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Einleitung

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Neospora caninum (N. caninum), einem 1984 erstma-
lig beschriebenen, obligat intrazellularen Parasiten. Obwohl N. caninum kein zoonotischer
Erreger ist, hat er grof3e wirtschaftliche Bedeutung aufgrund der Infektion von Nutztieren.
Insbesondere bei Rindern gilt N. caninum als Erreger von chronischen Infektionen und ist

einer der haufigsten Verursacher von Aborten.

1.1. Die taxonomische Einordnung von Neospora caninum
Taxonomisch ist Neospora caninum dem Stamm der Apicomplexa zu zuordnen. Apicom-

plexa sind mit den Ciliata und Dinoflagellata nah verwandt und umfassen etwa 4500 einzelli-
ge, obligat intrazellulare Parasiten. Die Apicomplexa-Parasiten haben einen komplexen Le-
benszyklus, der ungeschlechtliche und geschlechtliche Vermehrungsformen einschlief3t
(Marechal und Cesbron-Delauw, 2001). Die Parasiten dieses Stammes haben eine einzigar-
tige und auffallende strukturelle Besonderheit, den Apikalkomplex. Dieser Apikalkomplex ist
namensgebend flr den Stamm der Apicomplexa und ist am anterioren Ende des Parasiten
lokalisiert. Zudem sind in den Parasiten des Stammes Apicomplexa zwei extrachromosomale
genetische Elemente im Apikoplasten und im Mitochondrium vorhanden. Der Apikoplast ist
ein Plastid, welches keine photosynthetische Aktivitdt mehr besitzt (Marechal und Cesbron-
Delauw, 2001). Es wird angenommen, dass sich die Apicomplexa entweder aus den Dinofla-
gellata entwickelt haben oder dass die beiden Stdmme einen gemeinsamen Vorlaufer besit-
zen (Cavalier-Smith, 1993; Wolters, 1991).

Der obligat intrazelluldare Parasit N. caninum gehért zum Stamm der Apicomplexa und wird
der Unterklasse der Coccidia und der Unterordnung der Eimerina zugeordnet (Abbildung 1.1).
Analysen der 18S rRNA von N. caninum und Toxoplasma gondii (T. gondii) haben gezeigt,
dass die beiden Parasiten phylogenetisch sehr nah miteinander verwandt sind (Ellis et al.,
1994). N. caninum wurde 1984 erstmals als unbekanntes, zystenbildendes Sporozoon in
Hunden beschrieben, welche an Enzephalomyelitis beziehungsweise Myositis litten (Bjerkas
et al., 1984). 1988 wurde N. caninum benannt und konnte das erste Mal isoliert und kultiviert
werden (Dubey et al., 1988a; Dubey et al., 1988b). Inzwischen wurde eine Infektion mit N.
caninum in diversen Spezies beschrieben, darunter sind zum Beispiel Rinder, Schafe, Zie-
gen, Pferde und Rehe (Dubey, 2003; Dubey und Lindsay, 1996; Dubey und Schares, 2011;
Hemphill, 1999). Eine Infektion mit N. caninum wird als einer der Hauptgrinde fur Fehlgebur-

ten bei Rindern angesehen, was zu enormen wirtschaftlichen Verlusten in der Milch- und
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Fleischindustrie fuhrt (Dubey et al., 2002; Gondim et al., 2004a; Hemphill und Gottstein,
2000; Innes et al., 2005).

Apicomplexa
Sporozoea
|
b v
Gregarinia Coccidia
1
J 1 v
Eucoccidea Protococcidea Agamococcidea
|
+ L
Eucoccida Haemosporida
1 1
v - \ v
Adeleina Eimerina Conoidina Aconoidina
|
! ; } | ——
Klossiidae  Sarcocystidae Eimeridae Haemogregarinidae = Haemosporidae Piroplasmidae
Klossia Toxoplasma Eimeria Hepatozoon Plasmodium Babesia
Klossiella Neospora Cryptosporidia Hemogregarina Leucocytozoon Theileria
Sarcocystis Isospora* Karyolysus Haemoproteus
B - von groBer Bed g inderH dizin

I - von groBer Bedeutung in der Veterinarmedizin

Abbildung 1.1 Phylogenetischer Baum der Apicomplexa. Die Abbildung zeigt, dass N. caninum zur
Unterklasse der Coccidia, der Unterordnung der Eimerina und der Familie der Sarcocystidae gehdrt
(modifiziert nach (Beck et al., 2009)).

1.2. Der Lebenszyklus von Neospora caninum
N. caninum durchlauft wahrend des Lebenszyklus verschiedene Stadien (Abbildung 1.2). Die

geschlechtliche Vermehrung von N. caninum findet ausschlieBlich im Endwirt statt. Es ist
bekannt, dass die Endwirte aus der Familie der Canidae stammen und es wurden der Haus-
hund (Canis domesticus), der australische Dingo (Canis lupus dingo), der Kojote (Canis lat-
rans) und der Grauwolf (Canis lupus) als Endwirte von N. caninum identifiziert (Dubey et al.,
2011; Gondim et al., 2004b; King et al., 2010; McAllister et al., 1998). Nichtsporulierte
Oozysten werden mit dem Kot des Endwirtes ausgeschieden und sporulieren innerhalb von
drei Tagen. In dieser Form kann der Parasit lange Uberdauern, da die Oozysten, wie die
Oozysten anderer zystenbildender Coccidia, relativ umweltresistent sind (Alves Neto et al.,
2011; Uzeda et al., 2007). Die Oozysten enthalten zwei Sporozysten, welche jeweils vier
Sporozoiten und ein Residuum einschlielen (McAllister et al., 1998). Die GroéfRe von Oozys-

ten betragt 11,7 x 11,3 ym. Die Oozystenwand ist farblos und 0,6 — 0,8 ym dick. Die beiden
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Sporozysten sind 8,4 um lang und 6,1 um breit. Die Sporozoiten haben eine eher langliche
Form mit den MalRen 6,5 x 2 um (Dubey et al., 2002).

Endwirt

Gewebezysten v!m

Endwirt a

nichtsporulierte
- Oozysten j

transplazental
iibertragen

' I
éb kontaminierte
Nahrung und Wasser
i

Oozysten in Futter,
Wasser und Erde

4

Aufnahme durch
Zwischenwirte

—

infizierter Fotus Zwischenwirte sporulierte
Oozysten
@ e Y

Abbildung 1.2 Lebenszyklus von Neospora caninum. Der Lebenszyklus von N. caninum ist in eine
Phase der geschlechtlichen Vermehrung, welche nur in den Endwirten stattfindet, und eine Phase der
ungeschlechtlichen Vermehrung geteilt. Die ungeschlechtliche Vermehrung findet sowohl im Endwirt
als auch in den Zwischenwirten statt (modifiziert nach (Dubey, 2003)).

Durch die Aufnahme von Oozysten uber Futtermittel und Wasser durch Zwischenwirte, wel-
che z. B. Rinder, Schafe, Ziegen oder Hunde sein kénnen, wird eine N. caninum-Infektion
weitergeben (De Marez et al., 1999). Nach oraler Aufnahme werden die Sporozoiten aus der
Oozyste freigesetzt und infizieren intestinales Gewebe, woraufhin eine Verteilung der Parasi-
ten im gesamten Korper der Zwischenwirte erfolgt (Gondim et al., 2004a; Trees et al., 2002).
Die Sporozoiten durchlaufen eine Stadienkonversion und die daraus resultierenden, schnell
proliferierenden Tachyzoiten sind charakteristisch fir die akute Phase der Infektion. Ta-
chyzoiten vermehren sich ungeschlechtlich und sind 7,5 ym lang und 2 pym breit (Dubey et al.,
2002). N. caninum-Tachyzoiten kdnnen zellkernhaltige Zellen einschlieRlich Makrophagen
und Lymphozyten infizieren.

Der Stress, der vom Immunsystem auf die Parasiten ausgelbt wird, wird als ein Faktor an-
gesehen, der die Stadienkonversion in Bradyzoiten ausldst (Buxton et al., 2002; Eastick und
Elsheikha, 2010). Bradyzoiten sind 8 ym lang und 2 ym breit und befinden sich in Gewebe-
zysten (Dubey et al., 2002). Bradyzoiten sind die ruhende Form von N. caninum, sind stress-

tolerant und kdénnen lange in den Gewebezysten im Wirt Gberdauern (Eastick und Elsheikha,
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2010). Die Gewebezysten sind vor allem im Zentralen Nervensystem und in der Skelettmus-
kulatur zu finden (Peters et al., 2001). Trachtige Zwischenwirte konnen N. caninum vertikal
auf den Fotus Ubertragen, denn durch eine Schwangerschaft kommt es zu Veranderungen
im Immunsystem, damit der allogene Foétus akzeptiert werden kann. Diese Immunsuppressi-
on bewirkt aulierdem, dass die ruhenden Bradyzoiten in den Gewebezysten reaktiviert wer-
den und zu Tachyzoiten differenzieren (Innes et al., 2005). Wenn Tachyzoiten Uber die Pla-
zenta auf den Foétus Ubertragen werden (McAllister et al., 1998), kann dies zum Abort des
Fotus fuhren oder es wird ein chronisch infizierter Nachkomme geboren (Dubey, 2003).

Eine horizontale Verbreitung findet statt, wenn Gewebezysten durch fleischfressende End-
wirte aufgenommen werden und diese sich so mit N. caninum infizieren (Dubey und Schares,
2011). Dadurch, dass Endwirte Gewebezysten aufnehmen, wird der Lebenszyklus von N.
caninum geschlossen. In den Endwirten vollziehen die Bradyzoiten eine Stadienkonversion
in ein sich geschlechtlich vermehrendes Parasitenstadium, sodass wiederum Oozysten aus-

geschieden werden kénnen.

1.3. Die Pathogenese der Neosporose in End- und Zwischenwirten und die
Ubertragungswege
Hunde sind einer der Endwirte von N. caninum und dieser Parasit ist fur Hunde jeden Alters

pathogen. In den haufigsten Fallen erkranken die Hunde an Neosporose, die intrauterin infi-
ziert wurden. Diese Tiere werden meistens ohne Symptome geboren und entwickeln drei
oder mehr Wochen nach der Geburt eine symptomatische Erkrankung. Nicht alle Tiere eines
Wourfs sind gleichermal3en von der Krankheit betroffen (Dubey und Lindsay, 1996). Ein all-
gemeines Merkmal der neonatalen Neosporose ist die Paralyse der Hinterlaufe (Dubey et al.,
2007). Eine groRe Anzahl an klinischen Symptomen wurde auch in alteren Hunden be-
schrieben, die vorher oft einer immunsupprimierenden Therapie unterzogen wurden
(Crookshanks et al., 2007; Fry et al., 2009; Galgut et al., 2010; Garosi et al., 2010; Holmberg
et al., 2006).

Infizierte Hunde scheiden als Endwirt von N. caninum Oozysten aus, durch deren Aufnahme
die Zwischenwirte infiziert werden kénnen (McAllister et al., 1998). Diese Ubertragung Uber
Kot spielt jedoch sehr wahrscheinlich keine Rolle fur die Infektion der Endwirte (Dubey und
Schares, 2011). Die wahrscheinlichste Infektionsquelle fir Hunde ist die Aufnahme von infi-
ziertem, zystenhaltigem Gewebe, vorzugsweise der Plazenta eines Zwischenwirtes. Dieser
Ubertragungsweg fiihrt dazu, dass Hunde, die auf dem Land leben, haufiger infiziert sind als
Hunde in der Stadt. AuBerdem kann der Parasit selten auch vertikal von der trachtigen Hun-
din auf die Foten Gbertragen werden. Die vertikale Ubertragung in Hunden ist eine Raritat
und N. caninum persistiert wahrscheinlich nicht in Hunden ohne horizontale Ubertragung
(Dubey und Schares, 2011).
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Rinder sind einer der haufigsten Zwischenwirte von N. caninum und eine Infektion mit N.
caninum ist einer der Hauptursachen fur Aborte bei Kiilhen (Dubey und Schares, 2011). Da-
bei ist die vertikale Ubertragung von N. caninum in Rindern sehr effizient. Eine vertikale
Ubertragung findet statt, wenn die Verbreitung einer N. caninum-Infektion von einer chro-
nisch infizierten Kuh auf den Fétus wahrend der Trachtigkeit stattfindet (Dubey et al., 2006).
N. caninum persitiert in Kiihen lebenslang (Trees et al., 1999) und kann in mehreren aufei-
nander folgenden Trachtigkeiten mit oder ohne Unterbrechungen auf die Nachkommen Uber-
tragen werden (Boulton et al., 1995; Guy et al., 2001; Piergili Fioretti et al., 2003; Wouda et
al., 1998). Eine direkte Ubertragung von N. caninum von Kuh zu Kuh findet jedoch nicht statt
(Anderson et al., 1997). Der Fotus kann nach vertikaler Ubertragung des Parasiten im Uterus
sterben, resorbiert werden, mumifizieren oder totgeboren werden. Aul3erdem kann das Kalb
mit Symptomen oder ohne Symptome, aber immer chronisch infiziert, zur Welt kommen
(Dubey und Schares, 2011). Andere Symptome als Aborte kdnnen nur in Kalbern, die jinger
als zwei Monate sind, beobachtet werden. Dazu gehdrten neurologische Anzeichen, wie zum
Beispiel das Unvermdgen aufzustehen oder Untergewicht. Aulerdem kdnnen die Hinter-
und/oder Vorderbeine pathologisch geknickt oder Uberstreckt sein und eine neurologische
Untersuchung kann Ataxie und/oder verminderte Kniescheibenreflexe zeigen. Gelegentlich
kénnen bei Kalbern auch Geburtsfehler wie Hydrozephalus und eine Verengung des Ri-
ckenmarkkanals auftreten (Dubey und Schares, 2011).

Neben dem vertikalen Ubertragungsweg ist auch die horizontale Ubertragung bei Rindern
wichtig und wesentlich fiir das Uberleben des Parasiten. N. caninum wird horizontal auf Rin-
der Ubertragen, wenn sporulierte Oozysten tber Nahrung und Wasser aufgenommen werden
(Dubey et al., 2006). Hier ist eine symptomatische Neosporose eher die Ausnahme, jedoch
fuhrt jede Primarinfektion zu einer chronischen Infektion mit dem nachfolgenden Risiko der

manifesten Erkrankung bei einer Immunsuppression oder einer vertikalen Ubertragung.

1.4. Die Diagnose der Neoporose in End- und Zwischenwirten
Zur Diagnose der Neosporose in Hunden werden serologische Tests durchgefuhrt (Dubey et

al., 1998a; Dubey et al., 2007). Eine Behandlung der Neosporose mit derzeit zur Verfligung
stehenden Medikamenten wie Clindamycin ist nur teilweise effektiv. Keines der nutzbaren
Arzneimittel kann N. caninum-Gewebezysten abtéten (Dubey et al., 2004; Dubey et al.,
2007).

In adulten Rindern ist die Diagnose einer akuten gegenuber einer chronischen N. caninum-
Infektion epidemiologisch wichtig. Aviditatstests werden eingesetzt, um die akute von der
chronischen Phase der Infektion zu unterscheiden. Dabei deutet eine geringe Aviditat auf

eine akute Infektion hin, die nur wenige Wochen lang dauert (Basso et al., 2010). Des Weite-
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ren werden ,enzyme-linked immunosorbent assays® (ELISAs), die auf den rekombinanten
Proteinen NcGRA7 und NcSAG4 basieren, eingesetzt. Wenn Antikorper gegen NcGRA7
detektiert werden, handelt es sich um eine eher akute Infektion, in der Tachyzoiten replizie-
ren. Die Detektion von NcSAG4 deutet auf eine chronische Infektion hin, da wahrend dieser
Phase das Bradyzoitenstadium von N. caninum vorhanden ist und NcSAG4 bradyzoitenspe-
zifisch ist. Falls Antikérper gegen beide rekombinanten Proteine nachgewiesen werden, deu-
tet dies auf eine reaktivierte N. caninum-Infektion hin (Aguado-Martinez et al., 2008). AulRer-
dem werden zur Diagnose der bovinen Neosporose auch immunhistologische und moleku-
larbiologische Diagnosemethoden wie zum Beispiel PCR eingesetzt. Dies ist besonders
wichtig zur Klarung von Aborten aufgrund einer N. caninum-Infektion (Dubey und Schares,
2006).

Eine Behandlung der Neosporose in Rindern ist unwirtschaftlich, da sie nur als vorbeugende
MaRnahme eingesetzt werden kann und daher langfristig erfolgen misste. AuRerdem wir-
den unzuldssige Rickstande der Medikamente in Milch und Fleisch zurlickbleiben. Zurzeit
gibt es keine sinnvolle Chemotherapie gegen bovine Neosporose, die sicher und effektiv
ware (Dubey und Schares, 2011). Eine Impfung gegen Neosporose ware eine Alternative,
allerdings ist im Augenblick keine kommerzielle Vakzine erhaltlich. Einige Studien konnten
jedoch bereits zeigen, dass Rinder eine humorale und zelluldre Immunantwort nach Impfung
mit attenuierten N. caninum, abgetbten Tachyzoiten, Peptiden oder nativen Antigenen entwi-
ckelten (Baszler et al., 2008; Innes et al., 2007; Moore et al., 2011).

1.5. Unterscheidung von verschiedenen Neospora caninum-lsolaten
Der Nachweis, dass N. caninum eine ernstzunehmende Krankheit in Rindern und Hunden

und gelegentlich in anderen Tieren auslésen kann, ist mehrfach erbracht. Eine Infektion ist
haufig, aber die Ausbildung eines Krankheitsbildes ist selten. Diese Beobachtung kénnte N.
caninum-Isolat spezifisch sein (Dubey und Schares, 2011). Mittels Multilokus-Mikrosatellit-
Analysen konnte gezeigt werden, dass sich die verschiedenen N. caninum-lsolate genetisch
ahneln, dabei haben aber viele Isolate ihre eigene genetische Signatur (Al-Qassab et al.,
2010; Al-Qassab et al., 2009; Basso et al., 2009; Basso et al., 2010; Regidor-Cerrillo et al.,
2006). Uber die Virulenz der verschiedenen Isolate ist wenig bekannt. In verschiedenen Stu-
dien in Mausmodellen waren einigen N. caninum-Isolate virulenter als andere (Pereira
Garcia-Melo et al., 2010; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Rojo-Montejo et al., 2009). Zum Bei-
spiel konnte beim Vergleich von NC-Liverpool und NC-1 im Mausmodell gezeigt werden,
dass die Mause, die mit NC-Liverpool infiziert wurden, 6fter Symptome einer Neosporose
zeigten als NC-1 infizierte Mause. Aulierdem starben deutlich mehr Mause an einer Infektion

mit NC-Liverpool (Collantes-Fernandez et al., 2006). Auch im Vergleich mit dem Isolat NC-
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SweB1 zeigt NC-Liverpool eine héhere Pathogenitat in Mausen (Atkinson et al., 1999). Des
Weiteren konnten auch bei der in vitro-Kultivierung Unterschiede zwischen den Isolaten fest-
gestellt werden (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Rojo-Montejo et al., 2009). Allerdings ist nicht
bekannt, ob die Virulenz im Mausmodell einen Einfluss auf den Verlauf einer N. caninum-

Infektion in anderen Wirten widerspiegeln kann.

1.6. Vergleich von Neospora caninum Tachyzoiten und Bradyzoiten
N. caninum kann in Zwischenwirten zwischen zwei phanotypisch und funktionell unterschied-

lichen Parasitenstadien wechseln. Die Tachyzoiten und Bradyzoiten enthalten die sekretori-
schen Organellen, welche typisch fiir Coccidia sind. In N. caninum-Tachyzoiten sind 6 bis 16
vorwiegend apikal lokalisierte, elektronendichte Rhoptrien, von denen auch 4 bis 6 posterior
des Zellkerns nachgewiesen werden konnen (Speer et al., 1999). Die Mikronemen sind zahl-
reich im anterioren Bereich des Parasiten vorhanden und teilweise senkrecht zur Pellikula
ausgerichtet. AuRerdem sind sogenannte dichte Granula im gesamten Zytoplasma verteilt,
wobei im posterioren Bereich des Tachyzoiten mehr zu finden sind als im anterioren Bereich
(Speer et al., 1999). Des Weiteren sind ein Mitochondrium, der Apikoplast, der Zellkern, der
Golgi-Komplex und das Endoplasmatische Retikulum in Tachyzoiten und Bradyzoiten vor-
handen.

N. caninum-Bradyzoiten besitzen im Vergleich zu den Tachyzoiten weniger elektronendichte
Rhoptrien (6 — 12) und eine deutlich héhere Anzahl an Amylopektingranula (Speer et al.,
1999), welche Polysaccharide speichern und als Energiespeicher dienen (Guerardel et al.,
2005). Im Zytoplasma der Bradyzoiten sind mehr als 40 Mikronemen zu finden, von denen
viele ebenfalls senkrecht zur Pellikula orientiert sind. Der Zellkern ist etwas weiter posterior
als in den Tachyzoiten lokalisiert. In Bradyzoiten sind Mikronemen, dichte Granula, Amy-
lopektingranula, Endoplasmatisches Retikulum und gelegentlich auch das Mitochondrium
zwischen dem Zellkern und dem posterioren Ende lokalisiert (Speer et al., 1999). Bradyzoi-
ten bilden in den Wirten von N. caninum Gewebezysten aus, die 20 — 100 Bradyzoiten ent-
halten. Der Rand einer Gewebezyste ist unregelmafig und die Dicke der Zystenwand variiert
zwischen 0,5 und 4 ym. Die primare Zystenwand besteht aus der parasitophoren Vakuolen-
membran (PVM) und einer granularen Schicht. Diese granulare Schicht enthalt elektronen-
dichte Granula und Vesikel, die in einer Matrix eingebettet sind. Diese Vesikel wirken mor-
phologisch wie Abschnurungen von den Ausbuchtungen der PVM. Das Innere der Gewebe-
zysten ist mit einer feingranularen Matrix gefullt, welche Vesikel enthalt (Speer et al., 1999).
Die Zystenwand bildet eine physische Barriere, welche die Bradyzoiten vor dem Immunsys-

tem und physiologischen Reaktionen des Wirtes schiitzt (Vonlaufen et al., 2002).
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Die phanotypische Transformation vom Tachyzoiten- zum Bradyzoitenstadium ist haufig bei
Organismen mit einem komplexen Lebenszyklus zu finden und ist fiir das Uberleben der Pa-
rasiten im Wirt essentiell. Durch den Stadienwechsel sind diese Organismen in der Lage,
sich schnell einer Mikroevolution zu unterziehen und sich so an eine sich verandernde Um-
gebung anzupassen (Ferreira da Silva Mda et al., 2008; Schwan und Hinnebusch, 1998).
Der schnell replizierende N. caninum-Tachyzoit kann, wenn er Stressfaktoren wahrnimmt, in
Bradyzoiten differenzieren, welche Gewebezysten bilden, die stressresistent sind (Abbildung
1.3) (Eastick und Elsheikha, 2010). In dieser Form kann N. caninum jahrelang im Wirt persis-
tieren ohne klinische Symptome zu verursachen. Wenn das Immunsystem des Wirtes ge-
schwacht ist, wie zum Beispiel wahrend der Schwangerschaft, kdnnen die Bradyzoiten in
den Gewebezysten reaktiviert werden, was zu einer Bradyzoit — Tachyzoit — Stadienkonver-
sation fihrt (Innes et al., 2002; Quinn et al., 2002).

Tachyzoit - Bradyzoit - Konversion

- hoher pH-Wert
- Gegenwart von NO

- NO-Donor Natriumnitroprussid

Tachyzoit Bradyzoit

P e

0 @

Bradyzoit - Tachyzoit - Konversion

- Th2 Zytokine

- Mangel an IL-12

- Mangel an IFN-y
- Mangel an TNF-«
- Mangel an NO

Abbildung 1.3 Stadienkonverion in Neospora caninum. In der Abbildung sind verschiedene Faktoren
aufgefuhrt, die in N. caninum zu einer Stadienkonversion in Bradyzoiten beziehungsweise Tachyzoiten
fuhren kénnen (modifiziert nach (Eastick und Elsheikha, 2010)).

Tachyzoiten und Bradyzoiten exprimieren stadienspezifische Proteine, wodurch eine Unter-
scheidung der Parasitenstadien vorgenommen werden kann. Als N. caninum Tachyzoiten-
spezifische, immundominante Oberflachenantigene wurden NcSAG1 und NcSRS2 beschrie-
ben (Fuchs et al., 1998; Schares et al., 1999; Vonlaufen et al., 2002), wohingegen in
Bradyzoiten zum Beispiel NcBAG1 stadienspezifisch exprimiert wird (McAllister et al., 1996).
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Um eine Differenzierung von Tachyzoiten in Bradyzoiten in vitro auszulésen, wurden ver-
schiedene Stressfaktoren getestet. So kann ein pH-Wert von 8,1 zur Induktion der Stadien-
konversion von N. caninum-Tachyzoiten in Bradyzoiten fuhren (Weiss et al., 1999). Auch
chemischer Stress, der durch den Stickstoffmonoxid-Donor Natriumnitroprussid (sodium nit-
roprusside, SNP) entsteht, kann die Expression von tachyzoitenspezifischen Oberflachenan-
tigenen reduzieren und fuhrt letztendlich zu einer verringerten Energieproduktion und einem
anaeroben Milieu (Vonlaufen et al., 2004; Vonlaufen et al., 2002).

Durch die Stadienkonversion wird die Beziehung zwischen Wirt und Parasit verandert, da die
verschiedenen Stadien unterschiedliche Antigene exprimieren und so dem Immunsystem
ausweichen konnen. Die Stadienkonversion ist eine Art von Mikroevolution, die ohne eine
erhohte Mutationsrate auskommt. Auf diese Art wird eine Anhaufung von Mutationen, die
nachteilig fur den Parasiten sein kdnnten, reduziert (Eastick und Elsheikha, 2010). Die Stadi-
enkonversion leitet den Ubergang von einer akuten in eine chronische Infektion ein und ist
fur die lebenslange Persistenz des Parasiten im Wirt essentiell.

Die genauen Mechanismen, die eine Tachyzoiten — Bradyzoiten — Konversion in vivo auslo-
sen, sind nicht bekannt. Aber es wird vermutet, dass Stressfaktoren und die Immunantwort
des Wirtes zu einer Stadienkonversion fihren (Buxton et al., 2002; Dubey und Lindsay, 1996;
Lyons et al., 2002).

1.7. Invasionsprozess von Neospora caninum in die Wirtszelle
N. caninum-Tachyzoiten kénnen sich ausschlie3lich innerhalb einer parasitophoren Vakuole

(PV) vermehren, die wahrend der Invasion in die Wirtszelle entsteht (Hemphill et al., 2004).
Die Invasion der Wirtszelle ist ein aktiver Prozess, der bei allen Apikomplexa ahnlich verlauft.
Entscheidend fur die erfolgreiche Invasion ist dabei insbesondere der Apikalkomplex (Abbil-
dung 1.4). Dieser Apikalkomplex besteht aus dem zentralen Conoid, welches aus spiralfor-
mig angeordneten Tubulinfasern besteht. Am distalen Ende des Conoids befinden sich die
praconoidalen Ringe und von dort entstammen die Conoidfasern. Das Conoid assoziiert au-
Rerdem mit den Polarringen, von denen 22 subpellikularen Mirkotubuli entspringen. Des
Weiteren enthalt der Apikalkomplex zwei kurze intraconoidale Mikrotubuli, welche fur den
Transport der sekretorischen Vesikel genutzt werden konnten (Carruthers und Sibley, 1997;
Nichols und Chiappino, 1987). Das Ausfahren und Einziehen des Conoids ist mit der Wirts-

zellinvasion assoziiert (Mondragon und Frixione, 1996).
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intraconoidale Mikrotubuli

.--fm =
Conoid ""-&-d‘ “~-. praconoidale Ringe
- Sl i—
R = olarringe

Abbildung 1.4 Zytoskelett des Api-
calkomplexes. In griin ist das Conoid
dargestellt, welches aus 14 Tubulin-
fasern besteht, die eine linksgewun-
dene Spirale bilden. Auferdem sind
Plasmamembran iN grin die intraconoidalen und die
/ subpellikularen Mikrotubuli darge-
stellt. Die praconoidalen Ringe und
die Polarringe sind in gelb dargestellt.
Der Innere Membrankomplex, mit
dem die subpellikularen Mikrotubuli
assoziieren, ist rot und die Plasma-
membran schwarz gefarbt (modifi-
subpellikulére Mikrotubuli ziert nach (Hu et al., 2006)).

Innerer Membrankomplex

Der Invasionsprozess gliedert sich in mehrere Schritte (Abbildung 1.5) und der initiale Schritt
der Invasion ist die Anlagerung des Parasiten an die Wirtszelle. Die Anlagerung ist aufgrund
einer niedrigen Affinitat reversibel und wird durch Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) veran-
kerte Oberflachenantigene wie NcSAG1 and NcSRS2 vermittelt (Howe et al., 1998; Schares
et al., 2000; Sonda et al., 1998). N. caninum-Tachyzoiten sind polare Zellen und vor der
Wirtszellinvasion orientieren sie sich mit dem apikalen Pol in Richtung Wirtszellmembran
(Hemphill et al., 2004).

Sobald ein Kontakt mit niedriger Affinitat zwischen N. caninum und der Wirtszelle hergestellt
wurde, setzen die Tachyzoiten die Inhalte ihrer sekretorischen Organellen frei. Als erstes
werden die Mikronemen-Proteine sekretiert, welche adhasive Doméanen besitzen und
dadurch mit Rezeptoren auf der Oberflache der Wirtszelle interagieren kdnnen (Hemphill et
al., 2004). Es sind verschiedene adhasive Motive in N. caninum Mikronemen-Proteinen zu
finden: eine Thrombospondin- (TSP-) ahnliche Doméane in NcMIC1 (Keller et al., 2002), In-
tegrin- und TSP-Typ I-dhnliche Doméanen in NcMIC2 (Lovett et al., 2000) und epidermale
Wachstumsfaktor- (EGF-) ahnliche Domanen in NcMIC3 (Sonda et al., 2000). N. caninum
bindet an die Wirtszellmembran, indem Mikronemen-Proteine mit sulfatierten Glykosamino-
glykanen der Wirtszelloberflache interagieren. NcMIC3 bleibt nach der Sekretion aus den
Mikronemen an die Tachyzoitenoberflache gebunden und interagiert zum Beispiel mit
Chondroitinsulfaten der Wirtszellmembran (Naguleswaran et al., 2002; Naguleswaran et al.,
2001). Allerdings gelangen nur 50 — 80 % der Tachyzoiten, die an ihre Wirtszelle gebunden
haben, letztendlich in die Wirtszelle, was bedeutet, dass Adhasion und Invasion zwei ver-
schiedene Prozesse sind (Naguleswaran et al., 2003).
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Abbildung 1.5 Invasion von Neospora caninum in die Wirtszelle. (a) Anlagerung: Beim initialen Kon-
takt hat der Tachyzoit eine zufallige Orientierung zur Wirtszellmembran. (b) Initierung der Invasion:
Der Tachyzoit hat sich selbst reorientiert, sodass das apikal Ende an die Wirtszelle angelagert ist.
Eine starke, flexible Verbindung (Moving Junction) entsteht zwischen der Parasitenpellikula und der
Wirtszellmembran. Die sekretorischen Organellen setzen ihre Inhalte Uber das ausgefahrene Conoid
in die entstehende parasitophore Vakuole (PV) frei. (c) Penetration: Der Tachyzoit wandert durch die
Moving Junction und die Membran der parasitophoren Vakuole (PVM) entsteht aus der Einstllpung
der Wirtszellmembran. Oberflachenproteine der Wirtszelle (gelb), die eine zytoplasmatische Doméane
haben, werden durch die Moving Junction von der PVM ausgeschlossen. Oberflachenproteine der
Wirtszelle, die keine Transmembrandomanen haben, werden nicht von der Moving Junction ausge-
siebt und ragen in die PV aber nicht ins Wirtszellzytoplasma. Innerhalb der PV bildet sich ein tubulo-
vesikulares Membrannetzwerk aus. (d) Etablierte parasitophore Vakuole: Die PVM hat sich von der
Wirtszellmembran separiert. Proteine des Parasiten (griin) durchspannen die PVM und erzeugen eine
Assoziation der PVM mit Organellen der Wirtszelle. Die vergrofRerte Tachyzoitenabbildung zeigt die
wichtigsten ultrastrukturellen Merkmale: A: Apikalring, C: Conoid; D: dichte Granula; M: Mikronemen;
N: Nukleus; P: Polarring; R: Rhoptrien (aus (Buxton et al., 2002)).

Nach Sekretion der Mikronemen-Proteine werden auch die Inhalte der Rhoptrien von den
Tachyzoiten sekretiert und zwar zunachst die ,rhoptry neck proteins“ (RONs), welche in der
Halsregion der keulenférmigen Rhoptrien gespeichert sind. Zusammen mit einem Mikrone-
men-Protein (apical membrane antigen 1, AMA1) bilden die RONs einen stabilen Komplex
und formen die Moving junction (MJ) (Mordue et al., 1999). Diese ringahnliche Struktur erin-
nert an eine ,tight junction® in Saugetierzellen (Carruthers und Boothroyd, 2007). Wahrend
der Invasion der Parasiten in die Wirtszelle wandert die MJ vom apikalen zum posterioren
Pol des Parasiten und die PV entsteht um den Parasiten herum, wobei die PVM aus der

Wirtszellplasmamembran entsteht (Suss-Toby et al., 1996). Wahrend der Invasion werden
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viele Transmembranproteine der Wirtszelle selektiv aus der spateren PVM herausgesiebt,
wohingegen GPI-verankerte Wirtsproteine und Wirtsproteine ohne eine zytoplasmatische
Domane in der entstehenden PVM verbleiben (Mordue et al., 1999). Durch diese Modifikati-
onen wird eine spatere Fusion der PVM mit Lysosomen oder Endosomen der Wirtszelle ver-
hindert und N. caninum kann in diesem Kompartiment iberleben (Mordue und Sibley, 1997).
Kurz vor und auch wahrend des Invasionsprozesses werden die Proteine des Rhoptrien-
Bulbus (ROP) direkt in das Wirtszellzytoplasma oder in die entstehende PV sekretiert
(Carruthers und Sibley, 1997; Hakansson et al., 2001). ROPs haben Funktionen bei der
Etablierung und Modifizierung der PV und kdnnen auch Signalwege der Wirtszelle modifizie-
ren (Bradley und Sibley, 2007; Sinai und Joiner, 2001).
Nachdem der komplette Parasit innerhalb der Wirtszelle liegt, schlief3t sich die MJ und dabei
werden oberflachenexponierte Uberreste aulRen auf der Wirtszelle zuriickgelassen. Die ent-
standene PVM trennt sich von der Wirtszellmembran ab und eine PV ist entstanden
(Carruthers und Boothroyd, 2007). Diese letzten Schritte der Invasion dauern zwei Minuten,
was deutlich langsamer ist, als die vorherigen Schritte (Suss-Toby et al., 1996).
Nach der Wirtszellinvasion werden das Lumen der Vakuole und die Membranen der PV um-
fassend durch weitere sekretorische N. caninum-Proteine modifiziert. Diese Proteine stam-
men hauptsachlichen aus den Rhoptrien und den dichte Granula (Hemphill et al., 1998).
Rhoptrien- und dichte Granula-Proteine bilden ein tubulovesikulares Membrannetzwerk im
Lumen der PV aus, wodurch die Oberflache erheblich vergroRert wird (Speer et al., 1999). N.
caninum modifiziert auch die Wirtszelle nach der Invasion, indem Mitochondrien und Endop-
lasmatisches Retikulum des Wirtes zur PV rekrutiert werden (Buxton et al., 2002; Speer et al.,
1999). Die Organisation des Zytoskeletts der Wirtszelle wird durch die Invasion von N. cani-
num allerdings nicht verandert (Coppens et al., 2006; Walker et al., 2008).
N. caninum und T. gondii sind phylogenetisch sehr eng miteinander verwandt, haben aber
unterschiedliche Wirtsspektren inklusive verschiedener Endwirte. Worin diese Unterschiede
begrindet sind, ist bisher nicht eindeutig geklart. Es gibt jedoch verschiedene Hypothesen.
Die eine Hypothese besagt, dass N. caninum eine groRere Anzahl an Genen, die fur Ober-
flachenantigene kodieren, besitzt als T. gondii. Diese Oberflachenproteine spielen eine wich-
tige Rolle bei der Bindung des Parasiten an die Wirtszelle. Dadurch konnte eine hohere
Wirtszellspezifitdt und damit ein engeres Wirtszellspektrum von N. caninum begunstigt wer-
den (Reid et al., 2012). Reid et al. konnten beim Vergleich der Transkriptome der beiden
Parasiten aullerdem zeigen, dass Gene, die fir Proteine kodieren, welche direkt mit dem
Wirt interagieren, grof3ere Unterschiede zwischen N. caninum und T. gondii aufweisen als
Gene, die fur andere Proteingruppen kodieren. Eine andere Hypothese bezieht sich auf die
Mikronemen-Proteine von N. caninum und T. gondii (Cowper et al., 2012). Die Mikronemen
sekretieren Adhasine, die nach der Sekretion auf der Parasitenoberflache lokalisieren, Gly-
12
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kanrezeptoren der Wirtszelle binden kdnnen und eine spezifische, hoch affine Interaktion des
Parasiten mit der Wirtszelle ermdglichen (Carruthers und Tomley, 2008). Mikronemen-
Proteine bilden Komplexe miteinander aus, allerdings sind die gebildeten Komplexe in N.
caninum und T. gondii unterschiedlich (Keller et al., 2004; Reiss et al., 2001), sodass ver-
schiedene Kombinationen von adhasiven Domanen entstehen. Dies kdnnte zu der unter-
schiedlichen Wirtsspezifitat der beiden nah verwandten Parasiten beitragen (Cowper et al.,
2012).

1.8. Vermehrung von Neospora caninum in der parasitophoren Vakuole und
Evasion aus der Wirtszelle

Nach der erfolgreichen Invasion von N. caninum in die Wirtszelle und der Etablierung der PV,
befindet sich der Parasit in einer lag-Phase, die fir das NC-1 Isolat etwa 10 bis 12 Stunden
dauert. Danach beginnt N. caninum sich zu teilen und die Generationszeit betragt circa 14
bis 15 Stunden (Sundermann und Estridge, 1999).

Bei der Replikation des Tachyzoiten-Stadiums der Coccidia bilden sich zwei Tochterzellen
innerhalb der Mutterzelle (Abbildung 1.6). Durch diese ungeschlechtliche Vermehrung ent-
stehen innerhalb der Mutterzelle zwei Parasiten je Mitosezyklus und dieser Prozess wird als
Endodyogenie bezeichnet (Sheffield und Melton, 1968). Die Endodyogenie ist sehr gut bei T.
gondii untersucht und es wird davon ausgegangen, dass die Zellteilung von N. caninum-
Tachyzoiten vergleichbar ablauft (Hemphill et al., 2006). Das Gerust fir die Bildung der
Tochterzellen wird durch den Inneren Membrankomplex (inner membrane complex, IMC)
bereitgestellt. Der IMC besteht aus flachen Membranvesikeln, die vermutlich vom Golgiappa-
rat entstammen. Der IMC ist mit subpellicularen Microtubuli und weiteren Elementen des
Zytoskeletts assoziiert (Morrissette und Sibley, 2002; Nichols und Chiappino, 1987; Tilney
und Tilney, 1996). Die Organellen der Mutterzelle degenerieren entweder wahrend der Zell-
teilung oder werden zwischen den beiden Tochterzellen aufgeteilt. Die Plasmamembranen
der Tochterzellen werden von der Mutterzelle Gbernommen und nur ein schmaler Bereich,
der residual body, bleibt zurlick und verbindet die Tochterzellen miteinander (Sheffield und
Melton, 1968; Striepen et al., 2000).

Die ersten morphologisch erkennbaren Ereignisse bei der Zellteilung von Coccidia sind die
Verdopplung und die Trennung des Golgiapparates und der Centrosomen, welche das Zent-
rum der Mikrotubulusorganisation darstellen (Sheffield und Melton, 1968; Striepen et al.,
2000). Die DNA-Replikation wird etwa zur selben Zeit eingeleitet (Hu et al., 2002). Das Ge-
rust des IMC bildet sich kurz bevor die DNA-Replikation abgeschlossen ist und wird inner-
halb der folgenden 1,5 Stunden fertiggestellt (Hu et al., 2002). Die Zellkernteilung erfolgt,
wenn die DNA-Replikation abgeschlossen ist. Der Apikoplast teilt sich vor der Zellkernteilung

(Striepen et al., 2000). Erst wenn die Bildung des IMC der Tochterzellen fast abgeschlossen
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ist, erfolgt die Teilung des Mitochondriums. Der Apikalkomplex, die Mikronemen und die

Rhoptrien werden in jeder Tochterzelle de novo ausgebildet (Sheffield und Melton, 1968).

Plasmamembran
Rhoptrien

Innerer Membrankomplex
(Mutterzelle)

e Apikoplast

Membrankomplex
{Tochterzelle)

Abbildung 1.6 Endodyogenie der Coccidia
Tachyzoiten. Die inneren Membrankomplexe
der Tochterzellen entstehen wahrend der
Zellteilung in der Mutterzelle. Mehrere Orga-
nellen werden zwischen den Tochterzellen
aufgeteilt. Zu dem dargestellten Zeitpunkt
der Zellteilung ist der innere Membrankom-
plex der Mutterzelle noch vorhanden (modi-
fiziert nach (Hu et al., 2002)).

Endoplasmatisches
Retikulum

Die Evasion der Coccidia aus ihrer Wirtszelle scheint ahnlich abzulaufen wie die Invasion.
Die Freisetzung der Parasiten aus der Wirtszelle wird durch die Akkumulation des wie bei
Pflanzen vorkommenden Hormons Abscisinsdure ausgeldst und ist kalziumabhangig
(Nagamune et al., 2008). Es werden dann wie bei der Invasion Inhalte der Mikronemen und
Rhoptrien ausgeschuttet. Eines der friihen Ereignisse wahrend des Egress ist die Freiset-
zung von Mikronemen-Proteinen. Wahrend des Evasionsprozesses von T. gondii wird das
Perforin-ahnliche Protein (TgPLP1) sekretiert, welches daflr sorgt, dass die PVM und die
Wirtszellmembran perforiert werden und so die Parasiten die Wirtszelle verlassen kénnen.
Es wird vermutet, dass auch andere Apikomplexa ein homologes Protein exprimieren, wel-
ches zur Evasion der Parasiten beitragt (Kafsack et al., 2009). AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass T. gondii wahrend des Verlassens der Wirtszelle eine Moving Junction (MJ)
ausbildet. Die Parasiten passieren eine Verengung in der PVM beziehungsweise der Wirts-
zellmembran, an der TJRON4 detektiert werden konnte, welches auch an der MJ wahrend
der Invasion beteiligt ist (Alexander et al., 2005). Fur N. caninum wurden noch keine ahnli-
chen Mechanismen beschrieben, allerdings verhalten sich T. gondii und N. caninum bei der
Wirtszellinvasion sehr ahnlich, sodass der Evasionsprozess wahrscheinlich ebenfalls ver-

gleichbar ablaufen wird.
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1.9. Die Proteine der sekretorischen Organellen von Neospora caninum
Die Apicomplexa weisen charakteristische sekretorische Vesikel auf. Es lassen sich die drei

bereits erwahnten, morphologisch distinkten Organellen Mikronemen, Rhoptrien und dichte
Granula unterscheiden (Abbildung 1.7). Diese Organellen enthalten komplexe Zusammen-
setzungen an Proteinen, welche sowohl viele Homologien als auch Unterschiede in der mo-
lekularen Struktur zwischen den Spezies aufweisen. Diese Proteine sind, wie oben beschrie-
ben, wichtig fur die Invasion in die Wirtszelle, die Etablierung der PV, das Uberleben in der

PV und die Freisetzung aus der Wirtszelle.

1.9.1 Die Mikronemen-Proteine von Neospora caninum
N. caninum-Tachyzoiten enthalten viele Mikronemen, welche zumeist apikal lokalisiert sind

(Speer et al., 1999). Mikronemen-Proteine sind flr die Adhasion des Parasiten an die Wirts-
zelle wichtig und vermitteln eine spezifische, hochaffine Interaktion zwischen Parasit und
Wirtszelle (Carruthers und Boothroyd, 2007). Viele der Mikronemen-Proteine weisen Homo-
logien in ihrer Sequenz zu adhasiven Proteinen von hoheren Eukaryonten auf wie zum Bei-
spiel: ,thrombospondin Type | like* (TSR) repeats, ,epidermal growth factor® (EGF) repeats,
,von Willibrand factor type A“ (vWA) Domane, Galektine und Apple/PAN Domanen. Fast alle
Mikronemen-Proteine enthalten mindestens eine adhasive Doméane, welche die Interaktion
mit Polysacchariden auf der Wirtszelloberflache oder Proteinen, zum Beispiel einem anderen
Mikronemen-Protein, steuert. Viele Mikronemen-Proteine enthalten auch mégliche Trans-
membrandomanen und zytoplasmatische Sequenzen, welche Sortierungssignale enthalten
(Di Cristina et al., 2000; Sheiner et al., 2010), oder Uber Aldolase, ein aktinbindendes Protein,
mit dem Glidosom, welches die Fortbewegung der Apicomplexa vermittelt, assoziiert sind
(Jewett und Sibley, 2003; Starnes et al., 2009).

In N. caninum wurden bisher funf klassische Mikronemen-Proteine identifiziert und beschrie-
ben: NcMIC1 (Keller et al., 2002), NcMIC2 (Lovett et al., 2000), NcMIC3 (Sonda et al., 2000),
NcMIC4 (Keller et al., 2004) und NcAMA1 (Zhang et al., 2007). Aufderdem wurden sechs
weitere Mikronemen-Protein von N. caninum identifiziert, welche eine MAR-Domane (micro-
neme adhesive repeat) enthalten und deshalb als MCP-Proteine (MAR-domain containing
proteins) bezeichnet werden. Folgende N. caninum-Proteine gehoren zu dieser Gruppe:
NcMCP2, NcMCP3, NcMCP4, NcMCP5, NcMCP6 und NcMCP7. MAR-Domanen sind auf
die zystenbildenden Coccidia beschrankt und sind wichtig bei der Wirtszellerkennung. MAR-
Domaénen interagieren selektiv mit Glykokonjugaten, welche Sialinsaure beinhalten (Friedrich
et al., 2010). Des Weiteren konnten die Sequenzen von NcMIC10, NcMIC11 und NcMIC17B
beschrieben werden, die Funktion dieser Mikronemen-Proteine ist jedoch noch unbekannt
(Harper et al., 2004b; Hoff et al., 2001; Sohn et al., 2011).
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Abbildung 1.7 Neospora caninum Tachyzoit. Elektronenmikro-
skopische Aufnahme eines Tachyzoiten des N. caninum Isolates
NC-5 kultiviert in M617-Zellen. Es sind die verschiedenen Orga-
1 nellen zu erkennen. Einige der Mikronemen (Mn) sind senkrecht
| zur Pellikula orientiert. Die Rhoptrien (Rh) sind elektronendicht.
Etwa zehn dichte Granula (DG) sind posterior und drei anterior
des Zellkerns lokalisiert. Abkurzungen: Am: Amylopectin; Ar 1,2:
Apikalringe 1 und 2; Co: Conoid; Go: Golgikomplex; Im: innerer
Membrankomplex der Pellikular; Lb: Lipidkérperchen; Mi: Mito-
chodrium; No: Nukleolus; Nu: Nukleus; PI: Plasmalemma; Pr 1, 2:
Polarringe 1 und 2; Pv: parasitophore Vakuole; Sm: subpellikula-
re Mikrotubuli; Tm: tubulovesikulares Membrannetzwerk (aus
. (Speer et al., 1999))

1.9.2. Die Rhoptrien-Proteine von Neospora caninum
Die als Rhoptrien bezeichneten sekretorischen Organellen sind ausschlieRlich in Apicom-

plexa zu finden (Marugan-Hernandez et al., 2011). In elektronenmikroskopischen Aufnah-
men erscheinen die Rhoptrien von N. caninum gleichmaRig elektronendicht (Speer et al.,
1999). In den Rhoptrien werden Proteine gespeichert, welche wichtig fir die Wirtszellinvasi-
on und das Uberleben des Parasiten in der PV sind. Die Rhoptrien-Proteine werden direkt,
nachdem eine feste Bindung zwischen Parasit und Wirtszelle entstanden ist, innerhalb weni-
ger Minuten sekretiert (Carruthers und Sibley, 1997) und sind unerlasslich fir die Bildung der
PV (Bradley und Sibley, 2007).

Das Organell kann in zwei Bereiche unterteilt werden. Im Halsbereich des keulenférmigen
Organells befinden sich Proteine, die als ,rhoptry neck“-Proteine (RONs) bezeichnet werden
und in ahnlicher Form in allen Apicomplexa-Parasiten vorkommen. Dies deutet auf konser-
vierte Funktionen der RONs wahrend der Invasion der Apicomplexa hin (Bradley und Sibley,
2007). In N. caninum wurden bisher vier verschiedene RONSs identifiziert. Fir NcRON2,
NcRON4, NcRON5 und NcRON8 konnte gezeigt werden, dass diese Proteine einen Kom-
plex bilden und an der Formation der Moving Junction (MJ) beteiligt sind. Daher sind RON-

Proteine besonders wahrend des Invasionsprozesses von N. caninum in die Wirtszelle wich-

16



Einleitung

tig. Dabei zeigt RONS8 eine Besonderheit, da homologe Proteine im Gegensatz zu den ande-
ren RONs nur in den zystenbildenden Coccidia, nicht jedoch in allen Apicomplexa-Parasiten
zu finden sind (Straub et al., 2009). Der zweite morphologisch erkennbare Bereich der
Rhoptrien ist der Bulbus, welcher die ROP-Proteine enthalt, die sehr stark an die Wirtszellen
der jeweiligen Parasiten angepasst sind. Nur zwischen phylogenetisch nah verwandten Pa-
rasiten sind homologe ROP-Proteine zu finden (Bradley und Sibley, 2007). Alle bisher identi-
fizierten ROPs werden in das Wirtszellzytoplasma sekretiert und tragen wesentlich zur Auf-
rechterhaltung der intrazellularen Infektion bei (Bradley und Sibley, 2007). So kénnen zum
Beispiel Subtypen von TgROP18 die Wirksamkeit antiparasitarer Wirtszellmolekile, zum
Beispiel ,immunity-related GTPases” (IRGs), aufheben (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al.,
2010). Fur TgROP16 konnte gezeigt werden, dass diese Kinase STAT3 und STAT6 (signal
transducer and activator of transcription) aktiviert und so Signalwege in der Wirtszelle modifi-
zieren kann (Butcher et al., 2011). Die genauen Funktionen der meisten ROP-Proteine in N.
caninum sind noch unbekannt. NcROP2 scheint fur die Immunantwort gegen N. caninum
wichtig zu sein und wurde als Vakzin-Kandidat beschrieben (Debache et al., 2009; Debache
et al., 2008). Ferner wird vermutet, dass NcROP9 besonders in Bradyzoiten von Bedeutung
ist, denn NcROP9 wird in Tachyzoiten nur vergleichsweise schwach exprimiert (Marugan-
Hernandez et al., 2010). Durch Aufreinigung von Rhoptrien und nachfolgender massenspekt-
roskopischer Analyse wurden vier weitere N. caninum ROPs identifiziert, die homolog zu T.
gondii ROPs sind (NcROP1, NcROP5, NcROP8 und NcROP30) und deren Funktion noch

vollstandig ungeklart ist (Marugan-Hernandez et al., 2011).

1.9.3. Die dichte Granula-Proteine von Neospora caninum
Die dichte Granula sind der dritte Typ sekretorischer Organellen, die nur in Apicomplexa zu

finden sind. Diese Organellen sind durch eine Membran begrenzt und enthalten dicht ge-
packte, granulare Bestandteile (Blackman und Bannister, 2001). Der Durchmesser der dichte
Granula liegt zwischen 275 und 400 nm. In N. caninum-Tachyzoiten sind die dichte Granula
im gesamten Zytoplasma verteilt, allerdings sind sie am posterioren Ende gehauft zu finden
(Speer et al., 1999). Nach der Wirtszellinvasion werden die Inhalte der dichte Granula von N.
caninum ausgeschittet und die dichte Granula-Proteine assoziieren dann mit der PVM oder
den intravakuolaren Membranen (Dubremetz et al., 1998). Wahrscheinlich sind die enthalte-
nen Proteine fir die Reifung der PV zustandig (Mercier et al., 2005) und werden besonders
wahrend der intrazellularen Phase ausgeschittet (Coppens et al., 1999).

Alle dichte Granula-Proteine haben strukturelle Gemeinsamkeiten. Dazu zahlt ein N-
terminales Signalpeptid, welches ausreicht, um diese Proteine in die dichte Granula zu rekru-

tieren. AuRerdem wurde fur dichte Granula-Proteine beschrieben, dass das theoretische Mo-
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lekulargewicht, welches aus der primaren Proteinsequenz hervorgeht, nicht mit dem hdheren,
in SDS-PAGE beobachteten Molekulargewicht Ubereinstimmt, was auf posttranslationalen
Modifikationen oder auf prolinreichen Sequenzbereichen beruhen kénnte (Mercier et al.,
2005).

Die dichte Granula-Proteine kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Die eine Gruppe be-
steht aus Proteinen, fir welche noch keine eindeutige Funktion bekannt ist und welche keine
Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen aufweisen, und die zweite Gruppe besteht aus Protei-

nen mit enzymatischen Aktivitaten (Mercier et al., 2005).

Im Folgenden sind die dichte Granula-Proteine von N. caninum aufgefihrt, die bereits be-

schrieben wurden.

NcGRA1 zeigt in Tachyzoiten eine typische Verteilung fir dichte Granula-Proteine. NcGRA1
kann in in vitro induzierten, bradyzoitenhaltigen Zysten im peripheren Bereich detektiert wer-
den und dem Protein wird eine mogliche Rolle in der Ausbildung der Zystenwand zuge-
schrieben (Vonlaufen et al., 2004). Die Lokalisierung in Bradyzoiten passt zu dem Befund,
dass NcGRA1 wahrend einer chronischen Infektion eine Immunantwort auslost und diese
Antikérper kdnnen als Marker verwendet werden, um Tiere zu identifizieren, die eine chroni-
sche N. caninum-Infektion haben (Atkinson et al., 2001). Des Weiteren enthalt die genomi-
sche Sequenz von NcGRA1 in Intron und fur das Protein wurde ein Molekulargewicht von 15
kDa vorhergesagt. In Western Blot-Analysen war NcGRA1 mit einem Molekulargewicht von
20 kDa zu detektieren (Atkinson et al., 2001).

NcGRAZ2 ist in Tachyzoiten in den dichte Granula lokalisiert. Nach in vitro-Stadienkonversion
wurde eine verstarkte Detektion von NcGRA2 im peripheren Bereich, also der Zystenwand,
detektiert (Vonlaufen et al., 2004). NcGRA2 wird von einer genomischen Sequenz kodiert,
die aus zwei Exons besteht. Auch das theoretische Molekulargewicht des Proteins (24 kDa)
wich von dem in Western Blot-Analysen detektierten (29 kDa) ab, wie es auch fur die ande-
ren N. caninum dichte Granula-Proteine gezeigt wurde. Die Analyse der Sekundarstruktur
deutet darauf hin, dass NcGRA2 drei Alphahelices mit amphipathischem Charakter aufweist
(Ellis et al., 2000).

Uber NcGRAS3 ist bisher nur bekannt, dass es sich um ein homologes Protein zu TgGRA3
handelt. AuRerdem weist die Proteinsequenz ein N-terminales Signalpeptid, eine Trans-
membranregion und ein C-terminales ,dilysine (KKXX) endoplasmic reticulum retrieval“-Motiv
auf. Dadurch kdnnte NcGRA3 an der Rekrutierung des Wirtszell-ER an die PVM beteiligt
sein. Das theoretische Molekulargewicht liegt bei 24 kDa (Henriquez et al., 2005).
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NcGRA6 wurde urspringlich als NCDG2 beschrieben. In N. caninum-Tachyzoiten ist
NcGRAG in den dichte Granula zu detektieren. Das Protein hat ein berechnetes Molekular-
gewicht von 24 kDa, zeigt aber in der Western Blot-Analyse ein Molekulargewicht von 37
kDa. Die Proteinsequenz enthalt zwei hydrophobe Regionen und die N-terminale Region
reprasentiert das Signalpeptid. Die zweite hydrophobe Domane ist eine Transmembrando-
mane (Liddell et al., 1998).

NcGRA7 wurde zuerst als NCDG1 beschrieben und konnte in den dichte Granula von N.
caninum-Tachyzoiten detektiert werden (Lally et al., 1997). Dieses Protein wurde ein Jahr
spater erneut beschrieben und als Nc-p33 bezeichnet. Nach der Wirtszellinvasion ist
NcGRA7 an der PVM und dem intravakuolaren Membrannetzwerk lokalisiert (Hemphill et al.,
1998). Nach einer in vitro-Stadienkonversion von Tachyzoiten in Bradyzoiten wurde NcGRA7
in der Peripherie der Zysten detektiert. Diese Lokalisierung kdnnte darauf deuten, dass
NcGRA7 an der Bildung der Zystenwand beteiligt ist (Vonlaufen et al., 2004). Das Moleku-
largewicht von NcGRAY in der SDS-PAGE liegt bei 33 kDa, wobei das theoretische Moleku-
largewicht 26 kDa betragt. Das Protein enthalt drei hydrophobe Regionen, wobei die hydro-
phobe Region am N-Terminus ein Signalpeptid darstellt (Lally et al., 1997).

NcMAG1 (matrix antigen 1) ist in extrazelluldaren Tachyzoiten in den dichte Granula lokalisiert
und nach Wirtszellinvasion hauptsachlich im Lumen der PV zu finden. In in vitro induzierten
Bradyzoiten wurde fir NcMAG1 eine deutliche Detektion in der Zystenwand und der Zys-
tenmatrix beobachtet. Auch in Western Blot-Analysen wird NcMAG1 im Lysat von Bradyzoi-
ten in grolReren Mengen gefunden als in einem vergleichbaren Tachyzoiten-Lysat. NcMAG1
enthalt ein N-terminales Signalpeptid und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 52,9
kDa. In Western Blot-Analysen weist NcMAG1 jedoch ein Molekulargewicht von 67 kDa auf
(Guionaud et al., 2010).

In N. caninum konnte eine Typ | Nukleosidtriphosphat-Hydrolase (NTPase) identifiziert wer-
den, die homolog zur TgNTPasel ist und als NcNTPase bezeichnet wird. In extrazellularen
Tachyzoiten ist NcNTPase in den dichte Granula zu finden und es wird vermutet, dass das
Protein nach Wirtszellinvasion in die PV sekretiert wird. NcNTPase zeigt in verschiedenen N.
caninum-Isolaten enzymatische Aktivitdt, indem das Protein Nukleotidtriphosphate hydroly-
siert. Allerdings war in N. caninum keine enzymatische Aktivitdt gegen Nukleotiddiphosphate
zu finden (Asai et al., 1998). In Western Blot-Analysen zeigt das Protein ein Molekularge-
wicht von 67 kDa. Im Genom von N. caninum sind drei NTP-Gene vorhanden (Asai et al.,
1998).
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In den dichte Granula von N. caninum-Tachyzoiten wurde ferner ein Proteaseinhibitor (PI)
der Kazal-Familie identifiziert, welcher nur eine Inhibitordoméane enthalt (NcPI-S). NcPI-S
wird nach Wirtszellinvasion in die PV sekretiert. Es wurde herausgefunden, dass NcPI-S eine
starke Inhibition von Subtilisin vermittelt, allerdings nicht von Elastase oder Chymotrypsin.
Deshalb kénnte NcPI-S proteolytische Aktivitaten supprimieren und so die Inhalte der PV vor
Degradationen bewahren. Es wurde auch beschrieben, dass NcPI-S als Homodimer vorliegt,
auch in Western Blot-Analysen zeigte NcPI-S ein Molekulargewicht von 11 kDa, was in etwa
dem Doppelten des vorhergesagten Molekulargewichts von 6 kDa entspricht. Aulierdem

weist die Proteinsequenz ein N-terminales Signalpeptid auf (Morris et al., 2004).

1.10. Der gerichtete Transport sekretorischer Proteine in ihre Zielorganellen
In den Apicomplexa ist der Sortierungsmechanismus, um Proteine in ihre Zielorganellen zu

rekrutieren, evolutionar konserviert. Alle bekannten sekretorischen Proteine werden entwe-
der in die Mikronemen, die Rhoptrien oder die dichte Granula transportiert (Kaasch und
Joiner, 2000). Die Proteine, die eine der sekretorischen Organellen zum Ziel haben, durch-
laufen einen Transport vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Komplex
(Coppens et al., 1999; Hager et al., 1999; Karsten et al., 1998). Dabei ist eine klassische,
hydrophobe N-terminale Signalsequenz fur die Translokation dieser Proteine in das ER ver-
antwortlich. Dort wird die Signalsequenz abgespalten. Vom ER aus werden die Proteine in
den Golgi-Komplex transportiert und anschlielRend erfolgt die gezielte Verteilung der sekreto-
rischen Proteine in ihre verschiedenen Zielorganellen (Kaasch und Joiner, 2000).

Alle Proteine, die ein tyrosinreiches SYHYY- oder/und ein EXEY/FE-Motiv enthalten, werden
in die Mikronemen transportiert. Ein SYHYY-Motiv ist in der Proteinsequenz von allen be-
kannten N. caninum Mikronemen-Proteine vorhanden. Das EXEY/FE-Motiv ist in den Protei-
nen TgMIC2 und NcMIC2 zu finden (Di Cristina et al., 2000).

Fur T. gondii wurde beschrieben, dass alle Rhoptrien-Proteine ein YXX®-Motiv enthalten
muassen, um in ihre Zielorganelle zu gelangen. Damit ist auch dieses Targeting tyrosinab-
hangig. Dieses Motiv ist hochkonserviert und es wird vermutet, dass es auch in den anderen
Parasiten der Apicomplexa wie zum Beispiel N. caninum fir das Rhoptrien-Targeting zu-
standig ist (Hoppe et al., 2000).

Die dichte Granula-Proteine besitzen ein Signalpeptid, haben aber keine zusatzlichen Targe-
ting-Motive (Joiner und Roos, 2002). Der Transport von Proteinen in die dichte Granula wird
in T. gondii als ,alternativer Weg“ angesehen, da jedes I6sliche Protein, welches mit einem
Signalpeptid fusioniert wird, in die dichte Granula gelangt (Joiner und Roos, 2002). Aul3er-

dem werden auch sekretorische Proteine, in deren Sequenzen die organellenspezifischen
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Sortierungssignale depletiert wurden und somit nur noch das Signalpeptid enthalten, in die
dichte Granula umgeleitet (Reiss et al., 2001; Striepen et al., 1998; Striepen et al., 2001).

T. gondii-Proteine, die heterolog in N. caninum exprimiert wurden, sind in ihren erwarteten
Zielorganellen zu finden und werden demnach richtig prozessiert (Beckers et al., 1997;
Hoppe et al., 2000; Howe et al., 1997; Zhang et al., 2010). Das bedeutet, dass die Sortie-
rungsmechanismen der sekretorischen Proteine in N. caninum und in T. gondii vergleichbar

ablaufen.

1.11. Die Motilitat von Apicomplexa-Parasiten
Die Parasiten des Stammes Apicomplexa bewegen sich durch einen Prozess fort, der ,gli-

ding motility“ genannt wird. Bei dieser Fortbewegungsart gleiten die Parasiten tiber das Sub-
strat ohne grélere Veranderungen in ihrer Gestalt. Diese Fortbewegung unterscheidet sich
von amoboiden Bewegungen und beruht nicht auf Zilien oder Flagellen (Sibley, 2004). Ein
Komplex, der Glideosom genannt wird, ist der Motor fir diese Fortbewegungsart. Myosin A
bewegt den Parasiten relativ zu den Aktinfilamenten, die zum Beispiel zu Beginn der Invasi-
on an Mikronemen-Protein — Wirtszellrezeptor — Komplexen verankert sind (Keeley und
Soldati, 2004).

Die Mikronemen-Proteine werden am apikalen Pol des Parasiten sekretiert, bleiben an der
Parasitenoberflache gebunden und werden durch das Aktin-Myosin-System an das posterio-
re Ende des Parasiten verlagert. Dort werden sie zum Beispiel von der Intramembranpro-
tease Rhomboid 4 (ROM4) durch Proteolyse entfernt. So entsteht die Vorwartsbewegung
des Parasiten und dieser Prozess ist auch wesentlich an der Invasion in die Wirtszelle betei-
ligt (Buguliskis et al., 2010; Opitz et al., 2002).

Die Mikronemen-Proteine, die wahrend der Fortbewegung den Parasiten mit dem Substrat
verankern, gehéren zu den Thrombospondin-verwandten (thrombospondin-related anony-
mous proteins, TRAP) Proteinen. Die Funktion der zytoplasmatischen Domane (cytoplasmic
domain, C Domane) ist in den TRAP-Proteinen der verschiedenen Apicomplexa konserviert
und essentiell fir deren Fortbewegung (Sibley, 2004). Fir TgMIC2 und TRAP (von P. falci-
parum) wurde gezeigt, dass die C Domane an einen Komplex bindet, der Aldolase beinhaltet.
Somit verbindet die Aldolase Zelloberflachenadhasine mit dem Aktinzytoskelett der Parasiten
(Jewett und Sibley, 2003). Zudem wird Aldolase fur die Energieproduktion benétigt und ist fur
die Wirtszellinvasion unentbehrlich (Starnes et al., 2009). Proteine der TRAP-Familie besit-
zen aulRerdem eine Integrin A-dhnliche Domane (A Domane), welche Interaktionen mit Gly-
kosaminoglykanen vermittelt, die wichtig flr die Erkennung der Wirtszelle durch den Parasi-

ten sind (Harper et al., 2004a). Dieser Mechanismus der Wirtszellerkennung ist wahrschein-
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lich auch in N. caninum konserviert und wird unter anderem durch NcMIC2 ausgefuhrt
(Cowper et al., 2012).

1.12. Das Neospora caninum-Genom ist fur molekulargenetische Methoden zu-
ganglich

Das Genom von N. caninum besteht aus 14 Chromosomen und die GenomgrofRe betragt 61
Megabasenpaare. Die N. caninum-Gene kodieren fur etwa 7121 Proteine, was etwa 29,7 %
des gesamten Genoms entspricht (Reid et al., 2012).

Es konnte gezeigt werden, dass das Genom von N. caninum zuganglich fir molekulargeneti-
sche Methoden ist. Aufgrund der nahen phylogenetischen Verwandtschaft mit T. gondii wur-
den aus diesem Parasiten bekannte Methoden auf N. caninum Ubertragen. Offensichtlich
sind einige der Plasmide, die fur eine Transfektion von T. gondii verwendet werden, auch far
N. caninum nutzbar. N. caninum konnte bereits transient und stabil mit verschiedenen Plas-
midsystemen transfiziert werden (Howe und Sibley, 1997). So konnten zum Beispiel
TgSAG1 und TgGRAZ2 nach transienter Transfektion heterolog in N. caninum exprimiert wer-
den (Howe et al., 1997). Es konnte auch ein neues T. gondii Rhoptrien-Protein identifiziert
werden, nachdem ein unbekannter offener Leserahmen von T. gondii in N. caninum expri-
miert wurde (Beckers et al., 1997). Die Transfektion von N. caninum mit T. gondii-Genen
wurde auch eingesetzt, um einen Lebendimpfstoff gegen Toxoplasmen herzustellen. Es
konnte gezeigt werden, dass TgSAG1-exprimierende N. caninum-Tachyzoiten im Mausmo-
dell eine protektive Immunitdt gegen eine ansonsten tddliche Toxoplasmose induzierten
(Zhang et al., 2010).

N. caninum kann unter anderem mit einem Plasmid transfiziert werden, welches eine Resis-
tenz gegen Pyrimethamin verleiht. Diese Resistenz ist ursprunglich in Plasmodium falcipa-
rum (P. falciparum) zu finden und wird von dem Dihydrofolatreduktase-Thymidylatsynthase-
Gen (DHFR-TS) vermittelt. Durch zwei Punktmutationen in der kodierenden Sequenz des
dhfr-ts-Gens von T. gondii konnte eine entsprechende Resistenz in T. gondii erhalten werden
(Donald und Roos, 1993). Auch N. caninum pragt nach Transfektion mit einem Plasmid, das
die dhfr-ts™*™-Sequenz enthalt, eine Resistenz gegen Pyrimethamin aus. Wichtig ist auch,
dass N. caninum noch nach vier Wochen ohne Selektionsdruck resistent gegen Pyrimetha-
min blieb, was darauf hindeutet, dass die Plasmid-DNA stabil in das N. caninum-Genom in-
tegriert wurde (Beckers et al., 1997; Zhang et al., 2010). Durch die Verwendung von Plasmi-

m2ma3

den, die zum Beispiel das T. gondii Gen dhfr-ts enthalten, besteht somit die Moglichkeit,

N. caninum stabil zu transfizieren.
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1.13. Zielsetzung
Neospora caninum (N. caninum) ist ein obligat intrazellularer Parasit, der eine enge phyloge-

netische Verwandtschaft zu Toxoplasma gondii (T. gondii) hat (Ellis et al., 1994). Beide sind
obligat intrazelluldre Parasiten, weisen einen komplexen Lebenszyklus auf und bilden &hnli-
che parasitare Stadien (Tachyzoiten, Bradyzoiten, Sporozoiten) aus. Neben diesen Ahnlich-
keiten gibt es aber auch grof3e Unterschiede. Endwirte bei N. caninum sind Canidae, wah-
rend Felidae Endwirte fur T. gondii sind (Dubey et al., 1998b; Lindsay et al., 1991; McAllister
et al.,, 1998). T. gondii ist ein wichtiges Pathogen bei Mausen und beim Menschen und
kommt auch in anderen Vertebraten haufig vor (Sibley und Howe, 1996). N. caninum hinge-
gen wird in hoher Frequenz besonders in Rindern gefunden, die jedoch selten mit Toxo-
plasmen infiziert sind. N. caninum kann auch in vielen Vertebraten gefunden werden, jedoch
handelt es sich hier meist um Einzelfallbeschreibungen (Dubey und Schares, 2011). Allge-
mein wird N. caninum im Vergleich zu T. gondii als weniger virulent betrachtet, die Ursache
fur diesen Virulenzunterschied ist unbekannt. Es gibt jedoch verschiedene Hypothesen, die
die Unterschiede zwischen T. gondii und N. caninum erklaren sollen. So ist in T. gondii das
Protein ROP18 fur die Virulenz verschiedener Isolate entscheidend. Stamme, die eine ,viru-
lente” Form von ROP18 besitzen, kdnnen Abwehrmechanismen gegen T. gondii antagonisie-
ren. So kann virulentes ROP18 ,immunity-related GTPases” (IRGs) durch Phosphorylierung
inaktivieren (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al., 2010). In eigenen Arbeiten konnten wir
nachweisen, dass N. caninum jedoch durch die Aktivierung von IRGs in murinen Zellen ge-
hemmt wird (Spekker et al., 2012). Das passt gut zu den Daten von Reid et al. (2012), die
zeigen, dass N. caninum nur eine ROP18-Isoform besitzt, die IRGs nicht phosphorylieren
kann. Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Hypothese aufgestellt, dass in verschiedenen
Spezies unterschiedliche Abwehrmechanismen an der Parasitenabwehr beteiligt sind. Unse-
re Arbeitsgruppe konnte bereits mehrmals zeigen, dass in humanen Zellen die Induktion des
Tryptophan-abbauenden Enzyms Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO) einen Abwehrmecha-
nismus gegen N. caninum darstellt (Spekker et al., 2009). Damit kann eine unterschiedliche
IDO-AKktivitat den Virulenzunterschied der beiden Parasiten im Humansystem nicht erklaren.
Eine unterschiedliche Wirtsspezifitdat von Erregern ist haufig durch das Erkennen verschie-
dener Oberflachenmolekile auf der Wirtszelle zu erklaren. Fir die Adhasion und die Invasion
von N. caninum und T. gondii sind insbesondere die Mikronemen-Proteine verantwortlich. So
gibt es zum Beispiel N. caninum-spezifische Mikronemen-Proteine, fur die in T. gondii keine
homologen Proteine nachweisbar sind (Friedrich et al., 2010). Eine andere Hypothese be-
sagt, dass multimere Komplexe, die von den Mikronemen-Proteinen gebildet werden, in T.
gondii anders zusammengesetzt sind als in N. caninum. Auch dies kénnte dafur verantwort-
lich sein, dass jeweils verschiedene Wirtszelloberflachenstrukturen erkannt werden (Cowper
et al., 2012).
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Neben Rhoptrien- und Mikronemen-Proteinen spielen auch dichte Granula-Antigene bei T.
gondii eine bedeutende Rolle fir die Virulenz unterschiedlicher Isolate. So wird zum Beispiel
TgGRA15 in verschiedenen Isoformen in unterschiedlich virulenten T. gondii-Stdmmen ex-
primiert. Funktionell unterscheiden sich diese TgGRA15-Isoformen in lhrer Fahigkeit NF-kB
zu aktivieren und greifen daher unterschiedlich stark in die antiparasitare Immunabwehr ein
(Rosowski et al., 2011). Im Gegensatz zu den Rhoptrien- und Mikronemen-Proteinen ist ber
die eigentliche Funktion der dichte Granula-Proteine in T. gondii und N. caninum bisher we-
nig bekannt.

Vor einigen Jahren wurde in unserer Arbeitsgruppe TgGRA9 als immundominantes Antigen
von T. gondii beschrieben (Nockemann et al., 1998). Zu Beginn meiner Arbeit konnte ich das
dichte Granula-Protein NcGRA9 von N. caninum als homologes Protein zu TgGRA9 identifi-
zieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, funktionelle Eigenschaften von NcGRA9 in N.
caninum mit bekannten Eigenschaften von TgGRA9 zu vergleichen. Dazu wurden zum Bei-
spiel molekularbiologische Methoden eingesetzt, die jedoch speziesspezifisch adaptiert wer-
den mussten. So waren unter anderem Expressionssysteme, die in T. gondii verwendet wer-
den, in N. caninum nicht funktionell und mussten ersetzt werden. Zur genauen Erfassung der
Lokalisation von GRAS9 in Tachyzoiten und Bradyzoiten von N. caninum wurden Immunfluo-
reszenzanalysen mittels konfokaler Mikroskopie durchgefuhrt. Die dazu notwendigen spezifi-
schen Antikdrper wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert. Durch Depletion puta-
tiver funktioneller Proteindomanen wurde die Bedeutung dieser Bereiche flir das Lokalisati-
ons- und Sekretionsverhalten von NcGRA9 bestimmt. Die Interaktion von NcGRA9 mit
membrandsen Strukturen in den dichte Granula und in der parasitophoren Vakuole wurde
mittels differentieller Ultrazentrifugation und Behandlung mit destabilisierenen Agentien un-
tersucht. Da dichte Granula-Proteine innerhalb der PV zumeist als Multiproteinkomplexe vor-
liegen, wurde das Ko-Immunprazipitationsverfahren angewendet und mittels Western Blot-
Analyse und Massenspektrometrie nach potentiellen Interaktionspartnern von NcGRA9 ge-
sucht.

Zusammenfassend wird in der vorliegenden Arbeit das dichte Granula-Protein NcGRA9 von
N. caninum charakterisiert, welches sich in einigen Bereichen von seinem homologen Pro-
tein in T. gondii unterscheidet. Somit konnte ein weiterer Unterschied zwischen N. caninum
und T. gondii aufgedeckt werden, der zur unterschiedlichen Wirtsspezifitat, Replikationsrate

und Virulenz beitragen kdnnte.
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2. Material

2.1. Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland
Agarose Lonza, Rockland, USA

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Adenosin-Triphosphat

BCIP-T

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau

Chloramphenicol

Chloroform

complete Proteaseinhibitor-Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R250

DAPI

DEPC
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol
EDTA

EGTA

Eisessig

Enhanced Chemiluminescence System

Entwickler

Ethanol
Ethidiumbromid
Fixierer
Fluoromount-G SBA
Fotales Kalberserum (FCS)
Glutathion

Glycerin

Gylcin
Guanidinhydrochlorid
HEPES

Igepal CA-630

IMDM

Imidazol

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kanamycin

KoHPO,

KH,PO,
Magnesiumchlorid
Methanol
Milchpulver, entrahmt

MOPS

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fermentas, Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roche, Mannheim, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fluka Chemie AG, St. Gallen, Schweiz
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Amersham, GE Healthcare, Buckingham-
shire, UK

AGFA, Leverkusen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
AGFA, Leverkusen, Deutschland
Southern Biotech, Birmingham, USA
Lonza, Rockland, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Lonza, Rockland, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, Ipswich, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel-deHaén, Seelze, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Oxoid, Microbiology Products, Hampshire,
England

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natrium-Nitroprussid

n-Butanol

Ni-NTA-Agarose
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Paraformaldehyd

PBS Dulbecco

Pyrimethamin

Restore™ Western Blot Stripping Buffer
Roti Phenol/Chloroform-Lésung
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid)
Salzsaure

TEMED

Trichloressigsaure

Tri Reagent

Tris

Triton X-100

Triton X-114

Trypanblau Lésung 0,4 %
Tween 20

Urea

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Marck, Darmstadt, Deutschland

2.2. Medien und Puffer

5x DNA-Ladepuffer

5x SDS-Probenpuffer

20x MOPS-Puffer

20x SSC

Alkalische Phosphatase Puffer

0,025 g Bromphenolblau
0,025 g Xylencyanol

25 ml 10x TAE

25 ml Glycerin

10% SDS

0,4 M Tris / HCI pH 6,8
25% Glycerol

5% B-Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau

50 mM MOPS
50 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS
1 mM EDTA

pH 7,7

0,3 M Natriumcitrat
3 M NaCl
pH 7,0

100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
10 mM MgCl,
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Coomassie-Farbeldsung

Cytomix

DEPC-H,0 (autoklaviert)

dNTP-Mix

Einfriermedium

Entfarbelosung

Laird’s Tail Buffer

LB-Festmedium

LB-Medium

Minimal TE-Puffer

NuPAGE?® Transfer Puffer

Phosphate-buffered saline

0,5 g Coomassie 250
100 ml Eisessig
500 ml Ethanol
500 ml Wasser

0,15 mM CacCl,

10 mM K,HPO4/KH,PO,, pH 7,6
25 mM Hepes, pH 7,6

2 mM EDTA

5 mM MgCl,

2 mM ATP, frisch zugesetzt

5 mM Glutathion, frisch zugesetzt

2 | destilliertes Wasser
2 ml DEPC

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 MM dTTP

FCS
10 % DMSO

74,5 ml Eisessig
200 ml Ethanol
725,5 ml Wasser

100 mM Tris / HCI, pH 8,5
5 mM EDTA, pH 8

0,2% SDS

200 mM NaCl

LB-Medium
1,2 % Bacto-Agar
100 pg/ml Ampicillin

10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt

10 g/I NaCl

ad 1000 ml mit H,O
pH 7; autoklaviert

50 pl 1 M Tris/HCI pH8
1u0,5MEDTA
ad 50 ml Wasser

50 ml NuPAGE® Transfer Puffer (20x)
200 ml Methanol
750 ml Wasser

13,7 mM NaCl

2,7 mM KCI

80,9 mM NazHPO4
1,5 mM KH,PO4
oH 7.4
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Proteinase K-Aufarbeitungspuffer

Proteinaufreinigungspuffer A

Proteinaufreinigungspuffer B

Proteinaufreinigungspuffer C

Proteinelutionspuffer E

RF1-Puffer

RF2-Puffer

TAE (10x)

TE-Puffer

Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer

5 mg Proteinase K
45 ml M-TE Puffer

6 M Guanidinhydrochlorid

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris / HCI

pH 8

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris / HCI

pH 8

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris / HCI

pH 6,3

8 M Harnstoff

0,1 M Natriumdihydrogenphosphat
0,01 M Tris / HCI

0,25 M Imidazol

pH 6,3

100 mM Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid
30 mM Kaliumacetat

10 mM Kalziumchlorid
15 % (w/v) Glyzerin

pH 5,8

10 mM MOPS

10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Kalziumchlorid
15 % (w/v) Glyzerin

pH 6,8

400 mM Tris
10 mM EDTA
400 mM Essigsaure

10 mM Tris/HCI, pH 8
1mM EDTA

60 g Tris

288 g Glycin
0,1% SDS

ad 10 | mit H,O
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2.3. Gerate

Gerat

Hersteller

Blottingkammer
Cawomat 2000 IR

Drehrad Model L28

Elix Advantage 3

Gel Dok XR*

Gelkammer Novex Mini-Cell
Geltrockner Model 583
GenePulser

Hamilton-Spritze X035.1
Heizblock Thermomixer Comfort
Hybridisierungsofen OV3
Inkubator BBD 6220

J2-21 Zentrifuge

Magnetrihrer IKAMAG RCT
Mikroskop Axiovert 100
NanoDrop 1000 Spectrophotometer
pH-Messgerat MP 225
Photometer GeneQuant Il
Photometer Rainbow
Rontgenfilmkammer

Spannungsgeber Power Pac 300
Sterilbank HeraSafe

Taumler Polymax 1040
Thermozykler PTC-200
Ultraschallbad Bransonic 32
Ultraschallgerat Labsonic U
Vortexer MS1 Minishaker
Waage Precisa 400

Wasserbad Typ 1002

Zeiss LSM 780

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge J2-21 (Rotoren JA-10, JA-20)
Zentrifuge mini Spin

Zentrifuge Rotanta 46 RC

Zentrifuge TL-100 (Rotor TLA45)

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Deutschland

CAWO Photochemisches Werk GmbH,
Schrobenhausen, Deutschland

Labinco BV, Breda, Niederlande
Millipore, Billerica, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Hamilton Company, Reno, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Beckman, Brea, USA

IKA Works, Wilmington, USA

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Mettler Toledo, Columbus, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heidolph, Kelheim, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules USA
Branson,

B. Braun, Melsungen, Deutschland

IKA Works, Wilmington, USA

Oehmen Labortechnik, Essen, Deutsch-
land

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutsch-
land

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

2.4. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Deckglaser (& 13 mm)
ECL Western Blotting Detection Reagents

Einmalspritzen Omnifix (verschiedene Grélen)
Einwegpipetten Stripette (verschiedene Gréfien)

Gene Pulser® Kiivette, 0,4 cm Elektrode

VWR International, West Chester, USA
Amersham, GE Healthcare, Buckingham-
shire, UK

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Corning Incorporated, Tewksbury, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Hyperfilm ECL

Kaniile Microlane™ 3 (verschiedene GréRen)

Kodak Film BioMax MR
Nylonmembrane Hybond N*

Objekttrager

Pipetten Finnpipette

Pipettenspitzen TipOne®

pipetus Pipettierhilfe
Polypropylen-Saulen
Prazisions-Kuvetten

Protran Nitrocellulose Transfermembran
Chromatographie-Papier
Zellkulturflaschen (25, 75, 165 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-well)

Zellschaber
Zentrifugenréhrchen (15 m1/50 ml)

Zahlkammer Neubauer improved

Amersham, GE Healthcare, Buckingha-
mshire, UK

Beckton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Kodak, Rochester, USA

Amersham, GE Healthcare, Buckingham-
shire, UK

Engelbrecht, Ederminde, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
StarLab, Hamburg, Deutschland
Hirschmann Laborgerate, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Hellma, Mullheim, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland
Corning Incorporated, Tewksbury, USA
Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen, Deu-
tschland

2.5. Antikorper

2.5.1. Primare Antikorper

Bezeichnung Quelle Verwendung
Kaninchen anti-NcGRA9-Antiserum  Eurogentec 1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz
Kaninchen anti-TgGRA9-Antiserum  Eurogentec 1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz
Kaninchen anti-NcGRA6-Antiserum  Marc Jenkins, USA 1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz
Kaninchen anti-NcGRA7-Antiserum  Marc Jenkins, USA 1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz

Maus monoklonaler Antikérper anti-  Gereon Schares, Deutsch- 1:100 Western Blot,

NcGRA7 land

Immunfluoreszenz

Maus monoklonaler Antikorper anti-  Andrew Hemphill, Schweiz 1:2000 Western Blot,

NcSAG1
Maus anti-NcMAG1-Antiserum

Immunfluoreszenz

Andrew Hemphill, Schweiz 1:1000 Western Blot,

Immnfluoreszenz

Kaninchen anti-NcMAG1-Antiserum  Andrew Hemphill, Schweiz 1:3000 Western Blot
Kaninchen anti-NcSAG1-Antiserum  Andrew Hemphill, Schweiz 1:1000 Western Blot,

Immunfluoreszenz

Kaninchen anti-TgBAG1-Antiserum  Andrew Hemphill, Schweiz  1:250 Immunfluores-

zenz

Kaninchen anti-NcMIC1-Antiserum Andrew Hemphill, Schweiz 1:1000 Western Blot,

Immunfluoreszenz

Maus monoklonaler Antikdrper anti-  Gereon Schares, Deutsch- 1:100 Westernm Blot,

NcMIC2 land

Immunfluoreszenz

Kaninchenanti-NcMIC3-Antiserum Andrew Hemphill, Schweiz 1:1000 Western Blot,
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Immunfluoreszenz
Maus anti-HA-Antikorper Invitrogen, Carlsbad, USA  1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz
Kaninchen anti-HA-Antikdrper Invitrogen, Carlsbad, USA  1:1000 Western Blot,
Immunfluoreszenz
2.5.2. Sekundare Antikorper
Bezeichnung Quelle Verwendung

Ziege anti-Kaninchen Per-
oxidase-gekoppelt

Ziege anti-Maus Peroxidase-

gekoppelt

Ziege anti-Rind Alkalische
Phosphatase-gekoppelt
Ziege anti-Kaninchen Cy2-
gekoppelt

Zeige anti-Kaninchen Cy3-
gekoppelt

Ziege anti-Maus Cy2-
gekoppelt

Ziege anti-Maus Cy3-
gekoppelt

dianova, West Grove, USA
dianova, West Grove, USA
dianova, West Grove, USA
dianova, West Grove, USA
dianova, West Grove, USA
dianova, West Grove, USA

dianova, West Grove, USA

1:5000 Western Blot

1:5000 Western Blot

1:5000 Western Blot

1:1000 Immunfluoreszenz

1:1000 Immunfluoreszenz

1:1000 Immunfluoreszenz

1:1000 Immunfluoreszenz

2.6. Enzyme
Bezeichnung Quelle
DNase Roche, Mannheim, Deutschland

High Fidelity Polymerase

Lambda Protein Phosphatase, 4000000 U/ml
Neuroaminidase, 50000 U/ml
O-Glycosidase, 40000000 U/ml

PNGase F, 500000 U/ml
Proteinase K

RNAse A

T4 Ligase

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

2.6.1. Restriktionsendonukleasen

Bezeichnung

Quelle

Avrll
BamHl
Bgll
Hindlll
Hindlll
Ncol
Ndel
Ndel
Notl
Smal
Spel

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs. Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Fermentas, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Fermentas, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
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2.7. GroRBenstandards
1 Kb DNA Ladder

MassRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use
SeeBlue®Plus2 Pre-Stained Standard

2.8. Kits

Immunoprecipitation Kit (Protein G)

Plasmid Maxi Kit

TOPO TA Cloning® Kit pPCR®2.1-TOPO® Vector
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

BCA™ Protein Assay Kit

2.9. Oligonukleotide

Invitrogen, Carlsbad, USA
Fermentas, Ipswich, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA
Zymoresearch, Irvine, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA

2.9.1. Oligonukleotide fur PCR

Bezeichnung

Sequenz

Bglll-Neo-for
Avrll-Neo-rev
NcGRA9Ndelfor
NcGRA9HindllIre
NGRA9gS1-1697for
NGRA9gS1-1697rev
NGRA9gS271-1290fo
NGRA9gS31-1230re
pDHFRSpelNotlfo
pDHFRSpelNotire
pGRA9SpelNotlfo
pGRA9SpelNotlre
GRA9HAAvrNcofo
GRA9HAAvrNcorev

3’'GRA9NCcolNotlf
3’GRA9NCcolNotIr
GRA9HAAvrNcofor
NcGRA9d280revHA

NcGRA9d237revHA
NcGRA9d201revHA
NcGRA9d81revHAN
cDNAdNcGRA9for
cDNAdJNcGRA9rev

SondeNcGRASfor
SondeNcGRA9rev

5-CACCACAGATCTATGATGTGAGGTCATTCAAG-3’
5-ATAATACCTAGGTATTTCTCCGTTATGGTTTCGA-3
5—-CACCACCATATGATGATGAGGTCATTCAAG-3’
5-ATAATAAAGCTTTATTTCTCCGTTATGGTTCGAGAA-3
5-CACCACATGATGAGGTCATTCAAG-3
5-CACCACTTATATTTCTCCGTTATGGTT-3’
5-CACCACGTTCAGGAGATGATGCGG-3’
5-CACCACGACTCTCCCCGTGCT-3’
5-CACCACACTAGTAAGCTTCGCGAGGCTGTAAATCCCGTG-3
5-ATAATAGCGGCCGCCCATGGCCTAGGCTTCCCGGAT-3’
5—-CACCACACTAGTGGCCAGGCGACAGGAACTTCCTGG-3
5-ATAATAGCGGCCGCCCATGGCCTAGGCTTCCCGGGT-3’
5—-CACCACCCTAGGATGATGAGGTCATTCAAGTCC-3’

5— ATAATACCATGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGG
GTATATTTCTCCGTT-3
5-CACCACCCATGGGCGCCACGTGTA-3’
5-ATAATAGCGGCCGCTTCGGAACACACTACG-3
5-CACCACCCTAGGATGATGAGGTCATTCAAGTCC-3’
5-ATAATACCATGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG
GGTACTCTGTAGGAGT-3
5-ATAATACCATGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG
GGTAGGGAGAAGGGAA-3’
5-ATAATACCATGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG
GGTAGCACTCAGGGTC-3
5-ATAATACCATGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG
GGTAGCTTGGGAATTC-3’
5-ATGATGAGGTCATTCAAGTCCATTCTTGTA-3
5-AGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA-3'
5-CGTGCGCGTGGTGTTGCACTT-3
5-TATTTCTCCGTTATGGTTCGAGAAACG-3'
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2.9.2. Oligonukleotide fur Sequenzierungen

Bezeichnung

Sequenz

pET22b-for

pET22b-rev
NcGRA9NdelHindllIfor
NcGRA9NdelHindlllrev
NcGRA9MitteNdeHindfor
DHFR-TSc3_Promoter
DHFR-TSc3_Schnittstellen
pDHFRUberSpelfor
pDHFRUberNotlrev
NcGRA9HALUberAuvrlIfor
NcGRA9HAUberNcolrev
3’'GRA9lberNcolfor
3’'GRA9UberNotlrev
dNcGRA9HAUberNcolrev

5-CACCACCGGCCACGATGCGTC-3’
5-CACCACGGATATAGTTCCTCC-3
5-CACCACCGGCCACGATGCGTC-3’
5-CACCACGGTGGCAGCAGCCAA-3
5-TGCATTATGACCCGCGAGGTT-3
5-CACACAGGAAACAGCTAT-3
5-GGACTGTTGCTGGTCTGC-3'
5-GGATGAATTCCTGCAGCC-3
5-CTATAGGGCGAATTGGAG-3’
5-GCAGGGAGGGTGAAGTTT-3
5-ACGACGGCCAGTGAATTG-3
5-GAGTCGAGAGAGCAGTCC-3
5-TCGCCCTGATAGACGGTT-3'
5-CCACCCCGTTCCCTCAGT-3'

2.9.3. Oligonukleotide und Sonde fiir gPCR

Bezeichnung Sequenz

Nc5forgPCR 5 — CGAGAGTTCAGTGTTCTGTGTTGA - 3¢
Nc5revgPCR 5'—TCGTCCGCTTGCTCCCTAT - 3

Nc5 Sonde FAM — CAACACCGGCGGCACTGATGA — BHQ1
2.10. Plasmide

Bezeichnung Bezugsquelle

pET-22b(+) Novagen, Darmstadt, Deutschland
pET-22b(+) _NcGRA9 in dieser Arbeit hergestellt

pTUB-HA Boris Striepen, Athens, USA
pTUB-HA NcGRA9 in dieser Arbeit hergestellt
pDHFR-TSc3 Markus Meissner, Glasgow, England

pDHFR-TSc3_NcGRA9-HA

in dieser Arbeit hergestellt

pDHFR-TSc3_A280NcGRA9-HA
pDHFR-TSc3_A237NcGRA9-HA
pDHFR-TSc3_A201NcGRA9-HA
pDHFR-TSc3_A81NcGRA9-HA
pCR®2.1-TOPO® Vector
pCR®2.1 SondeNcGRA9

in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
Invitrogen, Carlsbad, USA
in dieser Arbeit hergestellt

2.11. Zelllinien

Bezeichnung

Bezugsquelle

humane Vorhautfibroblasen (HFF)

ATCC, Wesel, Deutschland

2.12. Bakterienstamme

Bezeichnung

Bezugsquelle

Escherichia coli Stamm DH5a
Escherichia coli Stamm B21

ATCC, Wesel, Deutschland
ATCC, Wesel, Deutschland
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2.13. Parasitenstamme

Bezeichnung

Bezugsquelle

Neospora caninum Isolat NC-1
NC-1 + Volllangen NcGRA9-HA
NC-1 + A280 NcGRA9-HA
NC-1 + A237 NcGRA9-HA
NC-1 + A201 NcGRA9-HA
NC-1 + A81 NcGRA9-HA
Toxoplasma gondii Stamm RH
RH + Volllangen NcGRA9-HA

Gereon Schares, Wusterhausen, Deutschland
in dieser Arbeit hergestellt

in dieser Arbeit hergestellt

in dieser Arbeit hergestellt

in dieser Arbeit hergestellt

in dieser Arbeit hergestellt

ATCC, Wesel, Deutschland

in dieser Arbeit hergestellt
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3. Methoden

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Bakterien

3.1.1.1. Herstellung kompetenter Escherichia coli
Mit kompetenten Escherichia coli (E. coli) aus einem Glycerinstock wurde eine 2 ml Uber-

nachtkultur angeimpft und bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag wurden 500
ul der Ubernachtkultur in 50 ml LB-Medium Uberimpft und unter Schiitteln bei 37 °C bis zu
einer OD von 0,4 bis 0,6 bei 600 nm inkubiert. Fir die nachfolgenden Schritte wurden alle
Pipetten und Gefalie bei -20 °C vorgekuhlt. Die Bakterien wurden in 50 ml Réhrchen Uber-
fuhrt und fur 10 bis 15 min auf Eis gestellt. AnschlielRend wurden die Bakterien bei 1200 UpM
15 min bei 4 °C zentrifugiert und der resultierende Uberstand verworfen. Das bakterienhalti-
ge Pellet wurde durch leichtes Schutteln in 20 ml RF1-Puffer resuspendiert. Die Bakterien
wurden danach fur 2 h auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben erneut bei 1200
UpM und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet
in 4 ml RF2-Puffer mit einer Plastikpipette resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde in

200 pl ,Aliquots® bei -80 °C eingefroren.

3.1.1.2. Transformation von Escherichia coli
Um Plasmide in E. coli zu transformieren, wurden kompetente Bakterien, die bei -80 °C ge-

lagert wurden, auf Eis aufgetaut. Dann wurde die Bakteriensuspension zu dem Ligationsan-
satz beziehungsweise dem Plasmid gegeben und der Ansatz wurde fir 20 min auf Eis inku-
biert. Die Plasmide wurden mittels Hitzeschock in die Bakterien transformiert, dazu wurden
die Bakterien flr 90 sec bei 42 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz fur 5 min auf Eis
gestellt und mit 800 ul LB-Medium versetzt. Die Bakterien wurden fir 30 min bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert und anschlieBend in zwei Verdinnungen (1/10, 9/10) auf LB Platten mit
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C
bebrutet.
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3.2. Zellkulturmethoden

3.2.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Um Zellen und Parasiten dauerhaft aufzubewahren, wurden die Zellen beziehungsweise Pa-

rasiten durch Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde in Einfriermedium (FCS mit 10%
DMSO) aufgenommen und in Einfrierrohrchen Gberfihrt. Die Proben wurden zlgig bei -80°C
eingefroren. 24 Stunden spater wurden die Proben in flissigen Stickstoff Uberflhrt, wo diese
fur langere Zeit aufbewahrt werden konnen.

Um Zellen beziehungsweise Parasiten aufzutauen und in Kultur zu nehmen, wurden die Ein-
frierrdhrchen aus dem flissigen Stickstoff genommen. Die Proben wurden angetaut und zi-
gig mit vorgewarmtem Medium versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen beziehungsweise
Parasiten durch Zentrifugation pelletiert und das Pellet wurde in Kulturmedium aufgenom-

men.

3.2.2. Kultivierung von humanen Vorhautfibroblasten
Humane Vorhautfibroblasten (HFF) wurden in IMDM-Medium mit 10 % FCS bei 37 °C und

10 % CO, kultiviert. Die Zellen wurden in 165 cm? Zellkulturflaschen angezlichtet. Um die
Zellen zu expandieren, wurden die Zellen, die einen konfluenten Monolayer gebildet hatten,
mit einem Zellschaber von dem Boden der Zellkulturflaschen geldst, im Medium resuspen-

diert und in dem Verhaltnis 1:3 auf neue Flaschen verteilt.

3.2.3. Kultivierung von Parasiten
Neospora caninum-Tachyzoiten (Isolat NC-1) und Toxoplasma gondii-Tachyzoiten (Stamm

RH) wurden in HFF in IMDM-Medium mit 10 % FCS kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden
1 x 10° Parasiten auf eine neue mit HFF bewachsene Kulturflasche tberfiihrt.

Tachyzoiten stellen das Parasitenstadium dar, welches wahrend einer akuten Infektion zu
finden ist. FUr die meisten Versuche, die in dieser Arbeit durchgeflhrt wurden, wurden Ta-
chyzoiten verwendet. Es wurden allerdings auch in vitro Bradyzoiten hergestellt, um die Lo-
kalisation von NcGRA9 in diesem Parasitenstadium mittels Immunfluoreszenzanalyse zu
untersuchen. Diese Stadienkonversion wurde durch die Zugabe von 70 uM (Endkonzentrati-
on) Natriumnitroprussid (SNP) in die Parasitenkultur ausgelést, wodurch die Stickstoffkon-
zentration im Kulturmedium erhéht wurde. N. caninum wurde flr vier beziehungsweise acht
Tage in Anwesenheit von SNP kultiviert. Jeden Tag erfolgte eine erneute SNP-Gabe ins Me-
dium und alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt. Nach vier beziehungsweise acht

Tagen wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgefihrt.
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3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren

3.3.1.1. Isolierung von genomischer DNA aus Neospora caninum
Fur die Isolierung von genomischer DNA aus N. caninum wurden die Parasiten, die frisch

aus ihren Wirtszellen ausgestiegen waren, geerntet. Der Uberstand der Kultur wurde bei 600
UpM fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Réhrchen (iberfiihrt und bei
3000 UpM fir 10 min zentrifugiert, dann abgesaugt und das parasitenhaltige Pellet in 170 pl
Laird’s Tail Buffer resuspendiert. Die Probe wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tUberflhrt
und mit Proteinase K (Endkonzentration 0,2 mg) versetzt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei
55 °C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde die Probe mit 200 pl Roti Phenol/Chloroform-
Lésung versetzt und fiir 5 min bei 14000 UpM und 4 °C zentrifugiert. 180 pl des Uberstands
wurden in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und 500 pl absoluter Ethanol wurde zugege-
ben. Die Probe wurde durch vortexen gemischt, um die DNA zu fallen. Es folgte eine Zentri-
fugation fiir 5 min bei 14000 UpM und 4 °C. Der Uberstand wurde komplett entfernt und das
DNA-Pellet an der Luft getrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet mit 500 pl eiskaltem Etha-
nol (70%) gewaschen und far 30 min bei -20 °C inkubiert. Die Probe wurde erneut gevortext
und zentrifugiert (5 min, 14000 UpM, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in 100 — 200 ul H,O aufgenommen und die

DNA-Konzentration am NanoDrop bestimmt.

3.3.1.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherischia coli
Plasmid-DNA wurde mittels High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Mannheim, Deutschland)

aus Escherichia coli isoliert. Dafiir wurden 5 ml Ubernachtkulturen angeimpft, aus denen am
nachsten Tag die Plasmid-DNA laut Herstellerangaben aufgereinigt wurde.

Um grolkere Mengen an Plasmid-DNA fur die Transfektion von N. caninum aufreinigen zu
kénnen, wurden 500 ml Ubernachtkulturen mit den entsprechenden Bakterien beimpft und
am nachsten Tag mittels Plasmid or Cosmid DNA Purification Using Plasmid Midi and Maxi
Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) den Angaben des Herstellers entsprechend aufgereinigt.

Die Konzentration der gereinigten Plasmid-DNA wurde am NanoDrop bestimmt.

3.3.1.3. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
Um DNA-Fragmente aus Agarosegelen zu isolieren, um diese fur weitere Analysen einset-

zen zu kénnen, wurde das Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research Corporation,

Irvione, USA) verwendet. Die Banden, die das gewiinschte DNA-Fragment enthielten, wur-
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den unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und in das dreifache Volumen des
Gewichts des Gelfragmentes ADB Puffer aufgenommen. Damit sich die Agarose I8st, wurde
die Probe bei 55 °C fur 10 min inkubiert. Sobald die Agarose aufgel6st war, wurde die Probe
auf einen Filtereinsatz fur Reaktionsgefal’e gegeben und fur 1 min bei 13000 UpM zentrifu-
giert, sodass die DNA im Filter hangen blieb. Die aufgereinigte DNA wurde zweimal mit 200
Ml Waschpuffer gewaschen. Um die DNA aus dem Filter zu eluieren, wurde 10 yl Wasser zu
gegeben und die Probe wurde erneut zentrifugiert. Die Konzentration der aufgereinigten
DNA wurde mittels NanoDrop bestimmt oder 1 ul wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, um

die DNA-Konzentration abschatzen zu kbnnen.

3.3.1.4. Isolierung von Gesamt-RNA aus Neospora caninum
Um Gesamt-RNA aus N. caninum zu isolieren, wurden extrazellulare Parasiten geerntet,

indem die Kulturiiberstdinde von durchlysierten HFF-Kulturen aus einer 165 cm?-
Kulturflasche abgenommen und bei 600 UpM fiir 10 min zentrifugiert wurden. Danach wurde
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt und bei 3000 UpM fiir 10 min zentrifu-
giert. Das resultierende Pellet wurde in PBS aufgenommen und erneut bei 3000 UpM fir 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet wurde in 1 ml Tri Reagent re-
suspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefal} Gberflhrt. Die Probe wurde 5 min bei Raumtem-
peratur inkubiert, dann wurden 200 yl Chloroform zugegeben und die Probe wurde durch
Schitteln gemischt. Es folgte eine Inkubation flir 3 min bei Raumtemperatur und danach
wurde die Probe 15 min bei 13000 UpM und 4 °C zentrifugiert. Die entstandene obere Phase
wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt, die Probe wurde mit 500 ul Isopro-
panol versetzt und das Reaktionsgefald wurde mehrmals invertiert. Es folgten eine Inkubation
fur 10 min bei Raumtemperatur und eine Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 UpM und 4 °C.
Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde
in 100 yl DEPC-H,0 aufgenommen und bei 56 °C wurde die RNA geldst. Anschlie3end wur-

de die RNA-Konzentration am Photometer bestimmt.

3.3.1.5. cDNA-Synthese
Um komplementare DNA synthetisieren zu konnen, wurde 1 pg RNA eingesetzt. Die RNA

wurde mit DEPC-H,O auf ein Volumen von 12,5 pl aufgefillt. Die Probe wurde mit 0,5 pg
Oligo(dT)12.15 Primer versetzt und flr 2 min bei 72 °C inkubiert, damit sich die Oligo(dT)2-15
Primer an die Poly-A-Schwanze der RNA anlagern. Danach wurde der Ansatz direkt auf Eis
gestellt. Flr die anschlieRende cDNA-Synthese wurde folgender Ansatz hergestellt:

4 ul 5x First Strand Puffer

10 mM je dNTP

20 U RNase OUT Ribonuclease Inhibitor
200 U M-MLV Reverse Transkriptase
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Der Ansatz wurde flr 1 h bei 37 °C gefolgt von 4 min bei 95 °C inkubiert. Anschliel3end wur-
de die Probe mit 80 yl DEPC-H,O auf ein Endvolumen von 100 ul aufgefillt und bei —80 °C
gelagert.

3.3.1.6. Photometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration
Die Konzentration von DNA wurde am NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt.

Um die Konzentration von RNA zu bestimmen, wurde das Photometer GeneQuant Il (Phar-
macia Biotech) verwendet, die RNA wurde 1:250 in Quarzkuvetten verdinnt und bei einer

Wellenlange von 260 nm gemessen.

3.3.1.7. Sequenzierungen von DNA
Aufgereinigte Plasmide und PCR-Fragmente wurden flr die Sequenzierung zu GATC (Kon-

stanz, Deutschland) geschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Lasergene bezie-

hungsweise CloneManager analysiert.

3.3.2. Southern Blot-Analyse
Fir die Southern Blot-Analyse wurden je 40 ng genomische N. caninum-DNA mit verschie-

denen Restriktionsendonukleasen verdaut und auf ein Agarosegel (0,8 %) aufgetragen. An
das Gel wurde eine Spannung von 35 V angelegt und das Gel Uber Nacht laufen gelassen.
Ein Lineal wurde fir die spatere Auswertung des Southern Blots angelegt und das Gel an-
schlielend fotografiert. Das Gel wurde fur 15 min in 0,25 N HCI inkubiert. Anschlie3end wur-
de es fur 30 min in 0,4 M NaOH inkubiert und ein alkalischer Blot wurde aufgebaut, sodass
die DNA dauerhaft auf die Nylonmembran (Hybond N*, Amersham, GE healthcare, Buckin-
ghamshire, UK) transferiert wurde. Danach wurde die Membran fir 15 min in 2x SSC gewa-
schen und an der Luft getrocknet. Die Membran wurde fir 30 min bei 80 °C inkubiert und
konnte bei 4°C aufbewahrt werden. Fir die weitere Verwendung wurde die Membran in 2x
SSC angefeuchtet und fur 1 h bei 60 °C in Hybridisierungslésung prahybridisiert. Fur die
Hybridisierung wurde 25 ng Sonde eingesetzt, mit 2 pl random primer (Ladderman™ La-
beling Kit, Takara, Shiga, Japan) versetzt und auf ein Endvolumen von 16,5 pl mit Wasser
aufgefullt. Der Ansatz wurde fur 5 min bei 95 °C inkubiert und anschlielend auf Eis abge-
kiihlt. Dann wurden 2,5 pl 10x Puffer, 0,2 mM je dNTP, 1 MBq P* dCTP und 2 U Bca DNA
Polymerase zugegeben und die Probe wurde fur 30 min bei 55 °C inkubiert. Um ungebunde-
nes P> dCTP von der Sonde zu trennen, wurde der Ansatz auf eine microSpin S-200 Saule
pipettiert und fir 3 min bei 3000 UpM zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Probe flir 5 min
bei 95 °C inkubiert und nach dem Abkuhlen auf Eis wurde der Ansatz zu der Membran in der

Hybridisierungsldésung gegeben. Die Membran wurde Uber Nacht bei 60 °C inkubiert und
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anschlielend mit Waschpuffer 1 (2x SSC, 0,05 % SDS) bei Raumtemperatur fir 15 min ge-
waschen. Es folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer 2 (0,1x SSC, 0,1 % SDS) bei 50 °C.
Im Anschluss wurde ein Réntgenfilm bis zur Entwicklung, die nach 1 bis 5 Tagen erfolgte, bei

-80 °C exponiert.

3.3.3. Enzymatische Methoden

3.3.3.1. DNA-Restriktion mit Restriktionsendonukleasen
DNA-Fragmente, wie Plasmide oder zu inserierende Fragmente, wurden mit Restriktionsen-

donukleasen verdaut, um spezifische Uberhdnge zu erhalten. Die Anséatze wurden laut Her-
stellerangaben (Fermentas beziehungsweise New England Biolabs) hergestellt und die ent-

sprechenden Inkubationszeiten wurden eingehalten.

3.3.3.2. DNA-Ligation
Um mit Restriktionsendonukleasen verdaute DNA-Fragmente zusammenzubringen, wurde

eine Ligation durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde die T4 DNA-Ligase mit dem entspre-

chenden Puffer laut Herstellerangaben verwendet.

3.3.2.3. Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde durchgefihrt, um spezifische Bereiche der

DNA oder cDNA zu vervielfaltigen. Diese Reaktion erfolgt unter Zugabe von Oligonukleoti-
den (Primer), die spezifisch an die Enden des zu amplifizierenden DNA-Fragments binden.
AuRerdem wurden dNTPs (Mix aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und eine Polymerase in
den Ansatz gegeben.

Ein typischer Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:

100 ng genomische DNA beziehungsweise cDNA
50 pmol je(von jedem!) Primer

10 mM je dNTP

10 pl 5x High Fidelity Puffer

2,5 U High Fidelity Polymerase

ad 50 pl mit H,O

Das in dieser Arbeit eingesetzte Routineprogramm, bei dem die DNA-Fragmente amplifiziert

wurden, lief folgendermalen ab:

Zyklus 1: 94°C 3 min
Zyklus 2: 30 x 94°C 30 sec
variable Annealingtemp. 30 sec
72°C je nach Lange des Amplifikats
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Zyklus 3: 72°C 7 min
4°C 0

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben mit Ladepuffer versetzt und auf ein 1 % Agaro-

segel aufgetragen. Die PCR-Amplifikate wurden dann ihrer Grél3e nach aufgetrennt.

3.3.3.4. Quantitative Real-Time PCR
Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob wildty-

pische und transfizierte Neospora caninum ein unterschiedliches Wachstumsverhalten zei-
gen. Dafiir wurden 1 x 10* HFF in Flachboden-Mikrotiter-Platten ausgesat und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden 1 x 10° Parasiten zu den Zellen gegeben und
die Experimente wurden nach drei Tagen Inkubation bei 37 °C ausgewertet. Die Versuche
erfolgten in Triplikaten.

Um die Anzahl der Parasiten pro Ansatz bestimmen zu kdénnen, wurde ein Standard einge-
setzt, der eine definierte Anzahl an Parasiten enthalt. Um die DNA zu isolieren, wurden die
Platten bei -20 °C eingefroren, sodass die Wirtszellen und Parasiten lysiert wurden. Die Pro-
ben wurden resuspendiert und die Uberstande der Triplikate wurden in einem Reaktionsge-
fak vereinigt. Die Vertiefungen wurden mit PBS gespllt und ebenfalls in das Reaktionsgefaf}
Uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Proben bei 13000 UpM fir 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet wurde in 25 ul PBS resuspendiert. Zu
dieser Probe wurden 50 pl Proteinase K-Aufarbeitungspuffer gegeben und der Ansatz an-
schliefend bei 56 °C fir 60 min verdaut. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte bei 96 °C fur
30 min. 5 pl der 1:100 in TE-Puffer verdinnten Proben wurden fur die folgende gPCR einge-
setzt.

Der Ansatz wurde wie folgt zusammengesetzt:

12,5 pl 2x gPCR® Mastermix -No ROX (Eurogentec, Seraing, Belgien)
7,5 pmol je Primer

5 pmol Sonde

5 pl DNA (1:100 vorverdunnt)

ad 25 pl mit H,O

Die Amplifikation der Fragmente wurde bei folgendem Programm durchgefuhrt:

Zyklus 1: Schritt 1 50 °C 2 min
Schritt 2 95 °C 10 min

Zyklus 2: 45 x  Schritt 1 95°C 15s
Schritt 2 60 °C 1 min

Zyklus 3: Schritt 1 4°C

Die Ergebnisse der PCR wurden mit dem Programm iQ5 analysiert. Um die Anzahl der Pa-
rasiten zu bestimmen, wurden Standardproben mit DNA von 10°, 10%, 10°, 10?und 10" Para-

siten eingesetzt. In dieser gPCR wurde ein Bereich des Nc5-Bereichs von N. caninum ampil-

41



Methoden

fiziert, wie es bereits in verschiedenen Veréffentlichungen beschrieben wurde (zum Beispiel
Vonlaufen et al., 2002).

3.3.3.5. Dephosphorylierung von Proteinen
Fur den Nachweis, dass NcGRA9 ein phosphoryliertes Protein ist, wurde Lysat von extrazel-

lularen N. caninum und von N. caninum infizierten Wirtszellen mit Lambda Proteinphospha-
tase behandelt.
Der Ansatz wurde wie folgt zusammengesetzt:

50 ug Protein aus den Lysaten

1,5 pl Lambda Protein Phosphatase

1x NEBuffer for Protein MetalloPhosphatases (10x)
1 mM MnCl,

Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym. Die Proben wurden fir 90 min bei 30 °C inku-

biert und anschlieRend mittels Western Blot analysiert.

3.3.3.6. Deglykosylierung von Proteinen
Proteine kénnen O-Glykosylierungen als posttranslationale Modifikationen tragen. Fir den

Nachweis einer solchen Modifizierung wurden Lysate von extrazellularen N. caninum und
von N. caninum infizierten Wirtszellen mit O-Glykosidase und Neuroamidase inkubiert, um
O-Glykosylierungen zu entfernen.

Der Ansatz, um O-Glykosylierungen zu entfernen, war:

20 pg Protein aus den Lysaten
1 ul Glykoprotein Denaturierungspuffer (10x)
ad 10 pl mit Wasser

Es folgte die Denaturierung des Glykoproteins fur 10 min bei 100 °C.
Danach wurden folgende Komponenten zugegeben:

2 yl G7 Reaktionspuffer (10x)
2 pl 10% NP40

100 U Neuroaminidase
80000 U O-Glycosidase

ad 20 pl mit Wasser

Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fir 4 bis 72 h.

3.4. Gelelektrophoretische Methoden

3.4.1. Auftrennung von DNA in Agarosegelen
PCR-Produkte und Plasmide wurden nach Restriktion in Agarosegelen entsprechend ihrer

Grolen elektrophoretisch aufgetrennt. Agarose wurde in TAE-Puffer in der Mikrowelle auf-
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gekocht und nach kurzem Abkuhlen mit Ethidiumbromid (1 % L6sung) versetzt. Die Lsung
wurde in Gelschlitten gegossen. Nachdem das Gel fest geworden war, wurde es in der Gel-
kammer, die mit TAE-Puffer geflllt wurde, mit den Proben beladen. Es wurde eine Spannung
von 70 V angelegt. Das Gel wurde mit dem GelDok XR+ System aufgenommen und ausge-

wertet.

3.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Auswertung der denaturierenden Proteinaufreinigung wurden SDS-Polyacrylamidgele

gegossen.
Sammelgel : Trenngel (9,5 %):

6,5 ml destilliertes, entgastes Wasser 8,5 ml destilliertes, entgastes Wasser
1 ml Rotiphorese Gel 30 6,3 ml Rotiphorese Gel 30

2,5ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8 5ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

100 ul 10 % SDS 200 ul 10 % SDS

150 ul 10 % APS 200 ul 10 % APS

15 ul TEMED 25 ul TEMED

Als Laufpuffer wurde Tris-Glycin-Puffer verwendet und zur Auftrennung der Proteine wurde
eine Spannung von 40 V Uber Nacht angelegt.

Fir die Analyse von Proteinen mittels Western Blot wurden NuPage BisTris Gele von der
Firma life eingesetzt. Der Laufpuffer war 1x MOPS-Puffer. Fir die Auftrennung der Proteine

in diesen Gelen wurde eine Spannung von 160 V angelegt.

3.5. Proteinbiochemische Methoden

3.5.1. In vitro-Induktion von exkretierten/sekretierten Antigenen
Die exkretierten/sekretierten Antigene (ESA) von Neospora caninum beinhalten Proteine, die

als immunogen beschrieben sind und zu denen die dichte Granula-Proteine gehdren.

Um diese Proteine zu praparieren, wurden mit N. caninum infizierte HFF geerntet. Dazu
wurde das Medium abgesaugt und der Zelllayer mit 4 °C PBS gespdult. Die Flussigkeit wurde
komplett entfernt und es wurde ein kleines Volumen kaltes PBS auf die Zellen gegeben. Da-
nach wurden die Zellen mit dem Zellschaber geerntet, in ein Reaktionsgefal tberfihrt und
das Volumen auf 1 ml eingestellt. Um die Parasiten aus den parasitophoren Vakuolen zu
befreien, wurden die Proben dreimal durch eine 25 G-Kanlle gezogen. Die Proben wurden
wahrend des gesamten Experiments kalt gehalten. AnschlieRend wurde die Probe fir 10 min
bei 600 UpM und 4 °C zentrifugiert, um die Zellreste abzutrennen. Der Uberstand wurde in
ein neues Gefaly Uberfuhrt und die Anzahl der Parasiten wurde bestimmt. Die Proben wur-
den bei 3000 UpM und 4 °C fir 10 min zentrifugiert, um die Parasiten zu pelletieren. Das

Pellet wurde in kaltes Medium aufgenommen und dabei wurde die Parasitenzahl auf 1 x 10°
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N. caninum-Tachyzoiten pro ml eingestellt. Die Proben wurden fiir die verschiedenen Zeit-
punkte (1 min, 30 min, 360 min) bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Anschliel3end
wurden die Proben direkt in der gekuhlten Zentrifuge bei 3000 UpM fur 10 min zentrifugiert.
Die Uberstande wurden abgenommen, durch einen Filter (0,2 um) gegeben und bis zur

Auswertung mittels Western Blot Analyse bei -20 °C gelagert.

3.5.2. Herstellung von Neospora caninum- und Toxoplasma gondii-
Lysatantigen

Um Lysat-Antigen von extrazellularen Parasiten zu gewinnen, wurden die freigesetzten Pa-
rasiten in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 600 UpM flir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und bei 3000 UpM fiir 10 min zentrifugiert, um die Para-
siten zu pelletieren. Das Pellet wurde einmal mit PBS gewaschen und anschlielRend wurden
die Parasiten in destilliertem Wasser versetzt mit Proteaseinhibitor-Cocktail aufgenommen.
Um die Parasiten zu lysieren, wurden diese siebenmal in flissigem Stickstoff eingefroren
und dann im 37 °C Wasserbad wieder aufgetaut. Um noch intakte Parasiten und Zellwand-
reste zu entfernen, wurden die Proben bei 3400 UpM fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay bestimmt. Die
Proben wurden bei —20 °C aufbewahrt.

Um zu analysieren, wie sich die Proteine nach der Infektion der Wirtszellen verhalten, wurde
Lysat von Parasiten prapariert, die sich noch innerhalb der parasitophoren Vakuole (PV) be-
fanden. Dafir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewa-
schen. Der Uberstand wurde komplett abgesaugt und danach wurde ein kleines Volumen
Wasser versetzt mit Proteaseinhibitor-Cocktail draufgegeben. Der Zelllayer wurde mit einem
Zellschaber abgekratzt und die Proben ein Reaktionsgefald Uberfiihrt. Um die intravakuolaren
Parasiten zu liberieren, wurden die Zellen dreimal durch eine 25 G-Kanulle gezogen. An-
schlieBend wurden die Proben bei 600 UpM fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand wur-
de in ein neues Reaktionsgefald GUberfihrt. Um die darin vorhandenen Parasiten zu lysieren,
wurden die Proben siebenmal in flussigem Stickstoff eingefroren und im 37 °C Wasserbad
wieder aufgetaut. Um die noch intakten Parasiten und Zellwandreste zu entfernen, wurden
die Proben bei 3400 UpM fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurden abgenommen und
die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt. Die Proben wurden bei -20 °C bis zur

Analyse aufbewahrt.

3.5.3. Trichloressigsaure-Fallung von Proteinen
Zur Konzentrierung von Proteinen einer Probe wurde diese mit Trichloressigsaure in einer

Endkonzentration von 10 % versetzt. Die Probe wurde fur die Fallung der Proteine fur 30 min

bei -80 °C inkubiert und anschlielend kurz angetaut. Es folgt eine Zentrifugation fir 15 min
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bei 14000 UpM und 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und das proteinhaltige Pellet wur-
de mit Ethanol (70 %, -20 °C) gewaschen. Der Uberstand wurde wieder entfernt, das Pellet
wurde an der Luft getrocknet und anschliellend in einem Volumen von 10 — 50 yl PBS auf-

genommen. Bis zur Analyse konnten die gefallten Proteine bei -20 °C gelagert werden.

3.5.4. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA Protein-Assay
Die Proteinkonzentration der Proben wurde mittels BCA™ Protein Assay Kit von Thermo Sci-

entific bestimmt. Die Messung wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Standard

diente BSA in einer Konzentration von 2 mg/ml bis 0 mg/ml.

3.5.5. Zellfraktionierung von Neospora caninum durch Ultrazentrifugation
Fir die Zellfraktionierung durch Ultrazentrifugation wurden entweder 8 x 108 extrazelluldre N.

caninum eingesetzt oder es wurden HFF mit 1 x 10® N. caninum infiziert und nach 24 h ge-
erntet, um den Inhalt der PV zu analysieren. Die extrazellularen Parasiten wurden geerntet,
gezahlt und einmal mit PBS versetzt mit Proteaseinhibitor-Cocktail und 1 mM EGTA gewa-
schen. Anschlieliend wurde das Parasitenpellet in 1,5 ml PBS, versetzt mit Proteaseinhibitor-
Cocktail und 1 mM EGTA, aufgenommen. N. caninum wurde durch dreimaliges Einfrieren
und Auftauen lysiert und es folgte eine Zentrifugation bei 3400 UpM fir 10 min. Das resultie-
rende Pellet wurde als ,low speed” Pellet (LSP) bezeichnet und beinhaltete intakte Parasiten
und Parasitenbruchstiicke. Der Uberstand (,low speed* Uberstand, LSU) enthielt dsliche
Komponenten aus den Parasiten, Proteinaggregate und membrandse Strukturen. Dieser
LSU wurde bei 45000 UpM fiir 2 h und 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Daraus resul-
tierte ein ,high speed” Pellet (HSP) und ein ,high speed“ Uberstand (HSU). Das HSP enthielt
membrandse Strukturen und Proteinaggregate, im HSU waren I8sliche Proteine zu finden.

Von den N. caninum infizierten Wirtszellen wurde nach 24 h das Medium gut abgesaugt und
die Zellen wurden einmal mit PBS + Proteaseinhibitor-Cocktail + 1 mM EGTA gespdult. Der
Uberstand wurde wieder vollstandig abgesaugt und die Zellen wurden in mdglichst wenig
PBS + Proteaseinhibitor-Cocktail + 1 mM EGTA (Endvolumen 1,5 ml) mit Hilfe eines Zell-
schabers abgekratzt. Die geernteten Zellen wurden anschlie®end dreimal durch eine 25 G-
Kanule gezogen, damit die Parasiten aus den PV freigesetzt wurden. Diese Proben wurden
dann fir 10 min bei 3400 UpM zentrifugiert, sodass im LSP die intakten Parasiten und die
Wirtszellbruchstiicke zu finden waren. Der LSU enthielt die PV-Inhalte, also membrandse
Strukturen, Proteinaggregate und lésliche Proteine. Der LSU wurde auch einer Ultrazentrifu-
gation (45000 UpM, 2 h, 4 °C) unterzogen. Das HSP enthielt Proteinaggregate und Memb-

ranbestandteile aus der PV und im HSU waren die in der PV I8slichen Proteine.
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Die vier Fraktionen (LSP, LSU, HSP und HSU) wurden mittels Western Blot-Analyse unter-
sucht. Dafiir wurde jeweils 1/20 der Pellets und der TCA-geféllten Uberstande eingesetzt.

Falls ein zu untersuchendes Protein im HSP vorhanden war, wurde untersucht welche Art
von Interaktion mit den Membranen vorlag. Dazu wurde das HSP mit verschiedenen destabi-
lisierenden Agenzien fur 30 min bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert, gefolgt von einer erneu-
ten Ultrazentrifugation. Die HSP wurden mit 50 mM Tris/HCI, pH 8; 0,5 M KCI; 0,1 M
NaHCO;, pH 11; 4 M Urea; 6 M Urea; 1 % Igepal oder 1,5 % Triton X-114 behandelt. An-
schlieRend wurden das behandelte HSP und der entsprechende HSU mittels Western Blot-

Analyse ausgewertet. Es wurde jeweils 1/20 der Ausgangsprobe aufgetragen.

3.5.6. Triton X-114-Partionierung
Fur diese Analyse wurden 1,5 x 108 extrazellulare N. caninum verwendet. Die Parasiten wur-

den bei 3000 UpM und 4 °C flr 15 min zentrifugiert und das Pellet in PBS mit 2x Proteasein-
hibitor-Cocktail und 10 mM EGTA aufgenommen. Hinzu wurden 200 pl 10% Triton X-114 in
PBS gegeben und der Ansatz fir 1 h auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
13000 UpM und 4 °C fir 10 min. Das resultierende Pellet wurde zweimal in PBS gewaschen
und der Uberstand wurde fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde der Uberstand fiir 10
min bei 13000 UpM und RT zentrifugiert, sodass eine Detergensphase (unten) und eine
wassrige Phase (oben) entstand. Die beiden Phasen wurden getrennt voneinander weiter
behandelt. Die Detergensphase wurde dreimal mit PBS extrahiert, gefolgt von jeweils einer
Zentrifugation fur 10 min bei 14000 UpM und RT. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
10 % Triton X-114 ebenfalls durch Zentrifugation extrahiert. Nach den Waschschritten wur-
den die Proteine beider Phasen in 2 Volumen eiskaltem Aceton tUber Nacht bei — 20 °C ge-
fallt.

Die Analyse erfolgt mittels Western Blot. Das Pellet beinhaltete die unlésliche Fraktion, die
Detergenzphase die hydrophoben Proteine und die wassrige Phase die tritonunldslichen,

hydrophilen Proteine.

3.5.7. Ko-Immunprazipitation
Die Ko-lImmunprazititation wurde durchgefihrt, um mdgliche Interaktionspartner von

NcGRA9 zu identifizieren. Diese Analyse wurde mit Hilfe des Immunoprecipitaiton Kit (Pro-
tein G) von Roche durchgefihrt. Die verwendeten Puffer wurden laut Herstellerangaben zu-
sammengesetzt. In der vorliegenden Arbeit sollten mogliche Interaktionspartner von
NcGRAZ9 identifiziert werden. Dazu wurden Tachyzoiten, die mit NcGRA9-HA transfiziert wa-

ren, und als Negativkontrolle Wildtyp-Tachyzoiten verwendet. So konnten die Proben mit
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anti-HA-Antikdrpern inkubiert werden und unspezifische Bindungen an den Antikérper detek-
tiert werden.

Far die Analyse wurden entweder Parasiten, die bereits aus den Wirtszellen ausgestiegen
waren und extrazellular vorlagen, oder mit N. caninum infizierte Wirtszellen geerntet. Um die
extrazellularen Parasiten zu erhalten, wurde der Kulturiberstand in ein Reaktionsgefal’ tber-
fihrt, bei 600 UpM fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues Reaktions-
gefall gegeben. Die Probe wurde bei 3000 UpM fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
wurde abgesaugt. Das Pellet wurde in PBS resuspendiert, die Anzahl der Parasiten wurde
bestimmt (5 x 10°) und die Probe wurde erneut bei 3000 UpM zentrifugiert. Das resultierende
Pellet wurde in 1 ml Lysis Buffer aufgenommen und die Parasiten wurden durch dreimaliges
Einfrieren im flissigem Stickstoff und Auftauen im 37 °C Wasserbad aufgeschlossen. Durch
eine Zentrifugation bei 9700 UpM fir 10 min wurden noch intakte Parasiten und Zellwandres-
te von der zu analysierenden Probe getrennt.

Fir die Analyse der parasitaren Proteine nach Infektion der Wirtszelle wurden HFF mit 1,5 x
10® N. caninum infiziert und nach 24 — 30 h wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wur-
den einmal mit kaltem PBS gespllt und das PBS abgesaugt. AnschlieBend wurde eine ge-
ringe Menge Lysis Buffer auf die Zellen gegeben und diese wurden mit Hilfe eines Zellscha-
bers von dem Boden der Kulturflasche geldst. Die Suspension wurde in ein Reaktionsgefaly
Uberfuhrt und dreimal durch eine 25 G-Kantle gezogen, um die Wirtszellen und die parasito-
phoren Vakuolen zu zerstdren, sodass der Inhalt der PV freigesetzt wurde. Anschlieend
wurden die Proben bei 600 UpM zentrifugiert, um Zelldebris zu pelletieren und aus den Pro-
ben zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und die darin
enthaltenen Parasiten durch dreimaliges Einfrieren in fliussigem Stickstoff und Auftauen im
37 °C Wasserbad lysiert. Um noch intakte N. caninum zu entfernen, wurde die Probe bei
9700 UpM far 10 min zentrifugiert.

Die Uberstéande beider Ansatze wurden mit 50 ul Protein G-gekoppelter Agarose versetzt
und Uber Nacht bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Dadurch wurde der Hintergrund redu-
ziert, da unspezifisch an die Protein G-Agarose bindende Proteine aus der Probe entfernt
wurden. Die Probe wurde fir 1 min bei 13400 UpM zentrifugiert und der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Zu den Proben wurde der Antikérper gegen das HA-
Tag gegeben und es folgte eine Inkubation fir eine Stunde auf einem Drehrad bei 4 °C. An-
schlieBend wurde zu den Proben 50 pl Protein G-Agarose zugegeben und die Proben uber
Nacht bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Die Proben wurden durch Zentrifugation bei
13400 UpM fir 1 min pelletiert und die Pellets in 1 ml Wasch Puffer 1 aufgenommen und fir
20 min bei 4 °C auf einem Drehrad gewaschen. Dieser Waschschritt wurde einmal wieder-

holt, es folgten zwei Waschschritte mit Wasch Puffer 2 ebenfalls fir 20 min. Zum Schluss
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wurde das Agarosepellet mit Wasch Puffer 3 inkubiert und nach der Zentrifugation wurde der
komplette Uberstand mit eine Hamilton-Spritze entfernt.

Fur die Analyse der prazipitierten Proteine wurde entweder eine Western Blot-Analyse
durchgefuhrt oder die Proben wurden zur Massenspektrometrieanalyse geschickt. In beiden
Fallen wurde das Agarosepellet in SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 100 °C
aufgekocht, sodass die Proteine von der Agarose geldst wurden und denaturiert im Uber-

stand vorlagen.

3.5.8. Coomassie-Farbung von SDS-Gelen
Das SDS-Gel wurde nach dem Lauf in Coomassie-Farbelésung gelegt und fur 1 Stunde ge-

farbt. AnschlieRend wurde die Farbeldsung entfernt, das Gel einmal mit Wasser gespult und
mit Entfarbelésung behandelt. Die Lésung wurde mehrmals gewechselt, bis die Proteinban-
den deutlich zu sehen waren. Die Entfarbereaktion wurde abgestoppt, indem das Gel mehr-
mals mit Wasser gesplilt wurde. Aus dem Gel konnten entweder die entsprechenden Ban-

den ausgeschnitten werden oder das Gel im Geltrockner direkt getrocknet werden.

3.5.9. Western Blot-Analyse
Western Blot Analysen werden durchgefiihrt, um Proteine von den SDS-Polyacrylamidgelen

auf eine Nitrocellulosemembran zu Gbertragen. Dazu wurden die zu analysierenden Proteine
in einem SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieRend wurden die
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Dazu wurden sechs Chromatographiepa-
piere in GroRe des Gels, die in NUPAGE® Transfer Puffer getrankt wurden, in eine Semi dry
Blotting Kammer gelegt. Darauf folgte die Nitrocellulosemembran und daruber wurde das Gel
gelegt. Auf das Gel wurden drei weitere Chromatographiepapiere gelegt. Eventuell vorhan-
dene Luftblasen wurden mit Hilfe eines Zentrifugenréhrchens entfernt und die Blottingkam-
mer wurde geschlossen. Die Proteine wurden bei einer Stromstérke von 0,8 mA pro cm? Gel-

flache und einer Dauer von 2 h auf die Membran transferiert.

3.5.10. Immunchemischer Nachweis von Proteinen
Die auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteine kénnen durch spezifische Antikor-

per detektiert werden. Um unspezifische Antikérperbindestellen auf der Nitrocellulosememb-
ran abzusattigen, wurde die Membran in 5 % Milchpulver fir 1 h bei RT blockiert. Anschlie-
Rend wurde die Membran mit dem spezifischen Primarantikdrper in 0,5 % Milchpulver fur
mindestens 1 h bei RT oder u. N. bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal fur
5 min mit 0,2 % Tween 20 in PBS gewaschen. Es folgte eine 45-minutige Inkubation mit dem

HRP- (horseraddish Peroxidase-) gekoppelten Sekundarantikdrper und erneut wurde die
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Membran gewaschen. Um die Chemilumineszenz-Signale, die durch die HRP entstehen,
detektieren zu kénnen, wurden die Membranen 1 min im Substrat ECL inkubiert und danach
wurden, um die Lichtemission detektieren zu kénnen, Rdntgenfilme aufgelegt (10 sec — 30
min). Die Filme wurden in der Entwicklermaschine entwickelt und anschlieRend im Vergleich
mit dem GroRenstandard ausgewertet.

Alternativ wurden Sekundarantikérper verwendet, die an Alkalische Phosphatase gekoppelt
waren. Nach dem Waschen wurden die Membranen in Alkalische Phosphatase-Puffer gelegt
und dieser wurde mit NBT und BCIP-T versetzt. Dadurch kam es zu einem Farbumschlag,

der die, vom Primarantikérper detektierten Proteine sichtbar machte.

3.5.11. Immunfluoreszenzanalyse
Um die Lokalisierung von Proteinen in den Wirtszellen darzustellen, wurden Immunfluores-

zenzanalysen durchgefihrt. Dafir wurden Deckglaschen in Platten mit 24 Vertiefungen ver-
teilt und HFF ausgesat. Wenn die Zellen Monolayer gebildet hatten, wurden die Wirtszellen
mit Tachyzoiten flr unterschiedliche Zeitraume infiziert. Zu Beginn der Farbung wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 4 % PFA in PBS fir 20 min bei RT auf dem
Taumler fixiert. Anschlielend wurden die Zellen dreimal fur 5 min in PBS gewaschen. Um
die Wirtszellen und Parasiten flir die Farbung zu permeabilisieren, wurden die Proben flr 20
min bei -20 °C mit eiskaltem Methanol/Aceton inkubiert. Die Proben wurden wieder dreimal
fur 5 min mit PBS gewaschen und dann wurden unspezifische Bindestellen mit 3 % BSA in
PBS fir 2 h bei RT blockiert. Die Primarantikérper wurden in 0,3 % BSA in PBS verdlnnt
und die Proben wurden fir 1 h bei RT mit den Primarantikérpern inkubiert. Danach wurden
die Zellen wieder gewaschen (dreimal fir 5 min mit PBS) und die Fluoreszenzmarker-
gekoppelten Sekundarantikorper fur 45 min bei RT auf die Proben gegeben (in 0,3 % BSA in
PBS). Die Proben wurden dreimal fur 5 min mit PBS gewaschen und zum Schluss fur 2 min
mit DAPI (Endkonzentration 0,5 pg/ml) inkubiert, kurz in PBS gewaschen, die Deckglaschen
aus den Vertiefungen geholt, auf Papier abgetropft und mit Hilfe von Fluoromount-G auf Ob-
jekttragern fixiert. Die Praparate wurden bei 4 °C und im Dunkeln gelagert.

Fir die Analyse von Neospora caninum nach der Stadienkonversion in Bradyzoiten wurden
die Zellen mit 0,2 % Trition X-100 in PBS fir 20 min permeabilisiert. Die anderen Schritte
dieser Farbung entsprachen den oben beschriebenen.

Die Praparate wurden mit dem Konfokalmikroskop LSM 780 von Zeiss analysiert und foto-

grafiert. Die Bilder wurden mit der Software Zen 2009 ausgewertet und bearbeitet.
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3.5.11. Denaturierende Proteinaufreinigung aus Escherichia coli
Von dem E.coli-Stamm, der mit pET-22b(+) _NcGRAS9 transformiert war, wurde eine Vorkultur

(5 ml LB-Medium) angeimpft und tUber Nacht bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Am folgen-
den Tag wurden 500 ml LB-Medium mit der Vorkultur beimpft und unter Schutteln bei 37 °C
bis zu einer ODggonm Von 0,5 inkubiert. Dann wurde eine Probe flr das Coomassie Gel abge-
nommen und die Expression des rekombinanten Proteins durch die Zugabe von 2 mM IPTG
(Endkonzentration) induziert. Die Bakterienkultur wurde fur 4 weitere Stunden bei 37 °C un-
ter Schitteln inkubiert. Wieder wurde eine Probe fur den Gellauf abgenommen und die Bak-
terienkultur bei 8000 UpM fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet wurde in 15 ml Puffer A resuspendiert und in ein 50 ml Reaktionsgefall uberfuhrt. Die
Probe wurde einmal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei 37 °C im Wasserbad wieder
aufgetaut. AnschlieRend wurde der Ansatz fur 30 min bei Raumtemperatur auf einem Drehr-
ad inkubiert. Fur das Coomassie-Gel wurde 1 ml abgenommen, fir 10 min bei 13000 UpM
zentrifugiert und das Lysat als eine Gellaufprobe in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt. Das
Pellet wurde in 1 ml Puffer A resuspendiert und diente als weitere Gellaufprobe. Das restli-
che Lysat wurd bei 13000 UpM fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald tberfuhrt und entweder bei —20 °C aufbewahrt oder weiterbehandelt.

Fir die nachfolgende Proteinaufreinigung wurde Ni-NTA-Agarose mit 1 ml Puffer A aquilib-
riert, daflir wurden 600 pl Ni-NTA-Agarose mit 1 ml Puffer A durch 1 min schwenken ge-
mischt, die Probe wurde fiir 1 min bei 13000 UpM zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde erneut in 1 ml Puffer A resuspendiert, nochmal zentrifugiert und der Uber-
stand wurde wieder verworfen. Die Ni-NTA-Agarose wurde mit dem Lysat gemischt und die-
ser Ansatz flr 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Drehrad inkubiert, sodass das His-
Tag an die Ni-NTA-Agarose binden kann. Anschlieend wurde das Lysat auf eine Polypropy-
len-Saule gegeben und fir 5 min stehen gelassen, damit sich die Agarose absetzen konnte.
Die Saule wurde gedffnet und der Durchlauf aufgefangen, spater wurde dieser auch auf dem
Coomassie-Gel auf das Vorhandensein des rekombinanten Proteins analysiert. Danach wur-
de die Saule mit jeweils 10 ml Puffer A, Puffer B und Puffer C gewaschen, die Puffer fur die
spatere Coomassie-Gel-Analyse aufgefangen. Um das an die Ni-NTA-Agarose gebundene
rekombinante Protein zu eluieren, wurde imidazolhaltiger Puffer E auf die geschlossene Sau-
le gegeben, nach 5 min das Eluat in einem Reaktionsgefal aufgefangen und dieser Eluti-
onsschritt noch neunmal wiederholt.

Zur Analyse, ob rekombinantes Protein in den Proben vorhanden ist, wurden 50 ul der Pro-
ben mit TCA aufkonzentriert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlie-

Rend mit Coomassie-Farbeldsung gefarbt, um die vorhandenen Proteine nachzuweisen.
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3.5.12. Massenspektrometrische Analysen
Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Dr. Katja Kuhimann (Abteilung Medizi-

nische Proteomik/Bioanalytik, Medizinisches Proteom-Center am Zentrum fir Klinische For-
schung, Bochum) durchgefiihrt. Die Proben wurden dazu im Gel mit Trypsin verdaut, die
Peptide wurden aus dem Gel extrahiert und mittels LC-MS/MS analysiert (HPLC: RSLCnano,
Dionex; Massenspektrometer: Orbitrap Elite, Thermo Scientific; 2h Top20 Methode). Die Da-
ten wurden mit MaxQuant (Version 1.3.0.5) ausgewertet. FUr den Vergleich der Proteinmen-
gen in dem Prazipitat und der Kontrolle wurde der ,LFQ intensity* Parameter, eine normali-
sierte Intensitat der MS-Messung, verwendet. Dieser Wert wurde fur die Berechnung des

Verteilungsverhaltnis von Proteinen verwendet.

3.6. Herstellung von Neospora caninum- und Toxoplasma gondii-Mutanten

3.6.1. Transfektion und Selektion von Neospora caninum und Toxoplasma
gondii

N. caninum wurde mit dem Plasmid pDHFR-TSc3 transfiziert, welches die cDNA-Sequenz
des zu exprimierenden Proteins enthielt. Extrazellulare N. caninum wurden mittels Zentrifu-
gation isoliert und einmal in PBS gewaschen. Fiir die Elektroporation wurden 1 x 10’ Parasi-
ten eingesetzt und in Cytomix resuspendiert. Der Ansatz wurde mit 3 mM ATP und 3 mM
Glutathion versetzt. Nach 5 min wurde 100 ug Plasmid-DNA zugegeben und die Parasiten
durch Elektroporation transfiziert (Gerateeinstellungen: 50 Q, 2 kV). Die transfizierten N.
caninum wurden auf HFF Uberfuhrt und unter Pyrimethamin-Selektion (Stocklésung 10 mM,
Endkonzentration 1 pM) kultiviert. Nach zwei Wochen unter Selektionsdruck wurde zur
Uberprifung der Expression des HA-getaggten Proteins eine Immunfluoreszenzanalyse
durchgefuhrt. Die transfizierten Parasiten wurden mit dieser Methode stabil transfiziert.

T. gondii wurde mit dem Plasmid pTUB-HA unter denselben Bedingungen wie N. caninum
transfiziert. T. gondii wurde nach der Transfektion unter Chloramphenicol-Selektion (End-

konzentration 20 uM) kultiviert und wurde auch stabil transfiziert.

3.6.2. Klonierung von stabilen Klonlinien
Wenn mittels Immunfluoreszenz bestatigt wurde, dass die transfizierten Parasiten das HA-

getaggte Protein exprimierten, wurden stabile Klonlinien etabliert. Dazu wurden extrazellula-
re Parasiten der gemischten Kultur isoliert und auf Flachboden-Mikrotiter-Platten, in denen
konfluente Monolayer HFF gewachsen waren, ausgesat. Um eine Kultur ausgehend von ei-
nem einzelnen Parasiten heranzuziehen, wurden 0,3 Parasiten pro Vertiefung ausgesat. Zur

Kontrolle wurden auch Vertiefungen mit 30, 12 und 1 Parasiten angesetzt. Nach zwei Wo-
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chen Inkubation bei 37 °C wurden die Platten mikroskopisch auf Parasiten untersucht. Wenn
in einer Vertiefung mit 0,3 Parasiten ein Plaque zu erkennen war, wurde der Uberstand in
Platten mit 6 Vertiefungen und einem HFF-Monolayer Gberfihrt. Die Parasiten wurden immer
unter Selektionsdruck gehalten. Die stabilen Klonlinien wurden mittels Immunfluores-

zenzanalyse auf Expression des HA-getaggten Proteins untersucht.

3.7. Computerprogramme

Fir Sequenzanalysen wurden die Software Lasergene (DNASTAR, Madison, USA) und Clo-
neManager 9 Professional Edition (Scientific & Educational Software, Cary, USA) verwendet.
Fur weitere Analysen wurden auch Programme, die im Internet frei verfligbar sind, eingesetzt.
Diese sind im Ergebnisteil an den entsprechenden Stellen erwahnt.

Fir die Auswertung der Konfokalmikroskopaufnahmen wurde das Programm Zen 2009 von
Zeiss verwendet.

Des Weiteren wurden flr die Erstellung von Abbildungen Adobe Photoshop CS und Adobe

lllustrator CS (Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung von NcGRA9
Vor einigen Jahren wurde das dichte Granula Protein GRA9 in Toxoplasma gondii (T. gondii)

beschrieben. Dieser Parasit gehort zu dem Stamm der Apicomplexa und ist phylogenetisch
sehr nah mit Neospora caninum (N. caninum) verwandt. Die zentrale Frage der vorliegenden
Arbeit lautet, ob in N. caninum ein homologes GRAS9 existiert und in wie fern sich die Protei-
ne der beiden Parasiten unterscheiden. Dazu wurden zuerst in silico-Analysen durchgefihrt,
die das mutmalRliche homologe NcGRA9 in N. caninum auf genomischer Ebene und im Be-

zug auf die Proteinstruktur identifizieren sollten.

4.1.1. Analyse von Ncgra9 auf genomischer Ebene
ToxoDB ist eine Datenbank, die das komplette N. caninum-Genom, sowie bereits beschrie-

bene und hypothetische Proteine beinhaltet. In dieser Datenbank ist ein putatives NcGRA9
als DNA- beziehungsweise RNA-Sequenz hinterlegt. Es zeigte sich, dass die Ncgra9-
kodierende Sequenz auf Chromosom XII von N. caninum im Bereich von 5079007 bis
5080703 liegt und ein Intron enthalt, was durch einen Abgleich der genomischen DNA-
Sequenz gegen die cDNA-Sequenz deutlich wurde (Abbildung 4.1).

Die genomische Ncgra9-Sequenz wird von 1697 Basenpaaren kodiert und das Intron er-
streckt sich von Base 411 bis Base 1150. Die Basen 411 und 412 bilden den Spleildonor
GT und Basen 1149 und 1150 sind ein typischer SpleilRakzeptor mit der Sequenz AG.

Um das Intron, das in der Sequenz laut in silico-Analyse enthalten ist, experimentell zu verifi-
zieren, wurde eine Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) mit zwei
verschiedenen Oligonukleotidpaaren und mit genomischer DNA sowie cDNA durchgefihrt.
Das eine Oligonukleotidpaar wurde so gewahlt, dass die gesamte genomische Sequenz von
Ncgra9 abgedeckt wurde und das zweite Oligonukleotidpaar war fir die Amplifikation des
Bereichs zustandig, der das Intron direkt flankiert (Abbildung 4.2). Fir die genomische DNA
wurden 1697 beziehungsweise 1019 Basenpaare als theoretische GréRen der zu amplifizie-
renden Fragmente berechnet. Die PCR auf cDNA-Basis sollte Amplifikate von 957 und 280
Basenpaaren hervorbringen. Die Analyse der PCR (Abbildung 4.3) bewies, dass die genomi-
sche Ncgra9-DNA das erwartete Intron enthalt, da alle erhaltenen Produkte den theoretisch

berechneten Basenanzahlen in etwa entsprachen.

53



Ergebnisse

gen.DNA NcGRA9
cDNA NcGRA9

gen.DNA NCGRAS
CDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS9
cDNA NcGRA9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRA9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAZ9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAZ9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAZ9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRA9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRA9

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRA9

gen.DNA NcGRA9
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRA9
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

gen.DNA NcGRAS
cDNA NcGRAS

161
161

241
241

321
321

401
401

481

561

641

721

801

g81

961

1041

1121

411

1201
461

1281
541

1361
621

1441
701

1521
781

1601
61

1681
941

atgatgaggtcattcaagtccattcttgtacccctgtcggcggttigtcgcaacggccgaactcgggtttctacctaattc
atgatgaggtcattcaagtccattcttgtacccCigtcggcggitigtcgcaacggccgaactcgggiitctacctaatte

tcatgtttacgtegtgggtgccgagacaaacgacgtggcactcagtcttecggaagacgtgecaggagaacceggagggac
tcatgtttacgtegtgggtgeccgagacaaacgacgtggecactcagtcttccggaagacgtgecaggagaacceggagggac

acagcgagagctcgcaagaagttgacgtcttcggggagggatggaacaagtttgagggtccggggttcggagaattccca
acagcgagagctcgcaagaagttgacgtcttcggggagggatggaacaagtttgagggtccggggttcggagaattecca

agcgttgacttoccgacacctgtatgcacaagrtcaggagatgatgcgggcgttttegggtctaggcgtggagccttttgg
agcgttgacttccgacacctgtatgcacaagttcaggagatgatgcgggcgttttcgggtctaggcgtggagccttttyg

CCOQgCCTTTTTLCggggagtetecccggtteTcccgectteccccggctgagaattgcgaaacccaaaacctcgotcaage
cCggccttttttoggggagtctcccggttctcccgecttcccccggctgagaattgcgaaacccaaaacctcgctcaage

gagttggcgcgtaagaaacggagagacgaggcgctgaaaaaaaatgtcgacactttccccatacacaggccttccatceg
gagttggege

tgtccactcagttaccgtgtcgetcttgggcagaaaaaccgagtacagattccgtaaagcacacaacaacgaaatrggatg

ctctgttggaagagacaactgtggcacagtacccccgcccaggggactcgtgggtagagaatgtcctttgtcgtgaaaca

gtcaccgtrttcgaacggatgggttacttttgccttctcacggcaagttccgtttctcgagacgctgogettcacgrgcaa

gaaacggtacgcaggaaaccagtccagagccaggtgtggagatctgtttctaggcagtgcggcgccttcggagocctcctt

ctggtttccgetgtagtgtagetccacaaggectettctcacatggagaagacagetteccatgtggcacggaaaggeget

coctcccgaggetgaaaaaacytgtticceteigagctaaaaaccatgtacggtcgcctgcttCcaacgagaagtcactget

tgacagatacacgtgtttcctttcttttgacgcgotgoctgttgtcccgtgocgtcttgaacagtcaatttgettttcggceg

acggtcgggttgtgcacagttgttgetggtctgtgcaacgetcaggtcggotgtagtttaattccatttcttetttggtg

tgttctggatgtgcgtgtccattacgtcaggtgecgttacgtcatttcctggatgcagggcgtgacggcgaacaacgtge
gtgccgttacgtcatttcctggatgcagggcgtgacggcgaacaacgtge

gcgtggtgttgcacttgcagagtegtcaggttgaggttcagtategegecatgcactcgccatgatgagaagaccgagcac
gcgtggtgttgcacttgcagagtcgtcaggttgaggttcagtatcgogcatgcactcgocatgatgagaagaccgagcac

ggggagagrtcacagcgagtcgagagagcagrcctotcagtccgtgtetgtggaccctgagrgcattatgacccgcgaggt
ggggagagtcacagcgagtcgagagagcagtcctctcagtccgtgtctgtggaccctgagtgcattatgacccgcgagygt

Tgtcgcacagaaactagctgggrgggcggacaacggagagagrgraccgccaggctctccgaaaaagorgctcattacat
tgtcgcacagaaactagotgggtgggcggacaacggagagagtgtaccgccaggetctccgaaaaagetgetcattacat

tcccttoctocccgaacacatcaaccagctgatcaaggaagggcacgttccagagggggctctggaaaaagtcaagggggga
Tcccttotocccgaacacatcaaccagctgatcaaggaagggcacgrtccagagggggctcrggaaaaagrcaagggggga

gatttttcggatttcacaccgacacagatgtgtctgoctttccggocagaactcctcacgagtgtgecgetggocggagggeca
gatttitcggatttcacaccgacacagatgtgtctgctittccggoagaactcctcacgagtgtgcgetggcggagggeca

gcaagtcgagctcgaggaaacgcctcttccctcgagocccgagcactcccgatagtgtcgaccttecctecgtttctcgaace
gcaagtcgagctcgaggaaacgcctottcoctcgagocccgagcactcccgatagtgtcgaccttocctcgtttctcgaace

ataacggagaaatataa
ataacggagaaatataa

Abbildung 4.1 Abgleich der genomischen DNA-Sequenz gegen die cDNA-Sequenz von Ncgra9. Die
genomische Sequenz besteht aus 1697 Basenpaaren und enthalt ein Intron. Die cDNA-Sequenz be-
steht aus 957 Basenpaaren.
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Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der genomischen Sequenz und der cDNA-Sequenz von
Ncgra9. Im oberen Bereich des Schemas ist die genomische DNA darstellt mit Exon 1 und 2, die das
Intron umspannen. AulRerdem sind Spleilakzeptor (AG) und Spleiddonor (GT) eingezeichnet. Die
Pfeile markieren die Stellen, an denen sich die Oligonukleotide wahrend der PCR anlagern (hellgraue
Pfeile: Primerpaar 1-1697: gesamte Ncgra9-Sequenz; schwarze Pfeile: Primerpaar 271-1290: Intron
flankierender Bereich). Im unteren Bereich ist die cDNA-Struktur dargestellt, die aus den beiden Exons
zusammengesetzt ist und es sind ebenfalls die Positionen mit Pfeilen markiert, an denen sich die Oli-
gonukleotide wahrend der PCR anlagern.

Primer
271-1290

1 Kb DNA Ladder
genomische

DNA

cDNA
genomische
DNA

cDNA

Bp

3056

2036
1636

Abbildung 4.3 Analyse der Exon-Intron-Struktur von Ncgra9
mittels Polymerasekettenreaktion. Um das Vorhandensein
eines Introns in der genomischen DNA von Ncgra9 zu besta-
tigen, wurde eine PCR mit zwei verschiedenen Oligonukleo-
tidpaaren mit genomischer DNA und cDNA von N. caninum
durchgefiihrt. Die Analyse der amplifizierten Fragmente er-
folgte mittels Agarosegelelektrophorese. Die GroRen aller
erhaltenen Amplifikate entsprachen in etwa den theoretisch
erwarteten Basenanzahlen.

1018

506, 517
396
344
208

Im Folgenden wurde mittels Southern Blot-Analysen untersucht, ob Ncgra9 mit einer oder
mehreren Genkopien im haploiden Genom der N. caninum-Tachyzoiten vorliegt. Dazu wurde
die genomische DNA aus N. caninum isoliert, mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen
verdaut und die entstandenen DNA-Fragmente mittels Elektrophorese auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Die Ncgra9-Sequenz wurde mit Hilfe einer spezifischen Sonde detektiert. Abbil-
dung 4.4 zeigt ein Schema, welches die genomische DNA mit der Lage der Exons, der spe-
zifischen Sonde und der Restriktionsendonuklease-Erkennungsstellen darstellt. Fir die Kon-
struktion der Sonde wurde der Basenpaarbereich von 1274 bis 1676 gewahlt. Mit 403 Ba-

senpaaren ist die Sonde grofl3 genug, um eine sehr hohe Spezifitat aufzuweisen.
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Abbildung 4.4 Schema der Position von Ncgra9 auf Chromosom Xl mit den flankierenden Restrikti-
onsendonuklease-Erkennungsstellen. Das Schema zeigt die Lage von Exon 1, Exon 2 und den Be-
reich, den die spezifische Sonde erkennt. AuRerdem sind die Erkennungsstellen der Restriktionsen-
donukleasen aufgefiihrt, die fiir die Southern Blot-Analyse verwendet wurden. Im oberen Bereich sind
die erwarteten GroRen der Fragmente nach den verschiedenen Restriktionsendonukleasen-Verdauen
aufgefihrt.

Die Analyse des Southern Blots zeigte, dass nach jedem Restriktionsendonuklease-Verdau
nur eine Bande mit der erwarteten GroRe durch die spezifische Sonde detektiert wurde (Ab-
bildung 4.5), was darauf schlieRen lasst, dass Ncgra9 als singulares Gen im haploiden N.

caninum Tachyzoiten-Genom vorliegt.

& &
Bp & W of

10000 -

8000 .

6000 .

5000 . ' . .
4000 B

3000
Abbildung 4.5 Southern Blot-Analyse des DNA-Verdaus mit

-
2500 .. verschiedenen Restriktionsendonukleasen. Zur Bestimmung
2000 . der FragmentgroRe wurde MassRuler® als Standard einge-
setzt und die Fragmentgrof3en des Markers sind links neben

1500 dem Bild aufgefiihrt. Die verwendeten Enzyme sind im obe-
ren Bereich genannt. In jeder Spur ist nur eine spezifische
Bande zu erkennen, was darauf hindeutet, dass Ncgra9 als

1031 .' singuldre Kopie im N. caninum Tachyzoiten-Genom vorliegt.

Zusammenfassend belegen die dargestellten Analysen des Ncgra9-Gens viele Gemeinsam-
keiten mit dem bekannten Tggra9-Gen. So bestehen beide Gene aus zwei Exons und liegen

als singulares Gen im Parasitengenom vor (Nockemann et al., 1998).
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4.1.2. Analyse der Proteinstruktur von NcGRA9
Laut in silico Analysen kodiert der offene Leserahmen des Ncgra9-Gens fur ein Protein, das

aus 318 Aminosauren besteht. Die theoretische molekulare Masse des Proteins betragt 34,9
kDa. Durch den Vergleich der Aminosauresequenz von NcGRA9 mit der Sequenz von
TgGRA9 wurde deutlich, dass die beiden Proteine eine Sequenzidentitat von 60 % aufwei-
sen (Abbildung 4.6).

NeGRAS-318 1MMRSFESELVPLS - AVVATAELG - FLPNSHYWYVVE - AETNDVALSLPED - WOENPEGHSESSOQEME
TyGRAS/1-318 | -MRSLESTVERLEARLVAARELDLFLGCESGCNYLFRKASESDVALKVRERPMFPEER RREFE KHME2

NeGRASM-318 82 BVFGEGWNKFEGPBFGEFPSWMOFRHEYAQWOEMMRAF SO LOVEPFGRPFFRBESPRSPAFPRLR | A 120
TgGRAS4-318 63 BLEGEDWNKOEGCESERGDESKMEREENDF SAMHEMMRR LMGIREVDGEGFSLLEDSPE - F HERRERAL 126

NeGRAS-318 127 KEKTSELKRVEBAERYW | SHMOGCMTANNVRY VLEHLA S RAVEVEYRACTRHBEKTEHGESHSESREQS 191
TyGRAY1-318 127 CRETKEEKTETEQXYV TRAPEMTAENVYRY | CHLQRRAVEVOYRAATRRDEKTECGESHSMEKEQS 191

NeGRAS/-318 102 SESVEVDPREC IMTREVVAQKLAGWARNG ESVPPESPRKELLITFREREHINGL | KEGHVPREG ALE K258
TuGRASM-318 102 SALMENMDPC CIMTREVVAQKLAGW TONTHTATARTRPKEELCLT S FPEPCPHIKEMVYVEERYLPD NALER 258

NeGRASM-318 257 MKGEGDFEDFTPTOMECLLSGRTPHECAL AEGQONMELEE TRLPSSPSTPDSYDEFRFSNHNGE | 318
TyGRAY1-318 257 MLAGDEECESRTOMEL vVSGRNRTECAF AEGQEMELEEKECRSDSEPVTSMELRRLSCEDRGL 318

Abbildung 4.6 Sequenzvergleich des Proteins NcGRA9 mit dem Protein TgGRA9. Die Aminosau-
resequenz der beiden Proteine wurde gegeneinander gelegt und es zeigte sich, dass die Proteine
eine ldentitat von 60 % aufweisen. Die grauen Boxen markieren die identischen Aminosauren.

Die Proteinsequenz von NcGRA9 wurde in silico nach strukturellen und funktionellen Doma-
nen abgesucht. Mit dem Sequenzanalyseprogramm Lasergene wurden potentielle alphaheli-
kale Bereiche nach Chou und Fasman bestimmt (Chou und Fasman, 1978). Aulterdem zeigt
die Analyse des hydrophilen und hydrophoben Profils nach Kyte und Doolittle (Kyte und
Doolittle, 1982), dass NcGRA9 ein Uberwiegend hydrophiles Protein ist. In Abbildung 4.7 ist
ein Schema mit den alphahelikalen Bereichen und dem hydrophilen Profil dargestellt. Aul3er-
dem sind strukturelle und funktionelle Domanen gezeigt, die fur die NcGRA9-Proteinsequenz
vorhergesagt wurden. Im Einzelnen: Am N-Terminus befindet sich ein Signalpeptid (Amino-
sauren 1 bis 21), das mittels Signal-P-Analyse bestimmt wurde und fir das Targeting des
Proteins zustandig ist. Im weiteren Verlauf bildet die Proteinsequenz eine amphipathische
Alphahelix von Aminosaure 82 bis 101 aus. Im hinteren Bereich der Sequenz kénnen die
Aminosauren 202 bis 215 eine hydrophobe Alphahelix auspragen und am C-terminalen Ende
(Aminosauren 279 bis 310) ist eine PEST-Domane lokalisiert (Programm PEST-find), die
durch eine Anhaufung der sauren Aminosauren Prolin (P), Glutaminsaure (E), Serin (S) und

Threonin (T) charakterisiert ist.
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Abbildung 4.7 Schematische Darstellung der Alphahelices und des hydrophilen Profils von NcGRA9.
Mit Hilfe des Lasergene-Sequenzanalyseprogramms wurden die potentiellen alphahelikalen Bereiche
von NcGRA9 nach der Methode von Chou und Fasman berechnet. AuRerdem ist das hydrophile Profil
des Proteins nach Kyte und Doolittle angegeben. Im unteren Bereich der Abbildung sind charakteristi-
sche strukturelle und funktionelle Doméanen, die fir die Proteinsequenz vorhergesagt wurden, zusam-
mengefasst.

Mit dem Sequenzanalyseprogramm Lasergene wurde der Bereich von Aminosaure 82 bis
101 detaillierter analysiert und die mutmalliche Alphahelix wurde als ,Helical Wheel* darge-
stellt (Abbildung 4.8). Es wurde deutlich, dass die eine Seite der Alphahelix hauptsachlich
aus hydrophoben und die andere Halfte vermehrt aus hydrophilen Aminosauren besteht,

wodurch der amphipathische Charakter der Alphahelix entsteht.
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Abbildung 4.8 Darstellung der Alphahelix, die von den
Aminosauren 82 bis 101 gebildet wird, als ,Helical Wheel“.
Diese Darstellung hebt den amphipathischen Charakter
dieser Alphahelix hervor. Die hydrophoben Aminosauren
sind durch Sterne markiert. Die Legende erklart den
Farbcode der Aminosauren.

Wie in Abbildung 4.6 dargestellt ist, weisen die Proteinsequenzen von NcGRA9 und TgGRA9
eine Sequenzidentitat von 60 % auf. Die zusatzlichen in silico-Analysen, basierend auf der
Proteinsequenz von NcGRA9 zeigten, dass die beiden Proteine weitere Gemeinsamkeiten
haben: Beide Proteine haben ein N-terminales Signalpeptid, das fir ihre Sekretion verant-
wortlich ist. Des Weiteren zeigen beide Proteine einen Uberwiegend hydrophilen Charakter
und es wurden ahnliche alphahelikale Bereiche vorhergesagt. NcGRA9 sowie TgGRA9 ent-
halten in ihrer Proteinsequenz aufierdem eine PEST-Doméane im Bereich des C-terminalen

Endes.

4.2. Expression von rekombinantem NcGRAS9 in Escherichia coli und Herstel-
lung von polyklonalen Antiseren

Fur die weitere Analyse von NcGRA9 ist es wichtig, einen spezifischen Antikdrper gegen
NcGRA9 zur Verfugung zu haben. Dafur wurde das Protein rekombinant hergestellt. In die-

ser Arbeit wurde Escherichia coli (E. coli) als Expressionsorganismus gewahlt, um das
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NcGRA9-Protein biotechnologisch herzustellen. Die cDNA-Sequenz von NcGRA9 wurde in
das Expressionsplasmid pET-22b(+) (Novagen) mit den Schnittstellen Ndel und Hindlll klo-
niert und das Plasmid wurde in den E. coli-Laborstamm BL-21 transformiert. Die Uberex-
pression des rekombinanten Proteins wurde durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. IPTG fungiert als Induktor des /ac-Operons, indem es
an den Lac Repressor bindet. Diese Bindung fuhrt dazu, dass der Lac Repressor nicht mehr
mit den /ac Operatoren interagieren kann. Das Gen des zu exprimierenden Proteins befindet
sich auf dem Plasmid unter der Kontrolle eines Lac Repressor regulierten Promotors. So
kann die Expression des rekombinanten Proteins gezielt induziert werden (Berg et al., 2003).
Die Expression von NcGRA9 wurde durch IPTG-Zugabe induziert und nach 2 h wurde das
rekombinante Protein unter denaturierenden Bedingungen und unter zu Hilfenahme des His-
Tags aufgereinigt. AnschlieRend wurden die Eluate der Aufreinigung auf einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Durch Coomassie-Farbung wurden die aufgereinigten Proteine sichtbar ge-
macht. In Abbildung 4.9 ist ein Coomassie-gefarbtes SDS-Gel gezeigt, auf dem ein Eluat der
denaturierenden Aufreinigung aufgetrennt wurde. Eine starke Proteinbande ist auf der Hohe
von etwa 45 kDa (Bande 1) zu erkennen. Darunter, bei etwa 43 kDa (Bande 2) ist eine weite-
re, deutlich schwachere Bande zu erkennen, die gegebenenfalls ein Abbauprodukt des Pro-
teins in Bande 1 darstellen kénnte. Um dies zu Uberprifen, wurden beide Banden aus dem
SDS-Gel ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse geschickt. Die Ergeb-

nisse dieser Analyse sind in Tabelle 4.1 und 4.2 zusammengefasst.
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Abbildung 4.9 Coomassie-gefarbte SDS-PAGE, auf der ein Eluat
64 der denaturierenden Proteinaufreinigung von NcGRA9 aufgetrennt
wurde. In der linken Spur ist der SeeBlue® Plus2 Standard zu
erkennen, durch welchen man auf die molekulare Masse der auf-
. getrennten Proteine schlieRen kann. In der rechten Spur wurde
oo

ein Eluat der denaturierenden Proteinaufreinigung von NcGRA9
aus E. coli aufgetrennt. Bande 1 ist eine starke Bande auf der
$ = Bande 1 Hohe von etwa 45 kDa, darunter mit etwa 43 kDa ist Bande 2 zu
~ ™ Bande2 erkennen, die aber deutlich schwacher ist. Diese beiden Banden
30 . wurden aus dem Gel ausgeschnitten und zur massenspektrosko-
pischen Analyse geschickt.
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Durch die Massenspektrometrieanalyse wurde deutlich, dass in Bande 1 hauptsachlich
NcGRA9 zu finden war (Tabelle 4.1). Aulerdem konnten Bestandteile von vier weiteren Pro-

teinen nachgewiesen werden, die jedoch von E. coli stammten.

Tabelle 4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Massenspektrometrieanalyse von Bande 1. In der
Tabelle sind die durch Massenspektrometrie identifizierten Proteine nach ihrer Abundanz aufgelistet.
NcGRA9 mit der Accession-Nummer FOVR90 macht den gré3ten Anteil in der untersuchten Bande 1
aus. Es wurden vier weitere Proteine identifiziert, die aus E. coli stammen, welches der Organismus ist,
aus dem das rekombinante NcGRA9 aufgereinigt wurde.

Accession Nummer Beschreibung

FOVR90 NCLIV 066630

EG11037 tufB EF-Tu, Elongation Factor-Translation, nicht stabil
EG10282 fbaA Fructose 1,6-bisphosphat Aldolase, Klasse Il
EG10220 deoB Phosphopentomutase

EG12677 iscd Cystein Desulfurase PLP-abhangig

In Bande 2 wurden Bestandteile von insgesamt 20 verschiedenen Proteinen identifiziert, die
in Tabelle 4.2 aufgelistet sind. NcGRA9 war das Protein, das als zweithaufigstes gefunden

wurde. Die anderen identifizierten Proteine stammten alle aus E. coli.

Tabelle 4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse der Massenspektrometrieanalyse von Bande 2. In der
Tabelle sind die durch Massenspektrometrie identifizierten Proteine aus Bande 2 nach ihrer Abundanz
sortiert. NcGRA9 wurde als das zweithaufigste Protein in dieser Bande identifiziert. Am haufigsten war
fbaA Fructose 1,6-Bisphosphat Aldolase aus dem Expressionorganismus E. coli nachweisbar. Aul3er-
dem wurden 18 weitere Proteine, die aus E. coli stammten, in dieser Probe identifiziert.

Accession Nummer Beschreibung

EG10282 fbaA Fructose 1,6-Bisphosphat Aldolase, Klasse Il
FOVR90 NCLIV 066630

EG11442 gev T Aminomethyltransferase, Tetrahydrofolat-abhangig
EG12944 yhhX Putative Oxidoreductase, exprimiertes Protein
EG10367 gapA Glyceraldehyd 3-P Dehydrogenase A

EG10703 pgk Phosphoglycerat Kinase

EG14089 arnB UDP-4-Amino-4-Deoxy-L-Arabinose Synthase
EG10543 Ipd Lipoamid Dehydrogenase, NADH-abhangig
EG10981 sucC Succinyl CoA Synthase beta-Untereinheit
EG11036 tuf A EF-Tu, Elongation Faktor-Translation, nicht stabil
EG10066 argD Acetylornithin Aminotransferase

EG10768 proB Glutamat 5-Kinase, Prolin Biosynthese

EG10870 rpll 50S ribosomale Untereinheit Protein L9

EG11663 slyD FKBP-Typ Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase
EG10893 rpoA RNA Polymerase, alpha-Untereinheit

EG10402 gltA Citrat Synthase

EG10445 gzz Imidazol Glycerolphosphat Dehydratase/Histidinol Phospha-
EG12669 solA N-Methyltryptophan Oxidase, FAD-enthalten
EG10408 gly A Serin Hydroxymethyltransferase

EG13546 nemA N-Ethylmaleimid Reductase
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Fir die Antiserumherstellung wurde die entsprechende Bande 1 aus einem SDS-Gel ausge-
schnitten und zur Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet. Fir die Gewinnung des
polyklonalen Antiserums gegen NcGRA9 wurden die Kaninchen viermal mit jeweils circa 100
Mg NcGRA9 immunisiert. Die zweite Immunisierung erfolgte 2 Wochen, die dritte 4 Wochen
und die letzte Immunisierung 8 Wochen nach der Erstimpfung. Es wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Serumproben zur Analyse enthommen. Das Praimmunserum (S1 d0) zeigt den
Antikdérperstatus der Kaninchen vor der Immunisierung. Au3erdem wurden Seren Tag 38 (S2
d38) und Tag 66 (S3 d66) nach der ersten Immunisierung entnommen. Nach 87 Tagen wur-
de final das Blut der Kaninchen entnommen und als S4 d87 versendet. Die vier verschiede-
nen Seren wurden mittels Western Blot-Analyse auf ihre Reaktivitat gegen NcGRA9 in Neo-
spora-Lysatantigen (NLA) getestet. Als Kontrolle wurde die Reaktivitat gegen Toxoplasma-
Lysatantigen (TLA) und Lysat von humanen Vorhautfibroblasten (human foreskin fibroblasts,
HFF) bestimmt. Das HFF-Lysat wurde als Kontrolle verwendet, da beide Parasiten als obli-
gat intrazellulare Erreger in HFF Zellen vermehrt wurden. Abbildung 4.10 zeigt eine Zusam-
menstellung der Ergebnisse. Die Proben von den beiden Kaninchen sind mit den Nummern
1189 beziehungsweise 1190 gekennzeichnet. Die Praimmunseren zeigten bei einer Verdln-
nung von 1:1000 eine geringe Reaktivitat gegen Proteine in NLA und TLA, die jedoch nicht
spezifisch gegen NcGRA9 gerichtet war. Das Serum 1189 zeigte 38 Tage nach der ersten
Immunisierung Reaktivitat gegen ein NLA-Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 39
kDa. S2 1190 reagierte ebenfalls mit einem NLA-Protein mit einer molekularen Masse von
etwa 39 kDa und zusatzlich mit einem TLA-Protein bei etwa 40 kDa. Gegen Proteine des
HFF-Lysats wurde keine Reaktivitat beobachtet. 66 Tage nach der ersten Immunisierung war
mit beiden Antiseren (S3) sowohl in NLA als auch in TLA eine spezifische Reaktivitdt gegen
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 39 kDa zu detektieren. Im HFF-Lysat war
erneut keine Reaktivitdt nachweisbar. Nach Abschluss der Immunisierung nach 87 Tagen
zeigten beide Antiseren eine deutliche Reaktivitdt gegen ein Protein mit einem Molekularge-
wicht von etwa 39 kDa. Auch im TLA war eine deutlich Kreuzreaktivitat der Antiseren gegen

ein Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa erkennbar.
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Abbildung 4.10 Austestung der Antiseren gegen das rekombinante NcGRA9 mittels Western Blot-
Analyse. Es wurden die vier erhaltenen Seren in einer Verdinnung von 1:1000 auf ihre Reaktivitat
gegen NcGRA9 im Western Blot getestet. Neben Neospora-Lysatantigen (NLA) wurden Toxoplasma-
Lysatantigen (TLA) und Lysat humaner Vorhautfibroblasten (HFF) untersucht. Die Seren beider Ka-
ninchen zeigten ein ahnliches Bandenmuster. Beide Antiseren zeigten eine spezifische Reaktivitat
gegen Proteine von etwa 39/40 kDa. * markiert die erwarteten Banden.

Um nachzuweisen, dass es sich bei den beiden detektierten Proteinen tatsachlich um
NcGRA9 und TgGRA9 handelt, wurden zusatzliche Western Blot-Analysen mit rekombinan-
tem GRA9 von T. gondii und N. caninum durchgefthrt. Abbildung 4.11 belegt, dass die pro-
duzierten Antiseren tatsachlich mit NcGRA9 reagieren und dass beide Seren eine starke
Kreuzreaktivitat gegen TgGRA9 aufweisen.
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— _ Abbildung 4.11 Die Antiseren gegen rekombinantes NcGRA9 er-
p— — g4 kennen die rekombinanten Proteine NcGRA9 und TgGRA9. Es

. konnte mittels Western Blot-Analysen nachgewiesen werden, dass
— 51 die beiden produzierten Antiseren gegen NcGRA9 spezifisch mit
.* ’* rekombinantem NcGRA9 und TgGRA9 reagieren. Dazu wurden etwa
— = — 39 5 pg der rekombinanten Proteine aufgetrennt. Rekombinantes
NcGRAS9 hat ein Molekulargewicht von etwa 45 kDa, rekombinantes
TgGRA9 ein Molekulargewicht von etwa 55 kDa (zusatzliches

S4 1189 S4 1190 SeTag). * markiert die erwarteten Banden.

Die gezeigten Daten belegen, dass nach Immunisierung mit rekombinantem NcGRA9 zwei
polyklonale Kaninchenseren gewonnen wurden, die rekombinantes, aber auch natives
NcGRA9 erkennen. Diese Seren wurden im Folgenden verwendet, um NcGRA9 in Immun-

fluoreszenz- und in Western Blot-Analysen zu detektieren.

4.3. Lokalisierung von NcGRA9 in Neospora caninum
Fir die Beschreibung des Proteins NcGRAO ist es wichtig zu analysieren, in welchem Kom-

partiment des Parasiten sich das Protein befindet. Dazu wurden Lokalisationsstudien mittels
Immunfluoreszenzanalysen durchgefiuhrt. Die Lokalisation von NcGRA9 wurde zunachst in
Parasiten bestimmt, die extrazellular vorlagen, das heil3t die Wirtszelle verlassen hatten. Au-
Rerdem wurden N. caninum infizierte Wirtszellen analysiert, in welchen die Parasiten, von
einer parasitophoren Vakuolen (PV) umschlossen, im Wirtszellzytoplasma vorliegen.

Bei der Untersuchung der extrazellularen N. caninum-Tachyzoiten wurde deutlich, dass
NcGRA9 innerhalb der Zelle in einem punktartigen Muster zu finden war (Abbildung 4.12).
Dieses Muster war uber den gesamten Parasiten verteilt. Dieses Verteilungsmuster Iasst
darauf schlielen, dass sich NcGRA9 in den dichte Granula von N. caninum befindet. Die
dichte Granula sind ein Typ der sekretorischen Organellen von N. caninum und beinhalten
die dichte Granula-Proteine. Diese werden, nachdem der Parasit in die Wirtszelle eingedrun-

gen ist, in die PV sekretiert.
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$ Abbildung 4.12 Lokalisationsstudie von NcGRA9 in
!r; . extrazellularen N. caninum mittels Immunfluores-
g. zenzanalyse. Extrazelluldre N. caninum wurden isoliert
. und nach Fixierung und Permeabilisierung mit den
1189 S4 Uberlagerung s 4 beiden polyklonalen Antiseren (A: 1189; B: 1190) ge-
gen NcGRA9 markiert. Die Detektion des Signals er-
folgte Uber einen fluorochrommarkierten Sekundaran-
tikdrper (grin) mittels Konfokalmikroskopie. NcGRA9
ist in einem punktartigen Muster zu erkennen (Pfeile),
das Uber den gesamten Parasiten verteilt ist. Diese
Verteilung lasst darauf schlieRen, dass NcGRA9 in
den dichte Granula lokalisiert ist. Der Maf3stabsbalken

. steht fir 5 ym. DNA wurde mit DAPI sichtbar gemacht
1190 54 Uberlagerung  syn  I(ET))

Des Weiteren wurde die Lokalisation von NcGRA9 in N. caninum infizierten Wirtszellen un-
tersucht. Dabei wurde deutlich, dass das Protein hauptsachlich aufderhalb der Parasiten, und
zwar innerhalb der parasitophoren Vakuole, zu detektieren war (Abbildung 4.13), was auf
eine Sekretion von NcGRA9 durch den Parasiten schlieRen lasst. NcGRA9 war besonders
deutlich in der Nahe der intrazellularen Parasiten und im Bereich der Membran der PV (PVM)

nachweisbar.

1189 54

1190 S4

Abbildung 4.13 Analyse der Lokalisation von
NcGRA9 nach Wirtszellinvasion des Parasiten mittels
Immunfluoreszenztest. Beide  Antiseren  gegen
NcGRA9 (griin) detektieren ein Protein, dass haupt-
sachlich auRerhalb der Parasiten zu finden ist (A, B).
Dabei lokalisiert NcGRA9 in der Nahe der Parasiten
und im Bereich der PVM (C). DNA ist in blau (DAPI)
1190 S4 BEEHERE L epent e  dargestellt. Der Malistabsbalken steht fur 10 pm.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse darauf hin, dass

NcGRA9 zu den dichte Granula-Proteinen von N. caninum gezahlt werden kann. NcGRAG9 ist,
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wie flr andere dichte Granula-Proteine beschrieben, in extrazellularen Tachyzoiten in einem
punktartigen Muster und nach Invasion in die Wirtszelle innerhalb der PV lokalisiert.

Im Folgenden wurde die Lokalisation von NcGRA9 im direkten Vergleich zu anderen, bereits
beschriebenen N. caninum-Proteinen mittels Immunfluoreszenzanalyse in extrazellularen N.
caninum-Tachyzoiten untersucht (Abbildung 4.14). Es zeigte sich, dass NcGRA9 und
NcGRA7, welches ein bekanntes dichte Granula-Protein von N. caninum ist (Lally et al.,
1997), in den dichte Granula teilweise kolokalisieren. NcMIC1, welches ein typisches Mikro-
nemen-Protein ist (Keller et al., 2002), war ausschlieRlich im apikalen Bereich der Tachyzoi-
ten zu detektieren, wo die Mikronemen Ublicherweise zu finden sind. Es zeigte sich keine
Kolokalisation von NcGRA9 mit NcMIC1. Ebenso zeigte das Oberflachenprotein NcSAG1
(Sonda et al., 1998) keine Kolokalisation mit NcGRA9, da es nur auf der Oberflache der Ta-

chyzoiten zu finden war.

A

anti-NcGRA9 anti-NcGRAY

B

anti-NcGRA9

anti-NcMIC 1

anti-NcGRA9

anti-NcSAG1

Abbildung 4.14 Immunfluoreszenzanalysen von NcGRA9 im Vergleich zu NcGRA7, NcMIC1 und
NcSAGH1 in extrazelluldren N. caninum-Tachyzoiten. NcGRA9 (griin) wurde im Vergleich zu NcGRA7
(A, rot), NcMIC1 (B, rot) und NcSAG1 (C, rot) dargestellt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) an-
farbt und die Malstabsbalken stehen fiir 2 ym.

Auflerdem wurde NcGRA9 im Vergleich zu den oben genannten Proteinen in N. caninum
infizierten Wirtszellen untersucht (Abbildung 4.15). Bei der gleichzeitigen Detektion von
NcGRA9 und NcGRA7 wurde deutlich, dass die Proteine teilweise kolokalisieren. NcGRA7
wird ebenfalls nach Wirtszellinvasion in die PV sekretiert und ist besonders in der Nahe der

Parasiten und im Bereich der PVM lokalisiert. NcMIC1 wurde nach Wirtszellinvasion nur im
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apikalen Bereich der Parasiten detektiert. Es wurde keine Kolokalisation von NcGRA9 und
NcMIC1 gefunden. NcSAG1 ist nur nach Wirtszellinvasion an der Oberflache von N. caninum
zu finden. Bei der Immunfluoreszenzanalyse erscheint es, als wirde NcGRA9 teilweise mit
NcSAG1 kolokalisieren, da NcGRA9 nach der Sekretion auch in der Nahe der Parasiten-
oberflache detektiert wird. Eine Kolokalisation in der Immunfluoreszenzanalyse deutet auf
eine raumliche Nahe der Proteine hin, ist allerdings kein Beweis fur eine direkte Interaktion

der Proteine.
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Abbildung 4.15 Immunfluoreszenzanalyse von NcGRA9 im Vergleich zu NcGRA7, NcMIC1 und
NcSAG1. Fur diese Analyse wurden mit N. caninum infizierte Wirtszellen eingesetzt und mit spezifi-
schen Antikérpern gegen NcGRA9 (griin) und NcGRA7 (A, rot), NcMIC1 (B, rot) und NcSAG1 (C, rot)
inkubiert. Die Malstabsbalken stehen fir eine Einheit von 10 um. Die DNA wurde mit DAPI (blau)
sichtbar gemacht.

Die Abbildungen 4.12, 4.13, 4.14 und 4.15 zeigen die Lokalisation von NcGRA9 in N. cani-
num-Tachyzoiten. Mit diesem Parasitenstadium, welches einfach in vitro kultiviert werden
kann, wurden die meisten Analysen in dieser Arbeit durchgefiihrt. Wie in der Einleitung be-
schrieben, findet in vivo eine Stadienkonversion von schnell wachsenden Tachyzoiten zu
langsam replizierenden Bradyzoiten statt. Diese Stadienkonversion kann man in vitro durch
eine Behandlung mit Natriumnitroprussid (sodium nitroprusside, SNP) erzwingen. In Abbil-
dung 4.16 ist die Detektion von NcGRA9 in SNP-induzierten Bradyzoiten mittels Immunfluo-
reszenzanalyse dargestellt. Als Bradyzoitenmarker wurde die BAG1-Expression analysiert.

Dabei wurde ein anti-TgBAG1-Antiserum verwendet, da T. gondii-spezifische anti-BAG1-
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Antikérper mit NcBAG1 kreuzreagieren. Abbildung 4.16 A zeigt, dass N. caninum nach SNP-
Behandlung BAG1 exprimiert. Der Tachyzoitenmarker NcSAG1 hingegen ist in Bradyzoiten
nur noch in reduzierter Menge nachweisbar. Als weitere Kontrolle wurde die Verteilung von
NcGRA?7 in Tachyzoiten und Bradyzoiten von N. caninum analysiert (Abbildung 4.16 B). Wie
aus der Literatur bekannt, wurde auch in dieser Arbeit NcGRA7 nach SNP-Behandlung ver-
starkt im aulReren Bereich der Vakuole detektiert, was ebenfalls darauf schlief3en lasst, dass
die in vitro-Stadienkonversion erfolgreich war. Eine Analyse mit dem anti-NcGRA9 spezifi-
schen Antiserum ergab, dass NcGRAQ nicht nur in Tachyzoiten sondern auch in Bradyzoiten
exprimiert wird (Abbildung 4.16 C). Dabei weist NcGRA9 ein anderes Verteilungsmuster auf
als NcGRA7, denn NcGRA?9 ist nicht nur an der Zystenwand sondern auch im Innern der
Parasitenzyste nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich zur Lokalisierung von NcGRA9 sagen, dass sich dieses Protein
in Tachyzoiten und Bradyzoiten ahnlich verhalt wie bereits bekannte dichte Granula-Proteine

und sich deutlich von Mikronemen- und Oberflachenproteinen unterscheiden lasst.
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Abbildung 4.16 Auswertung der SNP-induzierten Stadienkonversion von Tachyzoiten in Bradyzoiten.
Fir die Stadienkonversion wurden N. caninum unter Zugabe von SNP fir mehrere Tage kultiviert (mit
SNP) und als Kontrolle wurde N. caninum parallel ohne SNP kultiviert. Es folgte eine Analyse der in-
duzierten Bradyzoiten mittels Immunfluoreszenz. A belegt die erfolgreiche Stadienkonversion durch
die Expression des bradyzoitenspezifischen Markers BAG1 (rot) im Vergleich zu SAG1 (grin). B zeigt
die typische Verteilung von NcGRA7 in Tachyzoiten (griin) und Bradyzoiten (rot). C zeigt, dass
NcGRAS9 in Tachyzoiten (rot) und Bradyzoiten (griin) exprimiert wird und sich im Verteilungsmuster
von NcGRA7 unterscheidet. In allen Analysen wurde DAPI (blau) zur Darstellung der Zellkerne ver-
wendet. Der Malistabsbalken steht flir 10 um.
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4.4. Immunologische Kreuzreaktivitat von GRA9-spezifischen Antiseren
Bei der Analyse der Antiseren gegen rekombinantes NcGRA9 wurde deutlich, dass die bei-

den Antiseren nicht nur Reaktivitdt gegen rekombinantes und natives NcGRA9, sondern
auch gegen ein Protein im TLA und rekombinantes TgGRA9 zeigten. Es wurde daher zu-
satzlich Gberprift, ob das vorhandene, TgGRA9-spezifische Antiserum ebenfalls Kreuzreak-
tion mit NcGRA9 zeigt. Dies konnte mittels der in Abbildung 4.17 dargestellten Western Blot-

Analyse bestatigt werden.

MNLA TLA Abbildung 4.17 Bestatigung der Kreuzreaktivitidt des anti-
TgGRA9-Antiserums gegen Lysatantigene von T. gondii und
) N. caninum. Lysat (20 ug Protein) von extrazellularen Ta-
anti-TgGRAS | ss— M chyzoiten wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Western Blot analysiert. Die homologen Proteine weisen

beide ein Molekulargewicht von etwa 39/40 kDa auf.

Diese Kreuzreaktivitat der Antiseren gegen NcGRA9 beziehungsweise TgGRA9 wurde auch
bei Immunfluoreszenzanalysen gefunden (Abbildung 4.18). Anti-TgGRA9 konnte in N. cani-
num infizierten Wirtszellen ein Protein detektieren, welches wahrscheinlich das homologe
NcGRA9 ist. Umgekehrt detektierte auch anti-NcGRA9 ein Protein in T. gondii infizierten
Wirtszellen. Dabei kénnte es sich um TgGRA9 handeln.

N. caninum
infizierte HFF

anti-TgGRA9

T. gondii
infizierte HFF

AP
anti-NcGRA9 Uberlagerung

Abbildung 4.18 Darstellung der Kreuzreaktivitat von anti-NcGRA9 beziehungsweise anti-TgGRA9
mittels Immunfluoreszenzanalyse. Das Antiserum gegen TgGRA9 war in der Lage, in N. caninum
infizierten Wirtszellen ein Protein (grin) zu detektieren. Ebenso konnte das Antiserum gegen NcGRA9
ein Protein (grun) in T. gondii infizierten Wirtszellen erkennen. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau)
dargestellt.

In einem weiteren Schritt wurde analysiert, ob diese Kreuzreaktion zwischen den homologen
Proteinen NcGRA9 und TgGRA9 auch bei der serologischen Diagnostik von Bedeutung sein

konnte. TQGRA9 gilt als immundominantes Antigen und kann in ELISA-Systemen zur Diag-
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nose einer Toxoplasmose verwendet werden. Um mégliche, auf GRA9 beruhende Kreuzre-
aktionen zu analysieren, wurden Seren von N. caninum infizierten Rindern in Western Blot-
Analysen mit rekombinantem NcGRA9 beziehungsweise TgGRA9 als Antigen verwendet.
Drei Beispiele sind in Abbildung 4.19 dargestellt. Serum 1 zeigte keine Reaktion gegen re-
kombinantes NcGRA9 oder TgGRA9, wohingegen Serum 2 NcGRA9 detektierte. Mit Serum
3 konnte eine Reaktion gegen rekombinantes NcGRA9 und TgGRA9 gezeigt werden.

5.9 © .9 9.9
FE £ &
TS RS 4O

T T

kDa
Abbildung 4.19 Seren von N. caninum infizierten
64— Rindern wurden auf Reaktivitat gegen rekombi-
* nantes NcGRA9 und TgGRA9 getestet. Es wur-
51— den etwa 5 ug der rekombinanten Proteine auf-
getrennt. Serum 1 zeigte keine Reaktivitat gegen
* * die beiden rekombinanten Proteine, Serum 2
30— konnte NcGRA9 detektieren und Serum 3 wies

zusatzlich eine Kreuzreaktivitat gegen TgGRA9
auf. Rekombinantes NcGRA9 hat ein Molekular-
28— gewicht von etwa 45 kDa, rekombinantes
TgGRA9 hat wegen des zusatzlichen Se<Tags

eine molekulare Masse von etwa 55 kDa. * mar-
Serum1 Serum2 Serum3 kiert die erwarteten Banden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mittels Western Blot- und Immunfluoreszenzanaly-
sen gezeigt werden konnte, dass unser Antiserum gegen NcGRA9 eine Kreuzreaktivitat mit
TgGRA9 aufweist. Auch das nach Immunisierung mit rekombinanten TgGRA9 erhaltene An-
tiserum war gegen NcGRA9 kreuzreaktiv. Nach den vorliegenden Befunden ist daher GRA9
als Antigen nicht geeignet, um eine Toxoplasmose beziehungsweise Neosporose bei Rin-

dern differentialdiagnostisch zu erfassen.

4.5. Posttranslationale Modifizierungen von NcGRA9
Fir die weitere Beschreibung von NcGRA9 wurde die Proteinsequenz auf potentielle Phos-

phorylierungsstellen untersucht. Dazu wurde das Programm NetPhos 2.0 verwendet. Es
zeigte sich, dass in der Aminosaureabfolge von NcGRA9 27 dieser potentiellen Stellen vor-
handen sind (Abbildung 4.20). Es wurden 19 Serine, 6 Threonine und 2 Tyrosine als Kandi-

daten einer moglichen Phosphorylierung angegeben.
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Abbildung 4.20 /n silico-Analyse der potentiellen Phosphorylierungsstellen in der Proteinsequenz von
NcGRAO9. Die Analyse mit NetPhos 2.0 ergab 27 mdgliche Phosphorylierungsstellen. In blau sind die
19 Serine markiert, die potentielle Phosphorylierungsstellen darstellen. Auerdem wurden 6 Threonine
(grun) und 2 Tyrosine (rot) als hypothetische Phosphorylierungsstellen identifiziert.

Um zu analysieren, ob NcGRAGO tatsachlich ein phosphoryliertes Protein ist, wurde Lysat von
N. caninum infizierten Wirtszellen und Lysat von extrazellularen N. caninum mit Lambda Pro-
teinphosphatase (LPP) behandelt. LPP entfernt vorhandene Phosphatgruppen, sodass mit-
tels Western Blot-Analyse eine Anderung im Molekulargewicht im Vergleich zum nichtbe-
handelten Protein festzustellen ware. Es zeigte sich, dass NcGRA9 in N. caninum infizierten
Wirtszellen mdglicherweise phosphoryliert ist, da das Protein nach LPP-Behandlung ein et-
was geringeres Molekulargewicht aufwies als ohne Behandlung (Abbildung 4.21). Als Posi-
tivkontrolle wurde NcGRA7 verwendet, welches in N. caninum infizierten Wirtszellen phos-
phoryliert vorliegt. Im Lysat von extrazelluldren N. caninum konnte weder fur NcGRA9 noch
fur NcGRA7Y eine Phosphorylierung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass NcGRA9 wahrend oder nach der Sekretion in die PV phosphoryliert wird.

Lysat von N. caninum Lysat von
infizierten Wirtszellen extrazellularen N. caninum
LPP  NLA LPP_ NLA
+ - kDa + - kDa
anti-NCGRA9 s s w _39 anti-NCGRA9 g 40y g —39
anti-NCORA7 s s s _ g anti-NCGRA7 S8 Sl I 28

Abbildung 4.21 Behandlung von N. caninum Lysaten mit Lambda Proteinphosphatase zum Nachweis
von Phosphorylierungen. Fir den Nachweis von potentiellen Phosphorylierungen von NcGRA9 wurde
Lysat (50 pug Protein) von N. caninum infizierten Wirtszellen und von extrazellularen N. caninum mit
LPP behandelt. Im Lysat von N. caninum infizierten Wirtszellen zeigte sich nach LPP-Behandlung eine
Reduktion des Molekulargewichts von NcGRA9, was auf eine Phosphorylierung hindeutet. Als Positiv-
kontrolle wurde NcGRA7 analysiert. Fir NcGRA9 und NcGRA7 von extrazelluldren Parasiten wurde
kein Effekt der LPP-Behandlung beobachtet. Als Kontrolle fiir die Reaktivitat der Antikérper wurde 50
pug NLA verwendet. NLA = Neospora-Lysatantigen, * = erwartetes Molekulargewicht
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Des Weiteren wurde die Proteinsequenz von NcGRA9 mit Hilfe von NetNGlyc auf potentielle
N-Glykosylierungsstellen untersucht, dabei ergaben sich keine positiven Befunde.

Aulerdem wurde NcGRA9 mittels NetOGlyc 3.1 auf mogliche O-Glykosylierungsstellen
uberpruft. Die in silico-Analyse zeigte drei mutmaliliche Aminosauren, die glykosyliert sein
konnten (Abbildung 4.22). Die drei Aminosauren befinden sich am C-terminalen Ende von
NcGRAO.

) L — - | — | = | r | | .
a =1 188 138 cRa 2358 el

Sequenzposition

O-Glykosilierungspotential

Abbildung 4.22 In silico-Analyse der mutmalfllichen O-Glykosylierungsstellen in der Proteinsequenz
von NcGRA9. Mit dem Programm NetOGlyc 3.1 wurden drei Aminosauren identifiziert, die potentielle
Kandidaten fir O-Glykosylierungen sind. Alle drei Aminosauren befinden sich am C-terminalen Ende
des Proteins.

Um eventuelle O-Glykosylierungen von NcGRA9 zu bestatigen, wurde Lysat von N. caninum
infizierten Wirtszellen beziehungsweise von extrazellularen N. caninum mit O-Glykosidase
behandelt. Diese Experimente ergaben jedoch keinen Hinweis auf eine O-Glykosylierung.

In diesem Teil der Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass NcGRA9 nach meinen Ergebis-
sen wahrend der Sekretion in die PV phosphoryliert wird. Die in silico vorhergesagten O-

Glykosylierungen waren hingegen experimentell nicht nachweisbar.

4.6. Untersuchung der Targeting-Eigenschaften von NcGRA9
Um das dichte Granula-Protein NcGRA9 weiter zu beschreiben, wurden Eigenschaften im

Bezug auf das Ldslichkeits- und Sekretionsverhalten untersucht. Zusatzlich wurde analysiert,

ob NcGRA9 mit Proteinaggregaten oder Membranen von N. caninum interagiert.

4.6.1. Untersuchung der exkretierten/sekretierten Antigene von N. caninum
Es ist beschrieben, dass N. caninum sowie T. gondii unter wirtszellfreien Bedingungen aktiv

Proteine sekretieren, die als immunogen bekannt sind und als ,excreted/secreted anti-
gens“ (ESA) bezeichnet werden (Decoster et al., 1988). Um zu analysieren, ob auch

NcGRA9 zu dieser Gruppe von Antigenen gezahlt werden kann, wurde N. caninum isoliert
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und fUr verschiedene Zeitrdume in der Abwesenheit von Wirtszellen inkubiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand auf das Vorhandensein von NcGRA9 mittels Western Blot-Analyse
untersucht (Abbildung 4.23). Es wurde deutlich, dass die Menge an NcGRA9 im Uberstand
Uber die Zeit zugenommen hatte. Dasselbe Ergebnis wurde fiur NcGRA7 als Positivkontrolle
gefunden. NcGRA?7 ist ein bekanntes dichte Granula-Protein und ein ESA von N. caninum.
NcSAG1 hingegen ist ein Oberflachenprotein von N. caninum und wird von den Parasiten
nicht sekretiert, weshalb die NcSAG1 Menge in den analysierten Uberstanden konstant
bleibt (Negativkontrolle). Diese Kontrolle belegt ferner, dass NcGRA9 und NcGRA7 von N.
caninum aktiv sekretiert wurden und nicht auf Grund von Zelllyse in den Uberstand gelangt

sind.

ESA NLA
min 1

30
anti-NcGRA9 + = ‘ — 39 kDa
anti-NcGRA7 - ' —28 kDa

anti-NcSAG1 ; | 25 kDa

Abbildung 4.23 Analyse der exkretierten-sekretierten Antigene von N. caninum. Nachdem die Parasi-
ten unter wirtszellfreien Bedingungen fur verschiedene Zeitspannen inkubiert wurden, wurden die
Uberstande (Tachyzoitenkonzentration 1 x 108/ ml, 15 pl aufgetragen) mittels Western Blot-Analyse
ausgewertet. Die Menge an NcGRA9 sowie NcGRA7 nahm vom Zeitpunkt 1 min bis 30 min zu. Im
Gegensatz dazu blieb die Proteinmenge von NcSAG1 im Beobachtungszeitraum konstant. Als Ver-
gleich wurde 20 pg NLA (N. caninum Lysatantigen) aufgetragen.

4.6.2. Analyse des Verhaltens von NcGRAS9 in den dichte Granula
Die bereits erwahnten in silico-Analysen hatten ergeben, dass NcGRA9 ein vorwiegend hyd-

rophiles Protein ist. Um dies experimentell zu Uberprifen, wurden die Parasiten mit dem De-
tergens Triton X-114 lysiert. Proteine kdnnen, nach Abtrennung des Parasitendebris durch
Zentrifugation, im resultierenden Uberstand aufgrund ihrer Affinitét fiir hydrophile bezie-
hungsweise hydrophobe Umgebungen, aufgetrennt werden. Fir NcGRA9 wurde ersichtlich,
dass das Protein sowohl in der wassrigen als auch in der Detergensphase zu finden war
(Abbildung 4.24), dabei befand sich das Protein jedoch grofitenteils in der wassrigen Phase.
Als Beleg fir eine erfolgreiche Partionierung wurde die Verteilung von NcGRA7, NcMIC3 und
NcSAG1 ebenfalls analysiert. NcGRA7 war, wie beschrieben (Hemphill et al., 1998), sowohl

in der wassrigen als auch in der Detergensphase zu finden, wohingegen NcMIC3 (Sonda et
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al., 2000) und NcSAG1 (Hemphill et al., 1997; Howe et al., 1998; Sonda et al., 1998) wie

erwartet jeweils hauptsachlich in der Detergensphase nachweisbar waren.

anti-NcGRAS* \x—39 Abbildung 4.24 Partionierung von N. caninum
durch Triton X-114-Behandlung. Die N. caninum-
Proteine wurden aufgrund ihrer Affinitat zu hydro-
phober beziehungsweise hydrophiler Umgebung

anti-NCGRA7 w w w 28 aufgetrennt und mittels spezifischer Antikorper in

. einer Western Blot-Analyse nachgewiesen. Die

- i unlésliche Fraktion enthalt Parasitenbruchstiicke

anti-NcSAG1 -‘ a— und Proteine, die durch starke Protein-Protein-

G ee— —28 Interaktionen oder hydrophobe Interaktionen nach

- Zentrifugation des Lysats im Pellet zurtickgehalten

, ' —51 werden. Fur die Analyse wurden 1,5 x 10° Ta-

anti-NcMIC3 - chyzoiten verwendet. * = erwartetes Molekularge-
wicht

4.6.3. Analyse der subzelluldren Verteilung von NcGRA9
Im Folgenden wurde die subzellulare Verteilung von NcGRA9 in extrazellularen N. caninum

und in N. caninum infizierten Wirtszellen nadher untersucht. Dazu wurden Zellfraktionierungen
durch Ultrazentrifugation durchgefiihrt. Diese Methode ermdoglicht es, Proteine, die an
Membranen gebunden oder an Proteinaggregaten beteiligt sind, anhand ihres Sedimentati-
onsverhaltens von Islichen Proteinen zu separieren. Bei der Analyse von extrazellularen N.
caninum wurden lysierte Tachyzoiten einer differentiellen Zentrifugation zunachst bei 2500 g
und danach bei 100000 g unterzogen. Das ,low speed® Pellet (LSP) enthalt Parasitenbruch-
stlicke und intakte Parasiten. Der ,low speed* Uberstand (LSU) wird dann durch Ultrazentri-
fugation weiter aufgetrennt, dabei erhalt man einen ,high speed* Uberstand (HSU) erhalten,
in dem sich l6sliche Proteine befinden. Im ,high speed“ Pellet (HSP) befinden sich Pro-
teinaggregate und membrandse Strukturen. Die Analyse extrazellularer Parasiten ergab fur
NcGRA9 eine Verteilung in allen vier Fraktionen (Abbildung 4.25). NcGRA9 assoziiert dem-
nach an Proteinaggregaten (HSP), wie man sie besonders im Zentrum der dichten Granula
findet, und liegt auRerdem in einer I6slichen Form innerhalb der Organellen vor (HSU). Eine
ahnliche Verteilung wurde auch fur NcGRA7 gefunden. NcSAG1 war wiederum nur in den
Pelletfraktionen zu finden, was durch dessen starke Membranassoziation zu erklaren ist.

In einem weiteren Ansatz wurden N. caninum infizierte Wirtszellen so aufbereitet, dass der

Inhalt der PV mittels Ultrazentrifugation in eine membranhaltige und proteinaggregatbeinhal-
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tende Fraktion sowie ein losliche Fraktion getrennt wurde. Die resultierenden Fraktionen
wurden mittels Western Blot-Analyse auf das Vorhandensein von NcGRA9 ausgewertet.

Nach der Fraktionierung des PV-Inhaltes war NcGRA9 ebenfalls in allen vier untersuchten
Fraktionen vorhanden (Abbildung 4.25). Das ,low speed” Pellet (LSP) enthalt Wirtszellbruch-
stlicke und intakte Parasiten. Nachdem der ,low speed* Uberstand (LSU) durch Ultrazentri-
fugation getrennt wurde, zeigte sich, dass NcGRA9 im vakuolaren Raum I&slich vorliegt
(,high speed* Uberstand, HSU). AuBerdem ist NcGRA9 entweder an Membranen gebunden
oder an Proteinaggregaten assoziiert (,high speed” Pellet, HSP). NcGRA7 wurde nach Frak-
tionierung des LSU hauptsachlich in der Pelletfraktion gefunden, was darauf hindeutet, dass
dieses Protein, wie erwartet, vorwiegend membrangebunden beziehungsweise in Proteinag-
gregaten gebunden vorliegt. NcSAG1 war als bekanntes, membrangebundenes Oberfla-

chenprotein hauptsachlich in dem LSP zu finden.

extrazellulédre N. caninum
N. caninum infizierte Wirtszellen
QDK P QD KD
NN NG NN NG
™ . kDa Y :
anti-NcGRAQ*h— - Lsgi— -

anti-NcGRA7 * _F = g
Bez=- 1
anti-NcSAG1 h_*_za_. - *

Abbildung 4.25 Zellfraktionierung von N. caninum mittels Ultrazentrifugation. Fir diese Analyse wur-
den N. caninum infizierte Wirtszellen und extrazellulare N. caninum verwendet und mit spezifischen
Antikérpern mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die Daten zeigen, dass NcGRA9 nicht nur in
einer l6slichen Form sondern auch membran- oder aggrgatgebunden in N. caninum vorliegt. Fir die
Auswertung wurden 1/20 der Pellets beziehungsweise Uberstande eingesetzt.

LSP: ,low speed‘ Pellet; LSU: ,low speed* Uberstand; HSP: ,high speed“ Pellet; HSU: ,high
speed“ Uberstand

Nachdem gezeigt wurde, dass NcGRA9 zum Teil an Membranen gebunden oder an Pro-
teinaggregate assoziiert ist, wurden weiterfiuhrende Analysen angeschlossen, die die Art der
Interaktion aufklaren sollten. Daflir wurde die Pelletfraktion, die aus der Ultrazentrifugation
(HSP) resultiert, genauer untersucht, indem sie mit verschiedenen destabilisierenden Agen-
zien behandelt wurde. Es wurde wieder die Verteilung von NcGRA9 in N. caninum infizierten
Wirtszellen und in extrazellularen N. caninum analysiert.

Von den N. caninum infizierten Wirtszellen wurde der Inhalt der PV, der sich im HSP befand,
der Behandlung mit verschiedenen Agenzien unterzogen (Abbildung 4.26). Nach der Inkuba-
tion mit 50 mM Tris/HCI (pH 8) oder 0,5 M KCI konnte NcGRA9 nicht vom Pellet geldst wer-
den. Nach einer Behandlung mit 0,1 M NaHCO; (pH 11) und mit 4 M Urea wurde etwa die
Halfte des NcGRA9 vom Pellet entfernt. Durch 6 M Urea wurde das gesamte NcGRA9 aus
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der Pelletfraktion herausgeldst. Nach Inkubation mit 1 % Igepal beziehungsweise 1,5 % Tri-
ton X-114 wurde nur ein geringer Teil des NcGRA9 in den Uberstand abgegeben. Als Kon-
trolle wurde das Oberflachenprotein NcSAG1 verwendet, das sich nur durch Detergensbe-
handlung (1,5 % Triton X-114) von der Pelletfraktion 16sen lie3, da es bekanntermalden ein
integrales Membranprotein ist.

01 M

50 mM Tris NaHCO, 1,5 %
pH 8 0,5 M KCI pH 11 4MUrea 6MUrea 1% lgepal Triton X-114

P U P U P U P U P U P U P U
Y i
anti-NcCGRA9 W — b — — _lr: _— ; -

i-NcSAG1 -
ol B8 2 e-0uge

Abbildung 4.26 Analyse der Interaktionsart zwischen NcGRA9 und dem intravakuoldren Netzwerk.
Das HSP, das nach Ultrazentrifugation des LSU erhalten wurde, wurde mit verschiedenen destabilisie-
renden Agenzien behandelt, um die Art der Interaktionen von NcGRA9 mit anderen Proteinen oder
Membranen zu bestimmen. Nach erneuter Ultrazentrifugation wurde in den resultierenden Pellet- (P)
und Uberstandsfraktionen (U) NcGRA9 mittels Western Blot-Analysen detektiert. Das Oberfldchenpro-
tein NcSAG1 wurde als Kontrolle verwendet. Es wurde 1/20 des entsprechenden Pellets bzw. Uber-
stands aufgetragen.

Zusatzlich wurde auch das Verhalten von NcGRA9 in extrazellularen N. caninum mit der
identischen Methode analysiert (Abbildung 4.27). Auch hier konnte NcGRAS9 teilweise durch
0,1 M NaHCO; (pH 11) und vollstandig durch 6 M Urea aus der HSP-Fraktion geldst werden.

01 M
50 mM Tris NaHCO, 1,5 %
pH 8 0,5 M KCI pH 11 4MUrea 6MUrea 1% Igepal Triton X-114

P U P U P U P U

U P U P U P
anti-NCGRAG e - PN - -
anti-NcSAG1 . ‘ = & = | l-. ‘ -

Abbildung 4.27 Analyse der Interaktionsart von NcGRA9 in extrazellularen N. caninum. Das HSP von
gereinigten Tachyzoiten wurde mit verschiedenen destabilisierenden Agenzien behandelt und einer
erneuten Ultrazentrifugation unterzogen und so in eine Pellet- (P) und eine Uberstandsfraktion (U)
aufgetrennt. Es wurde mittels Western Blot analysiert, welche Agenzien in der Lage waren, NcGRA9
vom Pellet zu l6sen und in den HSU zu Uberfiihren. Als Kontrollprotein wurde erneut NcSAG1 unter-
sucht. Es wurde 1/20 des entsprechenden Pellets bzw. Uberstands aufgetragen.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass NcGRA9 zu den exkretierten/sekretierten
Antigenen von N. caninum zahlt und dass es in den dichte Granula von N. caninum lokali-
siert ist. Durch Triton X-114-Partionierungsexperimente konnte der, in in silico-Analysen vor-

hergesagte, eher hydrophile Charakter des Proteins bestatigt werden.

76



Ergebnisse

Aulerdem wurde deutlich, dass NcGRA9 innerhalb von N. caninum aber auch innerhalb der
parasitophoren Vakuole als I6sliches und als membran- oder proteinaggregatassoziiertes

Protein vorliegt.

4.7. Expression von rekombinantem NcGRA9 in Neospora caninum
Um das Lokalisationsverhalten von NcGRA9 noch detaillierter zu untersuchen, sollten N.

caninum-Tachyzoiten erzeugt werden, die zusatzlich zum endogenen NcGRA9 noch ein re-
kombinantes NcGRA9, das zur Unterscheidung einen C-terminalen HA-Tag tragt, exprimie-
ren. Da N. caninum sehr eng mit T. gondii verwandt ist, wurde zu diesem Zweck das zur Pro-
teinexpression in T. gondii bekannte Transferplasmid pTUB-HA verwendet. Dazu wurde zu-
nachst die cDNA-Sequenz des Volllangen-Ncgra9 ohne das Stopcodon in pTUB-HA kloniert
und N. caninum wurde mit diesem Konstrukt transfiziert. Die Parasiten wurden unter Chlo-
ramphenicol-Selektion kultiviert, es konnte jedoch keine Expression des HA-markierten
NcGRA9 nachgewiesen werden. In diesem Transferplasmid wurde die Ncgra9-Sequenz un-
ter Kontrolle des T. gondii B-Tubulin-Promoter transkribiert. In Diskussionen mit unseren Ko-
operationspartnern stellte sich heraus, dass der T. gondii B-Tubulin-Promoter in N. caninum
nicht funktionsfahig ist. Aus diesem Grund wurde die Ncgra9-cDNA in das Plasmid pDHFR-
TSc3 kloniert (Donald und Roos, 1993). Als Promoterregion wird in diesem Expressions-
plasmid der DHFR-Promoter genutzt. Dieser Promotor wurde mittels PCR aus dem Plasmid
heraus amplifiziert, wobei auch die Sequenzen der Restriktionsendonuklease-
Erkennungsstellen Spel und Notl am 5- beziehungsweise 3’-Ende angefligt wurden. Auler-
dem wurden zwei zusatzliche Restriktionsendonuklease-Erkennungsstellen am 3‘-Ende vor
Notl eingefugt (Avrll und Ncol). Die erhaltene Sequenz wurde Uber die Schnittstellen Spel
und Notl in die Plasmidsequenz inseriert. AnschlieRend wurde die Ncgra9-cDNA-Sequenz
inklusive C-terminalem HA-Tag gefolgt von einem Stopcodon eingefiigt, dies wurde mit Hilfe
der Schnittstellen Ncol und Notl durchgefihrt. SchlielRlich wurden 300 Basenpaare der 3'-
Region von Ncgra9 mittels PCR auf genomischer N. caninum-DNA amplifiziert und Uber die
Schnittstellen Avrll und Ncol in die Plasmidsequenz eingebracht. Dieser Bereich der 3’-
Region ist fur die Terminierung der Transkription wichtig. Die Richtigkeit der Sequenzen
wurde nach jedem Klonierungsschritt durch Sequenzierungen bestatigt. N. caninum wurde
mit diesem Konstrukt transfiziert, unter Pyrimethamin-Selektion kultiviert und die erfolgreiche
Expression des HA-markierten Proteins wurde durch Western Blot-Analyse bestatigt (Abbil-
dung 4.28). Es wurden vier stabile Klonlinien aus der gemischten Kultur isoliert. Nur die Klo-
ne 1, 2 und 4 zeigten eine Expression des HA-markierten Proteins mit einem Molekularge-
wicht von etwa 40 kDa. Allerdings war die Starke der Expression zwischen den Klonlinien

unterschiedlich.
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@C’Q & {50(\ \l}d’\\ Abbildung 4.28 Expressionsnachweis von
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N N N Western Blot-Analyse. Nach der Transfektion von
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heraus vier stabile Klonlinien isoliert. Die Expres-

anti-HA ‘- #» __39kpa sion von NcGRA9-HA wurde mittels Western
Blot-Analyse mit anti-HA-Antikérpern nachgewie-

sen. Es wurden 20 pg NLA aufgetragen.

Die Expression von NcGRA9-HA wurde auch auf Basis von Immunfluoreszenzanalysen be-
statigt. Hierfir wurden extrazellulare Wildtyp-N. caninum und transfizierte N. caninum analy-
siert. Wie schon gezeigt wurde, wird endogenes NcGRA9 in extrazellularen Parasiten inner-
halb der dichte Granula detektiert. Mit Hilfe des anti-HA-Antikdrpers konnte flr das transfi-
zierte NcGRA9-HA ebenfalls eine Lokalisierung innerhalb der dichte Granula gezeigt werden
(Abbildung 4.29). Dies deutet darauf hin, dass transfiziertes NcGRA9-HA dasselbe Lokalisie-

rungsverhalten wie endogenes NcGRA9 innerhalb der Parasiten aufweist.

anti-NcGRA9 anti-HA

Wildtyp »
M. caninum
N. caninum
+ NcGRAS-HA

Abbildung 4.29 Lokalisierung des transfizierten NcGRA9-HA innerhalb von extrazelluldren N. cani-
num-Tachyzoiten. Mittels Immunfluoreszenzanalyse wurde die Lokalisation von transfiziertem
NcGRA9-HA (rot) im Vergleich zu endogenem NcGRA9 (griin) untersucht. Der MaRstabsbalken steht
fur 5 ym. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI dargestellt.

Uberlagerung

Die Lokalisation des transfizierten NcGRA9-HA wurde auch nach Wirtszellinvasion der Ta-
chyzoiten mittels Immunfluoreszenzanalyse bestimmt. Es wurde ebenfalls die Verteilung des
transfizierten Proteins mit endogenem NcGRA9 verglichen (Abbildung 4.30). Es wurde deut-
lich, dass sowohl endogenes als auch transfiziertes, HA-markiertes NcGRA9 nach Wirts-
zellinvasion hauptsachlich innerhalb der PV zu finden sind. Dies deutet darauf hin, dass
transfiziertes NcGRA9-HA, genau wie endogenes NcGRA9 von N. caninum in die PV sekre-
tiert wird. Die Proteine weisen innerhalb des vakuolaren Raums eine deutliche Kolokalisation

auf.
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anti-NcGRA9 anti-HA Uberlagerung

Wildtyp
N. caninum

N. caninum
+ NcGRAS-HA

Abbildung 4.30 Analyse der Lokalisation des transfizierten NcGRA9-HA nach Wirtszellinvasion.
Transfiziertes NcGRA9-HA (rot) wurde nach Wirtszellinfektion innerhalb der PV gefunden und zeigte
eine Kolokalisation mit endogenem NcGRA9 (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.
Der Malstabsbalken steht fir 10 um.

Nachdem die Lokalisierung des transfizierten NcGRA9-HA innerhalb des Tachyzoitenstadi-
ums untersucht worden war, wurde eine Analyse von SNP-induzierten Bradyzoiten ange-
schlossen. Daflir wurde N. caninum wie bereits beschrieben flr vier beziehungsweise acht
Tage in der Gegenwart von SNP kultiviert. Als Kontrolle wurden die Parasiten fur denselben
Zeitraum ohne SNP kultiviert. Nach SNP-Behandlung zeigten die Parasiten eine BAG1-
Expression, welche auf eine Stadienkonversion hindeutet, da BAG1 ein Bradyzoiten-
spezifisches Protein ist (Abbildung 4.31). Nach SNP-Behandlung war NcGRA9-HA haupt-
sachlich in den Randbereichen der Zysten zu finden. Damit ergibt sich innerhalb der PV und

der parasitaren Zysten ein ahnliches Verteilungsmuster von rekombinantem NcGRA®O.
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Abbildung 4.31 Expression von rekombinantem NcGRA9-HA in Tachyzoiten und Bradyzoiten. Das
HA markierte NcGRA9 ist in griin, der Bradyzoitenmarker BAG1 in rot dargestellt. Der Zellkern wurde
mit DAPI blau angefarbt. Der Mal3stabsbalken steht fir 10 pm.

Nachdem gezeigt wurde, dass transfiziertes NcGRA9-HA dieselbe Lokalisation wie endoge-
nes NCGRA9 zeigt, wurde analysiert, ob NcCGRA9-HA auch die gleiche subzellulare Vertei-
lung zeigt. Dazu wurden, wie oben beschrieben, Zellfraktionierungen mittels Ultrazentrifuga-
tion durchgefuhrt.

Die in Abbildung 4.32 gezeigten Daten belegen, dass auch NcGRA9-HA in Tachyzoiten und
in der PV in einer léslichen Form vorkommt (Nachweis im HSU). Die Analyse des HSP bei-
der Ansatze ergab, dass auch transfiziertes NcCGRA9-HA in der Lage ist, mit Membranen
oder Proteinaggregaten zu interagieren und sich somit in allen Uberpriften Parametern ge-
nauso verhalt, wie das endogene NcGRAJ9.

extrazellulare N. caninum
N. caninum infizierte Wirtszellen
QD K H QN KD
F T EL NN N
kDa
anti-HA e ene o 30 o - —
anti-NcGRA7 — . PAmwm

——

Abbildung 4.32 Analyse des Interaktionsverhaltens von NcGRA9-HA. Es wurden extrazellulare N.
caninum und N. caninum infizierte Wirtszellen lysiert und mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. Das
Vorhandensein von NcGRA9-HA wurde mit einem Tag-spezifischen Antikérper in Western Blot-
Analysen Uberprift. NcGRAY diente als Kontrolle fir die erfolgreiche Fraktionierung. Von den jeweili-
gen Pellets und Uberstanden wurde 1/20 aufgetragen. * = erwartetes Molekulargewicht
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4.8. Heterologe Expression von NcGRA9 in Toxoplasma gondii
Da die Proteine NcGRA9 und TgGRA9 eine Sequenzidentitat von 60 % aufweisen, war es im

Rahmen dieser Arbeit von Interesse zu untersuchen, wie sich NcGRA9 in T. gondii verhalten
wuirde. Deshalb wurde die cDNA-Sequenz von Ncgra9 in das Plasmid pTUB-HA kloniert und
anschlieend zur Transfektion von T. gondii verwendet. Mit Hilfe des HA-Tags war es mog-
lich, transfiziertes NcGRA9 von endogenem TgGRA9 zu unterscheiden. Allerdings wurde
transfiziertes NcGRA9 auch von dem Antiserum gegen TgGRA9 erkannt, da es zwischen
den Spezies T. gondii und N. caninum kreuzreagiert. Nach der Transfektion von T. gondii
wurden sechs stabile Klonlinien etabliert, die alle das HA-markierte NcGRA9 exprimierten.
Diese Expression wurde mittels Western Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung 4.33). Das
heterologe NcGRA9-HA wurde bei einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa detektiert. Das
endogene NcGRAS9 hat in der SDS-PAGE ein Molekulargewicht von etwa 39 kDa, das Mole-
kulargewicht des HA-Tags entspricht etwa 1 kDa.

é;\\ Abbildung 4.33 Nachweis des HA-

v markierten NcGRA9 in transfizierten

,("Q" (\’\ (\q, Q‘b {\b& 043 Qﬂb T. gondii. Die Western Blot-Analyse
O pO O O O O konnte bestatigen, dass in den

é& S S S S sechs stabilen Klonen das NcGRA9-

HA exprimiert wurde. Als Negativ-

. kontrolle wurde Lysat von Wildtyp T.
anti-HA - W WS s == _39kDa gondii verwendet. Es wurde 20 g

TLA aufgetragen.

Die Expression von NcGRA9-HA in T. gondii wurde auch mittels Immunfluoreszenzanalyse
untersucht, um die Lokalisierung innerhalb von T. gondii zu detektieren. Nach Wirtszellinva-
sion war das transfizierte NcGRA9-HA hauptséachlich innerhalb der PV nachweisbar (Abbil-
dung 4.34). Bei der Uberlagerung von transfiziertem NcGRA9-HA und endogenem TgGRA9
wurde deutlich, dass die beiden Proteine dieselbe Lokalisierung innerhalb der PV zeigten
und daher kolokalisierten. Das lasst darauf schlielen, dass transfiziertes NcGRA9-HA in T.

gondii dasselbe Lokalisationsverhalten zeigt, wie das endogene TgGRA9.
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Abbildung 4.34 Analyse der Lokalisation von transfiziertem NcGRA9-HA in T. gondii. Um die Lokali-
sation von NcGRA9-HA in T. gondii darzustellen, wurde eine Immunfluoreszenzanalyse mit Wirtszel-
len durchgefiihrt, die mit NcGRA9-HA transfizierten T. gondii infiziert wurden. Es zeigte sich eine deut-
liche Kolokalisation von TgGRA9 (detektiert in grin mit einem spezifischen Antiserum) und NcGRA9
(rot, detektiert mit anti-HA Antikorpern). Dies wird in der Uberlagerten Darstellung der Kanale beson-
ders deutlich. Zusatzlich wurde eine Kernfarbung mit DAP| vorgenommen (blau).

4.9. Analyse funktioneller Domanen im NcGRA9 Protein
Das NcGRA9-Protein von N. caninum gehdrt zu den ,exkreted/secreted antigens® und ist

wahrscheinlich am Aufbau der parasitophoren Vakuole beteiligt. Wie bei den meisten dichte
Granula-Proteinen ist eine genaue Funktion nicht bekannt. Man nimmt aber allgemein an,
dass die dichte Granula-Proteine am Nahrstoffaustausch zwischen Parasit und Wirtszelle
beteiligt sind. Die bisherigen Analysen zeigen, dass NcGRA9 ein definiertes Targeting-
Verhalten im Parasiten, aber auch in der parasitophoren Vakuole aufweist. Es ist daher von

Interesse, welche Molekiilbereiche fiir das Targeting von NcGRA9 verantwortlich sind.

4.9.1. Expression von C-terminalen trunkierten NcGRA9-Proteinen in Neospora
caninum

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es mdglich war mit pPDHFR-TSc3 NcGRA9-HA in N.
caninum zu exprimieren, wurden C-terminale Verkirzungen von NcGRA9 konstruiert und die
modifizierten Sequenzen in pDHFR-TSc3 kloniert. Das Schema in 4.35 zeigt die vier C-
terminalen Verklrzungen, die alle die Proteinsequenz vor einem alphahelikalen Bereich
trunkieren. A280 NcGRA9-HA verkirzt das Protein in der Art, dass ein C-terminales PEST-
Motif und eine darin enthaltene Alphahelix entfernt werden. Die Verkirzung A237 ist dadurch
gekennzeichnet, dass zusatzlich eine angrenzende Alphahelix entfernt wird. In der Verkir-
zung A201 fehlt zusatzlich eine Alphahelix mit hydrophobem Charakter und in der Verkur-

zung A81 wird auflerdem die amphipathische Alphahelix entfernt.
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Abbildung 4.35 Schematische Darstellung der C-terminalen Verkiirzungen von NcGRA9. Das Sche-
ma stellt dar, welche Domanen jeweils durch die C-terminalen Trunkierungen entfernt werden. Aul3er-
dem ist das N-terminale Signalpeptid (rot) und das HA-Tag (griiner Stern) dargestellt. Die Bereiche,
die durch die C-terminalen Verkirzungen entfernt werden, sind in verschiedenen Blauténen darge-
stellt.

Nach der Klonierung von stabilen Klonlinien mit den verschiedenen C-terminalen Verklrzun-
gen des Ncgra9 wurde analysiert, ob mRNA der HA-markierten Konstrukte in N. caninum
nachzuweisen war. Daflir wurden Reverse Transkriptase-PCR-Analysen durchgefihrt, mit
Oligonukleotiden, die das N-terminale Ende von Ncgra9 erkannten und andererseits an das
HA-Tag anlagerten. So konnte nachgewiesen werden, welche der gemischten Parasitenkul-
turen beziehungsweise stabilen Klone die jeweilige Ncgra9-Variante in das Genom integriert
hatte und diese auch transkribierten. Es konnte gezeigt werden, dass alle Ncgra9-HA-
Varianten in zumindest einem Klon transkribiert wurden (Abbildung 4.36). Fir das Volllangen
Ncgra9-HA (VL) wurde ein Fragment aus 984 Basenpaaren erwartet und in drei der mit 1
gekennzeichneten stabilen Klone gefunden. Das Amplifikat von A280 Ncgra9-HA besteht
aus 866 Basenpaaren und wurde in funf stabilen Klonen exprimiert, die mit 2 gekennzeichnet
sind. FUr A237 Ncgra9-HA wurde ein 737 Basenpaar-Fragment erwartet, welches in Klon 3.2
gefunden wurde. Das A201 Ncgra9-HA Fragment sollte 629 Basenpaare enthalten und war
in vier Klonen nachweisbar, die mit 4 gekennzeichnet sind. Das A81 Ncgra9-HA Fragment
mit 269 Basenpaaren konnte in Klon 5.2 nachgewiesen werden. Die Abbildung 4.36 zeigt
ferner, dass die mRNA der einzelnen Ncgra9-Varianten in den verschiedenen Klonen unter-

schiedlich stark transkribiert wurde.
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Abbildung 4.36 Reverse Transkriptase-PCR zum Nachweis, dass die Ncgra9-HA-Varianten in das N.
caninum Genom integriert und auch transkribiert wurden. Fur alle Ncgra9-HA-Varianten konnten PCR-
Fragmente mit der erwarteten Anzahl an Basenpaaren amplifiziert werden. Nicht alle Klone zeigten
einen Transkriptspiegel der untersuchten mRNA. Die Menge der transkribierten mRNA war nicht fur
alle Klone identisch, obwohl dieselben Mengen cDNA (100 ng) fiir jede RT-PCR-Reaktion eingesetzt
wurde.

Zum Nachweis der Expression der verkirzten NcGRA9-HA Proteine in N. caninum wurden
Western Blot-Analysen durchgefuhrt. Dazu wurden Lysate von infizierten Wirtszellen herge-
stellt und nach Zentrifugation das Pellet und der Uberstand der verschiedenen Klone auf die
Expression der HA-markierten Proteine mit anti-HA-Antikorpern Uberpruft (Abbildung 4.37).
A81 NcGRA9-HA konnte mittels Western Blot-Analyse in keinem der Klone nachgewiesen
werden. Die anderen NcGRA9-HA—-Varianten hingegen wurden exprimiert und konnten de-
tektiert werden. Volllangen NcGRA9-HA wurde bei einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa
nachgewiesen, wobei das theoretische Molekulargewicht bei 36 kDa liegt. Die Verkurzung
A280 wurde bei etwa 35 kDa detektiert und das theoretische Molekulargewicht liegt bei 32
kDa. A237 zeigte sich mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kDa im Western Blot, wobei
das theoretische Molekulargewicht bei 27,2 kDa liegt. Bei etwa 26 kDa wurde die Verklrzung
A201 gefunden, deren theoretisches Molekulargewicht mit 23,4 kDa berechnet wurde. Die
Western Blot-Analyse machte deutlich, dass nicht alle gestesteten Klone das transfizierte
Protein exprimierten und dass die Menge des exprimierten Proteins in den einzelnen Klonen
unterschiedlich war. Die verkiirzten Proteine wurden zumeist im Uberstand der Parasitenly-
sate gefunden, nur Volllangen NcGRA9-HA und A280 NcGRA9-HA waren auch teilweise im

Pellet des Parasitenlysats zu finden.
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Abbildung 4.37 Nachweis der HA-markierten NcGRA9-Varianten mittels Western Blot-Analyse. Es
wurde Lysat aus intrazellularen N. caninum-Tachyzoiten hergestellt und das Pellet (P) und der Uber-

stand (U) wurden auf die Expression der HA-markierten Proteine untersucht. Von den Pellets wurde
1/20 aufgetragen, von den Uberstanden 20 ug Protein.

4.9.2. Lokalisierung von C-terminal trunkierten NcGRA9-Proteinen in Neospora
caninum

Darlber hinaus wurde die Lokalisierung der transfizierten NcGRA9-HA-Varianten in der pa-
rasitophoren Vakuole mittels Immunfluoreszenzanalyse bestimmt (Abbildung 4.38). Als Kon-
trollprotein wurde NcGRA7 eingesetzt. Fur Volllangen NcGRA9-HA wurde, wie schon in Ab-
bildung 4.27 gezeigt, eine Sekretion in die PV festgestellt. AulRerdem wurde das HA-
markierte Volllangenprotein auch im Bereich der PVM detektiert. A280 NcGRA9-HA wurde
sowohl innerhalb der Parasiten gefunden als auch sekretiert in der PV. In den Féllen, in de-
nen das Protein innerhalb der Parasiten verblieb, war es hauptsachlich apikal der Zellkerne
lokalisiert. Das sekretierte A280 NcGRA9-HA hingegen war bevorzugt im vakuolaren Raum
verteilt. A201 NcGRA9-HA war stets nur innerhalb der Parasiten zu detektieren. Dort war das
Protein grofitenteils im paranuklearen Bereich verteilt. Die beiden anderen verkirzten Prote-
ine A237 NcGRA9-HA und A81 NcGRA9-HA konnten mittels Immunfluoreszenzanalyse nicht

nachgewiesen werden.
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anti-HA anti-NcGRA7

Abbildung 4.38 Lokalisationsanalyse der transfizierten NcGRA9-HA-Varianten in N. caninum infizier-
ten Wirtszellen. Es wurde gezeigt, dass VolllAngen NcGRA9-HA in die PV sekretiert wird und dort
auch im Bereich der PVM lokalisiert ist. A280 NcGRA9-HA wurde entweder innerhalb der Parasiten
detektiert, wo es apikal der Zellkerne akkumulierte, oder sekretiert in die PV. A201 NcGRA9-HA war
ausschlieBlich innerhalb der Parasiten lokalisiert und dabei verstarkt im paranuklearen Bereich. Der
Malstabsbalken steht fur 10 ym. Anti-HA ist in griin und anti-NcGRA7 in rot dargestellt, die Zellkerne
sind mit DAPI (blau) gefarbt.

Uberlagerung

Wildtyp
N. caninum

N. caninum
+ VL NcGRA9-HA

N. caninum
+ A280 NcGRA9-HA
innerhalb der Parasiten

N. caninum
+ A280 NcGRA9-HA
sekretiert in die PV

N. caninum
+A201 NcGRAS-HA

N. caninum
+A201 NcGRA9-HA

Da deutlich wurde, dass A280 NcGRA9-HA in N. caninum infizierten Wirtszellen sowohl se-
zerniert als auch parasitengebunden vorlag, wurde bestimmt, zu welchem Prozentsatz das

Protein innerhalb der Parasiten verbleibt und zu welchem Anteil das Protein sekretiert wird.
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Dafir wurden in drei unabhangigen Immunfluoreszenzanalysen jeweils 100 Vakuolen aus-
gezahlt und das unterschiedliche Lokalisationsverhalten als Prozentsatze in einem Dia-
gramm dargestellt (Abbildung 4.39). Es wurde deutlich, dass 54,3 % der Vakuolen sekretier-
tes A280 NcGRA9-HA aufwiesen und in 45,6 % A280 NcGRA9-HA nur innerhalb der Parasi-

ten zu finden war.

100+

804

% der PV

Abbildung 4.39 Lokalisationsverhalten von A280 NcGRA9-
HA in der PV beziehungsweise den intrazelluldren Parasiten.
Es wurden je 100 PV aus drei unabhangigen Immunfluores-
zenzanalysen ausgezahlt.

@l sckretiert
) innerhalb der Parasiten

4.9.3. Einfluss der Expression von verkiirzten Varianten des NcGRA9-Proteins
auf die Viabilitat der Parasiten

Um zu Uberprifen, ob die transfizierten NcGRA9-HA-Varianten einen Einfluss auf das

Wachstum von N. caninum vermitteln, wurden Proliferationstests durchgefihrt.
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S 1.0x100 - & VL
=
= Bl 280
E 1.0x1095 - = A237
< = A201
1.0510%4 - 0J a8

Abbildung 4.40 Wachstumsverhalten der transfizierten N. caninum im Vergleich zu Wildtyp-N. cani-
num. HFF wurden mit 1 x 10° N. caninum-Tachyzoiten der unterschiedlichen Klone infiziert. Nach drei
Tagen wurde die Anzahl der Parasiten mittels gPCR bestimmt. Die Daten sind angegeben als Mittel-
wert und Standardabweichung aus Dreifachbestimmungen.

Dazu wurden HFF mit N. caninum infiziert und nach drei Tagen Kultur die Anzahl der trans-

fizierten N. caninum pro Kultur mit der von Wildtyp-N. caninum mittels quantitativer Real Ti-
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me-PCR verglichen (Abbildung 4.40). Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

im Wachstumsverhalten der verschiedenen N. caninum-Klone.

4.9.4. Analyse des Sekretionsverhaltens der C-terminal verkiirzten NcGRA9-
Proteine

In den folgenden Experimenten wurde analysiert, ob die C-terminalen Deletionen des
NcGRA9-Proteins einen Einfluss auf das Sekretionsverhalten vermitteln. Um die Sekretion
der NcGRA9-HA-Varianten Uber einen Zeitraum von 24 h zu verfolgen, wurden zu verschie-
denen Zeitpunkten nach der Wirtszellinfektion Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt. Voll-
langen NcGRA9-HA war bereits nach 20 min innerhalb der PV zu detektieren (Abbildung
4.41). Nach der Sekretion akkumulierte das Protein lateral des Parasiten und 4 h nach Infek-
tion war Volllangen NcGRA9-HA auch tiefer im vakuolaren Raum zu finden. 8 h nach der
Infektion war Volllangen NcGRA9-HA bereits im Bereich der PVM zu detektieren.

anti-HA anti-HA

Uberlagerung Uberlagerung

5 min 4 h

20 min

Abbildung 4.41 Kinetik der Sekretion von Volllangen NcGRA9-HA. Die Pfeile deuten auf die im Text
beschriebene Lokalisierung von Volllangen NcGRA9-HA (rot) hin. Die Zellkerne wurden mit DAPI
(blau) angefarbt.

Das Sekretionsverhalten von A280 NcGRA9-HA wurde ebenfalls untersucht und das Ergeb-
nis ist in Abbildung 4.42 dargestellt. Das HA-markierte Protein war bis zu einem Zeitpunkt
von 2 h nach Infektion nur innerhalb der Parasiten zu detektieren. 4 h nach Infektion konnte
A280 NcGRA9-HA in der PV lateral des Parasiten gefunden werden. Nach 8 h war eine Ak-

kumulation des Proteins seitlich von N. caninum festzustellen. Erst 24 h nach Infektion war
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A280 NcGRA9-HA in ca. 50 % der Klone im tieferen vakuolaren Raum detektier-
bar.

anti-HA Uberlagerung anti-HA Uberlagerung

5 min 4 h

Abbildung 4.42 Sekretionsverhalten von A280 NcGRA9-HA zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Pfeile
deuten auf die im Text beschriebene Lokalisierung von A280 NcGRA9-HA (rot) hin. Die Zellkerne sind
mit DAPI (blau) dargestellt.

Als dritte NcGRA9-HA-Variante wurde auch A201 NcGRA9-HA analysiert (Abbildung 4.43).
Es zeigte sich, dass das Protein bis zu 24 h nach Infektion ausschliel3lich innerhalb der N.
caninum-Tachyzoiten zu detektieren war.

anti-HA

Uberlagerung anti-HA Uberlagerung

5 min 24 h

Abbildung 4.43 Analyse der Lokalisation von A201 NcGRA9-HA (iber einen Zeitraum von 24 h. 5 min
nach Infektion war A201 NcGRA9-HA (rot) innerhalb von N. caninum zu finden. Auch zu den weiteren
analysierten Zeitpunkten war das Protein nur innerhalb der Tachyzoiten zu detektieren, was am Be-
spiel der Analyse der infizierten Wirtszellen 24 h nach Infektion demonstriert wird. Die Pfeile deuten
auf die im Text beschriebene Lokalisierung von A201 NcGRA9-HA hin. Die Zellkerne wurden mit DAPI
(blau) angefarbt.

Die hier gezeigten Daten legen nahe, dass die bei Aminosdure 280 und Aminosaure 201

verkirzten Proteine im Vergleich zu Volllangen NcGRA9-HA und endogenem NcGRA9 ein
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verandertes Sekretionsverhalten zeigen. Dies wurde in einem zweiten funktionellen Ansatz
Uberpruft. Dabei wurde die Sekretion der Proteine durch extrazellulare Parasiten analysiert.
Dazu wurden freie Tachyzoiten in serumreichem Medium flr 1 min, 30 min und fir 360 min
inkubiert und die Kulturtiberstande mittels Western Blot-Analysen auf exkretierte/sekretierte
Antigene (ESA) untersucht (Abbildung 4.44). Fur Volllangen NcGRA9-HA wurde deutlich,
dass die Menge des rekombinanten Proteins im Uberstand Uber die Zeit zunahm. Das C-
terminal trunkierte Protein A280 NcGRA9-HA war erst nach 6 Stunden in geringen Mengen
im Uberstand zu finden. A201 NcGRA9-HA konnte bei der ESA-Analyse nicht identifiziert

werden.

ESA NLA
min 1 30 360

+ Volllangen NcGRAY-HA - - @
+ A280 NcGRAS-HA -

+ A201 NcGRA9-HA

anti-HA

Abbildung 4.44 Analyse der ESA-Praparation von Parasiten, die verschiedene NcGRA9-HA-
Varianten exprimieren. Volllangen NcGRAS-HA konnte zu jedem untersuchten Zeitpunkt im ESA-
haltigen Uberstand nachgewiesen werden und die Proteinmenge nahm Uber die Zeit zu. A280
NcGRA9-HA war nur in geringen Mengen nach 360 min im Uberstand detektierbar. A201 NcGRA9-HA
konnte zu keinem Zeitpunkt in den ESA-haltigen Uberstanden nachgewiesen werden. Als Vergleich
wurde 20 ug NLA von Wirtszellen, die mit den entsprechend transfizierten N. caninum infiziert waren,
aufgetragen. ESA wurde von 1 x 108 Tachyzoiten / ml prapariert und 15 pl wurden aufgetragen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die C-terminal verkurzten Proteine A280 NcGRA9-HA
und A201 NcGRA9-HA sowohl wahrend des Wachstums in der parasitophoren Vakuole als
auch wahrend der Produktion von ESA vermindert sekretiert werden. Dabei kann man aus-
schlieen, dass dies auf einer toxischen Wirkung beruht, da die Produktion dieser beiden

Proteine keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Parasiten zeigt.

4.10. Identifikation moglicher Interaktionspartner von NcGRA9
Um mdgliche Interaktionspartner von NcGRA9 nach der Sekretion in die PV zu identifizieren,

wurden Ko-Immunprazipitationen durchgefihrt. Dafir wurden Wirtszellen flr 24 Stunden mit

Volllangen NcGRA9-HA transfizierten N. caninum infiziert. Die Zellen wurden danach geern-
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tet und lysiert. Das Lysat wurde mit anti-HA Antikérpern prazipitiert und Gber Protein G-
gekoppelte Agarose aufgereinigt. Als Kontrolle wurde das Lysat von Wirtszellen, die mit
Wildtyp-N. caninum infiziert waren, ebenfalls mit anti-HA-Antikdrpern prazipitiert und aufge-
reinigt. Da nur eine begrenzte Anzahl von N. caninum-spezifischen AntikGrpern in unserem
Labor verfliigbar war, wurden die aufgereinigten Proben zunachst massenspektrometrisch
analysiert. Dabei wurden N. caninum-Proteine identifiziert, welche mdgliche Interaktions-
partner von NcGRA9 sein kénnten. Es wurde ein Quotient aus der ,label-free quantification®-
(LFQ-) Intensitat der unterschiedlichen Proteine des Praziptats im Verhaltnis zur LFQ-
Intensitat in der Kontrolle berechnet. Ab einem Schwellenwert von 2,0 wurden die detektier-
ten Proteine als potentielle Interaktionspartner von NcGRA9 betrachtet. Bei dieser Analyse
wurde NcMAGH1, welches ein bekanntes N. caninum-Protein ist, als mutmaflicher Interakti-
onspartner von NcGRA9 identifiziert (Tabelle 4.3). Im Vergleich dazu erreichte NcGRA7 nicht

den Schwellenwert von 2,0, was gegen eine Interaktion von NcGRA7 mit NcGRA9 spricht.

Tabelle 4.3 Ergebnisse der Ko-Immunprazipitation, die mittels Massenspektrometrie ausgewertet
wurde. Es wurde deutlich, dass NcMAG1 mit einem Verhaltnis von 6,85 liber dem Schwellenwert von
2,0 lag und somit als Interaktionspartner von NcGRA9 in Frage kommt. Der entsprechende Wert von
NcGRAY7 (1,26) lag unter dem Schwellenwert und daher ist es unwahrscheinlich, dass NcGRA7 mit
NcGRAO9 direkt interagiert.

LFQ-Intensitat LFQ-Intensitat Verhaltnis Kom-

IR SETEE Kontrolle Komplex plex/Kontrolle
GRAD9 Protein NCLIV 066630 10289000 702420000 68,27
GRAY Protein NCLIV 021640 22943000 28808000 1,26
MAG1 Protein NCLIV 036410 78995000 540860000 6,85

In einem weiteren Schritt wurde mittels Immunfluoreszenzanalyse untersucht, ob nach Inva-
sion in die Wirtszelle eine Kolokalisation von NcGRA9 und NcMAG1 zu finden ist (Abbildung
4.45). Es zeigte sich, dass die beiden Proteine innerhalb der PV in der Nahe der Tachyzoiten
kolokalisierten. Ein ahnliches Ergebnis wurde auch bei Immunfluoreszensanalysen mit anti-
NcGRA9 und anti-NcGRA7 erzielt (siehe Abbildung 4.15). Eine Kolokalisierung in der Im-
munfluoreszenz ist ein Hinweis auf eine mdgliche Protein-Protein-Interaktion, kann jedoch

auch auf einer raumlichen Nahe der Proteine ohne direkte Interaktion beruhen.
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anti-NcGRA9 anti-NcMAG1

Abbildung 4.45 Analyse der Kolokalisation von NcGRA9 und NcMAG1 nach Wirtzellinvasion. Mittels
Immunfluoreszenzanalyse wurde die Lokalisierung von NcGRA9 und NcMAG1 innerhalb der PV un-
tersucht. NcGRA9 (griin) zeigt eine Kolokalisation mit NcMAG1 (rot) innerhalb der PV in der Nahe der
Tachyzoiten. Die Zellkerne wurden mit DAPI dargestellt (blau). Der Mal3stabsbalken steht fir 10 ym.

Daher wurde in einem orientierenden Experiment das nach Inkubation mit anti-HA-Antikbrper
erhaltene Prazipitat im Western Blot analysiert. Dazu wurden die Proben mit Antikdrpern
gegen HA, NcMAG1 und NcGRA7 ausgewertet. Es wurde deutlich, dass in dem Prazipitat
aus Volllangen NcGRA9-HA transfizierten Parasiten eine starkere Detektion von NcMAG1 zu
finden war als in dem Kontrollprazipitat aus Wildtyp-Parasiten (Abbildung 4.46). NcGRA7 war
in beiden Ansatzen nicht detektierbar.

+ anti-HA
+ VL WT NLA kDa

anti-HA s __ag
anti-NcMAG1 — — 64
anti-NcGRA7 = 2

Abbildung 4.46 Auswertung der Ko-Immunprazipitation mittels Western Blot-Analyse. Lysat von Voll-
ldngen NcGRA9-HA exprimierenden und Wildtyp-N. caninum wurde mit anti-HA-Antikdrpern prazipi-
tiert, um mdogliche NcGRA9-HA-enthaltende Proteinkomplexe zu isolieren. AnschlieRend wurden die
Ansatze mittels Western Blot mit anti-HA, anti-NcMAG1 und anti-NcGRA7 analysiert. 20ug NLA von
Wildtyp-N. caninum wurde als Vergleich aufgetragen.

Dieses Ergebnis belegt, dass NcMAG1 ein maoglicher Interaktionspartner von NcGRA9 ist.

Allerdings muss diese mdgliche Interaktion in weiteren Analysen bestatigt werden.

92



Diskussion

5. Diskussion

Neospora caninum ist phylogenetisch nah verwandt mit Toxoplasma gondii und beide Mikro-
organismen gehéren dem Stamm der Apicomplexa an, welcher ausschlieRlich obligat intra-
zellulare Parasiten umfasst. T. gondii wird als Modellorganismus flr diese Parasitengruppe
angesehen. Viele komplexe Vorgange wie Invasion, Fortbewegung, Stoffwechsel und Wirts-
zellmodifikationen sind in T. gondii detailliert untersucht worden. Aufgrund der phylogene-
tisch nahen Verwandtschaft zwischen T. gondii und N. caninum wird fur einige funktionelle
Vorgange angenommen, dass diese in N. caninum ahnlich ablaufen. Dies gilt insbesondere
fur die Wirtszellinvasion und die Fortbewegung. Fur viele der bei Wirtszellinvasion und Fort-
bewegung von T. gondii wichtigen Proteine konnten homologe Proteine in N. caninum identi-
fiziert werden, wodurch die Hypothese bekraftigt wird, dass diese Prozesse vergleichbar ab-
laufen. Allerdings bestehen zwischen T. gondii und N. caninum gravierende Unterschiede im
Bezug auf das Wirtsspektrum und den Endwirt. Zum Beispiel ist T. gondii ein wichtiges Hu-
manpathogen, wohingegen es keinen Uberzeugenden Beweis fur eine N. caninum Infektion
beim Menschen gibt (Graham et al., 1999; Tranas et al., 1999). Worauf diese Unterschiede
in den Wirtsspektren beruhen, ist bisher nicht abschliefend geklart. Dies deutet aber darauf
hin, dass trotz der vielen bestehenden Homologien zwischen Proteinen der beiden phyloge-
netisch nah verwandten Parasiten nicht der Schluss gezogen werden kann, dass alles, was
fur T. gondii gilt, auch fur N. caninum zutrifft (Hemphill et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde das dichte Granula-Protein NcGRA9 von N. caninum beschrieben. Es
zeigte sich, dass dieses Protein homolog zu dem vor einigen Jahren beschriebenen TQGRA9
von T. gondii ist (Nockemann et al., 1998). Die hier durchgefuhrten Analysen legten dar,
dass NcGRA9 zu den dichte Granula-Proteinen von N. caninum gezahlt werden kann. Ein N-
terminales Signalpeptid, die Lokalisation innerhalb der dichte Granula, das Sekretionsverhal-
ten und das abweichende Molekulargewicht in der SDS-PAGE verglichen mit dem theore-
tisch berechneten sind die Charakteristika, welche NcGRA9 als dichte Granula-Protein defi-
nieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das N. caninum-lsolat NC-1 fir die Analysen verwendet.
Dieses Isolat wurde 1988 aus dem Gehirn eines von Geburt an infizierten Hundes in den
Vereinigten Staaten von Amerika isoliert (Dubey et al., 1998a). Von N. caninum wurden ver-
schiedene Isolate beschrieben, die mittels Multilokus-Microsatellit-Analysen voneinander zu
unterscheiden sind. Die Isolate besitzen eine unterschiedliche Pathogenitat in Mausen
(Atkinson et al., 1999; Collantes-Fernandez et al., 2006; Pereira Garcia-Melo et al., 2010;
Regidor-Cerrillo et al., 2010; Rojo-Montejo et al., 2009). So ist bekannt, dass das Isolat NC-

Liverpool in vitro und in vivo eine hdhere Virulenz besitzt als das Isolat NC-1. Auch bei T.
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gondii sind Isolate unterschiedlicher Virulenz bekannt, wobei Subtypen des Rhoptrien-
Proteins TgROP18 eine unterschiedliche Virulenz definieren. Bei hochvirulenten Stdmmen
ist TJROP18 in der Lage, die bei der Toxoplasmenabwehr wichtigen IRGs (immunity-related
GTPases) durch Phosphorylierung zu inaktivieren, wahrend TgROP18 von niedrigvirulenten
Stammen nicht zu einer IRG-Inaktivierung fahig ist (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al.,
2010). Analysen des homologen Proteins NcROP18 in N. caninum haben ergeben, dass
NcROP18 in N. caninum aufgrund von mehreren, die Sequenz unterbrechenden Stopcodons
ein Pseudogen ist und daher IRGs nicht inaktivieren kann (Reid et al., 2012). Dies liel3 sich
experimentell bestatigen. Es liel3 sich zeigen, dass Interferon-y- (IFN-y-) induzierte IRGs und
auch Guanylat-bindende Proteine (GBPs) an der Abwehr gegen NC-Liverpool aber auch
gegen NC-1 beteiligt sind (Spekker et al., 2012). Da Modifikationen einzelner Proteine so
starke Einflisse auf die Virulenz von Apicomplexa vermitteln kénnen und neben TgROP18
auch TgROP16 (Saeij et al.,, 2006; Saeij et al., 2007), TgJROP5 (Behnke et al., 2012),
TgGRA3 (Craver und Knoll, 2007) und TgGRA15 (Rosowski et al., 2011) ebenfalls Virulenz-
determinanten sein kénnen, wurde Uberprift, ob sich die NcGRA9-Proteinsequenzen von
hoch- und niedrigvirulenten N. caninum-lsolaten unterscheiden. Hier konnten keine Se-
guenzunterschiede gefunden werden. NcGRA9 kann also nicht fir die unterschiedliche Viru-

lenz von NC-1 und NC-Liverpool verantwortlich gemacht werden.

5.1. Beschreibung der genomischen Organisation von Ncgra9
Die Sequenz des Ncgra9-Gens liegt auf Chromosom Xl des N. caninum-Genoms. Die ko-

dierende Sequenz besteht aus 1697 Basenpaaren und enthalt ein Intron. Die genomische
Sequenz eines mutmalilichen NcGRA9-Proteins wurde in der Datenbank ToxoDB veréffent-
licht, die das gesamte Genom des N. caninum-Isolats NC-Liverpool beinhaltet. In dieser Da-
tenbank wurde auch das in dieser Arbeit bestatigte Intron vorhergesagt, das einen typischen
Spleidonor und einen typischen Spleillakzeptor aufweist (Berg et al., 2003). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Ncgra9 als Einzelkopie im N. caninum-Genom vorliegt. Vergli-
chen mit der genomischen Sequenz von Tggra9 aus T. gondii zeigten sich Gemeinsamkeiten.
In Tggra9 ist egenfalls ein Intron vorhanden und es liegt zudem als eine Einzelkopie im T.
gondii-Genom vor (Nockemann et al., 1998). AuRerdem besteht der offene Leserahmen (o-
pen reading frame, ORF) von Ncgra9 sowie von Tggra9 aus 957 Nukleotiden. Diese Ergeb-
nisse belegen, dass Ncgra9 auf genomischer Ebene viele Gemeinsamkeiten mit dem be-

kannten Tggra9 zeigt.
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5.2. Charakterisierung funktioneller Domanen des Proteins NcGRA9
Der ORF von Ncgra9 kodiert fir 318 Aminosauren und das theoretische Molekulargewicht

des Proteins betragt 34,9 kDa. Bei einem Sequenzvergleich mit TgGRA9 konnte eine Identi-
tat von 60 % zwischen den Aminosauren festgestellt werden, wobei die identischen Bereiche
ziemlich gleichmallig Uber die gesamte Sequenz verteilt sind. Somit sind die beiden homolo-
gen Proteine der beiden phylogenetisch nah verwandten Parasiten relativ ahnlich. Der Ver-
gleich anderer homologer dichte Granula-Proteine von N. caninum und T. gondii zeigte nied-
rigere Sequenzidentitaten. Zum Beispiel weisen NcGRA1 und TgGRA1 53 % (Atkinson et al.,
2001), NcGRA2 und TgGRA2 52 % (Ellis et al., 2000), NcGRA6 und TgGRA6 33,5 %
(Liddell et al., 1998), NcGRA7 und TgGRA7 42 % (Howe und Sibley, 1999) und NcMAG1
und TgMAG1 54 % (Guionaud et al., 2010) Sequenzidentitat auf.

In der NcGRA9-Proteinsequenz konnte mittels in silico-Analyse eine hydrophobe N-terminale
Signalsequenz bestimmt werden, die aus 21 Aminosauren besteht. Es ist bekannt, dass alle
Proteine, die in den dichte Granula lokalisieren, ein N-terminales Signalpeptid besitzen
(Mercier et al., 2005). Eine entsprechende Sequenz wurde auch in der Proteinsequenz von
TgGRA9 gefunden (Nockemann et al., 1998). Das N-terminale Signalpeptid ist in T. gondii
und anderen Apicomplexa fir die Translokation des Proteins in das Endoplasmatische Reti-
kulum (ER) von Bedeutung. Dort wird das Signalpeptid entfernt und das reife Protein wird
weiter Uber den Golgi-Komplex zu den Zielorganellen transportiert (Kaasch und Joiner, 2000).
Die Sekundarstruktur von NcGRA9 weist auf Domanen hin, die einen Einfluss auf die Funkti-
on und Lokalisation des Proteins haben kénnten. Die Aminosduren 82 — 101 bieten die Vo-
raussetzungen, eine amphipathische Alphahelix auszubilden. Fir TgGRA9 wurde fir den
gleichen Sequenzbereich die Mdglichkeit zur Auspragung einer Alphahelix mit amphipathi-
schem Charakter vorhergesagt (Adjogble et al., 2004). Die Konservierung dieser Sekun-
darstruktur konnte auf eine Rolle der amphipathischen Alphahelix bei der Funktion oder Lo-
kalisierung von GRA9 beider Parasiten hinweisen. Es ist bekannt, dass amphipathische Al-
phahelices zur Interaktion mit Membranen befahigt sind. Allerdings zeigt die amphipathische
Alphahelix von NcGRA9 keine Anhaufung an basischen Aminosauren, die fur die Interaktion
mit negativ geladenen Membranen (Drin et al., 2007) optimal ware. Daher bleibt die Funktion
dieser Alphahelix in NcGRA9 weiterhin unklar.

Amphipathische Alphaelices sind in den dichte Granula-Proteinen von N. caninum und T.
gondii selten beschrieben. Nur in der Sequenz von GRA2 beider Parasiten wurden mehrere
amphipathische Alphahelices beschrieben (Ellis et al., 2000; Mercier et al., 1993; Travier et
al., 2008), jedoch bisher nur in T. gondii charakterisiert. Die Gruppe von Mercier (Mercier et
al., 1998) konnte nachweisen, dass TgGRA2 von T. gondii, in welchem diese Alphahelices
deletiert wurden, nicht mehr in der Lage ist, an die Membranen des vakuolaren Netzwerks in
der PV zu binden.
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Eine weitere aufféllige Doméane in der Proteinsequenz des Uberwiegend hydrophilen
NcGRAS9 ist eine Alphahelix mit hydrophobem Charakter. Diese hydrophobe Alphahelix ist
mit 14 Aminosauren zu kurz, um eine Transmembrandomane auszubilden. Um den 3 nm
breiten Kohlenwasserstoffkern von Membranen zu lberbriicken, musste die Alphahelix aus
mindestens 20 Aminosauren bestehen (Berg et al., 2003). Die funktionelle Bedeutung der
hydrophoben Alphahelix kdnnte daher in hydrophoben Wechselwirkungen mit anderen N.
caninum-Proteinen liegen. Auffallig ist aullerdem, dass die Aminosduren 201 — 215 innerhalb
dieser Domane eine hundertprozentige Ubereinstimmung beim Vergleich von NcGRA9 und
TgGRA9 aufweisen. Dies konnte bedeuten, dass dieser Bereich fir die Funktion von GRA9
in den beiden Parasiten unerlasslich und daher konserviert ist.

Am C-Terminus von NcGRAS ist eine prolin- (P), glutaminsaure- (E), serin- (S) und threonin-
(T) reiche Sequenz zu finden. Eine derartige PEST-Domane, in welcher saure Aminosauren
vermehrt vorkommen, ist oft in Proteinen zu finden, die eine kurze Halbwertszeit in der Zelle
haben (Rogers et al., 1986). Aulierdem ist bekannt, dass prolinreiche Regionen eine wichti-
ge Rolle bei Protein-Protein-Interaktionen spielen (Kay et al., 2000). In TgGRAS9 ist ebenfalls
im C-terminalen Bereich eine PEST-Sequenz zu finden. Allerdings ist die PEST-Domane in
NcGRA9 mit 22 Aminosauren langer als die TgGRA9 PEST-Domane mit 17 Aminosauren.
Interessant ware es, die Halbwertszeit von einer trunkierten NcGRA9-Variante zu untersu-
chen, welcher die PEST-Domane fehlt. AuRerdem konnten durch das Fehlen der PEST-
Region Interaktionen von NcGRA9 mit anderen Proteinen gestort sein. Untersuchungen un-
serer Arbeitsgruppe mit PEST-deletiertem TgGRA9 von T. gondii ergaben keine Unterschie-
de im Targetingverhalten im Vergleich zu Wildtyp-TgGRA9 (Spekker, 2008). Untersuchun-
gen zu Proteininteraktionen beziehungsweise zur Halbwertszeit mit diesem Toxoplasma-

Protein stehen jedoch ebenfalls noch aus.

5.3. Kreuzreaktion polyklonaler Antiseren gegen NcGRA9 und TgGRA9
Nach der in silico-Analyse von NcGRA9 sollte das Protein molekularbiologisch und im Hin-

blick auf funktionelle Eigenschaften charakterisiert werden. Dazu wurden spezifische Anti-
kérper bendtigt, um NcGRA9 in den verschiedenen Versuchsansatzen nachweisen zu kén-
nen. In dieser Arbeit wurde ein polyklonales Antiserum gegen rekombinantes NcGRA9 her-
gestellt.

Die Vorteile von polyklonalen Antiseren gegen das gesamte Protein sind, dass die groRtmog-
liche Anzahl an linearen Epitopen fir die Generierung von Antikdrpern bereitgestellt wird.
AuRerdem bestehen bei dieser Methode die besten Mdglichkeiten, Antikdrper zu erhalten,
die fur viele verschiedene experimentelle Methoden anwendbar sind. Allerdings besteht das
Risiko, dass polyklonale Antiseren gegen das gesamte Protein neben der spezifischen De-

tektion auch haufiger mit anderen Proteinen kreuzreagieren als polyklonale Peptidantiseren.
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Die Immunisierung mit rekombinantem NcGRA9 war erfolgreich, denn es wurden Antikdrper
produziert, die spezifisch gegen NcGRA9 gerichtet sind. Aul3erdem zeigten die beiden aus
Kaninchen erhaltenen Antiseren Kreuzreaktivitdt gegen das homologe Protein TgGRA9 von
T. gondii. Dies ist eventuell darauf zuriickzufihren, dass eine sechzigprozentige Sequenzi-
dentitat zwischen NcGRA9 und TgGRA9 besteht.

Fur T. gondii und auch fur N. caninum wurden immundominante Proteine beschrieben, die
von Tachyzoiten sekretiert werden und als exkretierte/sekretierte Antigene (ESA) bezeichnet
werden. Die Proteine der dichte Granula werden auch zu den ESA gezahlt (Cesbron-Delauw,
1994). Um ESA zu gewinnen, werden Tachyzoiten unter wirtszellfreien Bedingungen in ser-
umhaltigem Medium inkubiert. Unter diesen Bedingungen setzen die Tachyzoiten auch
NcGRA9 frei. Damit gehdort NcGRA9 wie alle dichte Granula-Proteine zu den exkretier-
ten/sekretierten Antigenen von N. caninum.

Zur Diagnose einer Neosporose in Rindern werden haufig Antikérper gegen rekombinante
Antigene zum Beispiel NcSAG1, NcSRS2 und NcGRA2 (Dong et al., 2012) bestimmt. Da
TgGRAZ9 als Zielantigen bei der Diagnose einer humanen Toxoplasmose geeignet erscheint,
wurde analysiert, ob auch NcGRA9 von N. caninum zum Einsatz in diagnostischen Testkits
geeignet ware.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Kreuzreaktivitat der anti-NcGRA9-Kaninchenantiseren
mit einem Protein von T. gondii beschrieben werden. Die Antikorper gegen NcGRA9 erken-
nen in Western Blot-Analysen ein T. gondii-Protein mit einem Molekulargewicht von 39 kDa,
das entspricht der GréRe von TgGRA9. In weiteren Analysen konnte gezeigt werden, dass
die anti-NcGRA9-Antiseren auch rekombinantes TQGRA9 erkennen. Diese Kreuzreaktion
von anti-NcGRA9-Antikérpern mit TJGRA9 war nicht nur in Western Blot-Analysen sondern
auch mittels Immunfluoreszenzanalysen detektierbar.

Um zu untersuchen, ob diese Kreuzreaktivitat eine Rolle in der Serodiagnostik einer bovinen
Neosporose spielen kénnte, wurden Seren von Rindern, die nattrlich mit N. caninum infiziert
waren (erhalten von G. Schares, Wusterhausen), in Western Blot-Analysen auf ihre Reaktivi-
tat sowohl gegen rekombinantes NcGRAS9 als auch gegen rekombinantes TQGRA9 getestet.
Dabei wurde deutlich, dass einige Seren mit beiden Antigenen reagierten, wobei andere nur
rekombinantes NcCGRA9 erkannten oder keines der beiden rekombinanten Proteine detek-
tierten. Das bedeutet, dass auch in vivo in einem Teil der N. caninum-Infektionen anti-
NcGRA9-Antikorper gebildet werden, die monospezifisch fir NcGRA9 sind und zusatzlich
Antikorper, die mit NcGRA9 und TgGRAD9 reagieren. Andererseits bilden nicht alle infizierten
Tiere anti-NcGRA9-Antikdrper aus. Tatsachlich konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass
ein Groldteil der Patienten mit einer Toxoplasmose Antikdrper gegen TgGRA9 bilden, wah-

rend einige Patienten keine Antikdrper gegen TgGRA9 entwickelten. Ahnliche Befunde wur-
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den in unserer Arbeitsgruppe auch bei der Analyse von Seren experimentell infizierter Mause
beziehungsweise Schweine erhoben.

Nach diesen Befunden ist NcGRA9 somit kein geeignetes Antigen in diagnostischen serolo-
gischen Tests auf eine bovine Neosporose. Bei positiven Befunden musste eine eventuelle
Toxoplasmose des betroffenen Tieres noch ausgeschlossen werden. Fur die Diagnose einer
Neosporose in Rindern wurden bereits Antigene beschrieben, die sich als geeignet erwiesen
haben, beispielsweise die oben genannten Antigene NcSAG1, NcSRS2 und NcGRAZ2 (Dong
et al., 2012).

5.4. Lokalisierungsverhalten von NcGRA9 in Neospora caninum-Tachyzoiten
Nachdem die polyklonalen Antiseren gegen rekombinantes NcGRA9 verfligbar waren, konn-

ten weiterfihrende Analysen des endogenen Proteins angeschlossen werden. Zunachst
wurde das Lokalisierungsverhalten von NcGRAS9 innerhalb von extrazellular vorliegenden N.
caninum-Tachyzoiten analysiert. Dazu wurden Immunfluoreszenzanalysen mittels konfokaler
Mikroskopie durchgefihrt. Bei der konfokalen Mikroskopie wird zu jedem Zeitpunkt nur ein
Bruchteil des Praparats beleuchtet und nicht wie bei der konventionellen Lichtmikroskopie
das gesamte Praparat. Da nur eine einzige, vertikale Ebene des Praparats beleuchtet wird,
sinkt die Beleuchtungsstarke ober- und unterhalb der Brennebene. Somit wird Streulicht aus
anderen Brennebenen reduziert (Madigan et al., 2001). In den aus ihren Wirtszellen freige-
setzten Tachyzoiten detektierten die beiden anti-NcGRA9-Antiseren ihr Zielantigen in einem
punktartigen Muster, welches Uber die gesamten Parasiten verteilt war. Dies deutet auf eine
Lokalisierung von NcGRA9 innerhalb der dichte Granula hin, da fir diese sekretorischen
Organellen ein ahnliches, punktférmiges Verteilungsmuster im Parasiten bekannt ist (Speer
et al., 1999). Dieselbe Lokalisierung konnte von unserer Arbeitsgruppe bereits fir TgGRA9 in
extrazellularen T. gondii-Tachyzoiten gezeigt werden (Adjogble et al., 2004). Fir NcGRA7
wurde ebenfalls eine Lokalisation innerhalb der dichte Granula beschrieben (Lally et al.,
1997). Bei der gleichzeitigen Darstellung von NcGRA9 und NcGRAY7 in extrazelluldren Ta-
chyzoiten konnte eine partielle Kolokalisation innerhalb der dichte Granula gezeigt werden.
Bei dem Vergleich von NcGRA9 mit NcMIC1 beziehungsweise NcSAG1 wurde keine Koloka-
lisation detektiert. NcMIC1 ist in den Mikronemen im anterioren Bereich des Tachyzoiten
lokalisiert (Keller et al., 2002) und NcSAG1 ist ein Oberflachenprotein von N. caninum
(Hemphill et al., 1997).

Um das Lokalisationsverhalten von NcGRA9 auch innerhalb der parasitophoren Vakuole zu
untersuchen, wurden HFF mit N. caninum-Tachyzoiten infiziert und nach 24 Stunden mittels
Immunfluoreszenz analysiert. Es wurde deutlich, dass die beiden anti-NcGRA9-Antiseren ihr
Zielantigen unter diesen Bedingungen hauptsachlich auf3erhalb der Tachyzoiten innerhalb

der PV detektierten. Das zeigt, dass NcGRA9 wie auch die anderen bekannten dichte Gra-
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nula-Proteine nach der Wirtszellinvasion in die PV sekretiert wird. NcGRA9 war in der Nahe
der Tachyzoiten, im tieferen vakuolaren Raum und teilweise im Bereich der PVM zu finden.
Damit entspricht die Verteilung von NcGRA9 innerhalb der PV von N. caninum der bereits
beschriebenen Verteilung von TgGRA9 in T. gondii (Nockemann et al., 1998).

Die Sekretion in die PV kann darauf hindeuten, dass NcGRA9 eine Bedeutung bei der Etab-
lierung und Funktion der PV hat. Fir einige dichte Granula-Proteine in T. gondii konnte ge-
zeigt werden, dass diese beim Aufbau des intravakuolaren Netzwerks in der PV beteiligt sind
und fur den Nahrstofftransport von der Wirtszelle in die PV sorgen. Es wird zudem vermutet,
dass dichte Granula-Proteine fur die Ausibung ihrer Funktionen multimere Komplexe mitei-
nander bilden (Labruyere et al., 1999; Mercier et al., 2005; Travier et al., 2008). So ist zum
Beispiel in T. gondii ein Multiproteinkomplex bestehend aus TgGRA2, TgGRA4 und TgGRAG
beschrieben (Labruyere et al., 1999). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde eine Inter-
aktion von TgGRA9 mit den T. gondii-Proteinen TgGRA1, TgGRA3 und TgGRA5 gezeigt
(Spekker, 2008). AulRerdem konnte TgGRA7 von unserer Arbeitsgruppe als weiterer Interak-
tionspartner von TgGRA?9 identifiziert werden. Um einen ersten Eindruck fir mdgliche Inter-
aktionspartner von NcGRA9 zu erhalten, wurde zunachst die Lokalisation von NcGRA9 im
Vergleich zu bekannten N. caninum-Proteinen nach Wirtszellinvasion analysiert. Es zeigte
sich, dass NcGRAS9 teilweise mit dem dichte Granula-Protein NcGRA7 kolokalisierte, vor
allem in den Bereichen um die Tachyzoiten herum. Diese Kolokalisation deutet lediglich eine
raumliche Nahe der beiden Proteine zueinander an, ist allerdings kein Beweis flr eine direk-
te Interaktion von NcGRA9 mit NcGRA7. NcGRA7 wurde in grofleren Mengen im Bereich an
der PVM detektiert als NcGRA9. Die bevorzugte Lokalisation von NcGRA7 im Bereich der
PVM passt gut zu der Tatsache, dass NcGRA7 eine potentielle Transmembrandomane (Lally
et al., 1997) aufweist, die in NcGRA9 nicht identifiziert werden konnte. Fir NcGRA7 wurde
bereits beschrieben, dass es nach Wirtszellinvasion am tubularen Netzwerk und an der PVM
lokalisiert ist (Hemphill et al., 1998; Schares et al., 1999). In T. gondii wurde gezeigt, dass
TgGRA7Y durch eine Interaktion mit TgROP2 und TgROP4 am Targeting von Wirtszellorga-
nellen an die PVM beteiligt ist (Dunn et al., 2008). Ferner ist TgGRA7 nach Befunden der
Arbeitsgruppe Coppens et al. (2006) wichtig bei der Aufnahme von Lipiden in die PV. Weite-
re Befunde dieser Arbeitsgruppe belegen, dass auch TgGRA9 an Liposomen bindet und so-

mit vielleicht auch an der Cholesterolaufnahme beteiligt sein kdnnte (Coppens et al., 2006).

5.5. Lokalisierungsverhalten von NcGRA9 in Neospora caninum-Bradyzoiten
Tachyzoiten stellen das Parasitenstadium dar, welches in der akuten Phase einer Infektion

zu finden ist. Nach einiger Zeit im Zwischenwirt vollziehen die Parasiten eine Stadienkonver-
sion, wodurch diese zu Bradyzoiten differenzieren. Dieses Stadium ist typischerweise wah-

rend der chronischen Phase einer Infektion zu finden. Die Bradyzoiten liegen in Gewebezys-
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ten vor und kénnen vom Immunsystem des Wirtes nur schwer eliminiert werden. Die in den
Gewebezysten lokalisierten Bradyzoiten sind auch fir antiparasitar wirksame Medikamente
wie Pyrimethamin/Sulfadiazin nicht zuganglich. Somit verbleiben Bradyzoiten auch bei einer
antiparasitaren Therapie vital und kénnen zu einem anderen Zeitpunkt erneut Ausgangs-
punkt einer Parasitenreaktivierung werden (Gormley et al., 1998). Ferner sind Bradyzoiten
bei der Infektion von Endwirten von Bedeutung. So sind bei T. gondii nur die Bradyzoiten in
der Lage Enterozyten des Wirts zu infizieren und so die geschlechtliche Vermehrungsphase
einzuleiten (Peng et al., 2011).

In vitro kann eine Stadienkonversion von N. caninum-Tachyzoiten in Bradyzoiten induziert
werden, indem Natriumnitroprussid (sodium nitroprusside, SNP) dem Kulturmedium zuge-
setzt wird (Vonlaufen et al., 2002). SNP setzt Stickstoffmonoxid (NO) frei, das zum Beispiel
mit Eisen-Atomen im Hamoglobin, der Cytochrom-c-Oxidase und Eisen in den katalytischen
Zentren vieler Enzyme der Atmungskette reagiert. Daraus resultieren eine Abnahme der
ATP-Produktion und eine verminderte Bindung von Sauerstoff an die Cytochrom-c-Oxidase.
Die Anpassung der Parasiten an eine erniedrigte Energieproduktion und an eine anaerobe
Umgebung konnte diese Stadiendifferenzierung veranlassen (Cooper, 1999). Eine Stadien-
konversion in Bradyzoiten hat den Vorteil, dass langsam replizierende Bradyzoiten einen
niedrigeren Energiebdarf als Tachyzoiten haben. NO ist auch in vivo bei der Induktion der T.
gondii Stadienkonversion beteiligt. Dabei wird NO durch die induzierbare NO-Synthase (iN-
OS) zum Beispiel in murinen Makrophagen (Scharton-Kersten et al., 1997) oder in murinen
mesenchymalen Stammzellen (Meisel et al., 2011) nach Stimulation mit IFN-y und weiteren
Zytokinen (IL-1 und TNF-a) produziert. Die iNOS ist auch ein wichtiger antiparasitarer Ef-
fektormechanismus gegen N. caninum in murinen Makrophagen (Tanaka et al., 2000). Ob
die INOS auch beim Menschen zur Abwehr gegen N. caninum beitragt, ist unklar, da huma-
ne Zellen im Vergleich zu murinen Zellen nur wenig iNOS-Aktivitat besitzen (Meisel et al.,
2011).

Vonlaufen et al. (2002) beschreiben, dass die Induktion einer in vitro-Stadienkonversion am
Erfolgreichsten mit Vero-Zellen und dem N. caninum-lsolat NC-Liverpool erzielt werden kann.
In der vorliegenden Arbeit wurden allerdings HFF als Wirtszellen und das N. caninum-Isolat
NC-1 verwendet. Wie die Immunfluoreszenzanalysen belegen, konnte auch unter diesen
Bedingungen eine eindeutige Stadienkonversion von Tachyzoiten in Bradyzoiten induziert
werden. Nach etwa vier Tagen NO-Exposition in vitro stellen die Parasiten ihre Genexpressi-
on dem Bradyzoitenstadium entsprechend um und das bradyzoitenspezifische Protein BAG1
ist nachweisbar, wahrend die Expression des tachyzoitenspezifischen Markers SAG1 redu-
ziert wird (McAllister et al., 1996). Ein weiterer Hinweis fur die erfolgreiche Stadienkonversion
von Tachyzoiten in Bradyzoiten ist die Verteilung von NcGRA?7. In Bradyzoiten kommt
NcGRA7 verstarkt in der Zystenwand vor (Vonlaufen et al.,, 2004). Diese NcGRA7-

100



Diskussion

Anreicherung war auch in den, im Rahmen dieser Arbeit hergestellten, N. caninum-
Bradyzoiten nachweisbar. Aus der Literatur ist bekannt, dass auch die dichte Granula-
Proteine NcGRA1 und NcGRA2 bevorzugt in der Nahe der Zystenwand lokalisiert sind
(Vonlaufen et al., 2004). NcGRA9 hingegen ist zusatzlich auch im Inneren der Zyste deutlich
nachweisbar. Eine in vitro-Stadienkonversion in Bradyzoiten wurde in dieser Arbeit auch mit
N. caninum-Tachyzoiten, die rekombinantes Volllangen NcGRA9-HA exprimieren, durchge-
fuhrt. In Bradyzoiten war das rekombinante NcGRA9 ebenfalls nicht nur im Bereich der Zys-

tenwand sondern auch im Inneren der Zyste nachweisbar.

5.6. Posttranslationale Modifikationen von NcGRA9
Das NcGRA9-Protein von N. caninum hat ein theoretisches Molekulargewicht von 34,9 kDa,

ist jedoch in der SDS-PAGE als ein 39 kDa Protein detektierbar. Eine mogliche Erklarung fir
diesen Befund waren posttranslationale Modifikationen des Proteins. Uber 100 verschiedene
posttranslationale Proteinmodifikation sind bekannt, dabei sind reversible Phosphorylierun-
gen die haufigsten posttranslationale Modifikationen, die alle wesentlichen zellularen Pro-
zesse beeinflussen (Ciesla et al., 2011). Bei einer Phosphorylierungsreaktion, welche durch
Proteinkinasen katalysiert wird, wird die endstandige (y-)Phosphorylgruppe von ATP auf
spezifische Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste Ubertragen. Proteinphosphatasen hingegen
kénnen Phosphorylgruppen hydrolytisch von Proteinen entfernen. Durch den Mechanismus
der Phosphorylierung und Dephosphorylierung wird die Aktivitat des Zielproteins aufgrund
struktureller, thermodynamischer, kinetischer und regulatorischer Griinde gesteuert (Berg et
al., 2003).

Die Aminosauresequenz von NcGRA9 weist mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
auf, die nach den Befunden dieser Arbeit auch in vivo genutzt werden. Dies ergibt sich aus
der Tatsache das NcGRA9 von intrazelluldren N. caninum-Tachyzoiten nach Entfernung von
Phosphorylierungen mittels Lambda Proteinphosphatase (LPP) ein erniedrigtes Molekular-
gewicht aufweist. Dieser Befund kénnte darauf hinweisen, dass NcGRA9 erst wahrend oder
nach der Sekretion in die PV phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung von NcGRA9 kénnte
fur dessen Funktion oder Interaktion mit anderen Proteinen von Bedeutung sein. Zur endgul-
tigen Bestatigung dieser Phosphorylierung waren jedoch weitere Western Blot-Analysen mit
spezifischen Antikérpern gegen Phosphorylierungen sinnvoll. Die Untersuchungen mit LPP
ergaben aullerdem, dass NcGRA9, das in den dichte Granula gespeichert ist, nicht phospho-
ryliert ist. In den dichte Granula wird NcGRA9 vermutlich nur gespeichert und Ubt seine
Funktion sehr wahrscheinlich erst nach Phosphorylierung wahrend oder nach der Sekretion
innerhalb der PV aus.

Fir TgGRA7 aus T. gondii wurde beschrieben, dass das Protein erst nach Invasion in die

Wirtszelle phosphoryliert wird (Dunn et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift,
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ob sich NcGRA7 von N. caninum genau wie das homologe TgGRA7 im Bezug auf Phospho-
rylierungen verhalt. Wie in Abbildung 4.21 gezeigt, wird NcGRA7 von N. caninum wahrend
oder nach der Sekretion phosphoryliert und konnte daher als Positivkontrolle fur die be-
schriebenen Phosphorylierungsuntersuchungen von NcGRA9 verwendet werden. Das Phos-
phoproteom von T. gondii wurde vor kurzem analysiert und es konnte Uberraschenderweise
gezeigt werden, dass sich eine betrachtliche Anzahl phosphorylierter T. gondii-Proteine au-
Rerhalb des Parasiten, aber in der PV befanden (Treeck et al., 2011). Fur diese Proteine
wird vermutet, dass sie erst wahrend oder kurz nach der Sekretion phosphoryliert werden.
Fur die phosphorylierten Parasitenproteine, die im Lumen der PV zu finden sind, wird ange-
nommen, dass diese durch parasiteneigene Kinasen phosphoryliert werden. Die Rhoptrien
enthalten unter anderem Proteine mit Kinasefunktion und diese kénnten fir die Phosphory-
lierungen innerhalb der PV zustandig sein. In der Arbeit von Treeck et al. (2011) gibt es auch
Hinweise auf eine Phosphorylierung von TgGRA7, phosphoryliertes TgGRA9 konnte von
dieser Arbeitsgruppe in T. gondii jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die Daten zum Phosphoproteom wurden mit Lysaten von T. gondii erhoben, entsprechende
Arbeiten mit N. caninum stehen jedoch noch aus. Aus dem Vergleich der T. gondii- und N.
caninum-Daten zur Phosphorylierung von GRA9 ergeben sich jedoch parasitenspezifische
Unterschiede, deren funktionelle Bedeutung noch unklar ist.

Da aber die bestehende Differenz zwischen dem theoretischen und dem tatsachlichen Mole-
kulargewicht nicht allein mit Phosphorylierungen zu erklaren ist, wurde in dieser Arbeit auch
eine mdogliche Glykosylierung von NcGRA9 uberpruft. Es konnten jedoch keine O-
Glykosylierungen nachgewiesen werden und in silico-Analysen haben die Abwesenheit von
potentiellen N-Glykosylierungsstellen gezeigt. Die Differenz zwischen dem theoretischen und
dem tatsachlichen Molekulargewicht von NcGRA9 kénnte jedoch auch durch den Prolinreich-
tum (8,2 %) erklart werden. Eine Haufung von Prolinen in der Primarsequenz kann flr eine
verminderte elektrophoretische Mobilitdt verantwortlich sein, da Proline Knicke und eine
strukturelle Starrheit der Proteine verursachen (Hames, 1998). So ist zum Beispiel auch
TgGRAS8 ein prolinreiches dichte Granula-Protein und dieser Prolinreichtum wurde fir die
Differenz zwischen dem theoretischen (28 kDa) und tatsachlichen (38 kDa) Molekulargewicht

verantwortlich gemacht (Carey et al., 2000).

5.7. Analyse des Loslichkeitsverhaltens von NcGRA9 in den dichte Granula
NcGRA9 von N. caninum ist in extrazellularen Tachyzoiten hauptséachlich innerhalb der dich-

te Granula nachweisbar. In infizierten Wirtszellen ist NcGRA9 gréRtenteils im Inneren der PV
detektierbar. Bisher war unklar, ob NcGRA9 in den dichte Granula oder innerhalb der PV mit
dort vorhandenen membrandsen Strukturen interagiert, ob es in Multiproteinkomplexen ge-

bunden ist oder ob es frei I6slich vorliegt. Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurde in
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dieser Arbeit das Ldsungsverhalten des NcGRA9 in Parasitenlysaten nach Triton X-114-
Partitionierung beziehungsweise nach differentieller Zentrifugation analysiert.

Das uberwiegend hydrophile Protein NcGRA9 liegt in extrazellularen Tachyzoiten in den
dichte Granula vor. Zur Klarung des Léslichkeitsverhaltens von NcGRA9 wurde zunachst
eine Triton X-114-Partionierung vorgenommen. Bei dieser Methode werden die Proteine ent-
sprechend ihrer Affinitat zur hydrophoben beziehungsweise hydrophilen Umgebung getrennt
(Bordier, 1981). Der grofdte Anteil von NcGRA9 war in der wassrigen Phase zu finden, was
dem fur NcGRA9 vorhergesagten Losungsverhalten entspricht. Eine geringe Menge
NcGRA9 lag jedoch auch in der hydrophoben Phase vor, was darauf hindeutet, dass
NcGRA9 auch an Proteinaggregaten assoziiert beziehungsweise an membranésen Struktu-
ren gebunden vorliegt. Proteinaggregate werden nach Befunden aus T. gondii insbesondere
im Kern der dichte Granula erwartet (Labruyere et al., 1999).

Die hier durchgefiihrte Triton X-114 Partitionierung wurde bereits mehrfach zur Analyse von
N. caninum-Proteinen verwendet. So findet sich NcGRA7 besonders in der Detergensphase
(Hemphill et al., 1998), ebenso NcMIC3 (Sonda et al., 2000). NcSAG1 findet sich teilweise in
der hydrophoben Fraktion aber auch in grolken Mengen in dem nach Detergenslyse entste-
henden Sediment (Hemphill et al., 1997; Howe et al.,, 1998; Sonda et al., 1998), wobei
NcGRA7 und NcGRA9 nur in geringen Mengen im Sediment vorhanden sind. Dieses Sedi-
ment besteht zum groflen Teil aus unloslichen Parasitenbruchstlicken, was die deutliche
Prasenz des Oberflachenproteins NcSAG1 in diesem Sediment erklart. Da das Verhalten
dieser drei verschiedenen Proteine nach Detergenslyse bekannt war, wurden diese Proteine
als Kontrolle fur die Qualitat der hier durchgefuhrten Triton X-114-Partitionierung verwendet.
Die subzellulare Verteilung von NcGRA9 innerhalb der extrazelluldren Tachyzoiten und somit
innerhalb der dichte Granula wurde auf3erdem untersucht, indem Fraktionierungsexperimen-
te mittels Ultrazentrifugation durchgeflhrt wurden. Dabei wird das durch mehrmaliges Ein-
frieren/Auftauen gewonnene Lysat in vier Fraktionen aufgetrennt. NcGRAO9 ist zu einem rela-
tiv hohen Anteil im ,low speed” Pellet (LSP) nachweisbar, in dem sich groRere Parasiten-
bruchsticke befinden. Das deutet darauf hin, dass das eigentlich hydrophile NcGRA9 eine
starke Assoziation mit parasitaren Strukturen/Organellen eingeht, die das Protein in der un-
I6slichen Debrisfraktion zurickhalten. Eine vergleichbare Menge von NcGRA9 verblieb im
Jlow speed Uberstand (LSU) und konnte durch Ultrazentrifugation weiter aufgetrennt werden.
Danach fand sich NcGRA9, entsprechend seiner hydrophilen Eigenschaften, zum Teil im
,high speed” Uberstand (HSU). Der anderer Teil des NcGRA9 fand sich im ,high speed” Pel-
let (HSP), in dem besonders Proteinaggregate und membrandse Strukturen angereichert
sind. Als Kontrollproteine wurden NcGRA7 und NcSAG1 eingesetzt. NcGRA7 wurde als
Kontrollprotein gewahlt, weil von TQGRA7 von T. gondii bekannt ist, dass es in extrazellula-

ren Parasiten hauptsachlich membrangebunden vorkommt (Neudeck et al., 2002), Daten zu
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NcGRA7 sind bisher nicht bekannt. In den in dieser Arbeit vorgestellten Analysen war
NcGRA7 sowohl als I6sliches als auch als membrangebundenes Protein nachweisbar. Dies
ist ein Hinweis daflr, dass sich NcGRA7 und TgGRA7 in den dichte Granula extrazellularer
Parasiten unterschiedlich verhalten. Fur andere dichte Granula-Proteine von T. gondii wie
TgGRA4, TgGRAG (Labruyere et al., 1999) und TgGRA9 (Adjogble et al., 2004) ist bekannt,
dass diese in den dichte Granula sowohl I6slich als auch aggregiert vorkommen und sich
somit ahnlich wie das hier analysierte NcGRA9 verhalten. Als weiteres Kontrollprotein wurde
das Oberflachenprotein NcSAG1 verwendet, das in den hier durchgefluhrten Analysen
hauptséchlich in allen membranhaltigen Fraktionen (LSP, LSU und HSP) zu finden war. Dies
entspricht exakt den Befunden, die von Labruyere et al. (1999) far TgSAG1 von T. gondii
publiziert wurden. Zusammenfassend belegen die Daten der Triton X-114-Partitionierung als
auch die der Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation, dass NcGRA9 in den dichte Granula
von Tachyzoiten sowohl I6slich als auch membran-/proteinaggregatgebunden vorkommt.

Um die Art der Interaktion von NcGRA9 in den dichte Granula mit Membranen oder Pro-
teinaggregaten zu klaren, wurde das HSP mit verschiedenen destabilisierenden Agenzien
behandelt. Da nur eine Behandlung mit 6 M Urea zu einer vollstandige Freisetzung von
NcGRA9 aus dem Sediment fihrt, kann gefolgert werden, dass NcGRA9 in den dichte Gra-
nula hauptsachlich in Proteinaggregaten gebunden vorliegt. Unspezifische Bindungen bezie-
hungsweise direkte Membraninteraktionen sind weitestgehend auszuschlielen, da Kalium-
chlorid, Igepal und Triton X-114 NcGRA9 nicht nennenswert aus dem Sediment herauslésen

konnten.

5.8. Analyse des Loslichkeitsverhaltens von NcGRAS9 innerhalb der parasito-
phoren Vakuole

Da dichte Granula-Proteine ihre prasumtive Funktion innerhalb der PV ausliben und in den
dichte Granula wahrscheinlich nur gespeichert werden, ist die Interaktion von NcGRA9 mit
Strukturen innerhalb der PV von besonderer Bedeutung. Eine Lyse der Parasiten mittels Tri-
ton X-114 ist fUr diese Analysen nicht hilfreich, jedoch kann auch hier eine Fraktionierung
durch Ultrazentrifugation zur Analyse des Loslichkeitsverhaltens beitragen.

Far diese Untersuchungen wurden die infizierten Wirtszellen mechanisch ohne Trypsinbe-
handlung geerntet und durch mehrfache Passagen durch eine 25 G-Kanule lysiert. Dadurch
werden sowohl die Wirtzzellen als auch die PV zerstért, die Parasiten selbst bleiben jedoch
intakt und kdnnen durch Zentrifugation eliminiert werden. Durch den Verzicht auf Trypsin in
der Aufarbeitung kann ausgeschlossen werden, dass diese exogene Protease die dichte
Granula-Proteine degradiert. Das so gewonnene Lysat besteht aus Zytoplasma und Organel-
len der Wirtszelle und aus dem parasitenfreien Inhalt der PV und kann mittels Ultrazentrifu-

gation weiter aufgetrennt werden. Nach den hier erhaltenen Befunden liegt NcGRA9 sowohl
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in einer léslichen Form im vakuolaren Raum vor als auch membranengebunden bezie-
hungsweise assoziiert an Proteinaggregate. Als Kontrollproteine bei dieser Fraktionierung
mittels Ultrazentrifugation dienten wieder NcGRA7, welches sich in der parasitophoren Va-
kuole wie TgGRA7 verhalt (Neudeck et al., 2002), und NcSAG1, welches sich TgSAG1-
entsprechend verhalt (Travier et al., 2008).

Auch in diesem Ansatz wurde die Natur der Interaktion von NcGRA9 mit Strukturen im ,high
speed” Pellet (HSP) mittels Ldslichkeitsanalysen untersucht. Auffallend ist dabei, dass auch
hier nur eine Behandlung mit 6 M Urea eine vollstdndige Losung von NcGRA9 aus dem HSP
erlaubt. Damit scheint NcGRA9 insbesondere Uber Protein-Protein-Interaktionen im Sedi-
ment gebunden zu sein. Eine genauere Analyse ergab jedoch auch, dass NcGRA9 zumin-
dest teilweise durch Natriumhydrogenkarbonat (pH 11) aus dem Pellet gelost werden kann.
Dies deutet darauf hin, dass NcGRA9 mdoglicherweise mit peripheren Membranproteinen
interagiert. Ein ahnlicher, wenn auch schwacher ausgepragter Effekt war auch bei der Analy-
se des Sediments von extrazellularen Parasiten zu beobachten.

Bisher sind keine dichte Granula-Proteine von N. caninum als periphere Membranproteine
beschrieben, jedoch weisen NcGRA3 (Henriquez et al., 2005), NcGRAG (Liddell et al., 1998)
und NcGRA7 (Lally et al., 1997) potentielle Transmembrandomanen auf. Da NcGRA9 nach
den, in dieser Arbeit erhaltenen, Befunden eher mit peripheren Membranproteinen interagiert,
ist eine direkte Interaktion von NcGRA9 mit NcGRA3, NcGRA6, NcGRA7 eher unwahr-
scheinlich. Detaillierte Untersuchungen in T. gondii ergaben, dass TgGRA1 (Nam, 2009),
TgGRA2 (Mercier et al., 1993) und TgGRA9 (Nockemann et al., 1998) keine Transmemb-
randomanen besitzen. TQGRA2 (Mercier et al., 1993) und TgGRA9 (Adjogble et al., 2004)
kénnen nach den bisher bekannten Daten mit Membranen in der PV interagieren, wahrend
es sich bei TgGRA1 um ein in der PV uUberwiegend l6sliches Protein handelt (Sibley et al.,
1995). Detaillierte Untersuchungen zu einer NcGRA2/NcGRA9 Interaktion waren im Rahmen
dieser Arbeit nicht moglich, da keine NcGRA2-spezifischen Antikdrper vorlagen und der anti-
TgGRA2-Antikorper nicht mit NcGRA2 kreuzreagiert.

5.9. Identifikation moglicher Interaktionspartner von NcGRA9
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NcGRA9 von N. caninum nach

Wirtszellinvasion in die PV sekretiert wird. Es wird angenommen, dass die dichte Granula-
Proteine Funktionen bei der Aufrechterhaltung der PV, der Proliferation der Parasiten und
dem Nabhrstofftransport von der Wirtszelle in die PV haben kénnten. Deshalb wird vermutet,
dass NcGRA9 seine Funktion erst nach Sekretion ausubt. Mittels Fraktionierungsanalysen
konnte gezeigt werden, dass NcGRA9 innerhalb der PV mit anderen Proteinen interagiert, da
es sich nur durch Behandlung mit 6 M Urea aus der membran- und proteinaggregathaltigen

Fraktion I6sen lasst. Um eine mogliche Funktion von NcGRA9 herausfinden zu kénnen, ist
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es interessant, mégliche Interaktionspartner zu identifizieren. Dazu wurden orientierende Ko-
Immunprazipitationsanalysen durchgefuhrt.

In diesen Analysen wurden extra- und intrazellulare N. caninum-Tachyzoiten verwendet, die
mit Volllangen NcGRA9-HA transfiziert waren. So konnte eine Kontrolle mit Wildtyp-
Tachyzoiten benutzt werden, um unspezifische Prazipitationen durch den anti-HA-Antikdrper
auszuschlieBen. Die erhaltenen Prazipitate wurden zunachst mittels Massenspektrometrie
(MS) untersucht. Dabei wurde als Positivkontrolle die Anwesenheit von NCGRA9 detektiert.
Als bekanntes N. caninum-Protein wurde NcMAG1 in dem Prazipitat von intrazellularen Pa-
rasiten angereichert und damit als potentieller Interaktionspartner von NcGRA9 identifiziert.
NcMAG1 wird auch zu den dichte Granula-Proteinen gezahlt und hat wahrscheinlich im
Bradyzoitenstadium eine Funktion beim Aufbau der Zystenwand, worauf auch der andere
Name, unter dem dieses Protein bekannt ist, ,cyst matrix protein“, hindeutet (Guionaud et al.,
2010). Bei der Charakterisierung von NcMAG1 wurde herausgefunden, dass das Protein in
den verschiedenen Parasitenstadien exprimiert wird. NcGRA9 und NcMAG1 werden beide in
N. caninum-Bradyzoiten exprimiert, dabei ist NcMAG1 nach Western Blot-Analysen von Pa-
rasitenlysaten in Bradyzoiten sogar starker exprimiert als in Tachyzoiten. Auflerdem konnte
die Arbeitsgruppe von Marugan-Hernandez et al. (2010) eine verstarkte Expression von
NcGRA?9 in Bradyzoiten finden. Dieser Befund ergab sich aus differentieller Gelelektrophore-
se (differential gel electrophoresis, DIGE) gekoppelt mit Massenspektrometrie.

Analysen mittels Immunfluoreszenz ergaben, dass NcMAG1 in Tachyzoiten innerhalb der
dichte Granula und in intrazelluldren Parasiten auch im Lumen der PV nachweisbar ist. In-
nerhalb der PV ist NcMAG1 zumeist in der direkten Parasitenndhe zu finden, geringere
Mengen finden sich aber auch in der Peripherie der PV (Guionaud et al., 2010). Eine genaue
Lokalisation im Bezug auf die PVM wurde jedoch nicht beschrieben. Zusatzliche immuno-
goldelektronenmikroskopische Analysen lassen jedoch vermuten, dass NcMAG1 auch mit
Strukturen im Bereich des intravakuolaren Netzwerks interagiert (Guionaud et al., 2010).
Diese Verteilung von NcMAG1 ist damit der Verteilung von NcGRA9 sehr dhnlich. Eine po-
tentielle Kolokalisation von NcGRA9 und NcMAG1 wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels
Ko-Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen. Die in Abbildung 4.45 dargestellten Daten
zeigen eine raumliche Nahe der beiden Proteine innerhalb der PV. Eine Interaktion kann
mittels Ko-Immunprazipitationen identifiziert werden. Daher haben wir zur Bestatigung der
durch MS-Analyse erhaltenen Ergebnisse zusatzlich Western Blot-Analysen mit den Immun-
prazipitaten angeschlossen.

Dabei ergab sich, dass in dem Prazipitat, das mit anti-HA-Antikdrpern erhalten wurde,
NcMAG1 nachweisbar war. Das in der Immunfluoreszenzanalyse ebenfalls mit NcGRA9 zu-

mindest teilweise kolokalisierte NcGRA7 war weder mittels MS- noch mittels Western Blot-
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Analyse im Immunprazipitat nach Inkubation mit anti-HA-Antikérpern nachweisbar. Damit ist
NcGRA7 im Gegensatz zu NcMAG1 kein wahrscheinlicher Interaktionspartner von NcGRAS9.
Analysen mit T. gondii aus unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass in diesem Parasiten
TgGRA7 ein Interaktionspartner von TgGRA9 ist. TQGRA7 in T. gondii ist als integrales
Membranprotein in der PVM beschrieben. Die Untersuchungen zur Loslichkeit von memb-
rangebundenem TgGRA9 haben ergeben, dass dieses wahrscheinlich mit einem integralen
Membranprotein interagiert, denn es wurde durch Igepal aus der Membranfraktion herausge-
I8st. In N. caninum ist NcGRA9 dagegen nicht mit einem integralen Membranprotein assozi-
iert, denn es kann nicht mit Igepal aus der Membranfraktion isoliert werden. Dies kann als
ein weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dass NcGRA9 im Gegensatz zu TgGRA9 nicht
mit GRAY interagiert.

5.10. Heterologe Expression von NcGRA9 in Toxoplasma gondii
Aufgrund der phylogenetisch nahen Verwandtschaft von N. caninum mit T. gondii und der

Tatsache, dass in N. caninum ein homologes NcGRA9 zu dem bekannten TgGRA9 gefun-
den wurde, wurde untersucht, wie sich transfiziertes NcGRA9-HA in T. gondii verhalt. Dazu
wurde die cDNA des Volllangen NcGRA9 in das Plasmidsystem pTUB ligiert. Es konnte
schon in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass dieses System in T. gondii funktionell ist
(Spekker, 2008). Da eine Kreuzreaktivitat des anti-TgGRA9-Antiserums gegen NcGRA9 be-
steht, diente ein HA-Tag als Marker zum Nachweis des transfizierten Proteins. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden sechs stabile T. gondii-Klonlinien etabliert, die transfiziertes NcGRA9-
HA exprimierten. Immunfluoreszenzanalysen mit diesen Klonen ergaben eine identische Lo-
kalisation von transfizierten NcGRA9-HA und endogenem TgGRA9 in extrazellularen Ta-
chyzoiten. Nach Wirtszellinvasion wurde NcGRA9-HA hauptsachlich innerhalb der PV von T.
gondii detektiert, auch dies entspricht exakt der Lokalisation des endogenen TgGRA9. Die
Daten belegen, dass N. caninum-Proteine heterolog in T. gondii exprimiert werden kdnnen
und dass in diesem Fall das heterologe NcGRAZQ in die dichte Granula transportiert, dort rich-
tig prozessiert und anschlieRend sekretiert wurde. Demnach ist nicht nur N. caninum ein ge-
eigneter Organismus, um T. gondii-Proteine zu exprimieren und zu untersuchen (Beckers et
al.,, 1997; Howe et al., 1997; Howe und Sibley, 1997), sondern auch T. gondii kann fur die
Analyse von N. caninum-Proteinen herangezogen werden. Besonders interessant ist es hier,
in Zukunft zu analysieren, ob NcGRA®9, das in T. gondii exprimiert wird, mit TQGRA7 von T.
gondii interagiert und ob NcGRA9 in T. gondii, im Gegensatz zur Situation bei N. caninum,

mit einem integralen Membranprotein assoziiert ist.
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5.11. Analyse funktioneller Domanen von NcGRA9 mittels C-terminal trunkier-
ter Proteine

Wie beschrieben ist es leicht durchflhrbar, mittels des pTUB-Plasmids N. caninum-Proteine
in T. gondii zu exprimieren. In eigenen Vorarbeiten hat sich jedoch herausgestellt, dass der
im pTUB-Plasmid enthaltene $-Tubulin-Promotor von T. gondii in N. caninum nicht funktionell
ist. Erst nach Verwendung des modifizierten DHFR-TSc3-Plasmids war eine erfolgreiche
Expression von rekombinanten Proteinen in N. caninum mdglich. Da aus Vorbefunden ande-
rer Arbeitsgruppen bekannt war, dass der DHFR-Promotor aus T. gondii in N. caninum funk-
tionell ist, wurde das Ncgra9-HA-Gen unter Kontrolle dieses Promotors in das Plasmid ein-
gebracht.

Erste Analysen mit NcGRA9-HA in N. caninum ergaben, dass sich dieses rekombinante Pro-
tein ahnlich verhalt wie das native NcGRA9. In Immunfluoreszenzanalysen zeigte sich eine
eindeutige Kolokalisation beider Proteine. Beide Proteine sind in den dichten Granula von
extrazellularen Parasiten nachweisbar. Ebenso werden beide Proteine in die PV sekretiert
und sind dort sowohl im vakuolaren Raum als auch im Bereich der PVM lokalisiert. Fraktio-
nierungsanalysen ergaben daruber hinaus, dass NcGRA9-HA ebenso wie natives NcGRA9
I6slich in der PV vorkommt und zum Teil auch membrangebunden vorliegt.

Die Proteinsequenz von NcGRAG9 bildet in der Sekundarstruktur Domanen aus, welche einen
Einfluss auf das Verhalten des Proteins im Bezug auf Funktion, Lokalisierung und Interaktio-
nen haben konnten. Aus Studien mit TJGRAS9 ist bekannt, dass die Depletion einzelner, al-
phahelicaler beziehungsweise hydrophober Regionen keinen Einfluss auf das Targetingver-
halten des Proteins ausubt (Spekker, 2008). In dieser Arbeit wurde daher eine andere Stra-
tegie gewahlt. Es wurden vier C-terminal trunkierte NcGRA9-Varianten in das DHFR-TSc3-
Plasmidsystem ligiert und N. caninum wurde mit diesem Konstrukt transfiziert. Einem dieser
Proteine, A280 NcGRA9-HA, fehlt die C-termiale PEST-Domane mit der darin enthaltenen
Alphahelix. Das Protein A237 NcGRA9-HA wurde um einen weiteren alphahelikalen Bereich
verkurzt. Das Protein A201 NcGRA9-HA wurde zusatzlich um die hydrophobe Alphahelix
gekirzt und A81 NcGRA9-HA fehlt aulRerdem die amphipathische Alphahelix.

Nach Transfektion wurden alle vier Gene von selektionierten Klonen transkribiert, aber nur
drei der modifizierten Proteine waren in Western Blot-Analysen nachweisbar. A81 NcGRA9-
HA war in Western Blot-Analysen nicht detektierbar. Dies kénnte darauf zurtickzufihren sein,
dass die mRNA nicht suffizient translatiert wird oder dass das produzierte Protein schnell
abgebaut wird. Auffallig war aul3erdem, dass die produzierten mRNA- und Proteinmengen
der transfizierten Gene in unterschiedlichen Klonen verschieden waren, obwohl identische
cDNA- beziehungsweise Proteinmengen fur die Analysen eingesetzt wurden. Unterschiede
des Expressionslevels in identisch hergestellten Klonen wurden bereits von Beckers et al.
(1997) beschrieben, nachdem N. caninum mit DHFR-TSc3 transfiziert wurde. Allerdings

konnten die Grunde fur diese Unterschiede nicht abschlieBend geklart werden. Sie kdnnten
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auf eine zellzyklusspezifische Expression oder auf eine unterschiedlich haufige Trans-
geninsertion in das N. caninum-Genom zurlckzuflhren sein.

Um unspezifische Effekte auszuschlief®en, wurde zunachst untersucht, ob die Transfektion
von N. caninum mit den NcGRA9-HA-Varianten das Parasitenwachstum beeinflusst. Dafir
wurde die Proliferation von Wildtyp-N. caninum mit der der stabilen Klonlinien mittels quanti-
tativer Real-Time PCR verglichen. Die mit den verschiedenen NcGRA9-HA Varianten trans-
fizierten Parasiten zeigten keine signifikanten Unterschiede im Wachstumsverhalten im Ver-
gleich zu Wildtyp-N. caninum. Somit kann ein toxischer Effekt oder ein Vorteil durch zusatzli-
ches Volllangen oder trunkiertes NcGRAO9 fur N. caninum ausgeschlossen werden.

Erste Analysen zum Targetingverhalten der verschiedenen Proteinvarianten wurden mittels
Lysaten von N. caninum infizierten Wirtszellen, die mittels ,low speed“-Zentrifugation aufge-
trennt wurden, durchgefiihrt. Volllangen NcGRA9-HA konnte sowohl im Pellet als auch im
Uberstand detektiert werden, was bedeutet, dass das Protein teilweise 16slich vorliegt aber
auch, wahrscheinlich durch starke Protein-Protein-Interaktionen, im Parasitendebris zuruck-
gehalten wird (Labruyere et al., 1999). Eine ahnliche Verteilung konnte auch fir A280
NcGRA9-HA gezeigt werden. A237 NcGRA9-HA konnte jedoch nur im Uberstand nachge-
wiesen werden genau wie A201 NcGRA9-HA. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Bereich zwischen Aminosaure 201 und 280 fir die Vermittlung der starken Protein-Protein-
Interaktionen, die NcGRA9 ausbildet, zustandig ist. Unter anderem ist in diesem Bereich des
Proteins die hydrophobe Alphahelix lokalisiert, die zu Protein-Protein-Interaktionen beitragen
kénnte.

Das Lokalisierungsverhalten der C-terminal verkurzten NcGRA9-HA-Varianten nach Wirts-
zellinvasion wurde aufRerdem mittels Immunfluoreszenzanalysen untersucht. Dabei zeigte
das Volllangen NcGRA9-HA dieselbe Verteilung wie das endogene NcGRA9 und zwar
hauptsachlich innerhalb der PV in der Nahe der Parasiten und auch im Bereich der PVM. Im
Vergleich dazu zeigte A280 NcGRA9-HA eine andere Verteilung. In etwa der Halfte der ana-
lysierten PV wurde dieses C-terminal trunkierte Protein innerhalb der PV im vakuolaren
Raum detektiert, in den anderen Fallen war A280 NcGRA9-HA nur innerhalb der Parasiten,
verstarkt anterior des Nukleus, zu finden. Diese Anreicherung anterior des Nukleus kdnnte
bedeuten, dass A280 NcGRA9-HA im Golgi-Komplex zurtickgehalten wird, der bei N. cani-
num anterior des Nukleus lokalisiert ist (Striepen et al., 2001). Das C-terminal trunkierte
A201 NcGRA9-HA wurde ausschlieBlich innerhalb der Parasiten detektiert. Dabei war das
Protein hauptsachlich rund um den Nukleus und somit im Bereich des Endoplasmatischen
Retikulum (ER), zu finden. Diese paranukledre Lokalisation deutet darauf hin, dass A201
NcGRA9-HA mdglicherweise im ER zurlickgehalten wird (Striepen et al., 2001). Dass Protei-
ne im ER oder Golgi-Komplex zurlickgehalten werden, kann auf ungenauen Proteinfaltungen

beruhen. Diese fehlerhaft gefalteten Proteine werden von Chaperonkomplexen, welche eine
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wichtige Funktion in der Qualtitatskontrolle von neu synthetisierten Proteinen haben, zurtck-
gehalten (Ellgaard et al., 1999) und spater wahrscheinlich proteasomal abgebaut.

In der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich die C-terminal verkurzten Proteine A237
NcGRA9-HA und A81 NcGRA9-HA mittels Immunfluoreszenzanalyse in intrazellularen Ta-
chyzoiten nachzuweisen. Da A81 NcGRA9-HA schon in Western Blot-Analysen nicht detek-
tierbar war, ist es nicht verwunderlich, dass in den Immunfluoreszenzanalysen, die weniger
sensitiv sind, kein Signal erhalten wurde. Der fehlende Nachweis von A237 NcGRA9-HA
mittels Immunfluoreszenzanalyse konnte quantitative Grinde haben, vielleicht wird dieses

Protein weniger stark transkribiert oder das Genprodukt wird beschleunigt abgebaut.

5.12. Untersuchung des Sekretionsverhaltens der C-terminal trunkierten
NcGRA9-Proteine

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die transfizierten NcGRA9-HA-Varianten ein veran-
dertes Sekretionsverhalten zeigen, wurde in einem zweiten Ansatz die Sekretionskinetik der
verschiedenen trunkierten Proteine Uber einen Zeitraum von 24 Stunden analysiert.
Volllangen NcGRA9-HA war bereits nach 20 min im vakuolaren Raum lateral des Tachyzoi-
ten zu finden. Nach 4 Stunden war das Protein tiefer in den vakuoldren Raum diffundiert und
nach 8 Stunden konnte das Volllangen NcGRA9-HA zusétzlich im Bereich der PVM detek-
tiert werden. Damit verlauft die Kinetik der Nc-GRA9-HA Freisetzung ahnlich wie die von
TgGRA9 (Adjogble et al., 2004).

Im Vergleich dazu wurde das C-terminal verklrzte Protein A280 NcGRA9-HA verzdgert in
den vakuolaren Raum sekretiert. Erst 4 Stunden nach der Invasion wurde dieses Protein im
vakuolaren Raum lateral der Tachyzoiten detektiert. Auch nach 24 Stunden konnte A280
NcGRA9-HA nicht im Bereich der PVM vorgefunden werden. Dies deutet auf ein verandertes
Lokalisationsverhalten von A280 NcGRA9-HA im Vergleich zum Volllangen NcGRA9-HA hin.
In weiterfuhrenden Fraktionierungsanalysen musste abgeklart werden, ob A280 NcGRA9-HA
in Proteinaggregaten assoziiert ist beziehungsweise an Membranen gebunden vorliegt.

Im gesamten analysierten Zeitraum konnte A201 NcGRA9-HA ausschlielich innerhalb der
Tachyzoiten detektiert werden. In allen Fallen war eine paranukleare Verteilung zu beobach-
ten, was auf die bereits beschriebene Lokalisation des Proteins im ER hindeutet. Damit ist es
unwahrscheinlich, dass das Protein Uberhaupt in die dichte Granula transportiert und nach
der Wirtszellinvasion sekretiert werden kann.

In einer weiteren Experimentalserie wurde die Sekretion der NcGRA9-HA-Varianten durch
wirtszellfrei kultivierte Tachyzoiten untersucht. Dazu wurden die exkretierten/sekretierten
Antigene (ESA) von transfizierten N. caninum zu verschiedenen Zeitpunkten prapariert. Da-
bei zeigte sich eindeutig, dass die Konzentration des Volllangen NcGRA9-HA im ESA-

haltigen Uberstand Uber die Zeit zunahm. Die ESA-Praparation aus Tachyzoiten, die mit
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A280 NcGRA9-HA transfiziert wurden, zeigte eine deutlich langsamere Freisetzung dieses
Proteins in den Uberstand. A201 NcGRA9-HA konnte hingegen zu keinem Zeitpunkt in den
ESA Praparationen detektiert werden.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der zwei C-terminal verkirzten NcGRA9-HA-Varianten
A201 und A280 gezeigt werden, dass das Fehlen des C-Terminus das Sekretionsverhalten
des Proteins beeinflusst. Das kdnnte im Einzelnen damit erklart werden, dass das Protein
A201 NcGRA9-HA im ER zurickgehalten wird, da es aufgrund der C-terminalen Deletion
falsch gefaltet wurde. Somit gelangt A201 NcGRA9-HA nicht in die dichte Granula und kann
demnach nicht von den Tachyzoiten sekretiert werden. Ferner ist es moglich, dass die nach
Deletion falsch gefalteten Proteine ins Zytoplasma gelangen und im Proteasom verstarkt
degradiert werden. Beide Effekte wirden auch das Fehlen des Proteins im Vergleich zum
Volllangen NcGRA9-HA in den ESA-Praparationen erklaren. A280 NcGRA9-HA wird dage-
gen teilweise nach Wirtszellinvasion in die PV sekretiert und zum Teil im Bereich des Golgi-
Komplexes zurlickgehalten. Ein derartiger ,Golgi-Arrest® wurde bereits fir TgMIC2 von T.
gondii gezeigt. Dieses Protein wird in Abwesenheit von TgM2AP (MIC2-associated protein)
groftenteils nicht in die Mikronemen transportiert sondern im Golgi-Komplex zurtickgehalten
(Huynh et al., 2003). Es wurde auf3erdem fiir die Mikronemen-Proteine TgMIC6 und TgMIC8
gezeigt, dass diese als ,Escortproteine” fir andere Mikronemen-Proteine dienen, damit diese
ebenfalls in die Mikronemen transportiert werden (Meissner et al., 2002; Reiss et al., 2001).
Wenn solche Escorter fehlen, werden die Mikronemen-Proteine falsch beziehungsweise in
geringerem Ausmal transportiert. Dies kdnnte bedeuten, dass auch NcGRAS9 fur den Trans-
port vom Golgi-Komplex in seine Zielorganelle einen bisher unbekannten Interaktionspartner
bendtigt, der an das trunkierte A280 NcGRA9-HA allerdings nicht korrekt binden kann. Durch
diese gestorte Interaktion kdénnte der Transport von NcGRA9 in die dichte Granula und die
daraus folgende Sekretion in die PV reduziert sein. So kdnnte die beobachtete verzdgerte
und verminderte Sekretion und die verstarkte Lokalisation im Golgi-Komplex zu erklaren sein.
Fir die Bestatigung der Lokalisation von A201 NcGRA9-HA im Endoplasmatischen Retiku-
lum beziehungsweise A280 NcGRA9-HA im Golgi-Komplex sind jedoch noch immunogold-
elektronenmikroskopische Analysen notwendig.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass NcGRA9 in der PV
sowohl I8slich als auch in Proteinaggregaten assoziiert vorliegt. Somit kénnte NcGRA9, das
wahrscheinlich nicht direkt mit Membranen interagiert, Uber ein anderes, membranlokalisier-
tes Protein an das intravakuolare Netzwerk gebunden sein. Da NcGRA9 auch teilweise
durch alkalische Natriumhydrogenkarbonat-Behandlung aus Membranpraparationen gelost
werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass NcGRA9 mit einem peripheren Membranpro-
tein interagiert. Ein moglicher Kandidat ware NcMAG1, welches in Ko-

Immunprazipitationsanalysen als moglicher Interaktionspartner identifiziert werden konnte.
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Allerdings ist die genaue Art der Interaktion von NcMAG1 mit dem intravakuolaren Netzwerk
und mit NcGRA9 noch nicht abschlieBend geklart. Damit ist NcGRA9 von N. caninum dem
homologen Protein in T. gondii in vielen Eigenschaften, wie genomische Organisation, funk-
tionellen Doméanen und der Aminosauresequenz (60 % Sequenzidentitat) dhnlich, es gibt
aber auch deutliche Unterschiede. So ist zum Beispiel TJGRA9 von T. gondii wahrscheinlich
mit einem Transmembranprotein assoziiert, wahrend NcGRA9, wie oben erwahnt, wahr-
scheinlich mit einem peripheren Membranprotein interagiert. Ferner ist TgGRA7 ein wichtiger
Interaktionspartner von TgGRA9 wahrend NcGRA9 von N. caninum nicht an NcGRA?7 bindet.
Diese Daten belegen, dass homologe Proteine in N. caninum und T. gondii verschiedene
Eigenschaften haben. Auch diese kleinen Differenzen kénnen dazu beitragen, dass die bei-
den Erreger ein unterschiedliches Wirtsspektrum besitzen und sich evolutionar anders entwi-

ckelt haben.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte das dichte Granula-Protein NcGRA9 des obligat intrazellu-
laren Parasiten Neospora caninum (N. caninum) beschrieben werden. N. caninum ist phylo-
genetisch sehr nah verwandt mit dem bekannten Parasiten Toxoplasma gondii (T. gondii), in
dem ein homologes TgGRA9 existiert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl auf genomi-
scher Ebene als auch auf Proteinebene Gemeinsamkeiten zwischen beiden Proteinen be-
stehen. Die Aminosauresequenzen von NcGRA9 und TgGRA9 zeigen eine ldentitat von
60 %. Antikdrper gegen rekombinantes NcGRA9 reagieren auch mit TQGRA9. Aufgrund die-
ser Kreuzreaktivitat ist NcGRA9 als Antigen flr die serologische Diagnose einer Neosporose
in Rindern ungeeignet.

NcGRA9 wurde auch im Bezug auf seine Lokalisation untersucht. In extrazellularen Ta-
chyzoiten ist das Protein innerhalb der dichte Granula zu finden und nach Wirtszellinvasion
wird es in die parasitophore Vakuole (PV) sekretiert. Diese Lokalisation ist typisch flr dichte
Granula-Proteine. AuRerdem gehort NcGRA9 zur Gruppe der exkretierten/sekretierten Anti-
gene von N. caninum. Des Weiteren wurde die Interaktion von NcGRA9 mit membrandsen
Strukturen innerhalb der PV analysiert. Nach der Sekretion liegt NcGRA9 sowohl I6slich als
auch membrangebunden vor. Weiterfiihrende Analysen legten dar, dass NcGRA9 wahr-
scheinlich Uber periphere Membranproteine mit dem membrandsen intravakuolaren Netz-
werk assoziiert sein konnte. Ferner ist NcGRA9 an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt,
dabei wurde NcMAG1 als maoglicher Interaktionspartner identifiziert. Die Analyse von C-
terminal trunkierten NcGRA9-Proteinen ergab, dass es im C-terminalen Bereich des Mole-
kils Regionen gibt, die flr das Targeting- und Sekretionsverhalten von NcGRA9 entschei-
dend sind.

Zusammenfassend weist das NcGRA9-Protein viele Ahnlichkeiten zu seinem homologen
Protein in T. gondii auf. Jedoch gibt es im Detail Unterschiede im Bezug auf die Membran-
bindung und das Interaktionsverhalten mit anderen Proteinen in der PV. Diese Abweichun-
gen konnten zur unterschiedlichen Wirtsspezifitat, Virulenz und Wachstumskinetik von T.

gondii und N. caninum beitragen.
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Summary

7. Summary

In the present thesis the dense granule protein NcGRA9 of the obligate intracellular parasite
Neospora caninum (N. caninum) is described. N. caninum is phylogenetically closely related
to the known parasite Toxoplasma gondii (T. gondii) where a homologous TgGRA9 protein
exists. Similarities between both proteins have been shown on genomic and on protein basis.
Comparison of the amino acid sequences of NcGRA9 and TgGRAQ9 reveal a sequence iden-
tity of about 60 %. Antibodies directed against recombinant NcGRA9 also recognise TQGRAS9.
Depending on this cross-reactivity NcGRA9 is not suitable for usage as an antigen in sero-
logical diagnostic for Neosporosis in cattle.

NcGRA9 was also analysed regarding its localisation. In extracellular tachyzoites the protein
is detected inside the dense granules and after invasion of the host cell it is secreted into the
parasitophorous vacuole (PV). This distribution is typical for dense granule proteins. In addi-
tion, NcGRA9 belongs to the group of excreted/secreted antigens of N. caninum. Further-
more, interaction of NcGRA9 with membranous structures inside the PV was analysed. Fol-
lowing secretion NCGRA9 is soluble as well as membrane-bound. Additional analyses
demonstrated that NcGRAS is likely associated to the membranous intravacuolar network via
peripheral membrane proteins. Moreover, NcGRA9 participates in protein-protein-
interactions and NcMAG1 was identified as a putative interaction partner of NcGRA9. C-
terminally truncated NcGRA9 proteins were analysed and it became obvious that the C-
terminal region of the protein contains areas that could be crucial for targeting and secretion
of NcGRA9.

In summary, NcGRA9 exhibits many similarities to its homologue in T. gondii. However, there
are differences regarding membrane binding capacity and the interaction with other proteins
inside the PV. These aberrations could contribute to the different host specificity, virulence

and growth kinetic of T. gondii and N. caninum.
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