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Einleitung

Toxoplasma gondii ist ein kosmopolitisch verbreiteter Parasit, von dem zahlreiche
Stämme verschiedener Herkunft — sowohl geograpisch wie auch von der Wirtsspezies
her betrachtet — isoliert worden sind. Vergleichende Untersuchungen über die biologi-
schen Eigenschaften im allgemeinen und über die Pathogenität in verschiedenen
Wirtstieren haben gezeigt, daß diese Stämme außerordentlich unterschiedliche Eigen-
schaften aufweisen (6, 7, 18). Dennoch lassen sich trotz dieser großen biologischen
Vielfalt keine morphologischen Unterschiede feststellen, — die Stämme sind mit opti-
schen Hilfsmitteln nicht zu differenzieren. Bei dem Bemühen, objektivierbare Differen-
zierungskriterien zu finden, bot es sich an, nach stammspezifischen Unterschieden in
den Enzymmustern zu suchen. Erste Arbeiten haben auch gezeigt, daß Isoenzymmu-
ster tatsächlich für die Differenzierung bestimmter Stämme geeignet sind (1, 3).

In der vorliegenden Studie wird über weitere Ergebnisse dieser Untersuchungen
berichtet. Sie befaßt sich mit der Frage der Differenzierung von sechs, in vielen Labo-
ratorien der Welt propagierten Toxoplasma gondii-Stämmen mittels Isoenzym-Analy-
sen. Besonderes Augenmerk haben wir auch der Frage der genetischen Distanz, d. h.
dem Maß der phylogenetischen Entfernung, der untersuchten Toxoplasma-\so\ate
gewidmet.

Material und Methoden

Die folgenden sechs Toxoplasma gondii-\so\a\e wurden untersucht: RH (13), BK (2),
928 (Daten über die Isolierung: Dr. Overdulde/Utrecht, pers. Mitt.) KB (11), T (Her-
kunft: unbekannt) und ALT (17).

Die Kultivierung der Parasiten, die Herstellung der Kontroll-Lysate, die Präparation der
Toxoplasma-Extrakte, sowie die Technik der Isoelektrischen Fokussierung wurden an
anderer Stelle genau beschrieben (1). Der Proteingehalt aller Lysate wurde auf
4 mg/ml eingestellt.

Die Stämme wurden auf folgende 18 Enzyme untersucht (in Klammern: Internat.
Abkürzung und Enzym-Klassifizierungsnummer): Alkohol-Dehydrogenase (ADH;
E.C.1.1.1.1), L-Lactat-Dehydrogenase (LDH; E.C. 1.1.1.27), Malat-Dehydrogenase
(MDH; E.C.1.1.1.37), Malatenzym (ME; E.C.1.1.1.40), Isocitrat-Dehydrogenase (IDH;
E.C.1.1.1.42), 6-Phosphat-Gluconat-Dehydrogenase (6PG; E.C.1.1.1.44), Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G6P; E.C.1.1.1.49), Indophenol-Oxidase (IPO;
E.C.1.15.1.1), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT; E.C.2.6.1.1), Hexokinase
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(HEX; E.C.2.7.1.1), Phosphogluco-Mutase (PGM; E.C.2.7.5.1), Esterase (EST;
E.C.3.1.1.1), alkalische Phosphatase (ALP; E.C.3.1.3.1), saure Phosphatase (ACP;
E.C.3.1.3.2), Leucin-Aminopeptidase (LAP; E.C.3.4.1.1), Propionyl-Esterase (PE;
E.C.3.1.1.1), Mannose-phosphat-lsomerase (MPI; E.C.5.3.1.8) und Phosphoglucose-
Isomerase (PGI; E.C.5.3.1.9).

Die Lysate wurden im pH-Bereich von 3-10 aufgetrennt; jene Lysate, die für eine Aus-
testung mit den Enzymen IDH und MDH vorgesehen waren, wurden im pH-Bereich von
4 - 6,5 aufgetrennt. Die Rezepte zur spezifischen Enzymfärbung wurden Arbeiten von
PERNIN (12) und von SELANDER et al. (14) entnommen. Alle Reaktionen wurden wie-
derholt durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit zu überprüfen. Die Bestimmung der
Isoelektrischen Punkte (pl) der Isoenzymbanden erfolgte mittels einer pH-Oberflächen-
elektrode (1).

Die Reaktionsmuster der verschiedenen Isolate wurden in Gruppen geordnet, wobei
das Isoenzymprofil des Isolats RH als Referenz diente.

Die Berechnung der genetischen Distanzen der Toxoplasma-\so\a\e erfolgte nach der
von NEI (1971) publizierten Formeln (10).

Ergebnisse

Neun Enzyme ergaben deutlich erkennbare und reproduzierbare Bandenmuster: LDH,
MDH, G6P, HEX, PGM, ALP, ACP, EST und PGI. Diese Enzyme konnten zur Charakte-
risierung der Toxoplasma gondii-\so\ate herangezogen werden. Die anderen Enzyme
(ADH, ME, IDH, 6PG, IPO, GOT, LAP, PE und MPI) zeigten entweder eine schlechte
optische Auflösung der Banden, oder aber geringe bis keine Aktivität mit den Lysaten,
sie wurden daher in unsere Studie nicht mehr weiter einbezogen.

Die Zuordnung der Enzyme zu den Enzymklassen und die Gruppierung der Isolate
nach ihren Reaktionsmustern werden in Tabelle 1 gezeigt.

In Abbildung 1 werden die errechneten genetischen Distanzen der Toxoplasma-\so\a\e
dargestellt.

TABELLE 1
Zuordnung der Enzyme zu den Enzymklassen und Reaktionsmuster der

Toxoplasma gondii-\so\ate, in Gruppen geordnet
(Isolat RH = Referenzisolat)

Stamm

RH

BK

928

T

ALT

KB

Oxidoreduktasen

LDH

A

B1

B2

B2

C

D

MDH

A

Bi

B2

B2

C

D

G6P

A

Bi

B2

B2

C

D

Transferasen

HEX

A

A

A

A

A

B

PGM

A

A

A

A

A

B

ALP

AT

A!

B

A!

A2

C

Hydrolasen

ACP

A

A

B

B

A

C

EST

A

B1

B2

B2

Bi

B2

Isomerasen

PGI

A

A

A

A

A

A
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GENETISCHE DISTANZ

BK 928 ALT RH KB

Abb. 1: Darstellung der genetischen Distanzen der untersuchten Toxoplasma gondii-\so\a\e

Diskussion

Isoenzym-Analysen finden in den letzten Jahren vermehrt Anwendung, um phylogene-
tische Beziehungen von Taxa verschiedener systematischer Ebenen feststellen zu
können (5, 8, 15). Mit Hilfe der Isoelektrischen Fokussierung, welche die Isoelektri-
schen Punkte der Isoenzyme bestimmt, konnten solche taxonomischen Studien bereits
an mehreren Parasiten, z. B. an Trypanosomen (4, 9) und an Trematoden (16), erfolg-
reich durchgeführt werden. Die Isoelektrische Fokussierung erwies sich überdies auch
als sehr gut geeignet, um morphologisch nicht unterscheidbare Toxop/asma-lsolate zu
differenzieren (1, 3). Allerdings wurde noch keine Studie durchgeführt, um die geneti-
schen Distanzen von verschiedenen Maus-virulenten Toxoplasma gondii-\so\aten zu
ermitteln.

Wir konnten zeigen, daß von den neun Enzymen, die eine hohe Aktivität und eine klare
optische Auflösung zeigten, acht Enzyme unterschiedliche Isoenzym-Morphen ausbil-
deten. In der Enzymklasse der Oxidoreduktasen wurden im Isoenzymmuster von LDH,
MDH und G6P größere Unterschiede, die sich in insgesamt vier gut definierbaren Mor-
phen manifestierten, beobachtet.

Die Toxoplasma -Isolate BK, 928 und T bildeten zwar in dieser Enzymklasse ein identi-
sches Isoenzymmuster aus; es konnten jedoch erhebliche Intensitätsunterschiede der
Banden beobachtet werden, weshalb wir die Muster mit B1 und B2 bezeichneten. Auf-
fällig war außerdem, daß alle Towp/asma-lsolate hinsichtlich der Enzyme LDH, MDH
und G6P ein gleichartiges Isoenzymprofil zeigten. Da alle drei Enzyme derselben
Enzymklasse angehören, könnte diese Beobachtung auf eine genetische Koppelung
der drei Enzyme hinweisen. In der Enzymklasse der Hexokinasen bildeten die saure
und die alkalische Phosphatase drei unterschiedliche Morphen aus. Hinsichtlich der
Transferasen konnten innerhalb der untersuchten Stämme zwei Muster differenziert
werden. In den Enzymklassen der Oxidoreduktasen, der Transferasen und der Hydro-
lasen (mit Ausnahme des Enzyms Esterase) wies das Toxop/asma-lsolat KB von den
anderen Isolaten auffällig abweichende Isoenzymmuster auf. Diese Abweichung konn-
ten wir mit keiner uns bekannten Eigenschaft korrelieren; außerdem findet diese
Abweichung auch in der ermittelten genetischen Distanz ihren Niederschlag (Abb. 1).
Hingegen ist die im Isoenzymmuster manifestierte genetische Distanz der fünf ande-
ren, biologisch durchaus unterschiedlichen Stämme (T, BK, 928, ALT und RH) sehr
gering.

Wenn wir auch keinen Zusammenhang zwischen den bekannten biologischen Eigen-
schaften der untersuchten Towp/asma-lsolate und ihrer Isoenzymmuster fanden, so
konnte neuerlich gezeigt werden, daß Isoenzym-Analysen zur Charakterisierung von
Toxoplasma gondii-\so\aten beitragen, und darüberhinaus auch Informationen über
phylogenetische Zusammenhänge liefern.
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Zusammenfassung

Die Tachyzoiten-Lysate von sechs physiologisch unterschiedlichen Toxoplasma
gondii-\so\aten (RH, BK, T, 928, ALT und KB) wurden mit Hilfe einer Isoelektrischen
Fokussierung in Polyacrylamid-Gelen einer Isoenzym-Analyse unterzogen. Von 18
untersuchten Enzymen konnten neun Enzyme (LDH, MDH, G6P, HEX, PGM, ALP,
ACP, EST, und PGI) zur Charakterisierung der Toxoplasma-lsolate herangezogen wer-
den. Aufgrund der erhobenen elektrophoretischen Daten wurden die genetischen
Distanzen der sechs Isolate berechnet.

Es konnte gezeigt werden, daß — mit Ausnahme der Phosphoglucose-Isomerase —
die oben genannten Enzyme unterschiedliche Isoenzymmuster in den untersuchten
Toxoplasma-\so\aten ausbilden, die zu einer Gruppierung der Isolate genützt werden
kann. Fünf der Isolate weisen eine relativ geringe genetische Distanz auf, während ein
Stamm, KB, offensichtlich weit außerhalb dieser Gruppe steht.

Schlüsselwörter

Toxoplasma gondii, Isoenzym-Analyse, Isolat-Differenzierung.

Summary

Differentiation of Toxoplasma gondii isolates by isoenzyme analysis

The tachyzoite lysates of six physiologically different Toxoplasma gondii isolates (RH,
BK, T, 928, KB, and ALT) were subjected to isoenzyme analysis using isoelectric
focusing in polyacrylamide gels. Of the 18 enzymes examined, 9 (LDH, MDH, G6P,
HEX, PGM, ALP, ACP, EST, and PGI) were selected for the characterization of the
Toxoplasma gondii isolates. The electrophoretic data ascertained were used to calcul-
ate the genetic distances of the isolates.

It could be shown that, with the only exception of phosphoglucose isomerase, all the
above mentioned enzymes form different isoenzyme patterns in the Toxoplasma gondii
isolates examined, thus making a grouping of the isolates possible. Five of the isolates
show a relatively small genetic distance, whereas one strain, KB, stands out of this
group.

Key words

Toxoplasma gondii, isoenzyme analysis, differentiation of isolates.
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