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Einleitung

Seit Anfang der 80er Jahre ist bekannt, daB3 das Immunsystem des Darmes und der
exokrinen Gewebe einen vom systemischen Immunsystem weitgehend unabhéangig
arbeitenden immunologischen Mechanismus darstellt und sich auch in vielen Punk-
ten vom systemischen Immunsystem unterscheidet. Der Darm enthalt etwa so viel
lymphatisches Gewebe wie die Milz und synthetisiert wahrscheinlich mehr Immun-
globulin als irgend ein einzelnes lymphatisches Organ (2, 4, 23).

Die Gesamtheit der lymphatischen Gewebe des Darmes wird als GALT (= gut asso-
ciated lymphoid tissue) bezeichnet. Im einzelnen handelt es sich um finf Orte immu-
nologischer Tatigkeit:

1. die Lamina propria

2. die intraepithelialen Lymphozyten
3. die Peyerschen Plaques

4. solitére Lymphfollike!

5. die Appendix

Die im Darm gegen Mikroorganismen und andere Antigene einsetzende Abwehr wird
nicht nur durch die bekannten, sekretorische IgA (slgA)-produzierende B-Lymphozy-
ten sowie durch T-Lymphozyten bestimmt, sondern ebenso durch spezielle, nur im
Darmbereich auftretende Mastzellen, durch spezielle “natural killer cells”, durch Ma-
krophagen, sowie auch durch andere unspezifisch wirkende Faktoren, wie z. B.
durch die Zusammensetzung des Mukus (10, 19,27).

Eine Reihe von oralen bzw. enteralen Immunisierungsversuchen wurde in den letzten
Jahren mit verschiedenen Erregern (Poliovirus, Vibrio cholerae, Shigella flexneri,
Streptococcus mutans, Escherichia coli, Salmonella spp.) mit dem Ziel durchgefiihrt,
das Immunsystem Uber den Darmtrakt zu aktivieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Immunantwort gegen dan Para-
siten Toxoplasma gondii durch enterale Verabreichung abgettteter Toxoplasmen zu
erzielen ist.
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Material und Methoden

Versuchstiere:
17 Mischrassekaninchen, 3 - 5 kg schwer, serologisch negativ gegenliber Toxoplas-
ma gondii. Die Tiere wurden auf Metallrosten gehalten. Als Nahrung diente aus-
schlieBlich Trockenfutter und Wasser ad libidum. Vor dem Versuch wurden alle Ka-
ninchen mindestens zweimal im Zeitraum von vier Wochen auf ihre Seronegativitat
gegenlber Toxoplasma gondii getestet.

Antigen:
Toxoplasma gondii, Stamm BK, aus dem Peritonealexudat weiBer SPF-Mause (OF-1
Swiss), wurde mit 3% Formalin abgetdtet und zweimal in steriler Kochsalzlésung ge-
waschen. Danach wurden die Toxoplamen bei — 20° C tiefgefroren und einen Tag
bis einige Tage spater im Lyophilisator gefriergetrocknet.

Serodiagnostik:

Zur Gewinnung des Serums wurde den Kaninchen Blut aus der Ohrrandvene ent-
nommen; war eine solche Entnahme nicht mehr moglich, wurde kardial punktiert.
Indirekter Immunfluoreszenztest: durchgefuhrt nach den Empfehlungen des Bundes-
gesundheitsamtes der BRD (5), jedoch langere Serum-Inkubationszeit beim Nach-
weis von IgA- und IgM-Antikdrpern: 105 min. Als Konjugate dienten: anti-rabbit se-
cretory IgA, anti-rabbit igG, anti-rabbit IgM, alle: Fluoreszin-konjugierte IgG-Fraktion
vom Schaf (Cappel, USA).

Immunisierung:
Zu Beginn unserer Bemihungen, eine Immunisierung gegen Toxoplasma gondii via
Darmtrakt zu erzielen, standen Versuche mit oral verabreichten Gelatinekapseln
(Parke-Davis SNAP-FIT®, Capsugel, Basel, CH), die das Antigen enthielten. Die
Kapseln wurden mit einer magensaftresistenten Schicht (Eudragit® L, Réhm Phar-
ma, Darmstadt, BRD) Uberzogen, sodal3 gewéhrleistet war, daB das Antigen unver-
daut zu den immunolgisch wirksamen Bereichen im Darm gelangte, und somit si-
chergestellt sein konnte, daB die Proteine in ihrer Tertidrstruktur erhalten blieben. Bei
einer Uberpriifung der Methode mittels Bariumsulfat-gefiiliter Kapseln im Réntgen
zeigte sich jedoch, daB die sehr kleinen (GrdBe 5, Inhalt: 0,13 ml bei spez. Gewicht
= 1), jedoch flir Kaninchen noch immer relativ groBen Kapseln, nicht in den DUinn-
darm beférdert wurden, sondern im Magen verblieben. Hier l6ste sich durch die
Uberlange Verweilzeit nach einiger Zeit die Ummantelung und in der Folge die Gelati-
nekapsel selbst auf.

Wir entschieden uns hierauf, das Antigen enteral zu verabreichen. (Eine orale Gabe
zusammen mit Na-Bikarbonat erschien uns nicht verlaBlich genug: die Menge des
tatsdchlich im Darm wirksam werdenden Antigens 148t sich durch diese Methode
nicht bestimmen.) Fir die enterale Applikation wurde eine Laparatomie an den Ta-
gen 0 und 15 bei vierzehn Kaninchen (+ drei Kontrolltiere) durchgefiihrt.

Operationstechnik:
Als Narkosemittel diente 0,15 - 0,25 g Natrium-athyl-I-methyl-buthyl-thiobrbiturat
(Thiopental®, Sanabo, Wien), in steriler Kochsalzlsung in die Ohrrandvene verab-
reicht. Zur enteralen Immunisierung wurde eine etwa 2 cm lange Inzision median
oder lateral knapp unterhalb des Magens durchgeftihrt. Danach wurde der Duinn-
darm identifiziert und mit Wundhaken vorsichtig gefaBt. Mit einer Kantle & 0,5 mm)
wurden 200 Millionen abgetotete Toxoplasmen, aufgeschwemmt in steriler Kochsalz-
I6sung, in das Darmlumen injiziert. AnschlieBend wurde die Wunde in zwei Etappen
mit Catgut verschiossen.
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Ergebnisse

Alle vierzehn mit Toxoplasma-Antigen enteral immunisierten Kaninchen zeigten im
Indirekten Immunfluoreszenztest eine deutliche Serumantikdrper-Reaktion. Diese fiel
jedoch individuell sehr unterschiedlich aus: neun Kaninchen reagierten bereits auf
die erste Antigengabe, flinf Kaninchen bildeten erst nach der zweiten Immunisierung
Antikdrper aus.

Die spezifischen Antikdrper der Klasse IgA, IgG und IgM, das erste Auftreten der
spezifischen Antikdrper im Serum sowie die Dauer der Antikdrper-Immunantwort
sind in der Tabelle 1 zusammengefaBt. (Auf eine Mittelung der Werte wurde aufgrund
stark divergierender Titer und der geringen Zahi an Versuchstieren verzichtet — De-
tails siehe [11].) Jene Kaninchen, die nur auf eine Antigengabe reagierten, zeigten
niedrige bis mittlere IgG-Titer, welche bei Ende des Untersuchungszeitraumes meist
unter die Nachweisbarkeitsgrenze abgesunken waren (Abb. 1). IgM- und IgA-Anti-
kérper waren bei diesen Kaninchen nicht immer regelmaBig im Blut nachweisbar. Je-
ne Kaninchen, die auf beide Antigengaben reagierten, zeigten eine héhere Immun-
antwort (IgG, IgM, IgA) mit einem deutlich erkennbaren Boostereffekt nach der zwei-
ten Immunisierung (Abb. 2). Zu Ende des Untersuchungszeitraumes waren bei den
meisten Versuchstieren dieser Gruppe noch IgG-Antikérper nachweisbar. Bei einem
Kaninchen konnte nach 27 Wochen noch ein IgG-Titer von 1 : 1000 erhoben werden.

Drei Kaninchen dienten als Negativ-Kontrolle. Sie erhielten Mausperitonealexsudat
oder Kochsalzlésung enteral in zwei Gaben an den Tagen 0 und 15 verabreicht. Die-
se Tiere blieben Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg serologisch
negativ.

TABELLE 1
Serum-Antikorper-Reaktion von 14 enteral mit Toxoplasma gondii infizierten Kaninchen:
Erzielte maximale Antikorper (AK)-Titer der Klasse IgG, IgM und IgA im Indirekten
Immunfluoreszenztest (IIFT), erstes Auftreten der spezifischen Antikorper im Serum
sowie Dauer der Antikdrper-Immunantwort.

Kaninchen maximale AK-Titer (IIFT) 1. Auftreten | Dauer der AK-

Nr. [e]€ lgM IgA spez. AK Immunantwort
1 256 0 0 9dp.i. 17 s
2 16000 256 256 5dp.i. >27s
3 1000 16 16 10dp.i >20s
4 4000 16 16 10dp. i >20s
5 64 0 0 18dp.i. 17s
6 4000 64 16 15dp. i. =27s
7 1000 64 16 7dp.i =>20s
8 4000 64 16 5dp.i. =>20s
9 1000 16 64 20dp. i >20s
10 4000 256 64 6dp.i. >24s
11 16 0 0 20dp. i 8s
12 1000 64 0 18dp. i 11s
13 256 16 16 6dp.i. >20s
14 64 16 16 19dp.i. >20s
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Abb. 1:
Serum-Antikdrpertiter (reziprok) der Kaninchen Nr. 7, 8 und 10 im Indirekten
Immunfiuoreszenztest (IIFT) nach zweimaliger Immunisierung (1).
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Abb. 2:
Serum-Antikérpertiter (reziprok) der Kaninchen Nr. 5, 9, und 11 im Indirekten
Immunfluoreszenztest (IIFT) nach zweimaliger Immunisierung (1).
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Diskussion

Versuche zur Vakzinierung gegen den Parasiten Toxoplasma gondii durch i. m.,
s. c., i. v. oderi. p. applizierten Totimpfstoff haben bisher keinen Erfolg gebracht (12).
Die Mdglichkeit, durch ein oral bzw. enteral verabreichtes Antigen eine Immunisie-
rung oder sogar eine Protektivitdt gegen Toxoplasma gondii zu erzielen, wurde bis-
lang noch nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB durch eine enterale Verabrei-
chung von Toxoplasma-Antigen eine systematische Immunantwort mit Antikdrpern
der Klasse IgA, 1gG und IgM erzielt werden kann. Ob es sich bei den im Serum nach-
gewisenen IgA-Antikdrpern um monomere oder dimere Antikdrper handelt, war nicht
festzustellen, da das im serologischen Test verwendete Konjugat gegen beide Aus-
bildungsformen gerichtet ist. DaB im Serum auch 1gG- und IgM-Antikérper in be-
trachtlichem Mafe nachweisbar waren, ist nicht verwunderlich, da im Darm nicht nur
IgA-Vorlauferzellen, sondern auch IgG- und IgM-Vorlauferzellen vorhanden sind (6).
Ein GroBteil der IgA-Voriduferzellen aus dem Darm wandert, wie seit Ende der 70er
Jahre bekannt ist, durch einen “homing”-Mechanismus Uber Lymphe und Blut zurtick
in den Darm und sezerniert erst dort IgA-Antikérper, die dann mit den in den Entero-
zyten synthetisierten SC-Teilen das sekrotorische IgA bilden (7, 17, 18, 25). Der be-
schriebene “homing”’-Mechanismus kénnte bei den durchgeflihrten enteralen Immu-
nisierungsversuchen daflr verantwortlich sein, daB die IgA-Antikdrper im Serum
eher gering ausfielen.

Fir die Immunisierung der Versuchstiere wurde mit Absicht partikulares Antigen ver-
abreicht. Es war unser Ziel, dem Darmimmunsystem mdglichst Oberflachen-Antige-
ne darzubieten, also jene Antigene, die auch bei einer natlrlichen Infektion wirksam
wurden. Daher wurde auch der Indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) mit ganzen
Trophozoiten flir die Serodiagnostik eingestetzt. Eine Sensibilisierung der Lympho-
zyten im Darmbereich durch partikuldres Antigen ist im Prinzip méglich, da — wie
mehrfach nachgewiesen wurde — nicht nur geldste Antigene im Darm aufgenommen
werden, sondern auch partikulare Stoffe persorbiert werden kénnen (1, 3, 13, 15, 20,
21,22, 24,26, 17).

GewiB kann die Mdglichkeit, daB die Immunisierung nicht nur lber das Darmepithel,
sondern auch — gleich einer parenteralen Immunisierung — durch ber den Stichka-
nal ins Gewebe verschleppte Toxoplasmen erfolgte, nicht vollig ausgeschlossen
werden; sie wurde jedoch durch das Wechseln der Kanlle nach dem Aufziehen der
Antigenldsung und durch das Nachspulen mit steriler Kochsalzlésung vor dem Ent-
fernen der Kanlle aus dem Darmlumen weitestgehend ausgeschaltet.

Eine bereits an der Darmschleimhaut wirksam werdende Immunabwehr hatte den
Vorteil, daB der Erreger bereits vor dem Eindringen und Absiedeln ins Gewebe be-
kampft werden kdnnte, wodurch es beispielsweise dem Parasiten unmdglich wére,
sich mit Wirtsprotein zu maskieren und der Immunabwehr zu entziehen. Eine Immun-
apbwehr an der Darmschieimhaut wirde auflerdem an einer sehr ,,empfindlichen”
Stelle im Entwicklungszyklus von Toxoplasma gondii ansetzen, namlich dort, wo der
Parasit die schitzende Zyste bzw. Oozyste verlassen muB3, um in den Wirt einzudrin-
gen, und sich noch nicht wieder in Form einer Zyste im Gewebe abgesiedelt hat.

Hinweise dafir, daB eine orale bzw. enterale Immunisierung gegen Parasiten wirk-
sam sein konnte, liefern Arbeiten, die mit Giardia muris (14), Eimeria tenella (8, 9)
und Taenia taeniformis (16) durchgefihrt werden: Spezifische IgA-Antikérper zu-
sammen mit unspezifischen Faktoren schitzten die Wirte vor dem Eindringen bzw.
vor der Anheftung der Parasiten im Darm.
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Bevor jedoch Untersuchungen und Aussagen Uber eine Protektivitdt nach oralen
oder enteralen Immunisierungen bei Toxoplasma gondii gemacht werden kdnnen,
sind genaue und komplizierte Untersuchungen Uber das Auftreten von sigA lokal im
Darm notwendig. AuBerdem ist ein besseres Verstandnis jener Mechanismen des
“gut associated lymphoid tissue” notwendig, die daflr verantwortlich sind, ob der
Wirt nach der Immunisierung mit Immuntoleranz oder Immunabwehr antwortet. Fer-
ner wird es notwendig sein, das Antigen in Fraktionen aufzutrennen bzw. nur be-
stimmte Antigenfraktionen oder antigene Determinanten zu verabreichen, um uner-
wunschte Effekte (z. B. allergische Erscheinungen) zu vermeiden. Da das Immunsy-
stem des Darmes die erste Barriere in der Abwehr oral aufgenommener Erreger mit
den oben angeflhrten Vorteilen in der Bekdmpfung darstellt, sollte in Zukunft auch
bei Vorliegen eines gentechnologisch hergestellten Impfstoffes dem oralen bzw. en-
teralen Immunisierungsweg besondere Beachtung geschenkt werden.

Zusammenfassung

In der experimentellen Studie konnten nach enteraler Applikation von Toxoplasma-
Antigen Serumantikorper der Klasse IgA, 1gG und IgM beim Kaninchen nachgewie-
sen werden. Insgesamt vierzehn Kaninchen erhielten an den Tagen 0 und 15 je 200
Millionen abgetdteter Toxoplasmen nach Laparatomie enteral appliziert. Alle Kanin-
chen reagierten mit einer Serumantikérper-immunantwort, die jedoch unterschiedlich
ausfiel: Neun Kaninchen reagierten bereits auf die erste Antigengabe und zeigten
nach der zweiten einen deutlichen Boostereffekt. Flinf Kaninchen bildeten erst nach
der zweiten Immunisierung Antikdrper aus. Bezuglich der nachweisbaren Immunglo-
bulinklassen zeigten sich Unterschiede je nach Reaktion auf zwei oder auf nur eine
Immunisierung. Die Bedeutung einer Immunisierung via Darmschleimhaut und die
Mdglichkeiten flr eine zuklnftige orale/enterale Vakzinierung werden diskutiert.

Schlisselworter

Toxoplasma gondii, enterale Immunisierung, abgetotete Toxoplasmen, Serum-Anti-
korper.

Summary

Humoral immunoresponse after enteral application of killed
Toxoplasma gondii-antigen in rabbits.

Antibodies of immunoglobulin class A, G, and M could be detected in serum of 14
rabbits immunized by intra-intestinal application of Toxoplasma antigen. On the days
0 and 15, 200 millions of killed Toxoplasma parasites were injected into the lumen of
the small intestine after laparatomy. Each of the rabbits developed a specific anti-
body response in serum. Nine rabbits developed specific antibodies after the first
immunization and showed a clear booster-effect after the second immunization. Five
rabbits produced antibodies not before second immunization. Concerning the indi-
vidual immunoglobulin classes, detectability of antibodies varied according to the
reaction pattern after only one or after twofold immunization. The possibilities of an
immunization via gastrointestinal mucosa and prospects for future vaccination via the
oral/intestinal route are discussed.

Key words

Toxoplasma gondii, intra-intestinal immunization, killed Toxoplasma, humoral anti-
bodies.
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