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Serumfreie Zucht von Toxoplasma gondiiin vitro:
Ein Weg zu besser definierten Antigenen

A. HaBl, H. Aspock

Einleitung

In den letzten Jahren sind vermehrt Anstrengungen unternommen worden, die Mas-
senzucht von Toxoplasma gondii von der Maus in die Gewebekultur zu verlagern (1, 5,
6, 7, 8). Damit sollen maglichst standardisierte und besser definierte Antigene flr sero-
logische Tests gewonnen werden, zugleich erflllt die Methode andererseits den
Wunsch nach Reduktion von Tierversuchen. Bei der Zucht von Toxoplasma gondii
in der Gewebekultur gibt es jedoch ein grundsatzliches und auch grundlegendes Pro-
blem: Aufgrund der Eigenschaft der Toxoplasmen, an ihrer Zelloberflache Wirtspro-
teine anzulagern (4), fuhrt die konventionelle, wiederholt beschriebene und ertragrei-
che Kultivierung in vitro mit serumhaltigen Ndhrmedien zur Gewinnung von Toxoplas-
men, deren Antigene sich sogar schlechter definieren lassen als jene von in der her-
kémmlichen Zucht in der Maus gewonnenen Parasiten. Um diesem Nachteil zu begeg-
nen wurde versucht, die Zugabe von Serum mdglichst zu verringern; dies fuhrte aller-
dings zu einem drastischen Abfall der Vermehrungsrate der Toxoplasmen (5). Erst der
Einsatz von flir solche Zwecke adaptierten, speziellen Nahrmedien flihrte zum Erfolg
(8, 4). In dieser Studie haben wir versucht, die Verwendbarkeit von verschiedenen
Nahrmedien mit geringem oder von solchen ohne jeden Serumzusatz zu vergleichen
und die Veranderungen im Proteinmuster von solcherart gezichteten Toxoplasmen zu
studieren.

Material und Methoden
Toxoplasma-Stamm:;

BK, hochvirulent.

Zellinie:
Humane Larynxkarzinom-Zellen HEp-2; CCL 23, American Type Culture Collection
(Rockville, USA).

Nahrmedien:

Modifiziertes Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen und 2 g/I Natriumbikarbo-
nat (Flow Lab., GB) und 1% I-Glutamin (Gibco, GB), 1% Antibiotica/Antimycotica und

1. mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (Gibco, GB), seronegativ
gegenuber Toxoplasma gondiiim indirekten Hamagglutinationstest.

2. mit 2% Ultroser G (Gibco, GB).

3. ohne Serumzusatz. 159



AuBerdem wurden folgende Medien getestet:
4. SHITE Nahrmedium und Iscove’s Medium (4).
5. serumfreies PC-1 Medium (Ventrex Lab. Inc., ME, USA).

Kultivierung:

Die HEp-2 Zellen wurden in 75 cm? ventilierten Polystyrolflaschen (Costar, NL) bei
37° C in einer 5%igen CO,-Atmosphéare gezlichtet. Das Auszahlen der Toxoplasmen
erfolgte in einer Burker-Tlrk-Zahlkammer.

Antigencharakterisierung:

Die aus der konventionellen Zellkultur gewonnenen Toxoplasmen und jene aus der
PC-1 Kultur wurden durch ein 8 um Membranfilter von den HEp-2 Zellen getrennt,
sodann wurden jeweils 2 X 10%/ml Trophozoiten in Probenpuffer fir eine SDS-PAGE
lysiert (Rezept: Pharmacia LKB Biotechnology, Wien). Die Proteine wurden auf einem
Gradienten-Gel 10 - 15 (Phast-System, Pharmacia LKB Biotechnology) gemeinsam mit
einem Proteinmarker (Pharmacia LKB Biotechnology) separiert und dann mit Coomas-
sie-Blau gefarbt (wie in 3 beschrieben). Die Proteinbandmuster der beiden Lysate wur-
den sodann mittels eines Lesegerates (Phastimage-System, Pharmacia LKB Biotech-
nology) in Graphe der optischen Dichte umgewandelt, die Hintergrundreaktion subtra-
hiert und die Kurven in einem Bild vereinigt. SchlieBlich wurde die Molekulargewichts-
kurve berechnet und den Proteinkurven unterlegt.

Ergebnisse

Die Vermehrungsraten von Toxoplasma gondiiin den Zuchten in vitro unter verschie-
denen Nahrbedingungen sind aus Abbildung 1 ersichtlich. Abbildung 2 zeigt die opti-
schen Dichten (= Proteinbanden; OD) der verschiedenen Toxoplasma-Antigene bei
unterschiedlichen Molekulargewichten (MW).

Diskussion

Die Zucht in vitro von Toxoplasma gondii ist pradestiniert, zukunftig einen groBen Teil
des Antigenbedarfs flr die Toxoplasmose-Serodiagnostik zu decken, sofern sie repro-
duzierbar, preiswert und mdglichst einfach durchgefihrt werden kann. Solcherart
gezuchtete Toxoplasmen werden insbesondere als Antigene in jenen serologischen
Tests genutzt werden, bei denen unzerstdrte Trophozoiten eingesetzt werden (z. B.
IIFT, SFT, ISAGA, DA). Es zeigt sich jedoch, daB die Entwicklung solcher Kulturverfah-
ren eine Uberaus langwierige und aufwendige Arbeit ist. Wie wir in dieser Studie zeigen
konnten, ist die Zusammensetzung des serumarmen oder serumfreien Nahrmediums
von entscheidender Bedeutung fur die Vermehrungsrate der Parasiten und somit auch
fur die Rentabilitat der Zucht. Wéhrend sich die Trophozoiten in serumarmen Nahrme-
dien im allgemeinen nur schlecht oder Gberhaupt nicht vermehrten, erbrachte die Ver-
wendung des serumfreien Mediums PC-1, das sich durch einen ungewoéhnlich gerin-
gen Anteil von Proteinen auszeichnet, eine gegenuber der konventionellen Zellkultur
gleich gute Vermehrungsrate (Abb. 1). Gerade die Zusammensetzung dieses Mediums
ist aber nicht eruierbar, sodaB Uber die fur die Toxoplasmavermehrung entscheiden-
den Faktoren keine Aussage gemacht werden kann. Noch erstaunlicher flir uns war
aber, daB die Toxoplasmen in dieser Zellkultur ihre morphologischen und physiologi-
schen Eigenschaften veranderten; sie werden erheblich gréBer und die Generations-
folge wird schneller (3). Zu diesen im IIFT sich vorteilhaft auswirkenden Eigenschaften
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Abb. 1:

Vermehrungsraten (= Vielfaches des Inokulums) am 4. Tag p. i. von Toxoplasma gondii
wéahrend der Zucht in vitro in HEp-2 Zellen bei Verwendung verschiedener Nahrmedien oder
Nahrmediumzusatzen (z. T. nach 5).

der Toxoplasmen kommt, daB das Arbeiten mit diesem serumfreien Medium bedeu-
tend einfacher ist als jenes mit einem aus vielen Komponenten zusammengesetzen,
konventionellen Nahrmedium. Der gravierende Nachteil jeder Zucht in vitro von Toxo-
plasma gondii, namlich die relativ starke Verunreinigung der Toxoplasma-Suspension
mit Wirtszellen und Wirtszelltrimmern, konnte hingegen nicht behoben werden. Aller-
dings entwickelten wir inzwischen ein effektives und schnelles Verfahren zur Reinigung
von Toxoplasmen, die in einem IIFT Verwendung finden (2).

Die aufbereiteten Graphe der beiden Antigene (Abb. 2) zeigen sehr viel deutlicher als
die originalen Bandenmuster im Gel die entscheidenden Unterschiede zwischen den
Antigenen aus den verschiedenen Kulturverfahren (3). Die Konzentration bestimmter
Proteine, in diesem Falle niedrigmolekularer, nimmt ab, — vdllig andere Proteine sind
jedoch nur in wenigen Bereichen und ausnahmsweise nachweisbar, so z. B. bei 90 kD.
Welchen EinfluB diese Proteinmuster-Verschiebungen auf die Serodiagnostik bei Ver-
wendung solcher Toxoplasma-Trophozoiten als Antigen haben, ist derzeit noch unklar.
Erste Versuche haben jedoch gezeigt, da Toxoplasmen aus einer serumfreien Kultur
in vitro sehr viel sensitivere Antigene im IIFT darstellen als konventionell — sei es in der
Gewebekultur, sei es in der Maus — gezlichtete Toxoplasmen.

Zusammenfassung

Toxoplasma gondii (Stamm BK) wurde in vitro in HEp-2 Zellen mit verschiedenen
Nahrmedien unter proteinarmen und/oder serumfreien Bedingungen geztchtet.
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Abb. 2:

Graph der SDS-PAGE unter reduzierenden Verhéltnissen von Lysaten von Toxoplasma
gondii-Trophozoiten aus Zellkulturen, die in MEM-Medium mit 10% fotalem Kalberserum
(durchgehende Linie) bzw. in PC-1 serumfreiem Medium (strichlierte Linie) geztichtet wurden.
OD: Optische Dichte bei 613 nm; MW: Molekulargewicht.

In einem dieser Medien (PC-1 Medium) war die Vermehrungsrate der Toxoplasmen
ebenso hoch wie in einer konventionellen, serumreichen Zellkultur. Die Proteinzusam-
mensetzung von Lysaten aus Toxoplasmen-Trophozoiten veranderte sich allerdings
unter den serumfreien Kulturbedingungen, niedrigmolekulare Proteine wurden selte-
ner.

Schliisselworter

Toxoplasma gondii, Gewebekultur, serumfrei, proteinarm, PC-1 Medium,
Proteinmuster.

Summary

Serumfree propagation of Toxoplasma gondiiin vitro: a way towards
better defined antigens

Toxoplasma gondii (strain BK) was propagated in vitro in a HEp-2 tissue culture with
different culture media under low-protein and/or serumfree conditions. In one of these
media (PC-1 medium) the multiplication rate of the parasites was equal to that in a con-
ventional, serum-enriched tissue culture. The protein composition of the trophozoite
lysate changed during the serum-free propagation, the amount of low molecular weight
proteins decreased considerably.

Key words

Toxoplasma gondii, tissue culture, serumfree, low-protein, PC-1 medium,
protein pattern.
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