich ein Verlauf an, der bei den F2-Tieren relativ deutlich wurde: Hier kam es
bis 14 Tage p. i. zu einer deutlichen Zunahme, gefolgt von geringeren Werten 28 und

42 Tage p. i. und einem leichten Wiederanstieg bis zum 70. Tag p. i..
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Abbildung 13: Darstellung der CD2'CD5-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 14: Darstellung der CD2'CD5"-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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Abbildung 15: Darstellung der CD2 CD5"-Expression auf PBL bei Pietrain-,
Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S.
miescheriana
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4.2.2.3 Expression von SWC3" und CD21"

Mittels des Einsatzes von mAK gegen CD21 lassen sich die Oberflachenantigene
von B-Lymphozyten, mit SWC3 entsprechend die der Monozyten / Makrophagen
markieren. Graphisch erscheinen die B-Lymphozyten im ersten und die Monozyten /
Makrophagen im vierten Quadranten. Im dritten Quadranten befinden sich

entsprechend alle T-Lymphozyten und toten Zellen (Abb. 16).

PBMC
104, I

10° 10*
SWC3

Abbildung 16: CD21- und SWC3-Expression auf porcinen PBL. Die Abbildung zeigt eine
Zweifarbenimmunfluoreszenzanalyse von PBL, die mit mAK gegen CD21 und SWC3
markiert wurden.

Das Diagramm gibt die logarithmische Fluoreszenzaktivitat der analysierten Zellen
wieder, wobei die FITC-Fluoreszenzintensitat auf der Abszisse und die PE-
Fluoreszenzintensitat auf der Ordinate aufgetragen sind.

Im Anteil der CD21"-Population ergaben sich weder bei den infizierten Gruppen noch
bei den Kontrollgruppen signifikante Veranderungen Uber den Versuchszeitraum.
Tendenziell lagen die Zellzahlen der ME hdher als die der PE, und die der

Kreuzungstiere lagen in etwa dazwischen (Abb. 17 und Abb. 46).
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Abbildung 17: Darstellung der CD21-Expression auf PBL bei Pietrain- , Meishan- und
Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana

Anhand der Kontrolltiere wurde sichtbar, dass die ME Uber einen wesentlich h6heren
Monozyten / Makrophagen-Anteil verfigten (p < 0,0001) als die PE und
Kreuzungstiere (Abb. 47). Nach den Ausgangswerten der infizierten Gruppen ist
anzunehmen, dass auch zwischen PE und F2-Tieren ein Unterschied besteht und
dem letztere ungefahr eine Mittelstellung zwischen den reinen Rassen einnehmen
(Abb. 18). Die Veranderungen im Verlauf der Infektion waren hochsignifikant (p <
0,0001) und drickten sich am deutlichsten bei den ME aus (Abb. 12). Hier kam es
bis zum 14. Tag p. i. zu einem Anstieg, dem bis zum Tag 42 p. i. ein kontinuierlicher,
deutlicher Rickgang folgte. 70 Tage p. i. lie3 sich bei allen Gruppen wieder ein

leichter Anstieg verzeichnen.
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Abbildung 18: Darstellung der SWC3-Expression auf PBL bei Pietrain-, Meishan-
und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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4.2.3 Proliferationsreaktionen peripherer Lymphozyten

4.2.3.1 Stimulation mit Con A

Nach Stimulation von PBL mit Con A zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den infizierten Tieren (Abb. 19) und den Kontrollen (Abb. 48) in der
Proliferationsleistung der Zellen. Allerdings unterschieden sich die Rassen
unabhangig von der Infektion signifikant (p < 0,005). Daher lagen die
Stimulationsindizes (SlI) der ME bei nahezu allen Terminen im Durchschnitt niedriger
als die Werte der PE und F2-Tiere.
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Abbildung 19: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach Stimulation
mit Con A bei Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen nach Infektion mit
S. miescheriana

66



4 Ergebnisse

4.2.3.2 Stimulation mit LPS

Die Stimulation mit LPS ergab ebenso wie die mit Con A in der Reaktion signifikante
Rassenunterschiede (p < 0,005). Diese Unterschiede zeigten sich deutlich bei den
Kontrolltieren (Abb. 49). Die ME und die F2-Tiere lagen hier deutlich unter dem
Niveau der PE (p < 0,05) (Abb. 20). Bei den infizierten Tieren bestanden signifikante
Unterschiede (p < 0,0001) im Zeitverlauf. Auffallend waren die starken Reaktionen
der PE am Tag 14 p. i. (Abb. 20).
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Abbildung 20. Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation mit LPS bei Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen nach
Infektion mit S. miescheriana

4.2.3.3 Stimulation mit Mock

Mock stimulierte die Lymphozyten allenfalls unregelmaRig und schwach. Die
Stimulationsindizes lagen tber den gesamten Versuchszeitraum unter 2, grof3tenteils
sogar unter 1 (Abb. 21). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass es keine
Einflusse im spezifischen Antigen (S. miescheriana und S. singaporensis) durch

Muskelproteine oder praparationsbedingte Verunreinigungen gab.
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Abbildung 21: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation von PBL der Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen mit Mock
nach Infektion mit S. miescheriana

4.2.3.4 Stimulation mit Sarcocystis-Antigen

PBL aus infizierten Schweinen lie3en sich im Vergleich mit nicht infizierten Kontrollen
weder mit S. miescheriana- noch mit S. singaporensis-Antigen verstarkt zur
Proliferation anregen. Auch im Zeitverlauf konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 22 und 23).
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Abbildung 22: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation mit Sarcocystis miescheriana-Antigen bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 23: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation mit Sarcocystis singaporensis-Antigen bei Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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4.2.4 Zytokinsynthese peripherer Blutlymphozyten

Ziel dieses Versuches war es, eine mdogliche Freisetzung von IL-2 und IL-4 in
Zellkulturiberstanden bzw. eine Produktion von IFN-y durch PBL direkt
nachzuweisen. Dabei sollte untersucht werden, ob es unter dem Einfluss von
unspezifischen und spezifischen Antigen zu einer Produktion der betreffenden IL-2
und IL-4 bzw. IFN-y durch die PBL kommt. Des Weiteren sollte festgestellt werden,
ob es im zeitlichen Verlauf der S. miescheriana-Infektion zu Unterschieden in der

Zytokinsekretion kommt.

4.2.4.1 Interleukin-2

4.2.4.1.1 Stimulation mit Con A und LPS

Im Fall der F2-Tiere wurden nach Stimulation mit Con A relativ einheitliche Werte
erhalten, wahrend bei den reinrassigen Tieren relativ heterogene, hochvariable
Ergebnisse auftraten.

Der Vergleich aller infizierten Tiere (Abb. 24) mit den nicht infizierten Kontrollgruppen
(Abb. 53) ergab signifikante Unterschiede unter Bertcksichtigung der Zeit (p < 0,05)
unabhangig von einer Infektion. Bei den infizierten Tieren ergab sich ein
unregelmaniger Verlauf ohne erkennbaren Bezug zur Parasitenentwicklung. Bei
beiden reinrassigen nicht-infizierten  Kontrollgruppen hingegen fand ein
kontinuierlicher Anstieg der IL-2-Produktion Uber den Versuchszeitraum statt (p <
0,0001). Die Zytokin-Produktion der F2-Generation hingegen verlief auf einem sehr

niedrigen, groéi3tenteils gleichbleibenden Niveau.
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Abbildung 24: Darstellung der durch Con A induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL
von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit
S. miescheriana

Nach Stimulation mit LPS wurden generell sehr niedrige IL-2Werte gemessen. Abb.
25 zeigt im Fall beider reinerbiger Gruppen mit voranschreitender Zeit p. i. (p <
0,005) einen Abfall der IL-2-Produktion, wahrend bei Zellen aus F2-Schweinen eine
gleichbleibend schwache Synthese zu beobachten war. Hierbei ist allerdings zu
berticksichtigen, dass die Ausgangswerte bei den reinrassigen Tieren deutlich Uber
denen der Kreuzungstiere lagen. Das Bild bei den Kontrollgruppen ahnelt dem, das
nach Con A-Stimulation auftrat, wenngleich die Werte bei den reinrassigen Tieren

zum Versuchsende nach unten tendierten (Abb. 54).
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Abbildung 25: Darstellung der durch LPS induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL
von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit
S. miescheriana

4.2.4.1.2 Stimulation mit Sarcocystis-Antigen

Unter dem Einfluss von homologen und heterologen Sarcocystis-Antigenen ergaben
sich auf sehr niedrigem Niveau nahezu identische Verlaufe fir die einzelnen
Gruppen (Abb. 26 und 25). Sowohl Infektion als auch Zeit (S. miescheriana: p <
0,005, S. singaporensis: p < 0,005) hatten Einfluss auf die Zytokin-Synthese.
Allerdings bestehen bereits signifikante  Unterschiede nur durch die

Rassezugehorigkeit (S. miescheriana: p < 0,005, S. singaporensis: p < 0,0005).
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Abbildung 26: Darstellung der durch Sarcocystis miescheriana-Antigen

induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL von Pietrain-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 27: Darstellung der durch Sarcocystis singaporensis-Antigen

induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL von Pietrain-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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4.2.4.2 Interleukin-4

4.2.4.2.1 Stimulation mit Con A, LPS und Sarcocystis-Antigen

Bei den nicht infizierten Kontrollen kam es weder durch Stimulation mit Con A noch
durch die eingesetzten Antigene zu einer nennenswerten Freisetzung von IL-4 (Abb.
61 - 64).

Eine sehr niedrige Syntheserate von IL-4 war auch bei den infizierten F2-Tieren zu
beobachten (Abb. 28 bis 31). Uber den gesamten Infektionsverlauf zeigten sich hier
keinen nennenswerten Abweichungen. Allerdings lie3en sich fir alle eingesetzten
Stimulantien Rassenunterschiede (Con A: p < 0,0001; LPS: p < 0,0001; S.
miescheriana: p < 0,0001; S. singaporensis: p < 0,0001) feststellen. Die PBL
infizierter reinerbiger Tiere reagierten auf eine Stimulation mit Con A abhangig vom
Zeitpunkt p. i. (p < 0,0001). Dabei kam es nach der Infektion zu einer kontinuierlich
zunehmenden IL-4-Synthese. Am 42. Tage p. i. wurden Maxima ermittelt. Am Tag 70
p. i. waren wieder Kontrollwerte erreicht (Abb. 28).

LPS wirkte sich weitgehend analog zu Con A auf die IL-4-Freisetzung aus (Abb. 29).
Die Stimulation der PBL mit Sarcocystis-Antigen resultierte nur bei den reinrassigen
Tieren in einer IL-4-Synthese. Bei beiden Antigenen ergaben sich &hnliche,
rassespezifische (p < 0,0001) Verlaufe (Abb. 30 und 31) mit bis zum 28. Tag p. I.
(PE) bzw. 42. Tag p. i. (ME) zunehmenden Werten. Ab dem 42. Tag p. i. bzw. 70 Tag

p. i. entsprechen die Werte wieder der Ausgangssituation.
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Abbildung 28: Darstellung der durch Con A induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL
von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit

S. miescheriana
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Abbildung 29: Darstellung der durch LPS induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL
von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit

S. miescheriana
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Abbildung 30: Darstellung der durch Sarcocystis miescheriana-Antigen
induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL von Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 31: Darstellung der durch Sarcocystis singaporensis-Antigen
induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL von Pietrain-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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4.2.4.3 Interferon-y

4.2.4.3.1 Stimulation mit Con A

Unter dem Einfluss von Con A zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Rassen (Kontrolltiere: p < 0,0001; infizierte Tiere: p < 0,005) sowie dem
zeitlichen Verlauf unter dem Einfluss einer bestehenden Infektion (p < 0,005). Bei
den Kontrollen blieb der Anteil IFN-y synthetisierender Zellen Uber den
Untersuchungszeitraum weitgehend konstant. Die niedrigsten und héchsten Werte
wurden bei den F2-Tieren bzw. den ME beobachtet (Abb. 69). Gleiches galt ftr
infizierte ME und F2-Tiere (Abb. 32). Die infizierten PE zeigten einen eher
unregelmanigen Verlauf und wiesen eine flinffach hohere Produktionsrate von IFN-y
auf als die infizierten ME, welche noch unter der Syntheserate der nicht-infizierten
ME lagen. Die infizierten F2-Tiere lagen mit der Zahl der IFNy-produzierenden Zellen

fast doppelt so hoch wie die nicht-infizierten F2-Tiere.
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Abbildung 32: Darstellung der durch Con A zur Freisetzung von IFNy angeregten
PBL von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion
mit S. miescheriana
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4.2.4.3.2 Stimulation mit Sarcocystis-Antigen

Ebenso wie bei der Stimulation mit Con A zeigten sich unter dem Einfluss von S.
miescheriana-Antigen rassebedingte Unterschiede unabhéngig vom Bestehen einer
Infektion (p < 0,005). Die Verlaufe waren bei den drei Gruppen sehr gleichmafdig und
wiesen Uber den Versuchszeitraum keine grof3eren Schwankungen auf (Abb. 33).
Leichte Veranderungen waren statistisch nicht verifizierbar. Aufféallig war, dass die
Zahl der produzierenden Zellen im Vergleich zu der Stimulation mit Con A fast um
ein zehnfaches niedriger lag.
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Abbildung 33: Darstellung der durch S. miescheriana-Antigen zur Freisetzung

von IFNy angeregten PBL von Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im
Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana

Anhand der Durchfihrung des Tests mit verschiedenen Stimulantien wurde deutlich,
dass die Rassezugehorigkeit fur die Hohe der IFNy.Synthese von Bedeutung war
(Con A: p<0,001; S. miescheriana: p < 0,005; RPMI+: p < 0,005)).

78



4 Ergebnisse

4.3 Sektionsergebnisse

4.3.1 Makroskopische und Histologische Untersuchung der Muskulatur sowie
Beurteilung der Intensitat des Befalls mit S. miescheriana

Die am 70. Tag p. i. bei den euthanasierten Tieren entnommenen Proben aus dem
M. longissimus dorsi und dem Herzen, wurden sowohl makroskopisch als auch
histologisch  untersucht. Makroskopisch fielen keine Veranderungen der
Organstruktur auf. Die histologischen Proben der Kontrolltiere waren frei von Zysten.
Bei den infizierten PE konnten histologisch in der Skelettmuskulatur keine Zysten
nachgewiesen werden wahrend im Herz von zwei Tieren zahlreiche Zysten und
einem dritten vereinzelte Zysten vorlagen. Bei den infizierten ME fanden sich keine
Zysten. Von den F2-Tieren wiesen 65% zahlreiche und 12% wenige Zysten im M.
longissimus dorsi auf. Im Herzmuskel fanden sich bei 16% der Tiere zahlreiche
Zysten.

In wenigen Fallen wies das umgebende Gewebe der Zysten eine geringgradige
lymphohistiozytare Infiltration mit Eosinophilen auf. Mononukledre Zellen konnten im
Umfeld der Zysten bei den reinrassigen Tieren nicht nachgewiesen werden, und
traten bei den Kreuzungstieren nur in 11 Féllen auf. Hier fanden sich in der Mehrzahl
mittel- bis hochgradige Zellzahlen.

Eine hyalinschollige Zellinfiltration konnte bei 2 PE in der Skelettmuskulatur bzw. bei
1 Tier im Herzen festgestellt werden. Bei den ME fanden sich bei 3 Tieren im Herzen
derartige Veranderungen. Eine Degeneration der Muskelfasern fand sich bei 6 der
F2-Tiere, wobei dies bei 5 Tieren im Herzen festgestellt wurde.

Die Zahl der Zystozoiten variierte deutlich zwischen den einzelnen Proben, Tieren
und Rassen. Die PE zeigten um bis zu 100fach (M. I. d.) bzw. 1000fach (Herz)
hohere Zystozoitenwerte als die ME. Die F2-Generation nahm eine Mittelstellung ein.
Die Unterschiede waren fir die verschiedenen Muskelproben in Bezug auf die Rasse
signifikant (M. I. d. p < 0,05; Herz p < 0,0001) (Abb. 24). Die Unterschiede bei den
einzelnen Tieren einer Rasse wurden bei der statistischen Auswertung in Form der
Standardabweichung berucksichtig. Hier gibt es nur gréRere Abweichungen bei den
ME.
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Befallsrate Muskulatur
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Abbildung 34: Befall des M. longissimus dorsi und des Herzmuskels am 70. Tag p. i. bei
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen nach Infektion mit S. miescheriana
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5 Diskussion

Im Rahmen eines Projektes sollten am  Tiermodell Schwein die
Resistenzunterschiede  zwischen zwei unterschiedlichen  Schweinerassen,
européisches Pietrain und chinesisches Meishan, gegeniber einem protozoischen
Erreger, Sarcocystis miescheriana, als Hinweis auf eine differierende genetische
Ausstattung zur Erregerabwehr erfasst werden. In verschiedenen aufeinander
aufbauenden Arbeiten wurde hierzu die Variabilitdit der klinischen und
immunologischen Merkmalsauf3erungen auf eine experimentelle Infektion untersucht.
Erste Untersuchungen ergaben bereits Resistenzunterschiede zwischen PE- und
ME-Schweinen, die sich in klinischen, serologischen, hamatologischen und

parasitologischen Befunden zeigten (Reiner et al. 2002a).

Nachdem bei S. singaporensis-infizierten Ratten von Jakel et al. (2001) beobachtet
worden war, dass eine immunsuppressive Behandlung zu einer ungebremsten
Proliferation von Bradyzoiten flhrte, lag der Schluss nahe, dass bei der S.
miescheriana-Infektion des Schweins immunologische Mechanismen fir die
unterschiedlichen Resistenzen einzelner Rassen verantwortlich sind. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, bei chinesischen Meishan- und
Europaischen  Pietrain-Schweinen  sowie in  Tieren der F2-Generation
Immunreaktionen nach einer S. miescheriana-Infektion zu charakterisieren und mit

Entwicklungsschritten des Parasiten in Bezug zu setzen.

Das Schwein im Tiermodell hat in den letzten Jahren eine grof3e Bedeutung erlangt.
Die fur die verschiedenen immunologischen Reaktionen zur Verfligung stehenden
Nachweissysteme sind mittlerweile recht vielfaltig, so dass sie phanotypische und

funktionelle Studien des porcinen Immunsystems ermdglichen.

In der Empfanglichkeit fir S. miescheriana zeigte sich bei den reinrassigen Tieren
der nach Reiner et al. (2002a) zu erwartende signifikante Unterschied im Befall der
Muskulatur, d. h. in den PE wurden im M. |. d. und im Herzmuskel 100- bzw.
1000fach mehr Zystozoiten gefunden als bei den ME. Die Tiere der F2-Generation

nahmen hier im Prinzip eine Mittelstellung ein, doch wirkten sich die Unterschiede
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gegenuber den PE im Skelettmuskel relativ gering aus. Mdglicherweise muss hier die
doch recht geringe Anzahl der zur Verfigung stehenden ME bertcksichtigt werden.
Bei der klinischen Untersuchung zeigte sich im Verlauf der Korpertemperaturen bei
den PE der typische, zweigipflige Verlauf, wie ihn Reiner et al. (2002a) beschrieben
hatten.

Der erste Schub zwischen dem 12. und 16. Tag p. i. ist im Zusammenhang mit der
Freisetzung der 2. Merozoitengeneration aus den disseminiert im Organismus in
Endothelzellen herangereiften Schizonten Il zu verstehen (vgl. Barrows et al.
(1982a)). Diese Freisetzung ist zwangslaufig mit einer massenhaften Zerstérung von
Endothelzellen verbunden, als deren Folge Fieber neben anderen Klinischen
Erscheinungen auftritt (Daugschies et al. 1989a; Daugschies et al. 1989b). Diese
Fieberreaktion wurde bereits von Zielasko et al. (1981) dokumentiert und tritt in den
vorliegenden Untersuchungen praktisch bei allen infizierten Tieren auf, d. h., wie
auch bei Reiner et al. (2002a), unabhangig von der Rasse. Im Gegensatz dazu liel3
sich ein zweiter Fieberschub zwischen dem 42. und 45. Tag p. i. ausschliel3lich bei
den PE beobachten. Diesen Unterschied zwischen den beiden verwendeten Rassen
hatte bereits Reiner et al. (2002a) beschrieben.

Vom Infektionsverlauf her gesehen ereignete sich dieser Fieberanfall, der bei den PE
immerhin durchschnittliche Werte von > 40 °C erreichte, in einer Phase, in der die
Zysten in der Muskulatur ausreifen (Gobel et al. 1978; Barrows et al. 1982b).
Daugschies et al. (1988) wiesen bei nicht nédher definierten Schweinen in dieser
Phase uber erhthte Plasma-Kreatininkinase-Werte (KC) eine Muskelschadigung
nach, und Reiner et al. (2002a) konnten zeigen, dass hier zwischen S. miescheriana-
infizierten PE- und ME-Schweinen ein signifikanter Unterschied besteht, d. h. dass
massiv erhohte KC-Werte ausschlie3lich bei PE auftraten, also den Tieren, die
spater hohe Merozoitenmengen in der Muskulatur enthielten. Diese Unterschiede
spiegelten sich allerdings weder in den eigenen Untersuchungen noch bei denen von
Reiner et al. (2002a) im Blutbild wieder, wie es bei einer Myositis zu erwarten
gewesen ware.

Wenn, was offensichtlich ist, der zweite Fieberschub mit der Zystenreifung im
Zusammenhang steht, evtl. im Ausmal® mit der Zahl sich entwickelnder Merozoiten
korreliert, so spricht einerseits sein Ausbleiben bei den ME dafir, dass bei dieser
Rasse in oder bereits vor dieser Phase Mechanismen greifen, die eine Proliferation

der Bradyzoiten behindern oder bereits zuvor zur Elimination der Merozoiten Il
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fuhren, so dass es Uberhaupt nicht zum Befall der Muskulatur kommt. Allerdings
besteht fur diese Interpretation eine gewisse Einschrankung. So verwundert es, dass
bei den F2-Tieren trotz nicht unerheblichen Befalls der Muskeln mit Zystozoiten die
durchschnittliche Kdrpertemperatur im fraglichen Zeitraum noch unter der der ME
blieb. Weiterhin ergab sich auch bei friheren Untersuchungen an Deutschen
Landschweinen trotz hoher Infektionsdosen und entsprechend starkem Befall mit
Bradyzoiten kein Fieberschub im fraglichen Zeitraum (Zielasko et al. 1981). Bei QTL
(,quantitative trait loci“) —Analysen fanden Reiner et al. (2007a) die dominierenden
Merkmale in einer gemeinsamen Position mit einem Interleukin-Cluster und
spekulieren, dies konne darauf hinweisen, dass bei den empfanglichen Tieren eine
langsamere Interleukin-vermittelte Immunreaktion einsetzt (Reiner et al. 2007a).
Erwartungsgemald ergaben sich bei den vorliegenden Untersuchungen aber
rasseabhangige Unterschiede in den Immunreaktionen der Tiere nach einer S.
miescheriana-Infektion, die allerdings im Zusammenhang mit der Parasitenblrde bei
der Sektion nicht immer einfach zu interpretieren sind.

Dies betrifft bereits die Spiegel spezifischer IgM-Antikdrper. Hier hatten Reiner et al.
(2002a) zumindest temporar hohere Werte bei den ME als bei den PE beobachtet.
Dieser Befund konnte in den vorliegenden Experimenten nicht bestétigt werden,
auch wohl wegen hoher, unspezifischer IgM-Spiegel, wie sie die Kontrollen zeigten
und evtl. wegen der geringen Gruppengrof3en bei den reinrassigen Tieren. Allerdings
lagen die Werte der infizierten Kreuzungstiere hoch signifikant Uber denen der ME
und PE, wobei sich bei F2-Tieren ein hoher Heritabilitatsfaktor ergeben hatte (Reiner
et al. 2007). Es bleibt zu klaren, ob hinter den hohen IgM-Werten der Kreuzungstiere
ein Heterosiseffekt zu sehen ist. Unabhangig davon ist jedoch IgM-Antikérpern mit
Sicherheit keine Schutzfunktion zuzurechnen. Sie erwiesen sich vielmehr bei F2-
Tieren als in der Hohe direkt korreliert mit der spéater vorgefundenen Bradyzoitenzahl
(Reiner et al. 2007) und sind vielmehr als Spiegel des Ausmalles der
immunologischen Auseinandersetzung des Wirts mit antigenen Reizen zu sehen.
Erheblich markanter und eindeutig waren die rasseabhangigen Unterschiede bei den
IgG-Antikorpern. Bereits Reiner et al. (2002a) hatten bei ME in Reaktion auf die S.
miescheriana-Infektion in der chronischen Phase hohere spezifische IgG-Spiegel
beobachtet. Die vorliegende Arbeit belegt, dass hierfur im wesentlichen 1gG,- und
nicht 1gGi-Antikdrper den Unterschied ausmachen. Wahrend bei den IgG;-

Antikdrpern zumindest zum Versuchsende die Spiegel bei allen Gruppen
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angestiegen waren (bei hohen Streuwerten lieRen sich keine Rasseunterschiede
absichern), fehlten IgG,-Antikorper bei den PE praktisch ganz. ME erreichten
dagegen, beginnend zwischen 14. und 28. Tagen p. i., bei kontinuierlicher Zunahme
zum Versuchsende hohe spezifische 1gG,-Spiegel. Bei den F2-Tieren traten zwar im
Durchschnitt nur moderate Mengen an Antikorpern dieses ldiotyps auf, doch lagen
die Werte schlie3lich deutlich Gber denen der PE, allerdings bei hohen Streuungen.
Mit diesen Ergebnissen wird eine grundséatzlich starkere IgG-Reaktion bei den ME
als bei den anderen Gruppen deutlich. Zusatzlich sprechen die Unterschiede bei den
IgG,-Spiegeln eindeutig dafir, dass bei den ME die Reaktion nach anfanglicher Tho-
Dominanz mit dem Ablauf der 2. Schizogonie in hohem Mal3 Thi-dominiert wird.
Crawler und Wilkie (2003) konnten zeigen, dass beim Schwein ein hohes 1gG;:1gG,-
Verhéltnis durch die Einwirkung von IL-10 zustande kommt, wéhrend die mit Th;-
Reaktionen assoziierten Zytokine IFN-12 und IL-12 zu einem umgekehrten Verhaltnis
fuhren. Der Schluss liegt nahe, dass die mit den Unterschieden in der
Zystozoitenzahl zum Ausdruck kommende hohe Resistenz der ME gegen S.
miescheriana durch Thi-assoziierte Reaktionen zumindest mitbedingt ist, die zur
Elimination der Parasiten vor oder mit Beginn der Muskelphase fuhren. Dabei
mussen vor allem zwei Mechanismen, und zwar solche zellularer als auch humoraler
Natur, in Betracht gezogen werden. So setzen spezifische Th;-Zellen nach antigener
Stimulation Zytokine frei, z. B. IFN-y, das Schlusselzytokin von Thi-Zellen, die u. a.
Makrophagen und zytolytische T-Zellen aktivieren und sie in die Lage versetzen,
intrazellulare Erreger abzuttten. Uber Makrophagen kann es z. B. zur Freisetzung
von reaktiven und zytotoxischen N- und/oder O-Verbindung kommen, die zur
Elimination extra- und intrazellularer Erreger fihren kénnen (Ovington und Smith
1992; Ovington et al. 1995). Dem entspricht, dass Knockout-Mause, die kein IFN-y
synthetisieren kdnnen im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren einer Infektion mit S. neurona
erliegen (Dubey et al. 2001).

Die humoralen Konsequenzen des Umschaltens von der Thy-dominierten
Immunreaktion in der Frihphase auf eine Th;-dominierte Immunantwort in der Phase
der Zystenbildung durften sich Uber die Eigenschaften der damit assoziierten
Isotypen ergeben. Crawley und Wilkie (2003) beobachteten gerade bei den Th;-
assoziierten 1gG,-Isotypen des Schweins (1gG.a, 19G2,) sowie bei IgG,4 eine deutlich
starkere Complement-Aktivierungs- und -Bindungsaktivitat als bei den Subklassen

IgG; und IgGs. Mit den bei ME und teilweise auch bei den F2-Kreuzungstieren
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auftretenden 1gG,-Antikérpern kdnnte es somit zur gegentber PE verstarkten Lyse
und Phagozytose freier Merozoiten kommen, in deren Folge weniger Muskelzellen
befallen werden. Dass Reiner et al. (2007) keine statistisch signifikanten Bezlige
zwischen spezifischen 1gG,-Spiegeln und der Anzahl der Bradyzoiten und der
Muskulatur aufdecken konnte, muss dieser Funktion der Antikérper nicht
widersprechen.

So einleuchtend diese Beziige bei der S. miescheriana-Infektion erscheinen, so
wurden sie doch weder durch die Ergebnisse der PBMC-Proliferationsstudien noch
durch die Ergebnisse aus Versuchen zur IL-2, IL-4 und IFN-y-Synthese durch
Stimulation mit Mitogenen oder S. miescheriana-Antigen direkt gestitzt.

Die Reaktivitat von T-Zellen, gemessen an der Proliferationsantwort nach Stimulation
von PBMC mit Con A, wurde durch die S. miescheriana-Infektion bei keiner der
Tiergruppen beeinflusst. Generell schienen ME im Vergleich mit den anderen Tieren
sogar schwacher zu reagieren, doch muss hier einschrankend auf die insgesamt
schlechte Stimulierbarkeit der Zellen hingewiesen werden. Ahnliche Verhéltnisse
ergaben sich bei der Stimulation der PBL mit LPS. MOCK stimulierte die PBL der
Schweine nicht zur Proliferation. Das gleiche gilt fur die Sarcocystis-Extrakte. Hier
muss auf Untersuchungen bei S. tenella-infizierten Schafen verwiesen werden, in
denen spezifische Antigene gleichfalls nicht in der Lage waren, PBL infizierter Tiere
zur Blastogenese zu stimulieren (O'Donoghue und Rommel 1992), obwohl die Zellen
der gleichen Tiere nach PHA- und LPS-Stimulation proliferierten (O'Donoghue und
Wilkinson 1988). Eine Erklarung konnte in bestimmten Eigenschaften von
Sarcocystis-Zystozoiten liegen. Tietz et al. (1989) wiesen in Lysaten von S. gigantea-
Zystozoiten Fraktionen mit gegenséatzlichen Wirkungen auf mononukleére Zellen
nach: eine Lectinfraktion stimulierte die Zellproliferation, wahrend eine als Sarcotoxin
bezeichnete Fraktion hemmend wirkte. Der Lectinanteil aktiviert zudem menschliche
B-Zellen polyklonal. Tietz et al. (1989) vermuteten, dass die Fraktionen in vitro
funktionell interagieren, sich in ihrer Wirkung sozusagen neutralisieren.

Auch in Bezug auf die IFN-y-Synthese ergab sich nicht der erwartete
Zusammenhang mit der Parasitenburde. Die einzige signifikante Korrelation
zwischen den beiden Parametern an Tag 42 p. i. war direkt, spricht also nicht fur
einen Schutzeffekt Uber das Zytokin. Darlber hinaus zeigten die resistenten ME i. d.

R. die schwachste IFN-y-Antwort.
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Es sollte in diesem Zusammenhang jedoch nicht Ubersehen werden, dass bei dem
nahe verwandten Parasiten Toxoplasma gondii Th;-Rekationen, insbesondere eine
IFN-y-vermittelte NO-Freisetzung, eine Rolle in der Stadienkonversion spielen, d. h.
dem Umschalten von der raschen Vermehrung als Tachyzoiten auf die Zystenbildung
mit Bradyzoiten (Bohne et al. 1994; Gross et al. 1996), also nicht zwangslaufig zur
Parasitenelimination fihren. Allerdings wird die Zystenbildung bei Sarcocystis-Arten
bisher nicht in Zusammenhang mit einem Immundruck gesehen, wie dies bei T.

gondii offensichtlich ist.

Es ist schwierig, die hier beobachteten Reaktionen bei S. miescheriana-infizierten
Schweinen auf Sarcocystis-Infektionen im Allgemeinen zu Ubertragen. Es existieren
sehr wenig detaillierte Informationen zu Immunreaktionen von Sarcocystis spp.,
zeigte zuletzt Jakel et al. (2001) ein abweichendes Muster bei mit S. singaporensis-
infizierten Ratten. Entsprechend der Antikérper-Antwort entwickelten diese Tiere eine
Thi-Antwort wahrend der frihen Phase der Infektion und schalteten mit dem Beginn
der Zystenreifung auf eine gemischte Th;/Th,-Typ-Reaktion um.

Auf den ersten Blick scheinen die Ergebnisse der Phanotypisierung nicht dazu
beizutragen, die rassen-abhangigen Unterschiede des Auftretens der S.
miescheriana-Infektion zu erklaren. Soweit die verwendeten Antikorper eine
Klassifikationen (Pauly et al. 1998; Saalmuller 1998; Saalmduller et al. 1999)
erlaubten, wurden B-Zellen (CD21%), Makrophagen (SWC3") und zwei
Subpopulationen von T-Helferzellen aufgezeigt. Beim Schwein umfassen CD4 CD8"-
Zellen zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) mit hoher Expression von CD8 (CD4
CD8'"") und NK-Zellen mit niedriger Expression von CD8 (CD4 CD8"*") (Denyer et
al. 2006; Pintari¢ et al. 2008). CD4'CD8" -T-Zellen, eine wichtige Subpopulation bei
Klauentieren, konnten mit der in der FACS-Analyse gewdahlten Kombination nicht
gezielt gemessen werden. Die Fraktion der CD4°'CD8-Zellen enthielt weiterhin B-
Zellen, Makrophagen, tote Zellen etc.. CD2CD4CD8-Zellen sind durch die
Expression des yd-T-Zell-Rezeptors charakterisiert (Hirt et al. 1990b; Saalmdller et al.
1990; Saalmuller 1998) und sind vornehmlich in Epithelien zu finden. Sie scheinen
die erste Verteidigungslinie gegen infektiose Agenzien zu reprasentieren.
Ubereinstimmend mit dem  klinischen Bild nehmen rasseabhangige
Abwehrmechanismen ihren Platz nach dem Freiwerden der zweiten

Merozoitengeneration ein, so dass yé-Zellen wahrscheinlich keine entscheidende
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Rolle spielen. CD2 und CD?5 treten bei CTL und afp-Zellen auf, wahrend NK- und v5-
Zellen phanotypisch als CD2'CD5" bzw. CD2'CD5" charakterisiert sind.
Zusammenfassend lasst sich zu den Ergebnissen der Phanotypisierung von PBMC
sagen, dass ME-Schweine kleinere Populationen von T-Helfer-
(CD2*CD4'CD8'CD5"":  CcD2'CD4'CD8'CD5™9") und NK-Zellen (CD2'CD4
CD8"°" CD5Y) aufweisen als PE-Schweine und F2-Tiere, wahrend B-Zellen (CD21%)
und Makrophagen (SWC3") in gréRerer Anzahl gefunden werden.

Gesondert von den obenerwahnten Uberlegungen zur mdglichen Rolle von IgG; ist
zu sehen, dass zuletzt bei Infektionen mit S. neurona von Mausen B-Zellen
anscheinend nicht kritisch waren (Witonsky et al. 2005a). Ziemlich sicher scheint es
hingegen, dass CTL's eine wichtige Rolle beim Schutz des Infektionsmodell an der
Maus spielen (Witonsky et al. 2005). Tatsachlich sind CD4 CD8"9"-Zellen, welche
die eigentlichen CTL's (CD2'CD4CD8™M"CD5") beim Schwein reprasentieren
(Saalmuller et al. 1999), verglichen mit den anderen Rassen beim ME tendenziell
besser reprasentiert und nehmen beim ME im Gegensatz zu den PE-Schweinen
nach der zweiten Wochen p. i. deutlich zu. Zusatzlich vergréf3ert sich das Verhaltnis
zwischen CD8" und CD4" mit der Zeit nach der Infektion bei ME und F2-Tieren
wahrend es bei den PE-Schweinen stark abnimmt. Mdglicherweise stehen diese
Unterschiede zwischen den Rassen fir einen zusatzlichen Abwehrmechanismus
durch die CTL’s, der bei den ME-Schweinen hdchst aktiv ist, aber wenig effektiv bei

den Pietrian-Schweinen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass zumindest ansatzweise
Unterschiede in der Immunantwort der beiden Schweinerassen ME und PE bei einer
Infektion mit S. miescheriana bestehen. Die bereits in der Klinischen,
hamatologischen und parasitologischen Untersuchung festgestellten Differenzen im
Verlauf der Infektion (Reiner et al. 2002a) lie3en sich erneut belegen.

Der Lebenszyklus von S. miescheriana korreliert deutlich mit dem Kklinischen
Erscheinungsbild. Im Zeitraum des Freiwerdens der 2. Merozoitengeneration kam es
bei allen Schweinen zu einem Fieberschub zwischen dem 12. und 14. Tag p. i.,
wahrend ein zweiter Fieberschub um den 42. Tag p. i. nur bei den PEs und einem
Teil der F2-Tiere festgestellt wurde. In diesem Zeitraum findet die Besiedlung der
Muskulatur und die Zystenbildung des Parasiten statt. Wahrend beim PE ein deutlich

erhohter KC-Spiegel auf massive Muskelschadigungen hinweist, fehlt dies bei ME als
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auch bei den F2-Tieren ganz. Stattdessen findet sich bei den beiden
Schweineherkinften ein deutlich sichtbarer IgG,-Spiegel ab dem 14. Tag p. i., der
den PE vollstandig fehlt. 1gG, wird als wichtiger Faktor bei Lyse- und Phagozytose-
Prozessen angesehen. Die Erhéhung von 1gG, zum Zeitpunkt des Auftretens der 2.
Merozoitengeneration kann somit der Grund fir die geringe Muskelbesiedlung von S.
miescheriana bei ME und F2-Tieren sein. Weiterhin lasst sich hieraus der Schluss
ziehen, dass bei den ME nach anfanglicher Thy-Dominanz ein Switch nach der 2.
Merozoitengeneration auf eine Th;-Immunantwort erfolgt. Offensichtlich kooperieren
humorale wie auch zellulare Mechanismen bei ME-Schweinen in einer Art und
Weise, die dazu fuhrt, dass die freien Merozoiten in groRen Teilen eliminiert werden,
bevor sie die Muskeln besiedeln kdnnen und schliel3lich zellulare Mechanismen zum

weiteren Abtodten der intrazellularen Parasiten fuhren.

Auf Grund der gewonnenen Erkenntnisse, lasst sich eine Vererblichkeit einer
Krankheitsresistenz vermuten. Wie Hepp und Reiner (2006) bereits weitgehend
erdrterten, lie3en sich die Unterschiede der Ausgangsrassen, ME und PE, aufgrund
nachgewiesener Herabilititen belegen und bestatigen somit das hier angefihrte
Krankheitsmodell. Hierbei stellte sich als wesentlicher Parameter zur Bestimmung
der Resistenz die zum Versuchsende festgestellte Anzahl von Bradyzoiten pro
Gramm Muskulatur dar.

Die in dieser Arbeit beobachteten unterschiedlichen Ergebnisse in den
immunologischen Tests weisen ebenfalls daraufhin, dass genetisch differierende
Ausstattungen der Schweinerassen ME und PE bestehen. Die F2-Tiere weisen
hierbei grof3tenteils die Bekdmpfungsstrategien der ME-Tiere auf.

Auf Grund weiterer Arbeiten (Reiner et al. 2002a; Reiner et al. 2007; Reiner et al.
2007a) lassen sich einige herausragende QTLs fiur Merkmale der akuten und
chronischen Sarkozystose belegen. Hierbei kommt der Aufklarung der
verantwortlichen Genvarianten eine herausragende Bedeutung zu, da sie mithelfen
Wirts-Parasiten-Interaktionen sowie die Abwehrmechanismen des Wirts zu verstehen
und letztlich durch zuchterische Mal3namen auch zu verbessern.

Zukunftige, weitergehende Untersuchungen zur Krankheitsresistenz  von
Schweinerassen in Bezug auf S. miescheriana werden zu einem besseren

Verstandnis des Krankheitsbildes fihren und kénnten im Rahmen der Prophylaxe
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nicht nur zu einer Verbesserung der Wirtschaftlichkeit der Tierhaltung flhren,

sondern auch verbraucherschutzrechtlich Bedeutung erlangen.
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6 Zusammenfassung

Europaische Pietrain-Schweine (PE) sind genetisch bedingt signifikant empfanglicher
fur den protozoischen Erreger Sarcocystis miescheriana als das Chinesische
Meishan-Schwein (ME). Die genetischen Grundlagen sind allerdings erst in Ansétzen
verstanden. Um Daten fur weitere genetische Analysen zu liefern, wurden in der
vorliegenden Studie bei reinrassigen Tieren beider Rassen und Kreuzungstieren der
F2-Generation (F2) klinische und immunologische Parameter in ihren
infektionsbedingten Veranderungen bestimmt.

Zu diesem Zweck wurden 8 PE, 7 ME und 43 F2-Kreuzungstiere mit je 50.000
Sporozoiten von S. miescheriana infiziert. 4 PE, 3 ME und 4 F2-Tiere dienten als
nicht infizierte Kontrollen.

Bei der Sektion 70 Tage p. i. enthielten die PE erwartungsgemal signifikant (> 103
fach) mehr Bradyzoiten in der Muskulatur als ME. F2-Tiere wiesen im Durchschnitt
intermediare Werte auf. Im Verlauf der Infektion zeigten alle infizierten Tiere am 13.
und 14. Tag p. i. eine signifikant erhdhte Korpertemperatur auf. Ein zweiter
Fieberschub 42 Tage p. i. zeigte sich bei den PE, nicht jedoch bei den ME. Bei F2-
Tieren war die Korpertemperatur zu diesem Zeitpunkt sehr variabel.
Parasitenspezifische 1gGi-Antikérper entwickelten sich bei ME langsam und moderat
zwischen 14 und 28 Tagen p. i., danach waren die Spiegel in etwa gleichbleibend.
Bei PE und F2-Tieren war der Anstieg verzogert, doch waren die Spiegel 70 Tage p.
I. ahnlich denen der ME. Spezifische IgG,-Antikdrper nahmen beginnend 14 Tage p.
i. bei ME kontinuierlich zu, fehlten aber génzlich bei PE. Bei F2-Tieren wurden sehr
variable 1gG,-Spiegel beobachtet. Dies lasst bei ME und bei einem Teil der F2-Tiere
einen Switch von Thy-dominierten Reaktionen in der Frihphase der Infektion zu einer
Thi-dominierten Reaktion mit dem Beginn der Zystenbildung in der Muskulatur
annehmen, der bei den empfanglichen PE unterbleibt.

Periphere mononukleéare Zellen (PBMC) prolieferierten generell stark in Reaktion auf
Con A, wobei ME die schwacheren Reaktionen zeigten. S. miescheriana-Antigen
(SmAg) bewirkte generell allenfalls schwache Reaktionen. Die IL-2 und IL-4-
Synthesen in PBMC waren unabhangig vom Stimulans (Con A, LPS, SmAg) hoch

variabel.
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Die IFN-y-Synthese wurde mittels Elispot-Analysen bestimmt. Con A stimulierte die
Synthese erheblich schwécher als S. miescheriana-Antigen, wobei die schwachsten
Reaktionen bei den ME auftraten.

Die phanotypischen FACS-Analysen von PBMC nach der Expression von CD4, CD8,
CD2, CD5, SWC3 und CD21 ergab einige Rasseabhangigkeiten, die jedoch,
gesehen im Verlauf der Infektion, von geringerer Relevanz in Bezug auf
Resistenzunterschiede waren. Allerdings ergab sich ein mdglicherweise wichtiger
Rassenunterschied im Verhéltnis von CD8"™" und CD4*-Zellen. Dieses Verhaltnis
war generell hoher bei ME als bei PE und F2-Tieren und veranderte sich auRerdem
zugunsten von CD8""*.Zellen im Verlauf der Infektion. Dies konnte auf eine

besondere Rolle von zytotoxischen T-Zellen in resistenten Tieren hinweisen.
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6 Summary

European Pietrain (PE) and Chinese Meishan pigs (ME) differ significantly in their
susceptibility to Sarcocystis miescheriana. The study compares clinical (body
temperature) and various immunological parameters in the infected ME, PE and F2
crossbreeds (F2) in the course of infection.

Numbers of bradyzoites determined 70 days after infection with 50.000 S.
miescheriana sporocysts were > 103 times higher in PE than in ME. Intermediate
numbers were found in F2. All infected animals showed a significant rise of body
temperature 13 and 14 days p. i. A 2" fever attack 42 days p. i. was limited to PE
although F2 showed high variations of body temperature on this occasion.

Parasite specific IgG; antibodies rose moderately between 14 and 28 days p. i. and
levelled off subsequently in ME. In PE and F2 the antibody rise was delayed but
corresponding levels to ME were observed 70 days p. i. IgG, antibodies increased
continuously after days 14 p. i. in ME, but were not found in PE. F2 showed highly
variable IgG, antibody levels. This suggests a switch from Th, dominated reactions in
the early phase of infection to a Th; dominated response with the onset of cyst
formation in the resistant ME and by part in F2, which was absent in the susceptible
PE.

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) proliferation assays showed generally
strong to Con A throughout the observation period. There were breed dependent
differences, whereby ME showed relatively weak responses. Low proliferation
responses were found to S. miescheriana antigen (SmAg) in general. II-2 and II-4
synthesis of PBMC were highly variable indpendent of the stimulants (Con A, LPS,
SmAQ).

IFN-y synthesis of PBMC was determined by Elispot analyses. Con A acted much
stronger as stimulant than SmAg. Weakest responses were generally found with ME.
Phenotyping of PBMC concerning the expression of CD4, CD8, CD2, CD5, SWC3
and CD21 revealed various significant breed dependent differences, which in the
time course, however, seemed of little relevance with regard to the infection. A
possibly important observation concerned to ratio of CD8""™ and CD4"cells. It was
generally higher in ME than in PE an F2 and in addition changed in favour to CD8"9"*
in the course of infections. This could indicate a particular role of cytotoxic T

lymphocytes in the resistant breed.
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8.1 Grafiken

8.1.1 Graphische Darstellung der Korpertemperatur
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Abbildung 35: Entwicklung der mittleren Kérpertemperatur bei den Kontrollgruppen bestehend
aus Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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8.1.2 Graphische Darstellung der Antikorperspiegel IgM, 1IgG; und 1gG;

Abbildung 36: IgM-Antikodrperspiegel bei den Kontrollgruppen bestehend aus
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 37: IgG;-Antikérperspiegel bei den Kontrollgruppen bestehend aus
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 38: 1gG,-Antikdrperspiegel bei den Kontrollgruppen bestehend aus
Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen

8.1.3 Graphische Darstellung der Phanotypisierung von peripherien
Blutlymphozyten
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Abbildung 39: Darstellung der CD4 CD8'"9"-Expression auf PBL bei nicht
infizierten Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 40: Darstellung der CD4 CD8"°"-Expression auf PBL bei nicht

infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 41: Darstellung der CD4'CD8"-Expression auf PBL bei nicht

infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 42: Darstellung der CD4"CD8-Expression auf PBL bei nicht
infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 43: Darstellung der CD2'CD5-Expression auf PBL bei nicht
infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 44: Darstellung der CD2"CD5"-Expression auf PBL bei nicht
infizierten Pietrain-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 45: Darstellung der CD2 CD5"-Expression auf PBL bei nicht
infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 46: Darstellung der CD21-Expression auf PBL bei nicht infizierten
Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 47: Darstellung der SWC3-Expression auf PBL bei nicht infizierten
Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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8.1.4 Graphische Darstellung der Proliferationsreaktion peripherer

Blutlymphozyten
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Abbildung 48: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der

Stimulation mit Con A bei nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen
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Abbildung 49: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der

Stimulation mit LPS bei nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen
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Abbildung 50: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation mit S. miescheriana-Antigen bei nicht infizierten Pietrian-, Meishan-
und Kreuzungsschweinen

12

10 -

6 OME
mF2
4 | mPE

DCPM x 103
|
]

Tage post infectionem

Abbildung 51: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der
Stimulation mit S. singaporensis-Antigen bei nicht infizierten Pietrian-, Meishan-
und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 52: Ergebnis des Lymphozytenproliferationsassays nach der

Stimulation mit MOCK bei nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen

8.1.5 Graphische Darstellung der Freisetzung von IL-2
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Abbildung 53: Darstellung der durch Con A induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL

von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 54: Darstellung der durch LPS induzierten IL-2-Freisetzung bei PBL
von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 55: Darstellung der durch S. miescheriana-Antigen induzierten IL-2-
Freisetzung bei PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 56: Darstellung der durch S. singaporensis-Antigen induzierten IL-2-
Freisetzung bei PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 57: Darstellung der durch MOCK induzierten IL-2-Freisetzung bei
PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion
mit S. miescheriana
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Abbildung 58: Darstellung der durch MOCK induzierten IL-2-Freisetzung bei
PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 59: Darstellung der durch RPMI+ induzierten IL-2-Freisetzung bei
PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion
mit S. miescheriana
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Abbildung 60: Darstellung der durch RPMI+ induzierten IL-2-Freisetzung bei
PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen

8.1.6 Graphische Darstellung der Freisetzung von IL-4
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Abbildung 61: Darstellung der durch Con A induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL

von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 62: Darstellung der durch LPS induzierten IL-4-Freisetzung bei PBL
von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 63: Darstellung der durch S. miescheriana-Antigen induzierten IL-4-
Freisetzung bei PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen

124



8 Anhang

140

120 -

100

80 H m

oD

60

40 |

20

OME
OoF2
m PE

il IRHE

flin

14 28 42

Tage post infectionem

70

Abbildung 64: Darstellung der durch S. singaporensis-Antigen induzierten IL-4-

Freisetzung bei PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und

Kreuzungsschweinen

450

400 -

350

300 A

250 -

oD

200 A

150 -

100

50 -

14 28 42

Tage post infectionem

70

OME
OF2
mPE

Abbildung 65: Darstellung der durch MOCK induzierten IL-4-Freisetzung bei
PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion

mit S. miescheriana
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Abbildung 66: Darstellung der durch MOCK induzierten IL-4-Freisetzung bei
PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 67: Darstellung der durch RPMI+ induzierten IL-4-Freisetzung bei
PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion
mit S. miescheriana
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Abbildung 68: Darstellung der durch RPMI+ induzierten IL-4-Freisetzung bei
PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen

8.1.7 Graphische Darstellung der Freisetzung von IFN-y
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Abbildung 69: Darstellung der durch Con A zur Freisetzung von IFN-y-

angeregten PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 70: Darstellung der durch LPS zur Freisetzung von IFN-y-angeregten
PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf einer Infektion
mit S. miescheriana
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Abbildung 71: Darstellung der durch LPS zur Freisetzung von IFN-y-angeregten
PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen
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Abbildung 72: Darstellung der durch S. miescheriana-Antigen zur Freisetzung
von IFN-y-angeregten PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 73: Darstellung der durch S. singaporensis-Antigen zur Freisetzung

von IFN-y-angeregten PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im
Verlauf einer Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 74: Darstellung der durch S. singaporensis-Antigen zur Freisetzung
von IFN-y-angeregten PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 75: Darstellung der durch MOCK zur Freisetzung von IFN-y-
angeregten PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf
einer Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 76: Darstellung der durch MOCK zur Freisetzung von IFN-y-
angeregten PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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Abbildung 77: Darstellung der durch RPMI+ zur Freisetzung von IFN-y-
angeregten PBL von Pietrian-, Meishan- und Kreuzungsschweinen im Verlauf
einer Infektion mit S. miescheriana
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Abbildung 78: Darstellung der durch RPMI+ zur Freisetzung von IFN-y-
angeregten PBL von nicht infizierten Pietrian-, Meishan- und
Kreuzungsschweinen
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8.2 Abkirzungen

°C

M

A. dest.
Abb.
Ag

Ak
APC
BFAV
BSA
bzw.
CD

Ci
Con A
CPM
CTL
DMSO
DNA
E. coli
EDTA
F2
Fa.
FACS
Fc

FITC
FKS
FSC

IFN-y

IL
JLU
Kap.
KGW

LPS

M.l.d.
mAK
ME
MHC
min
NK
oD
OPD
p. I.

Grad Celsius

mikro

Destilliertes Wasser

Abbildung

Antigen

Antikorper

Antigen-prasentierende Zelle (antigen presenting cell)
Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere, Tubingen
Bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Differenzierungseinheit (Cluster of differentiation)
Curie

Concanavalin A

Radioaktive Zerfalle pro Minute (counts per minute)
Zytolytische T-Zellen (cytolytic T lymphocytes)
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

Tiere der F2-Kreuzungsgeneration

Firma

DurchfluRzytometer (fluorescence activated cell sorter)
Nicht Antigen-bindende Region eines Antikdrpers (fragment
crystallizable)

Fluoresceinthiocyanat

Foetales Kalberserum

Vorwartsstreulicht (forward scatter)

Gramm

Stunde

Interferon gamma

Immunglobulin

Interleukin

Justus-Liebig-Universitat

Kapitel

Kdrpergewicht

Liter

Lipopolysaccharid

milli

molar

Musculus longissimus dorsi

Monoklonaler Antikérper

Chinesisches ME

Haupthistokompatibilitatskomplex (major histokompatibility complex)
Minute

Zellen mit nattrlicher Killeraktivitat (natural killer cells)
Optische Dichte
Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochlorid)

post infectionem
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PBMC Periphere mononukleare Blutzellen (peripheral blood mononuclear
cells)

PBS Phosphate buffered saline

PE Europaisches PE

PE Phyoerythrin

QTL quantitative trait loci

RI Rauminhalt

rpm Umdrehung pro Minute (round per minute)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

S Sekunde

S. Sarcocystis

slg Oberflachenimmunglobulin (surface Ig)

SSC Seitwartsstreulicht (side scatter)

sSwWC swine workshop cluster

Tab. Tabelle

TcR T-ZellrezPEtor (T cell recPEtor)

Th T-Helfer-Zellen

VF Verdinnungsfaktor

vgl. vergleiche
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In der vorliegenden Studie sollen die
Resistenzunterschiede zwischen zwei
Schweinerassen sowie der hieraus
gewonnenen F2-Generation gegeniiber
S. miescheriana, als Hinweis auf eine diffe-
rierende genetische Ausstattung zur
Erregerabwehr erfasst werden. Hierzu wurde
die Variabilitat der klinischen und
immunologischen MerkmalsauRerungen auf
eine experimentelle Infektion untersucht.
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