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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Merkmale der Mikrosporidien

Mikrosporidien sind eine duflerst ungewdhnliche Gruppe obligat intrazellulérer,
sporenbildender Eukaryoten, die nach neueren Erkenntnissen zu den Pilzen gehdren (Hibbett
et al., 2007). Allen Mikrosporidien gemeinsam ist ihr einzigartiger Invasionsmechanismus,
sowie eine Anpassung an das intrazelluldre Leben, die vor allem durch eine Reduktion des
Metabolismus und der Genomgrofle geprigt ist (Keeling und Fast, 2002). Bis heute sind
150 Gattungen mit ca. 1200 Arten bekannt, davon gelten 14 Arten als humanpathogen (Didier
und Weiss, 2006). Neben dem Menschen infizieren Mikrosporidien verschiedenste Tiere,
darunter sowohl Wirbeltiere als auch Wirbellose. Besonders héufig sind Mikrosporidien
jedoch bei Fischen und Insekten zu finden. Mikrosporidien bilden umweltresistente Sporen
aus, die als einziges extrazellulires Stadium der Verbreitung dienen. Die Spore enthélt
Zellorganellen, die von den typisch eukaryotischen Organellen abweichen, sowie ein um das

Sporoplasma aufgewundenes polares Filament, das zum Invasionsapparat gehort.

1.2 Ursprung und Evolution von Mikrosporidien

Da urspriinglich angenommen wurde, dass Mikrosporidien keine Mitochondrien enthalten, sie
einen atypischen Golgi-Apparat besitzen und die Ribosomen denen der Prokaryoten dhneln,
wurden Mikrosporidien eine lange Zeit mit anderen amitochondrialen Organismen wie
Giardia und Entamoeba zur Klasse der Archezoa zusammengefasst (Cavalier-Smith, 1983).
Die Archezoa wurden als primitive Eukaryoten angesehen, die sich vor dem Erwerb von
Mitochondrien entwickelt hatten. Mikrosporidien wurden daher den urspriinglichsten
Eukaryoten zugeordnet. Mit der Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden wurden
bei verschiedenen mikrosporidialen Genen wie a- und p-tubulin Homologien zu
Pilzsequenzen festgestellt (Edlind er al., 1996; Keeling und Doolittle, 1996). Zusitzlich
wurden verschiedene Gene mitochondrialen Ursprungs wie z. B. hsp70 bei Mikrosporidien
entdeckt, was darauf hindeutete, dass die Vorfahren der Mikrosporidien Mitochondrien
enthielten, und Mikrosporidien diese Organellen entweder verloren hatten, oder sehr stark
reduzierte Mitochondrien enthielten (Germot et al., 1997; Hirt et al., 1997). So wurde die

Sicht, dass Mikrosporidien urspriingliche Eukaryoten sind, revidiert. Vielmehr wird heute
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davon ausgegangen, dass Mikrosporidien evolutionér hoch spezialisierte Pilze sind, die durch
die Anpassung an den intrazelluldren Parasitismus auf verschiedenste Weise reduziert wurden

(Keeling und Fast, 2002).

1.3 Medizinische und Veterinirmedizinische Bedeutung

Mikrosporidien wurden erstmals im Jahre 1857 als Erreger der Fleckenkrankheit der
Seidenspinnerraupe beschrieben (Nageli, 1857). Seitdem wurden immer mehr Mikrosporidien
bekannt, die Krankheiten in wirtschaftlich genutzten Tieren verursachen. Bei Insekten nimmt
vor allem Nosema apis, der Erreger der Ruhr bei Honigbienen eine wichtige Stellung ein
(Becnel und Andreadis, 1999). Auch in der Fischzucht gibt es diverse Mikrosporidien-Arten,
die in Fischen und Krabben vorkommen konnen (Shaw und Kent, 1999). Encephalitozoon
cuniculi war die erste Mikrosporidien-Art, die in Sdugetieren (Kaninchen) nachgewiesen
wurde (Wright und Craighead, 1922), und ist sowohl in Labortieren wie Méausen, Ratten und
Kaninchen als auch in Haustieren wie Hunden und Meerschweinchen zu finden (Snowden
und Shadduck, 1999). Mikrosporidien koénnen jedoch auch Niitzlinge sein. Untersuchungen
des insektenpathogenen Mikrosporidiums Nosema locustae Kkonnten zeigen, dass
Mikrosporidien dieser Art nur Springschrecken (Orthoptera) befallen, so dass N. locustae als
mikrobielles Insektizid gegen Heuschrecken eingesetzt wurde (Becnel und Andreadis, 1999).

Lange Zeit wurde angenommen, dass Mikrosporidien nur als Erreger von Tieren auftreten.
Ende der 50er Jahre erfolgte jedoch die erste zweifelsfreie Dokumentation einer
Mikrosporidiose beim Menschen (Matsubayashi et al, 1959). Mikrosporidiosen des
Menschen waren bis Mitte der 70er Jahre relativ selten. Mit zunehmender Anzahl
immunsupprimierter Individuen, entweder durch AIDS-Erkrankungen oder die Einnahme
immunsupprimierender Medikamente, stieg die Zahl der humanen Mikrosporidiosen jedoch
deutlich an. Mikrosporidien sind vor allem opportunistische Erreger, die sich eine
Immunschwiche des Menschen zu Nutze machen. Es gibt jedoch auch einige Fille von
Mikrosporidiosen bei immunkompetenten Individuen, vor allem bei Kindern und &lteren
Menschen (Fogla et al, 2005; Wichro et al., 2005). Die 14 humanpathogenen
Mikrosporidien-Arten kdnnen, je nach Art verschiedenste Krankheitsbilder hervorrufen (sieche
Tab. 1.1). Am héufigsten tritt eine chronische Diarrhé mit teilweise starkem Gewichtsverlust
verursacht durch Enterocytozoon bieneusi oder Encephalitozoon intestinalis auf (Didier und

Weiss, 2006). Erreger der Gattung FEncephalitozoon verursachen auflerdem haufig



FEinleitung 3

disseminierte Infektionen mit Befall nahezu aller Organsysteme. Bei E. cuniculi treten
besonders hdufig Entziindungen der Niere, des Gehirns, der Lunge und des Auges auf (Didier

und Weiss, 2006; Orenstein et al., 2005; Kodjikian et al., 2005).

Tab. 1.1: Wichtigste humanpathogene Mikrosporidien-Arten sowie Ort der jeweiligen
Infektion (Didier und Weiss, 2006; Weber ef al., 1994).

Mikrosporidien-Art Ort der Infektion

Enterocytozoon bieneusi Darm, Gallenwege, Atemwege

Darm, Gallenwege, Atemwege, Knochen, Haut,

Encephalito Septata) intestinali .
ncephalitozoon (Septata) intestinalis systemisch

Encephalitozoon hellem Auge, Atemwege, Harnwege, systemisch

systemisch, Auge, Atemwege, Harnwege, Leber,

Encephalitozoon cuniculi Bauchfell, Gehirn

Anncaliia (Nosema) algerae Auge, Muskeln
Vittaforma corneae Auge, Harnwege
Trachipleistophora hominis Muskeln, Auge
Trachipleistophora anthropopthera systemisch, Auge

Verléssliche epidemiologische Daten zur humanen Mikrosporidiose sind bislang vor allem
aufgrund unzureichender diagnostischer Methoden relativ selten. Viele Studien wurden
auBerdem unter HIV-Infizierten durchgefiihrt, so dass die Zielgruppe nicht zufillig
ausgewdhlt war. Serologische Studien verschiedener Bevdlkerungsgruppen ergaben, dass
0 - 38 % der untersuchten Individuen Antikorper gegen Encephalitozoon spp. besallen (Bryan
und Schwartz, 1999). Bislang ist noch ungeklédrt, ob Mikrosporidien in einem latenten
Stadium im Menschen persistieren und ob es wéhrend zwischenzeitlicher Phasen der
Immunsuppression zu einer Reaktivierung der Mikrosporidiose kommen kann (Didier und
Weiss, 2006).

Auch die Ubertragungswege von Mikrosporidien sind noch nicht vollstindig geklirt. Da
sowohl fir E. cuniculi als auch fiir E. hellem, E. intestinalis und E. bieneusi ein Tierreservoir
vorhanden ist, gelten Erkrankungen mit diesen Mikrosporidien als Zoonose (Mathis, 2000).
Neben einer fikal-oralen Ubertragung durch Urin oder Kot erkrankter Tiere kénnen Sporen
auch tber verunreinigtes Wasser aufgenommen werden. So wurden humanpathogene

Mikrosporidien in Flusswasser nachgewiesen (Sparfel et al., 1997). Einige Studien




FEinleitung 4

dokumentieren sogar den Kontakt mit Fluss- oder Seewasser und das Trinken ungefilterten
Leitungswassers als Risikofaktor fiir das Auftreten einer intestinalen Mikrosporidiose
(Watson et al., 1996). Durch eine Bewidsserung von Feldfriichten mit kontaminiertem Wasser
ist auch eine Lebensmittelinfektion im Gespriach (Calvo ef al., 2004). Einige Mikrosporidien-
Arten, besonders E. hellem verursachen besonders héufig respiratorische Erkrankungen. Da
E. hellem in Vogeln wie z. B. Wellensittichen und Papageien vorkommt, und Sporen von
E. hellem auch im Vogel-Kot nachgewiesen wurden, ist es mdglich, dass auch die Inhalation
von kontaminierten Aerosolen zur Infektion fithren kann (Schwartz et al., 1992). Die in
zahlreichen Korperflissigkeiten nachgewiesenen Sporen weisen auBlerdem darauf hin, dass
auch die Ubertragung von Mensch zu Mensch, moglicherweise sogar durch sexuellen Kontakt
als Infektionsweg in Frage kommt (Weber et al., 1994; Hutin et al., 1998). Infektionen mit
Mikrosporidien, die normalerweise Miicken befallen, deuten darauf hin, dass selbst eine
Vektor-vermittelte Ubertragung in Betracht gezogen werden kann (Coyle ef al., 2004). Eine
transplazentale Ubertragung wurde bisher nur bei verschiedenen Krallenaffen jedoch noch nie

beim Menschen festgestellt (Juan-Salles et al., 2006).

1.4 Therapie von Mikrosporidien-Infektionen

Die Therapie von Mikrosporidien-Infektionen, vor allem die Therapie des héufigsten
humanpathogenen Erregers E. bieneusi gestaltet sich schwierig. Die heute am meisten
genutzten Medikamente sind Albendazol und Fumagillin. Albendazol, das auch gegen
Parasitosen mit verschiedenen Wiirmern eingesetzt wird (Venkatesan, 1998), ist ein
Benzimidazolderivat, welches das Wachstum verschiedener Mikrosporidien hemmt (Canning
und Hollister, 1991). Durch die Bindung von Albendazol an monomeres B-Tubulin der
Mikrosporidien wird die Mikrotubuli-Polymerisierung und damit die Zellteilung inhibiert
(MacDonald et al., 2004). Da das E. bieneusi B-Tubulin einige Aminosdure-Substitutionen
tragt, ist E. bieneusi allerdings resistent gegeniiber Albendazol (Akiyoshi et al., 2007). Der
Methionin-Aminopeptidase-2-Inhibitor Fumagillin, der auch in der Krebstherapie eingesetzt
und durch A4spergillus fumigatus produziert wird, wirkt sowohl gegen Encephalitozoon spp.
als auch gegen E. bieneusi. Bei systemischer Verabreichung wirkt Fumagillin allerdings
toxisch, so dass die Einnahme héufig problematisch ist.

Fiir die Entwicklung neuer Medikamente gewinnen auch andere Angriffsziele, wie die Chitin-

Synthese oder Topoisomerasen an Bedeutung (Zhang et al., 2005; Didier et al., 2005). Das
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Vorkommen von Mikrosporidiosen in HIV-Patienten ist auch bei durchgefiihrter
antiretroviraler Therapie und der damit verbundenen Verbesserung des Immunstatus
riicklaufig (Wiwanitkit, 2006; Morpeth und Thielman, 2006). Weltweit haben aber nur 80 %
der HIV-infizierten Menschen Zugang zu antiretroviraler Therapie (Bartelsman und Veeken,
2007), so dass opportunistische Infektionen wie die Mikrosporidiose auch weiterhin von

grofler Bedeutung fiir diese Patientengruppe sind.

1.5 Aufbau der Spore

Die meisten Mikrosporidiensporen sind mit einer Grofle von 1 — 3 um x 1,5 — 4 pum recht
klein (Didier und Weiss, 2006). Es gibt allerdings auch Arten wie Bacillidium filiferum, deren
Sporen eine Grofe von 40 um erreichen (Vavra und Larsson, 1999). Die Spore, die das
einzige extrazelluldre und infektiose Stadium der Mikrosporidien ist, ist meist oval, kann je
nach Art jedoch auch rund, stibchen- oder sichelférmig sein.

Die Spore ist von einer rigiden, umweltresistenten Sporenhiille, die aus einer Exospore und
einer Endospore besteht, umgeben (siche Abb. 1.1). Die Exospore ist eine
elektronenundurchldssige Proteinschicht, die bei den meisten Mikrosporidien eine
gleichmiBig strukturierte Oberfldche bildet. Bei einigen aquatischen Arten kann die Exospore
auch stark modifiziert sein und verschiedene Anhingsel tragen (Vavra, 1963). Mit Hilfe von
hochauflosender Elektronenmikroskopie konnte festgestellt werden, dass die Exospore von
Encephalitozoon spp. 25 — 30 nm dick ist, und ihrerseits aus einer dufleren stacheligen
Schicht, einer elektronendurchldssigen Intermedidrlamina und einer inneren faserig
strukturierten Schicht besteht (Bigliardi et al., 1996).

Die Endospore ist eine elektronendurchldssige Schicht, die aus Chitin und Proteinen
aufgebaut ist (Keeling und Fast, 2002). Bei Encephalitozoon spp. besitzt die Endospore eine
Dicke von 30 — 35 nm (Bigliardi ef al., 1996), in der Region der Ankerscheibe ist sie
allerdings héufig nur halb so dick. Die Endospore, die wihrend der Differenzierung zur Spore
relativ spit gebildet wird, separiert die reife, metabolisch inaktive Spore vom Cytoplasma der
Wirtszelle (Vavra und Larsson, 1999).

Unterhalb der Endospore liegt die Plasmamembran, die das Sporoplasma, das infektiose
Material der Spore umbhiillt. Das Sporoplasma enthilt entweder einen Nukleus, oder zwei
Nuklei, die als Diplokaryon sehr nah aneinander liegen (Vavra und Larsson, 1999). Des

Weiteren ist das Sporoplasma mit vielen Ribosomen angereichert (Canning und Lom, 1986).
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Mikrosporidiensporen besitzen keine typisch eukaryotischen Zellorganellen wie Golgi-
Apparat oder endoplasmatisches Retikulum (ER), ithr Sporoplasma wird vielmehr von
Strukturen des Invasionsapparates dominiert. Zum Invasionsapparat gehoren der Polaroplast,
ein polares Filament oder Polartubulus und eine posteriore Vakuole. Der Polaroplast ist aus
zwei Teilen, dem lamellaren und dem vesikularen Polaroplasten aufgebaut. Der lamellare
Polaroplast befindet sich im anterioren Sporenteil und besteht aus einer Anordnung dicht
gepackter lamellenartig angeordneter Membranen. Der posteriore Teil des Polaroplasten ist
weniger stark geordnet und daher eher vesikularer Natur (Vavra und Larsson, 1999).

Das polare Filament, der wohl wichtigste Teil des Invasionsapparates, dient der Injektion des
infektiosen Sporoplasmas in die neue Wirtszelle. In der reifen Spore bildet das polare
Filament eine schlauchartige Struktur mit einem Durchmesser von 0,1 — 0,2 um, die aus
mehreren Membran- und Glykoproteinschichten aufgebaut und von einer Hiillmembran
umgeben ist (Vavra und Larsson, 1999). Am anterioren Ende der Spore ist das polare
Filament mit einer Ankerscheibe verbunden. Bis zur Hélfte der Spore ist der polare Schlauch
gerade und windet sich dann helikal um das Sporoplasma. Die Anzahl der Windungen, ihre
relative Anordnung zueinander und der Winkel der einzelnen Windungen ist konserviert, so
dass diese Eigenschaften zur Bestimmung einiger Mikrosporidien-Arten genutzt werden
konnen (Sprague et al., 1992). Das Ende des polaren Filaments steht mit der posterioren
Vakuole in Kontakt. Ob das polare Filament allerdings bis in die posteriore Vakuole
hineinragt, oder nur an der Vakuole endet, konnte bisher noch nicht festgestellt werden
(Keeling und Fast, 2002).

In der von einer Membran umgebenen posterioren Vakuole sind viele flir Peroxisomen
spezifische Enzyme und Bestandteile enthalten. Dies deutet darauf hin, dass die posteriore
Vakuole neben der Funktion bei der Sporulation auch als Peroxisom fungiert (Findley ef al.,
2005).

Mit Hilfe histochemischer Férbemethoden konnten verschiedene Golgi- und ER-
Markerenzyme im polaren Filament und im Polaroplasten nachgewiesen werden. Daher wird
angenommen, dass der Invasionsapparat wihrend der Differenzierung aus rauem ER und

Golgi-Membranen gebildet wird (Takvorian und Cali, 1994; Takvorian und Cali, 1996).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Mikrosporidienspore (modifiziert
nach Keeling und Fast, 2002).

Neben Ribosomen enthdlt das Sporoplasma noch kleine, von zwei Membranen umgebene
Vesikel, die in friiheren Publikationen als polare Vesikel bezeichnet wurden (Vavra, 2005).
Mittels eines Antikorpers gegen das mitochondriale HSP70 von Trachipleistophora hominis
wurde zum ersten Mal nachgewiesen, das es sich bei diesen Organellen wahrscheinlich um

sehr stark riickgebildete Mitochondrien, Mitosomen genannt, handelt (Williams ef al., 2002)

1.6 Invasionsmechanismus

Die Sporulation der Mikrosporidienspore wird generell in vier Phasen unterteilt, die
Aktivierung der Spore, den Anstieg des osmotischen Drucks in der Spore, das Ausschleudern
des polaren Filaments und die Passage des Sporoplasmas durch den Polartubulus (Xu und
Weiss, 2005). Die Bedingungen, die zu einer Aktivierung der Spore fiihren, variieren sehr
stark zwischen den verschiedenen Arten. /n vitro wurden verschiedene physikalische und
chemische Reize gefunden, die die Sporulation ausldsen, wie pH-Verdnderungen,
Dehydrierung gefolgt von Rehydrierung, hyperosmotische Bedingungen, die Anwesenheit
von Anionen oder Kationen und ultraviolettes Licht (Keohane und Weiss, 1999). In vivo ist
vermutlich die Erkennung von Wirtszellen und moglicherweise eine Anheftung an die
Wirtszelle wichtig flir die Aktivierung der Spore. Neuere Studien mit E. infestinalis zeigen,

dass Sporen an sulfatierte Glykosaminoglykane wie Heparin oder Chondroitinsulfat der
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Wirtszelloberfldche binden, und dass die Blockierung dieser Bindestellen zu einer reduzierten
Infektionsrate fithrt (Hayman et al., 2005). Dabei scheint das Sporenwandprotein EnP1, das
sowohl in der Endo- als auch in der Exospore vorkommt, und mehrere Heparin-Bindemotive
besitzt, eine wichtige Rolle zu spielen (Southern et al., 2007).

Das erste Zeichen, das auf eine Sporulation hindeutet, ist ein generelles Anschwellen der
Spore sowie ein Anschwellen des Polaroplasten und der posterioren Vakuole (Lom und
Vavra, 1963). Dies ist das Resultat eines Anstiegs des osmotischen Drucks in der Spore
(Undeen und Frixione, 1990). Um den Wassereinstrom zu ermoglichen, besitzt die Spore
Aquaporine (Ghosh et al, 2006), der genaue Mechanismus, der zur Erhohung des
osmotischen Drucks fiihrt, ist allerdings noch ungekliart. Bei Nosema algerae wurde
festgestellt, dass wihrend der Sporulation der Trehalose-Gehalt der Spore signifikant sinkt
(Undeen et al., 1987). Trehalose ist ein Glukose-Glukose-Disaccharid, das als wichtiges
Speichermolekiil bei Mikrosporidien und anderen Pilzen fungiert (Arguelles, 2000). Durch
die Spaltung von Trehalose zu Glukose-Monomeren kommt es zu einem Anstieg 16slicher
Molekiile in der Spore, was den Einstrom von Wasser und damit die Erhéhung des
osmotischen Drucks verursachen konnte (Undeen und Frixione, 1990; Undeen und Vander
Meer, 1994). Allerdings konnte die Spaltung von Trehalose wéhrend der Sporulation
vorwiegend fiir aquatische, nicht aber fiir terrestrische Mikrosporidien nachgewiesen werden
(Undeen und Vander Meer, 1999). Fiir Pilze wurde aullerdem gezeigt, dass Trehalose weniger
als Speichermolekiil sondern vielmehr als Anti-Stress-Metabolit dient (Arguelles, 2000). Dies
macht es unwahrscheinlich, dass der Trehalose-Abbau die alleinige Ursache fiir den Anstieg
des osmotischen Drucks ist. In einem weiteren Modell wird ein Anstieg der intrazelluldren
Calcium-Konzentration fiir den Wassereinstrom verantwortlich gemacht. Durch den
Zusammenbruch von Membransystemen der Spore konnten Calcium-Ionen aus intrazelluldren
Speichern in das Sporoplasma entlassen werden (Keohane und Weiss, 1998). Die hohe
Calcium-Konzentration konnte einerseits den Einstrom von Wasser bewirken, und
andererseits Enzyme, wie die Trehalase aktivieren. Durch die Spaltung von Trehalose konnte
es somit noch zu einem weiteren Anstieg des osmotischen Drucks kommen.

Der hohe osmotische Druck im Inneren der Spore kombiniert mit der Degeneration von
Sporoplasma-Membranen fithrt zum Bruch der Sporenhiille in der Region der Ankerscheibe.
Das polare Filament wird explosionsartig aus der Spore geschleudert und erreicht dabei
Geschwindigkeiten von 100 um/sec (Frixione et al, 1992). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigen, dass das polare Filament in der Spore aus mehreren Schichten besteht.

Nach dem Ausschleudern bildet es einen hohlen Tubulus, auch Polartubulus genannt, der je
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nach Mikrosporidien-Art die doppelte oder dreifache Lénge des polaren Filaments in der
Spore erreicht (Xu und Weiss, 2005). Die Verldangerung des Polartubulus beim Ausschleudern
wird vermutlich durch das Material aus dem Inneren des Filaments bewerkstelligt (Weidner,
1972; Weidner, 1976). Moglicherweise funktioniert die Verldngerung wie das Herausziehen
eines Fingers aus einem Handschuh (Lom und Vavra, 1963; Ishihara, 1968; Frixione et al.,
1992).

Da die Sporulation insgesamt weniger als zwei Sekunden bendtigt, und das polare Filament
einem Projektil-dhnlich ausgeschleudert wird, gilt ein Modell, bei dem der Polartubulus die
Plasmamembran angrenzender Wirtszellen durchschlégt, als allgemein anerkannt (Weidner,
1976; Bigliardi und Sacchi, 2001; Keeling und Fast, 2002; Franzen, 2005). Das Sporoplasma
kann so vor den Abwehrmechanismen der Zelle geschiitzt, direkt in das Cytosol der neuen
Wirtszelle injiziert werden (Keeling und Fast, 2002). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen der Invasion von Nosema michaelis deuten ebenfalls an, dass das polare
Filament die Wirtszell-Plasmamembran penetriert (Weidner, 1972). Nach der Passage des
Sporoplasmas durch den Polartubulus ist das Sporoplasma bzw. der neu entstandene Meront
von einer neuen Plasmamembran umhiillt, die vermutlich aus Polaroplast-Membranen, die
durch den Polartubulus gedriickt werden, entsteht (Weidner et al., 1984). Die entleerte
Sporenhiille, die nur noch die alte Plasmamembran sowie die Hiillmembran des polaren
Filaments enthilt, verbleibt extrazellulair (Weidner, 1976). Hat der Polartubulus keine
Wirtszelle getroffen, so erscheint das Sporoplasma als Tropfen am distalen Ende des Tubulus

(Weidner, 1972).

Einige Studien schlagen eine induzierte Phagocytose von Sporoplasma als Invasionsmodell
vor. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Invasion von Encephalitozoon spp.
zeigen, dass das ausgeschleuderte polare Filament eine Invagination der Plasmamembran
verursacht, und deuten dies als eine phagocytotische Aufnahme des Polartubulus in die Zelle
(Magaud et al., 1997; Schottelius et al., 2000; Bigliardi und Sacchi, 2001). Diesem Modell
zufolge wird die Phagocytose des Sporoplasmas durch die Wechselwirkung des anterioren
Sporenteils oder aber des ausgeschleuderten Polartubulus mit der Wirtszelle ausgelost.
Versuche mit Cytochalasin-D, die zeigen, dass die Invasion von E. intestinalis ein Aktin-
abhéngiger Prozess ist, unterstiitzen dieses Invasionsmodell (Foucault und Drancourt, 2000).
Untersuchungen von E. cuniculi durch die eigene Arbeitsgruppe konnten die Abhdngigkeit
der Invasion von Aktin allerdings nicht bestétigen. Die Anwesenheit von Cytochalasin-D hat

bei E. cuniculi keinen Einfluss auf die Infektionsrate (Orlik, 2007).
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1.7 Die Sporenphagocytose als zusitzlicher Invasionsmechanismus

Untersuchungen zur phagocytotischen Aufnahme von E. cuniculi in verschiedene Zellen
haben gezeigt, dass intakte, unsporulierte = Mikrosporidiensporen auch von
nichtprofessionellen Phagocyten (NPP), wie Epithelzellen, Endothelialzellen und
Bindegewebszellen phagocytiert werden konnen (Couzinet et al., 2000). Im Gegensatz zu
Makrophagen oder Neutrophilen sind diese Zellen keine professionellen Phagocyten. Es ist
jedoch bekannt, dass NPP teilweise in der Lage sind, apoptotische Zellen und einige
Organismen iiber Phagocytose aufzunehmen (Rabinovitch, 1995), fiir Protozoa konnte dies
allerdings noch nicht dokumentiert werden (Couzinet et al., 2000). Nach der Phagocytose der
Mikrosporidienspore entwickelt sich das Phagosom sehr schnell zu einem Lysosom weiter
(Couzinet et al., 2000; Franzen et al., 2005). Da NPP allerdings keine antimikrobiellen
Sauerstoff- oder Stickstoffintermediate produzieren, ist es noch unklar, ob die Spore im
Lysosom zerstort werden kann. Die Phagocytose ganzer Sporen konnte daher der erste Schritt
fiir eine Transcytose von Geweben sein, die zu einer Dissemination der Mikrosporidien-
Infektion beitragen konnte (Couzinet et al., 2000). Die Beobachtung, dass phagocytierte
Sporen ihren Polartubulus ausschleudern konnen, flihrte zu der Annahme, dass
Mikrosporidien die Sporulation nutzen kénnen, um aus dem Lysosom zu entflichen und sich
anschlieend im Cytosol der Wirtszelle zu vermehren (Franzen, 2004; Franzen et al., 2005).
Eine anschlieBende Vermehrung konnte bisher allerdings noch nicht gezeigt werden, und
auch die Untersuchung der Invasion von E. intestinalis in humane Enterocyten weist der
Sporenphagocytose eine eher untergeordnete Rolle zu (Leitch et al., 2005). Untersuchungen
der eigenen Arbeitsgruppe zur Sporenphagocytose als alternativem Invasionsmechanismus
zeigen ebenfalls eine Phagocytose ganzer Sporen bei verschiedenen nichtprofessionellen
Phagocyten. Eine Inhibierung der Sporenphagocytose um 90 % durch Cytochalasin-D hat
allerdings keinen Einfluss auf die Infektionsrate, was darauf hindeutet, dass die
Sporenphagocytose keinen signifikanten Beitrag zur Infektiositit von E. cuniculi leistet

(Orlik, 2007).
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1.8 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von E. cuniculi ist ein relativ einfacher asexueller Zyklus (siche Abb. 1.2),
der in eine infektiose Umweltphase, eine Proliferationsphase (Merogonie) und eine
Differenzierungsphase (Sporogonie) unterteilt wird (Cali und Takvorian, 1999). Die Spore ist
das extrazellulire Stadium, das die Wirtszelle mit Hilfe des einzigartigen
Invasionsmechanismus (siehe 1.6) infiziert. Einmal in der Zelle wird das Sporoplasma als
Meront bezeichnet. Mikrosporidien der Gattung Encephalitozoon besitzen einen einzelnen
Zellkern und entwickeln sich in der Wirtszelle in einer parasitophoren Vakuole (PV). Die
Meronten vermehren sich durch wiederholte Zweiteilung, teilweise entstehen durch eine
verspétete Zellteilung auch perlschnurartige Ketten von Meronten (Vavra und Larsson, 1999).
Die metabolisch aktiven Meronten bleiben mit Hilfe einer tight junction-dhnlichen
Verbindung mit der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) verbunden, dadurch sind sie
immer im #uBeren Teil der Vakuole lokalisiert (Weidner, 1975). Der Ubergang zur
Sporogonie ist durch die Sekretion von Sporenwandmaterial und damit einer Verdickung der
Sporenhiille gekennzeichnet. Gleichzeitig verdndert sich die Struktur einiger Zellorganellen.
Das endoplasmatische Retikulum (ER) wird stirker geordnet, und Ribosomen kommen
vermehrt als Polyribosomen, gebunden an das raue ER vor (Vavra und Larsson, 1999). Das
nun als Sporont bezeichnete Stadium 16st sich von der PVM und die weitere Sporogonie
findet im Inneren der Vakuole statt (Vavra und Larsson, 1999). Sporonten durchlaufen eine
weitere Phase der Zellteilung, bei der jeweils zwei Sporoblasten entstehen (Cali und Owen,
1988). Sporoblasten differenzieren schlieBlich zu Sporen. Bei dieser Differenzierung werden
die Zellen deutlich verkleinert, der Invasionsapparat wird gebildet und die Chitin-haltige
Endospore entwickelt sich. Im letzten Schritt platzt die Vakuole und die reifen Sporen werden
aus der Wirtszelle entlassen. Vermutlich gelangen E. cuniculi-Sporen mit dem Kot oder Urin

des Wirtstiers in die Umwelt, und konnen dann einen neuen Wirt infizieren (siehe auch 1.3).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von E. cuniculi. Nach Injektion des
Sporoplasmas in die Wirtszelle findet die weitere Entwicklung von E. cumiculi in einer
parasitophoren Vakuole (PV) statt. Das nun als Meront bezeichnete Stadium durchlduft
zunichst mehrere Runden der Zellteilung (Merogonie), bevor die Differenzierung zur Spore
(Sporogonie) stattfindet. SchlieBlich platzt die PV und die reifen Sporen werden frei gelassen.
Diese konnen dann eine neue Wirtszelle infizieren.

Wihrend der Lebenszyklus von E. cuniculi relativ einfach ist, zeigt die Vermehrung einiger
anderer Mikrosporidien diverse Besonderheiten. So findet bei etwa 20 Mikrosporidien-
Gattungen eine Meiose und damit eine sexuelle Vermehrung statt (Loubes, 1979; Larsson,
1986). Bei E. bieneusi, dem hiufigsten humanpathogenen Erreger findet die Kernteilung
wihrend der Merogonie ohne eine folgende Zellteilung statt. Dies fiihrt zu der Bildung eines
merogonialen Plasmodiums. Die weitere Entwicklung sowie die Anlage des
Invasionsapparates findet im Plasmodium statt. Das spéte sporogoniale Plasmodium
invaginiert schlieBlich und separiert einzelne Zellkerne voneinander, so dass individuelle
Sporoblasten entstehen, die dann zu Sporen reifen (Cali und Takvorian, 1999).

Die Infektion einer Zelle mit Mikrosporidien kann verschiedene morphologische
Auswirkungen haben. Ein weit verbreiteter Effekt ist die VergroBerung der Wirtszelle, sowie
des Wirtszell-Nukleus (Weissenberg, 1976). Einige Mikrosporidien entwickeln eine sehr enge
Assoziation mit dem Zellkern oder vermehren sich sogar im Zellkern (Sprague et al., 1972,
Takizawa et al., 1973; Hendrick, 1991).

Mikrosporidien der Gattung Encephalitozoon scheinen auBlerdem in der Lage zu sein, den
Zellzyklus der Wirtszelle zu unterbrechen (Scanlon et al., 2000) und die Wirtszell-Apoptose

zu inhibieren (del Aguila et al., 2006), um das intrazelluldre Uberleben zu sichern.
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1.9 Encephalitozoon cuniculi als Modellorganismus

Das haufigste humanpathogene Mikrosporidium E. bieneusi kann bislang noch nicht
dauerhaft in vitro kultiviert werden (Visvesvara, 2002; Didier und Weiss, 2006). Aufgrund
der einfachen Kultivierbarkeit in einer Vielzahl eukaryotischer Zellen hat sich aber E. cuniculi
als Modellorganismus fiir humanpathogene Mikrosporidien etabliert (Tsaousis et al., 2008;
Goldberg et al., 2008; Williams et al., 2008). Aus Tieren isolierte E. cuniculi-Préparationen
konnten mit Hilfe genetischer und immunologischer Analysen in insgesamt drei Stimme
unterteilt werden. Entsprechend ihres natiirlichen Wirtes wurden die Stimme rabbit strain
(Stamm I), mouse strain (Stamm II) und dog strain (Stamm III) genannt (Didier ef al., 1995).
Die drei Stimme weisen eine unterschiedliche geographische Verbreitung auf. Wihrend der
Maus-Stamm nur in Europa vorkommt, kommt der Kaninchen-Stamm in Europa, Amerika
und Australien vor. Der Hunde-Stamm ist nur in Amerika und Siid-Afrika zu finden. Zwei der
drei Genotypen, der Kaninchen-Stamm in Europa und der Hunde-Stamm in Amerika
verursachen humane Infektionen. Der Maus-Stamm wurde bisher noch nicht im Menschen
identifiziert (Mathis, 2000).

Das Genom von E. cuniculi ist vollstindig sequenziert und gehort mit einer GroBe von
ca. 2,9 Millionen Basenpaaren zu den kleinsten bisher bekannten eukaryotischen Genomen
(Katinka et al., 2001). Das diploide Genom besteht aus 11 Chromosomen und kodiert fiir
1997 potentielle Proteine. Die Reduktion des Genoms spiegelt sich nicht nur in der
GesamtgroBBe sondern auch in weiteren Merkmalen wieder. So existieren im Genom von
E. cuniculi nur sehr wenige Introns und Gene werden typischerweise nur von sehr kurzen
nicht-kodierenden Bereichen flankiert. Einige E. cuniculi-Gene zeichnen sich aulerdem durch
eine liberlappende Transkription aus, bei der der Transkriptionsstartpunkt im upstream-Gen
liegt (Corradi et al., 2008). Selbst die generelle Liange von E. cuniculi-Proteinen ist im
Vergleich zu den homologen Proteinen von Saccharomyces cerevisiae reduziert. Im Zuge der
Anpassung an die intrazellulire Lebensweise hat E. cuniculi sehr viele Biosynthesewege
verloren, was ebenfalls zur Genomreduktion beigetragen hat. Fiir die Biosynthese von
Aminoséuren besitzt E. cuniculi nur zwei Gene, eine Asparagin-Synthethase und eine Serin-
Hydroxymethyl-Transferase. Gene fiir die de novo Synthese von Nukleotiden fehlen, ebenso
wie der Syntheseweg fiir Fettsduren. Daher ist E. cuniculi wahrscheinlich auf die Aufnahme
von Fettsduren von der Wirtszelle angewiesen. Die Gene fiir die Synthese und Umwandlung

von Phospholipiden sind jedoch vorhanden (El Alaoui et al., 2001; Katinka et al., 2001). Da
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E. cuniculi Cholesterin enthélt, das Gen fiir die Umwandlung von Farnesyl-PP in Cholesterin
aber fehlt, stammt das E. cuniculi-Cholesterin vermutlich ebenfalls von der Wirtszelle.

Fir den katabolen Stoffwechsel besitzt E. cuniculi zwar die Gene fiir eine vollstindige
Glykolyse, die Gene fiir den Zitronensdure-Zyklus, die f-Oxidation der Fettsduren und die
Elektronentransportkette sowie der FoF;-ATPase-Komplex fehlen jedoch. Die ATP-Synthese
ist daher nur durch Substratkettenphosphorylierung wéhrend der Glykolyse moglich.
E. cuniculi besitzt jedoch vier ATP/ADP-Carrier-Proteine, die es wahrscheinlich machen,
dass E. cuniculi ATP von der Wirtszelle aufnimmt. Die kiirzlich durchgefiihrte
Charakterisierung der ATP/ADP-Carrier deutet ebenfalls auf eine ATP-Aufnahme von der
Wirtszelle hin. Alle vier Carrier sind in der Lage, ATP zu transportieren, und drei Carrier sind
in der Plasmamembran von E. cuniculi lokalisiert (Tsaousis et al., 2008).

Eine lange Zeit galten Mikrosporidien als urspriingliche Eukaryoten, die keine Mitochondrien
besitzen (siche auch 1.2). Die Genomsequenz von E. cuniculi kodiert jedoch fiir mehrere
Proteine der Eisen-Schwefel (Fe-S)-Cluster-Synthese, einer essentiellen Funktion von
Mitochondrien. Daher wurde die Existenz eines kryptischen Mitochondrions, des so
genannten Mitosoms flir Mikrosporidien vorgeschlagen (Katinka et al., 2001). Die
Lokalisation von mitochondrialem HSP70 in Mitosomen von Trachipleistophora hominis
bestdtigte die Existenz von Mitosomen bei Mikrosporidien (Williams et al., 2002). Die
Funktion des Mitosoms als Ort der Eisen-Schwefel-Cluster-Synthese konnte darauthin durch
die Lokalisation verschiedener Proteine der Fe-S-Cluster-Synthese im Mitosom geklért
werden (Goldberg et al., 2008). Da der vierte ATP-ADP-Carrier von E. cuniculi in den
Mitosomen lokalisiert ist, liefert dieser moglicherweise das fiir die Fe-S-Cluster-Synthese
bendtigte ATP. Die traditionelle Beziehung zwischen Mitochondrion und Wirt ist bei
E. cuniculi daher vermutlich umgedreht. Nicht das Mitosom liefert ATP fir E. cuniculi,

sondern E. cuniculi versorgt das Mitosom mit ATP (Tsaousis ef al., 2008).

1.10 Ursprung und Eigenschafen der parasitophoren Vakuole

Die Schnittstelle zwischen Mikrosporidium und Wirtszelle kann bei verschiedenen
Mikrosporidien-Gattungen unterschiedlicher Natur sein. Theoretisch sind vier Kategorien
moglich, die direkte Vermehrung der Mikrosporidien im Wirtszell-Cytosol und die
Abtrennung vom Wirtszell-Cytosol durch eine Hiilllmembran, wobei diese von der Wirtszelle,

vom Mikrosporidium oder von beiden stammen kann. Auf der Basis von
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elektronenmikroskopischen Aufnahmen ordnete Ann Cali verschiedene Mikrosporidien-
Gattungen in diese vier Kategorien ein (Cali, 1971; Cali und Takvorian, 1999).

E. cuniculi gilt als Beispiel fiir die Gruppe von Vakuolenmembranen mit Wirtszell-Ursprung
(Cali, 1986). Das Material fiir die Bildung der Vakuolenmembran sollte dabei, bedingt durch
einen phagocytotischen Aufnahmeprozess, von der Wirtszell-Plasmamembran bzw. von
Phagosomen-Membranen stammen (Cali und Takvorian, 1999). Wihrend die meisten
Mikrosporidien-Arten der Umbhiillung durch eine Vakuolenmembran entgehen konnen, schien
E. cuniculi die Ausnahme zu sein. Eine Vakuole mit Wirtszell-Ursprung wurde bei
Mikrosporidien daraufhin als ,,parasitophore Vakuole* definiert (Cali und Takvorian, 1999;
Cali, 1971). Die Untersuchung der E. cuniculi-Vakuole mit Ferritin-markierten Endosomen
zeigte jedoch sehr bald, dass die PV nicht mit endocytotischen Vesikeln wie Phagosomen und
Lysosomen fusioniert (Weidner, 1975). Kolokalisationsstudien der eigenen Arbeitsgruppe
zeigten zudem, dass die Vakuolenmembran sowohl direkt nach der Invasion als auch zu
spéteren Zeitpunkten keine endosomalen oder lysosomalen Wirtszell-Markerproteine enthilt.
Der Transferrin-Rezeptor, ein hdufig verwendeter Marker flir friihe Endosomen und die
Wirtszell-Oberflache, Early Endosomal Autoantigen (EEA1) ein Markerprotein fiir frithe
Endosomen, Calnexin, ein Markerprotein fiir das ER und das lysosomale Markerprotein
LAMPI1 kommen in der PVM nicht vor (Fasshauer et al., 2005). Auch Texas-Red-Zymosan-
Partikel, die als Marker fiir den Phagosomen- und Lysosomen-Inhalt gelten, sind in der
E. cuniculi-PV nicht zu finden (Fasshauer et al., 2005). Die E. cuniculi-Vakuole besitzt
dementsprechend nicht die typischen Eigenschaften eines Phagosoms. Aufgrund des
ungewohnlichen Invasionsmechanismus von Mikrosporidien und der Abwesenheit von
Wirtszell-Markerproteinen in der PVM von E. cuniculi st der Ursprung der
Vakuolenmembran bisher noch ungeklért.

Elektronenmikroskopische Studien zeigen, dass die Vakuolenmembran schon bei sehr frithen
Entwicklungsstadien vorhanden ist (Vavra und Larsson, 1999). Die PVM ist ecine
Einzelmembran, die mittels einer tight junction-dhnlichen Verbindung an die Plasmamembran
der Meronten gebunden ist (Weidner, 1975). Wihrend der Sporogonie 19st sich die PVM von
der Mikrosporidien-Oberflache, und Sporoblasten und Sporen liegen frei im Inneren der
Vakuole (Vavra und Larsson, 1999). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass die
PVM sehr viele pinocytotische Vesikel in das Innere der Vakuole abschniirt (Weidner, 1975).
Mikrosporidien der Gattung Encephalitozoon sind in der Lage, Wirtszell-Mitochondrien an
die PVM zu rekrutieren (Shadduck und Pakes, 1971; Canning und Hollister, 1992), um

moglicherweise das ATP der Mitochondrien in die Vakuole zu importieren. Die enge Bindung
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der Mitochondrien an die Vakuolenmembran bleibt unabhéngig von einer Behandlung mit
Mikrotubuli-Inhibitoren bestehen, so dass ein Protein in der PVM fiir die Assoziation mit
Mitochondrien verantwortlich sein kdnnte (Scanlon et al., 2004).

Mit Hilfe des pH-sensitiven Farbstoffs BCECF und des Calcium-Sensors Fura-2 konnte
gezeigt werden, dass das Lumen der Encephalitozoon-Vakuole die gleiche H'- und Ca®'-
Konzentration wie das Wirtszelle-Cytosol aufweist (Leitch et al., 1995). Damit kommt es
entsprechend der Fusions-Inkompetenz mit Endosomen und Lysosomen (Weidner, 1975;
Fasshauer et al., 2005) zu keiner Ansduerung der Vakuole, so dass ein Abbau durch

lysosomale Enzyme verhindert wird.

1.11 Zielsetzung der Arbeit

Mikrosporidien besitzen einen einzigartigen Invasionsmechanismus, bei dem ein als polares
Filament bezeichneter Tubulus explosionsartig aus der Spore geschleudert wird. Trifft das
polare Filament eine benachbarte Zelle wird das infektiose Sporoplasma durch den hohlen
Tubulus in die neue Wirtszelle injiziert, wihrend die entleerte Sporenhiille extrazelluldr
verbleibt. Das nun als Meront bezeichnete intrazelluldre Stadium entwickelt sich bei der
Gattung Encephalitozoon in einer parasitophoren Vakuole. Eine Untersuchung der
parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) von Encephalitozoon cuniculi zeigte, dass die
PVM keine Wirtszell-Markerproteine wie den Transferrin-Rezeptor, ein Markerprotein fiir
friihe Endosomen und die Zell-Oberflache enthilt (Fasshauer et al., 2005). Aufgrund des
einzigartigen Invasionsmechanismus von Mikrosporidien und der Abwesenheit von Wirtszell-
Markerproteinen in der parasitophoren Vakuolenmembran ist der Ursprung der PVM bisher
noch ungekldrt. In dieser Arbeit sollte daher mit Hilfe einer selektiven Fluoreszenz-
Markierung von Wirtszell- und E. cuniculi-Membranen untersucht werden, ob die PVM von
der Wirtszelle oder vom Mikrosporidium selbst stammt. Die mikroskopische Untersuchung
der Invasion von E. cuniculi in lebende, Fluoreszenz-markierte Wirtszellen sollte zudem
Hinweise auf die molekularen Mechanismen der Invasion geben, die zur Bildung der
Vakuolenmembran fiihren. Neben der Biogenese der PVM sollte die Vakuolenmembran auch
hinsichtlich des generellen Vorkommens von Wirtszell-Oberflachenproteinen néiher
charakterisiert werden.

Im Zuge der Anpassung an die intrazellulire Lebensweise hat E. cuniculi eine Vielzahl an

Biosynthese-Wegen, unter anderem die Biosynthese von Aminosduren verloren (Katinka et
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al., 2001). Dies deutet auf eine extreme metabolische Abhédngigkeit von der Wirtszelle hin.
Da Nihrstoffe zunédchst die PVM passieren miissen, um fiir £. cuniculi zugénglich zu sein,
bildet die parasitophore Vakuolenmembran besonders im Hinblick auf Transport-Prozesse
und Metabolit-Austausch eine wichtige Schnittstelle zwischen Mikrosporidium und
Wirtszelle. Eine weit verbreitete Erndhrungsstrategie intrazelluldrer Erreger ist es, in die sie
umgebende PVM Poren-Proteine einzulagern (Saliba und Kirk, 2001a). In dieser Arbeit sollte
daher eine cytosolische Mikroinjektion Membran-impermeabler Farbstoffe verwendet
werden, um zu iiberpriifen, ob die Vakuolenmembran von E. cuniculi Poren enthilt, die einen
Metabolit-Austausch mit dem Wirtszell-Cytosol ermdglichen konnten. Um die Abhdngigkeit
von E. cuniculi von der externen Naihrstoffzufuhr ndher zu untersuchen, sollte getestet
werden, wie das Wachstum bzw. die Differenzierung von E. cuniculi unter Aminosdure-
Mangelbedingungen beeinflusst wird. Mit Hilfe einer Genomanalyse sollte zudem ermittelt

werden, welche Proteine an der Aufnahme von Aminoséuren beteiligt sein kdnnten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Wirtszellen und E. cuniculi-Stamm

Humane Vorhaut-Fibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF)
Baby hamster kidney-Zellen (BHK-21)
Murine 1929 Fibroblasten

E. cuniculi (Peter Deplazes, Ziirich)

2.1.2 Medien und Medienzusitze fiir die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) mit 4,5 g/l Glukose, 580 mg/l L-Glutamin,
und 3,7 g/l NaHCOs3

DMEM (10x) mit 4,5 g/l Glukose, 8 g/l Phenol-Rot ohne NaHCO3, Natrium-Pyruvat und
L-Glutamin

DMEM mit 4,5 g/l Glukose, 580 mg/l L-Glutamin, 25 mM HEPES, ohne Phenol-Rot, ohne
Natrium-Pyruvat

DMEM modifiziert, mit 3,7 g/l NaHCOs3, ohne D-Glukose, ohne Natrium-Pyruvat, ohne
Aminosduren

Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep), 10.000 U/ 10.000 pg/ml

Fotales Kdlberserum (FKS); inaktiviert durch 45 min Inkubation bei 56 °C

EDTA (Versen) 1 % in PBS ohne Ca*’, Mg2+

Trypsin-EDTA (1 x) in HBSS ohne Ca®", Mg*"

HEPES, 1 M

Natrium-Pyruvat (100 mM)

L-Glutamin, 200 mM

Nichtessentielle Aminoséduren (100 x)

Tryptose-Phosphate Broth (1 x)

NaHCOs3, 7,5 % in PBS

PBS (phosphate buffered saline)
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Das DMEM ohne Phenol-Rot, sowie der Medienzusatz Tryptose-Phosphate Broth wurden
von Gibco Invitrogen, Karlsruhe bezogen. Alle anderen Medien und Zusétze stammen von

Biochrom, Berlin.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Corning Bottle Top Filter, 0,22 pm CA (Cellulose Acetate)
Corning 26 mm Syringe Filter, 0,2 pm Micron Membran

Die Schélchen fiir die Mikroinjektion (u-Dish 35mm, Katalog-Nr. 80136) wurden von ibidi
(Integrated BioDiagnostics, Martinsried) bezogen. Die fiir die ,time-lapse“-Mikroskopie
verwendeten 24-Well-Platten mit diinnem Glasboden (Sensoplatte, Katalog-Nr. 662892)
stammten von Greiner Bio-One, Frickenhausen. Alle weiteren Verbrauchsmaterialien fiir die

Zellkultur wurden von Corning/ Costar, Bodenheim bezogen.

2.1.4 Gerite

Brutschrinke Heraeus, Hanau
Fluoreszenzmikroskop Modell DM R, Leica, Heidelberg
Axiovert 200M, Zeiss AG, Gottingen
Glassbead-Schiittler Modell FastPrep FP120, Thermo Savant Bio 101,
Langenselbold
Konfokales Laserscan Mikroskop Modell TCS SP2, Leica, Heidelberg
LightCycler Roche, Basel, Schweiz
Magnetriihrer RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen
Mikroinjektionsanlage Mikromanipulator 5171, Eppendorf, Hamburg

Transjektor 5246, Eppendorf, Hamburg
Mikroskop-Kamera Modell AxioCam MRm, Zeiss AG, Gottingen
Mikroskop-Zubehor (,,/ife-cell imaging®)  XL-3 Incubator, PeCon, Erbach

Tempcontrol 37-2, PeCon, Erbach

CO,-Cover HM, PeCon, Erbach

CO,-Controller, PeCon, Erbach
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Mikrotiterschiittelplatte
pH-Meter
Pipetten

Pipettierhilfe
Photometer

Semi-Dry Elektroblotter
Spannungsgerat

Sterilbank

Thermomixer

Ultrazentrifuge

Vortexer

Waagen

Zellkulturmikroskop

Zentrifugen

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Humidifier (3), PeCon, Erbach

Heating Unit, PeCon, Erbach

Modell MTS 4, IKA Labortechnik, Staufen
Modell 766, Calimatic, Knick, Berlin

Modell Research, Eppendorf, Hamburg

Modell Reference, Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Gottingen

Standard Power Pack P25, Biometra, Gottingen
BDK-S 1800, BDK Luft- und Reinraum Technik,
Sonnenbiihl

Modell Compact, Hoefer, San Francisco, CA,
USA

Modell Optima LE-80K, Beckmann Coulter,
Krefeld

Reax Top, Heidolph, Kelheim

BP 221 S, Sartorius, Gottingen

LP 6200 S, Sartorius, Géttingen

Modell DM IL, Leica, Heidelberg

Megafuge 2.0 RS, Heraeus, Hanau

Megafuge 2.0, Heraeus, Hanau

Modell 5417 R, Eppendorf, Hamburg

Die im Laufe dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, falls im Text

nicht anders erwéhnt, von den Firmen Boehringer (Mannheim), Calbiochem (Bad Soden),

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Alle

Chemikalien und Reagenzien wurden soweit nicht anders angeben mit doppelt destilliertem

Wasser angesetzt.
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2.1.6 Fluoreszenzfarbstoffe

DilCy (3) [1,1°-Dihexadecyl-3,3,3¢,3‘-tetramethylindocarbocyanine perchlorate] (AnaSpec,
San Jose, CA, USA)

SPEEDY DiO [3,3‘-Dilinoleyloxacarbocyanine perchlorate] (AnaSpec, San Jose, CA, USA)
B-BODIPY 500/510 C;-HPC [2-(4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene- 3-
dodecanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine] (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA)

Alexa Fluor 488 hydrazide, sodium salt (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

MFP488 hydrazide, sodium salt (MoBiTec, Gottingen)

Dextran, Alexa Fluor 488; 3,000 MW, anionic (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
Dextran, Tetramethylrhodamine, 10,000 MW, neutral (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
Dextran, Tetramethylrhodamine, 70,000 MW, neutral (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
Hoechst 33258, pentahydrate (bis-benzimide) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

2.1.7 Fluoreszenzmarkierte Peptide

RSR-Carboxyfluorescein (5-FAM) (JPT Peptide Technologies, Berlin)

SGALDVLQ-Carboxyfluorescein (5-FAM) (JPT Peptide Technologies, Berlin)

2.1.8 Antikorper

Tab. 2.1: In der Arbeit verwendete Antikorper sowie deren Bezugsquelle und
Verdiinnungsfaktor.

Antikdrper Bezugsquelle Ver(}zlr(ltrz)lings-
monoklonaler anti-Meronten-Antikorper (6G2) Entwu;klung der 1:50
Arbeitsgruppe

monoklonaler Sporenwandprotein 1 (SWP1)- Entwicklung der 1:100
Antikorper Arbeitsgruppe '

. . Santa Cruz Biotechnology, i
Ziege anti-Human/Maus-EEA1-IgG Santa Cruz, CA, USA 1:250

. . Santa Cruz Biotechnology, )
Ziege anti-Human/Maus-LAMP1, polyklonal Santa Cruz, CA, USA 1:25
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_— Verdiinnungs-
Antikorper Bezugsquelle faktor
Cy2-konj. Esel anti-Maus IgG Dianova, Hamburg 1:300
Cy3-konj. Esel anti-Maus IgG Dianova, Hamburg 1:500
Cy3-konj. Esel anti-Ziege 1gG Dianova, Hamburg 1:1000
Cy2-konj. Esel anti-Ratte IgG Dianova, Hamburg 1:500
Peroxidase-konj. Ziege anti-Maus IgG Dianova, Hambur 1:2000
J- g g i g (Western Blot)
Peroxidase-konj. AffiniPure F(ab)2 Fragment . 1:4000
Ziege anti-Maus I1gG Dianova, Hamburg (Zell-ELISA)
Peroxidase-konj. Esel anti-Ratte IgG Dianova, Hamburg 1:10.000

2.1.9 Reaktionssets (,,Kits*)

RNA Isolierung GenElute Mammalian Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

DNA Aufreinigung QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

LightCycler-PCR LightCycler FastStart DNA MasterPlus SYBR Green I (Roche,
Mannheim)

Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kit Amersham Biosciences, Freiburg

2.1.10 Enzyme

Desoxyribonuklease I (DNase I) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

M-MLYV Reverse Transkriptase RNase H Minus, Point Mutant (Promega, Mannheim)

2.1.11 Sonstige Reagenzien

Prestained Protein Marker: 175, 83, 62, 47.5, 32.5, 25, 16.5, 6.5 kDa (New England Biolabs,

Frankfurt)
RNase Inhibitor RNasin 40 U/ul (Promega, Mannheim)
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2.1.12 Oligonukleotide (,,Primer*) fiir die quantitative Real-time-PCR

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys, Steinheim synthetisiert.

Tab. 2.2: Oligonukleotidsequenzen sowie die dazugehorige Produktgrofie und
Annealing-Temperatur.

‘3¢ .. Annealing-
Gen Sequenz (5°2>3°) Produktgrofie Womsetine
Act+ TGGGGGATGAGGCACAAACC
317 bp 57°C
Act- ACACCCCGTCACCAGAGTCAAAC
POR+ ATTCGGCGTAAGCAGCACATA
319 bp 57°C
POR- GTCACTTACCGGCACACTCTTCA
Aatransl+ | GTCGGGCTTTGCGGATACATTG
246 bp 55°C
Aatransl- | ATCCTCGTTGCTTCCCTCTTTCAT
Aatrans2+ | TCAACATCCAGCTATCTCACACCA N~ —
Aatrans2- | AAGCAAACGGAAAGAAAAACGATA P
Aatrans3+ | CCGACCCTGTGTATGCTTGGAGT
282 bp 55°C
Aatrans3- CGCTGTCTTGTCGCTTACCTTCA
Aatransd+ | ATAGTGGTCATGGGCGTCTCGTA — s50C
Aatrans4- | GTCCTCTTGGCTTGGTGATGTTTG s
Aatrans5+ | GGCCTTTTCGGATACCTTGTGTTT
247 bp 55°C
Aatrans5- | TTCTGCTCATCTCCGTCCTTCTCT
MetPerl+ | GACGGATGGAACTGCGGAAACTAT . s50C
MetPerl- TCCAGACCCGACAATGAACGAACA =
Oligotransl+ | TTCATCCTGCTCTTCATTCCACTG
: 253 bp 55°C
Oligotrans1- | TCCCGGTCACGTTTAGCATTATTT
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Anzucht aller eukaryotischen Wirtszellen sowie die Anzucht von E. cuniculi erfolgte bei

37 °C in einem wasserdampfgeséttigten Brutschrank in 5 % CO,-Atmosphire.

2.2.1.1 Kultivierung und Konservierung der humanen Vorhaut-Fibroblasten (HFF)

Als Wirtszelllinie zur Kultivierung von E. cuniculi wurden standardméfig humane Vorhaut-
Fibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF) verwendet. Diese wurden in 175 cm’ (T175)
oder 25 cm’® (T25) Zellkulturflaschen bzw. 24-Napf-Zellkulturschalen (24-Well-Platten)
kultiviert. Als Medium diente DMEM mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin (Pen/Strep). Um die Zellen zu passagieren, wurden sie zundchst mit 1 % EDTA
in PBS gewaschen und anschliefend mit Trypsin-EDTA vom Boden der Zellkulturflasche
abgelost. Je nach gewiinschter Splitrate wurden die Zellen dann in frischem Medium
aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen verteilt. Aufgrund der Kontaktinhibierung der
HFF konnten diese nach Erreichen der Konfluenz noch ca. 4 Wochen zur Anzucht von
E. cuniculi verwendet werden.

Die Konservierung von HFF erfolgte in fliissigem Stickstoff bei 196 °C. Dazu wurden HFF-
Zellen mit einer moglichst geringen Anzahl von Passagen verwendet. Die Zellen einer T175-
Flasche wurden vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst, einmal in frischem
Zellkulturmedium gewaschen und in 5 ml Medium resuspendiert. Nach einer Inkubation fiir
5 min auf Eis wurde ein Volumen Einfriermedium (DMEM + 20 % FKS + 20 % DMSO)
zugesetzt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in 1 ml Aliquots in Kryo-Réhrchen
aufgeteilt und tiber Nacht bei - 80 °C eingefroren. Am nidchsten Tag wurden die Rohrchen in
flissigen Stickstoff iiberfiihrt. Zum Auftauen wurden die Rohrchen in einem 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert und ziigig in angewéarmtes Zellkulturmedium iiberfiihrt. Nach Inkubation
fir 24 h im Inkubator erfolgte ein Mediumwechsel, um das restliche DMSO aus dem

Einfriermedium zu entfernen, da dieses das Wachstum der Zellen beeintrichtigt.



Material und Methoden 25

2.2.1.2 Kultivierung und Konservierung von BHK- und L.929-Zellen

BHK (baby hamster kidney)-Zellen wurden in 75 cm’ (T75) Zellkulturflaschen oder 24-Well-
Platten in DMEM mit 3 % FKS, 1 % Glutamin (200 mM), 10 % Tryptose-Phosphate Broth
(1 x) und 1 % Pen/Strep kultiviert. Nach einer Inkubation von 2 - 3 Tagen waren die Zellen
konfluent und wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturflasche gelost. Je
nach Splitrate wurden die Zellen in 15 - 25 ml frischem Medium resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension wurde 1 ml in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt und mit frischem Medium
aufgefiillt, der Rest wurde verworfen.

Die Kultur der L.929-Maus-Fibroblasten erfolgte in T75-Flaschen oder 24-Well-Platten in
DMEM mit Zusatz von 3 % FKS, 1 % nicht-essentiellen Aminosduren (100 x), 1 % Natrium-
Pyruvat (100 mM) und 1 % Pen/Strep. Eine erneute Passage war nach 3 - 4 Tagen notwendig.
Dabei wurden die L929-Zellen dhnlich wie die BHK-Zellen mit einem Zellschaber vom
Boden der Zellkulturflasche gelost und mit dem Faktor 1:7 verdiinnt.

Fiir die Konservierung dieser beiden Zelllinien wurden die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst und die Zellsuspension auf 1 x 10 Zellen/ml eingestellt. Nach
einer kurzen Inkubation der Zellen auf Eis wurde ein Volumen Einfriermedium aus
40 % DMEM, 40 % FKS und 20 % DMSO zugesetzt, die Zellen in 1 ml Aliquots in Kryo-
Rohrchen aufgeteilt und iiber Nacht bei - 80 °C eingefroren. Am néchsten Tag erfolgte der
Transfer in den fliissigen Stickstoff. Zur Rekultivierung wurden die Zellen bei 37 °C
aufgetaut, einmal in frischem Medium gewaschen und in angewirmtes Zellkulturmedium
iiberfiihrt. Nach 24 h erfolgte auch bei diesen Zellen ein Mediumwechsel zur Entfernung des

DMSO.

2.2.1.3 Kultivierung und Konservierung von E. cuniculi

Als Wirtszellen zur Vermehrung von E. cuniculi dienten standardméflig HFF-Zellen in T25-
Flaschen. Diese wurden mit E. cuniculi-Sporen infiziert, wenn sie einen konfluenten
Monolayer gebildet hatten. Nach 24 - 48 h wurden die infizierten HFFs einmal mit frischem
Medium gewaschen, um im Medium vorhandene weniger infektiose Sporen zu entfernen.
Nach insgesamt 5 - 7 Tagen konnten die Sporen isoliert werden. Dazu wurden die infizierten
Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche in das Medium gekratzt.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension durch Kaniilen (2 x 0,9 mm und 2 x 0,45 mm)
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passagiert, um die Zellen und die darin enthaltenen Vakuolen aufzubrechen und die Sporen
freizusetzen. In einem ersten Zentrifugationsschritt bei 400 U/min fiir 10 min konnten die
Wirtszelltrimmer entfernt werden. Das Pelletieren der Sporen erfolgte anschliefend bei
2500 U/min fiir 20 min. Die Sporen wurden dann einmal in PBS gewaschen, mit Hilfe einer
Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt und mit PBS auf 5 x 10’ Sporen/ml eingestellt. Diese
Sporensuspension konnte bei 4 °C gelagert und ca. 4 Wochen zur Infektion von Zellen
verwendet werden. Danach wurde ein neuer Infektionsstock angelegt, um eine
gleichbleibende Qualitit der Sporen zu gewéhrleisten.

Zur Infektion von 24-Well-Platten fiir die Immunfluoreszenz oder den Zell-ELISA wurden die
Platten nach Zugabe der Sporen fiir 5 min bei 2000 U/min zentrifugiert. So konnte eine
weitestgehend gleichzeitige Infektion der Wirtszellen und ebenfalls eine erhohte
Infektionsrate erreicht werden.

E. cuniculi wurde intrazelluldr, mit Hilfe der HFF konserviert. Dazu wurde ein konfluenter
Monolayer einer T25-Flasche mit ca. 1,5 x 10’ Sporen infiziert. Nach 2.5 Tagen wurden die
infizierten HFF auf die gleiche Weise konserviert, wie die nicht infizierten HFF (siehe
2.2.1.1). Fiir die Rekultivierung wurde die aufgetaute Zellsuspension dann allerdings auf eine
semikonfluente T25-Flasche gegeben. So wurde sichergestellt, dass schon freigesetzte Sporen

neue Wirtszellen zur Vermehrung nutzen konnten.

2.2.1.4 Mykoplasmen-Test

Um sicherzustellen, dass die Wirtszellen oder E. cuniculi nicht mit Mykoplasmen
kontaminiert waren, wurde in regelméfBigen Abstinden ein Mykoplasmentest mit Hoechst-
Féarbung durchgefiihrt. Hierzu wurden auf Glasplittchen angewachsene Wirtszellen in 24-
Well-Platten mit E. cuniculi infiziert und iiber Nacht bei 37 °C in DMEM/ 10 % FKS/ 1 %
Pen/Strep im Zellkulturinkubator inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen zwei Mal mit PBS
gewaschen, mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS fiir 15 min fixiert und 15 min mit 0,25 %
Triton X-100 in PBS permeabilisiert.

AnschlieBend wurden sie 60 min mit 100 ng/ml Hoechst 33258 in PBS inkubiert, drei Mal
10 min mit PBS gewaschen und wie in der Immunfluoreszenzfirbung mit Mowiol
eingedeckelt. Der Hoechst 33258-Farbstoff farbt DNA intensiv an und kann durch blaue
Fluoreszenz an einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Da sowohl die DNA

der Wirtszellen, als auch der Mikrosporidien und moglicher Mykoplasmen angeféarbt wurde,
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konnten mit Mykoplasmen infizierte Zelllinien ausgesondert werden. Diese wurden sofort

vernichtet und neue Chargen an Zellen aufgetaut.

2.2.1.5 Kultur von E. cuniculi in Aminosiure-Mangelmedien

Um die Auswirkungen individueller Aminosdure-Mangelbedingungen auf das Wachstum von
E. cuniculi zu untersuchen, wurde E. cuniculi in DMEM-Medium, in dem jeweils eine
Aminosdure fehlte, kultiviert. Dazu wurde modifiziertes DMEM ohne Aminosduren, ohne
Na-Pyruvat und ohne Glukose (Biochrom, Berlin) bestellt. Die Aminosiduren die
normalerweise im DMEM enthalten sind, wurden von Sigma-Aldrich, Deisenhofen bezogen
und als individuelle Stammldsungen in Aminosdure-freiem Medium oder in 1 M HCI
angesetzt (sieche Tab. 2.3). Eine Glukose-Stammldsung (225 mg/ml, 50 x) wurde ebenfalls mit
DMEM ohne Aminosduren hergestellt. Zum Losen wurden die Stammldsungen noch fiir
ca. 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden sie steril filtriert und
konnten dann fiir ca. 3 Wochen bei 4 °C gelagert werden, bevor neue Stammldsungen
hergestellt werden mussten. Um die einzelnen Aminosdure-Mangelmedien anzusetzen,
wurden bis auf die Aminosdure, die ausgespart wurde, alle Aminosduren mit der in Tab. 2.3
genannten Konzentration zugefiigt. Zur Kontrolle der Aminosdure-Mangelmedien wurde auch
Komplettmedium angesetzt, in dem keine Aminosédure fehlte. So konnte das Wachstum in
selbst gemischtem Komplettmedium mit dem in gekauftem Komplettmedium verglichen
werden. Neben 4,5 mg/ml Glukose wurde auBBerdem noch 1 % Na-Pyruvat, 1 % Pen/Strep und
10 % dialysiertes FKS (Biochrom, Berlin) zugegeben. Diese Komponenten wurden vor dem

Zusatz ebenfalls steril filtriert.

Tab. 2.3: Ansetzen der Aminosiure-Stammlosungen.

Aminosiure ‘ Endkopzentration Konzentration der Stammlésupg

im Medium [ng/ml] StammlOsung angesetzt mit. ..
L-Arginin 84 8,4 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Histidin 42 4,2 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Isoleucin 105 10,5 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Leucin 105 10,5 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Lysin 146 14,6 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Methionin 30 3 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
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Aminosiure ‘ Endkopzentration Konzentration der Stammlésu.ng
im Medium [ng/ml] Stammldsung angesetzt mit...
L-Phenylalanin 66 6,6 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Threonin 95 9,5 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Tryptophan 16 1,6 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Valin 94 9,4 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
Glycin 30 3,0 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Serin 42 4,2 mg/ml (100 x) DMEM ohne As.
L-Cystein 48 48 mg/ml (1000 x) 1 M HCI
L-Tyrosin 72 72 mg/ml (1000 x) 1 M HCI
L-Glutamin 580 29 mg/ml (50 x) DMEM ohne As.

Um die Auswirkungen des Aminosduremangels auf E. cuniculi zu untersuchen, wurden
konfluente HFF-Wirtszellen in 24-Well-Platten mit sterilem PBS gewaschen. Der Austausch
des HFF-Zellkulturmediums gegen Aminosdure-Mangelmedium erfolgte entweder 3 Tage vor
Infektion, oder zeitgleich mit der E. cuniculi-Infektion. Das Wachstum von E. cuniculi unter
individuellen Aminosdure-Mangelbedingungen wurde daraufhin mit einem Zell-ELISA (siehe

2.2.1.6) untersucht.

2.2.1.6 Zell-ELISA

Bei einem Zell-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wird eine Nachweisreaktion
auf einem Monolayer von Zellen durchgefiihrt. Die Nachweisreaktion fiir E. cuniculi basiert
dabei auf zwei monoklonalen Maus-Antikérpern, die alle Stadien der Mikrosporidien
erkennen, und einer Peroxidase-Enzymreaktion.

Um das Wachstum von E. cuniculi zu messen, wurden HFF-Zellen in 24-Well-Platten
ausgesit und bei Konfluenz mit E. cuniculi infiziert. Der Zell-ELISA wurde standardméBig
nach 64 h durchgefiihrt. Die HFF-Zellen wurden zu Versuchsbeginn fiir 15 min mit 4 % PFA
in TBS fixiert, kurz mit TBS gewaschen und anschlieBend mit 0,25 % TritonX-100 in TBS
fiir 15 min permeabilisiert. Nach einer kurzen Inkubation in TBS erfolgte die Blockierung
unspezifischer Bindestellen mit 1 % BSA in TBS fir 1 h bei RT. Fir die
Antikorperinkubation wurden der Meronten-spezifische Antikorper 6G2 und der
Sporenwandprotein 1 (SWP1)-Antikorper zusammen in 1 % BSA/ TBS auf die Zellen
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gegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nicht gebundene Primérantikdrper wurden durch ein
dreimaliges Waschen in TBS entfernt, woraufthin die Inkubation mit dem Peroxidase-anti-
Maus-Sekundérantikorper in 1 % BSA/ TBS fiir 1 h bei RT folgte. AnschlieBend wurden die
Wells erneut drei Mal fiir 5 min mit TBS gewaschen, bevor die Enzymreaktion durchgefiihrt
werden konnte. Wéhrend der letzten Waschschritte wurde die bendtigte o-Phenylenediamin-
Dihydrochlorid (OPD)-Substratlosung hergestellt, indem eine OPD- und eine Puffer-Tablette
des SIGMAFAST™ OPD Tablet-Sets (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in 20 ml destilliertem
Wasser gelost wurden. Pro Well wurde darauthin 1 ml der Substratlosung zugegeben und die
Ansiétze bis zu einer deutlichen Gelbfirbung (~ 20 min) bei RT inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurde die Substratlosung aus den Wells in Eppendorf-Gefalle gefiillt, und fiir
2 min bei 12.000 U/min zentrifugiert, um mdogliche Zelltrliimmer, die die photometrische
Messung beeinflussen konnten, zu entfernen. Um die Enzymreaktion schlieBlich abzustoppen,
wurden 500 pl 4 N H,SO4 als Stoppreagenz in eine Kiivette vorgelegt, und mit 800 pl der
abzentrifugierten Substratlosung vermischt. Dabei wechselte die Farbe der Substratlosung von
gelb nach orange. Die Auswertung erfolgte schlieBlich durch photometrische Messung bei
492 nm.

TBS (tris buffered saline)

20 mM  Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

2.2.1.7 Ermittlung der E. cuniculi Sensitivitit gegeniiber Markierung mit BODIPY-PC

Um die Sensitivitit von E. cuniculi gegeniiber der Markierung mit dem Phospholipid B-
BODIPY 500/510 C;,-HPC (BODIPY-PC) zu bestimmen, wurde die Infektiositdt der Sporen
nach Farbstoffbehandlung tliberpriift. Dazu wurden die Sporen wie unter 2.2.2.2 beschrieben,
mit 0 pM, 25 pM, 50 uM und 100 uM BODIPY-PC markiert, mehrmals mit PBS gewaschen
und schlieBlich auf eine Konz. von 1 x 10* Sporen/ml eingestellt. Daraufhin wurden HFF-
Zellen, die konfluent auf Deckgldschen in 24-Well-Platten gewachsen waren, mit
1 x 10° Sporen/Well infiziert. Die Platten wurden dann kurz geschiittelt und schlieBlich bei
2000 U/min fiir 5 min abzentrifugiert, um eine gleichzeitige Infektion in den jeweiligen Wells
zu erreichen. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit 4 % PFA in PBS
fixiert, und zum besseren Nachweis der Vakuolen wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit

dem Meronten-spezifischen Antikorper 6G2 (sieche 2.2.2.1) durchgefiihrt. Zur Auswertung
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wurde die Anzahl der entstandenen Vakuolen pro Gesichtsfeld ausgezihlt. Dabei wurden auf
jeweils 2 Deckgldschen mindestens 10 Gesichtsfelder ausgezdhlt. Um die Sensitivitidt von
E. cuniculi gegeniiber der Farbstoffmarkierung darzustellen, wurde schlieBlich die jeweilige
durchschnittliche Anzahl an Vakuolen pro Gesichtsfeld gegen die BODIPY-PC-

Konzentration aufgetragen.

2.2.2 Fluoreszenz-Anwendungen

2.2.2.1 Immunfluoreszenztest

Um einen Immunfluoreszenztest durchzufithren, wurden zundchst Wirtszellen in 24-Well-
Platten, die mit Deckglidschen (Durchmesser 13 mm) ausgelegt waren, ausgesit. Dabei wurde
bei HFF mit einem konfluenten Monolayer gearbeitet, wihrend BHK- oder 1.929-Zellen nur
in semikonfluentem Zustand verwendet wurden. Die Zellen wurden mit Sporen infiziert, und
die Infektion nach Ablauf der gewlinschten Inkubationszeit gestoppt. Dazu wurden die
Deckgldschen einmal mit PBS (1 x) gewaschen, um nicht sporulierte Sporen zu entfernen,
und anschlieBend mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS fiir 15 min fixiert. Nach einem
erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,25 % TritonX-
100 in PBS fiir 20 min, um die Zellmembranen fiir die Antikdrper durchlédssig zu machen. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindestellen erfolgte dann eine Inkubation der Proben in
1 % BSA in PBS fiir 1 h. Nach einem kurzen Waschschritt in PBS wurden die Deckglidschen
dann fir 1 h mit dem ersten Antikorper inkubiert. Dieser wurde dazu in der 1 %igen
BSA/ PBS Losung entsprechend den Angaben des Herstellers verdiinnt. Zur Entfernung von
nicht gebundenen Antikérpern wurden die Proben dann 3 x fiir jeweils 5 min mit PBS
gewaschen. Darauthin erfolgte die Inkubation mit einem geeigneten fluoreszenzgekoppelten
Sekunddrantikorper, welcher ebenfalls in 1 % BSA/ PBS entsprechend den Angaben des
Herstellers verdiinnt wurde. Da der Sekundirantikorper gegen den Primérantikorper gerichtet
ist, kommt es wihrend dieser -einstiindigen Inkubation zu einer Bindung des
Sekundéarantikorpers an den Primédrantikorper. Es folgten erneut drei Waschschritte fiir jeweils
5 min in PBS, um iiberschiissigen Antikérper zu entfernen. AnschlieBend wurden die
Deckgldschen mit einer Pinzette aus den Wells gehoben, kurz in entmineralisiertes Wasser
getaucht, und mit 10 ul Moviol auf einen Objekttrager aufgebracht. Dabei wurde die Seite der

Deckgléaschen, die mit den Zellen beschichtet war, nach unten gedreht, so dass die Zellen in
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den Tropfen mit Moviol eingebettet wurden. Nach dem Trocknen des Moviols erlaubte diese
Einbettung eine Lagerung der Deckgldschen fiir ca. 3 Wochen im Dunkeln bei 4 °C. Da der
Sekundérantikdrper an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, kann die Lokalisation des
Primérantikorpers bzw. des Antigens nun mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert
werden.

Da einige Antikorper nicht in Kombination mit einer PFA-Fixierung funktionieren, wurde in
diesen Fillen eine Fixierung mit eiskaltem Aceton, Methanol oder 100 % Ethanol fiir 10 min
bei — 20 °C durchgefiihrt. Bei der Fixierung mit diesen organischen Losungsmitteln entfiel die
Permeabilisierung.

Bei Zellen, die zuvor mit fluoreszierenden Lipiden gefarbt wurden, wurde fiir den
Immunfluoreszenztest ein alternatives Permeabilisierungs-Protokoll verwendet, um eine
starke Auswaschung der Lipide zu verhindern. Dieses Protokoll kam auch bei der Markierung
der Wirtszell-Oberflachenproteine mit Biotin zum Einsatz. Bei diesen Versuchen folgte nach
der Fixierung fiir 15 min mit 4 % PFA/ PBS und einem kurzen Waschschritt eine Inkubation
in 0,3 mg/ml Saponin, 1 % BSA/ PBS fiir 1 h, so dass die Permeabilisierung und Blockierung
gleichzeitig erreicht wurde. Da die Permeabilisierung mit Saponin jedoch reversibel ist, wurde
die Konzentration von 0,3 mg/ml Saponin in allen folgenden Losungen beibehalten. Folglich
diente PBS mit 0,3 mg/ml Saponin als Waschlosung, wihrend die Inkubation mit den
Antikdrpern in 0,3 mg/ml Saponin, 1 % BSA/ PBS durchgefiihrt wurde. Nach den finalen
Waschschritten wurden die Deckgldschen mit der Zellseite nach unten auf den Objekttriger
gelegt und anschlieBend mit Nagellack umpinselt. Eine Verwendung von Moviol wurde bei
diesen Versuchen vermieden, da das in der Moviol-Losung enthaltenen Glycerol die
Lokalisation von Lipiden in fixierten Zellen beeinflussen kann.

Um DNA bzw. den Zellkern zu markieren, konnte im Anschluss an eine Immunfarbung noch
eine Hoechst-Fiarbung durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Proben nach den drei letzten
Waschschritten fiir 30 min mit 100 ng/ml Hoechst 33258-Farbstoff in PBS bei RT inkubiert.
Uberschiissiger Farbstoff wurde darauthin mit PBS weggewaschen, bevor die Deckglischen

auf die Objekttrager aufgebracht wurden.
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Moviol

2,4 ¢ Moviol 4-88

6,0 g Glycerol

6 ml H,O bidest.

12ml 0,2 M Tris-HCI, pH 8,5
Bei 4 °C riihren, bis eine klare Losung entsteht,
Inkubation bei 50 °C fiir 10 min,
Zentrifugation fiir 15 min, 5000 x g

Uberstand aliquotieren und bei -20 °C lagern.

2.2.2.2 Markierung von E. cuniculi mit fluoreszierenden Lipidfarbstoffen

Zur Markierung intrazellulirer Membranen von E. cuniculi sollten das fluoreszierende
Phospholipid B-BODIPY 500/510 C;;-HPC (BODIPY-PC), sowie die lipophilen
Carbocyanin-Farbstoffe DilC;s und SPEEDY DiO ausgetestet werden.

Das fluoreszierende Phospholipid BODIPY-C;,-Phosphocholine wurde fiir die Markierung
von E. cuniculi ausgewihlt, da Phosphocholine eines der hdufigsten Phospholipide innerhalb
von E. cuniculi Membranen ist (El Alaoui et al., 2001). BODIPY-PC wurde zunichst in
100 % Ethanol gelost, so dass eine Stammldsung mit einer Konzentration von 10 mM
entstand. Um ein Verdampfen der Losung zu verhindern, wurde das Probengefdll immer gut
mit Parafilm verschlossen, und bei — 80 °C gelagert. Die Fiarbung wurde aufgrund der
geringen Gesamtmenge an Farbstoff und der gleichzeitig hohen erforderlichen Konzentration
in kleinem Mafstab in den Kammern eines Lab-Tec-Objekttragers (8 Kammersystem) (Nunc,
Roskilde, Danemark) durchgefiihrt. Dazu wurden zunichst HFF in die Kammern ausgesit.
Bei Konfluenz erfolgte die Infektion mit 2,5 x 10° Sporen pro Kammer. Nach 48 h wurden die
Kammern jeweils zwei Mal mit frischem Medium gewaschen, anschlieBend erfolgte der
Austausch des Mediums gegen Medium mit 100 uM BODIPY-PC. Das Fluoreszenz-
markierte Phospholipid konnte in der folgenden Inkubation dann von den Wirtszellen und den
Mikrosporidien aufgenommen und in Membranen integriert werden. Nach weiteren 3 Tagen,
insgesamt 120 h nach der Infektion, konnten die Fluoreszenz-markierten Sporen geerntet
werden. Dazu wurde das Phospholipid-haltige Medium entfernt und gegen PBS ausgetauscht.
Die HFF in der Kammer wurden dann mit Hilfe einer gelben Pipettenspitze unter

mikroskopischer Kontrolle vom Boden des Lab-Tec-Objekttragers gekratzt und die darin
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enthaltenen Sporen wurden wie unter 2.2.1.3 beschrieben aus den Wirtszellen befreit. Nach
dem Abtrennen von Wirtszelltriimmern durch Zentrifugation bei 400 U/min wurden die
Sporen bei 2500 U/min fiir 20 min abzentrifugiert. Um noch enthaltenes BODIPY-PC zu
entfernen, wurden die Sporen 2 - 3 mal in einem groB3en Volumen PBS gewaschen, ausgezihlt
und in ca. 60 pul PBS aufgenommen. Fiir die anschlieBende Infektion von HFF auf
Deckglischen in 24-Well-Platten wurden ca. 1,25 x 10° Sporen/Well verwendet.

Um E. cuniculi mit den Carbocyanin-Farbstoffen zu markieren, wurden zunéchst Farbstoff-
Stammldsungen der Konzentration 1 mM angesetzt. Die DilCi¢-Stammlosung wurde in
100 % Ethanol angesetzt, wihrend SPEEDY DiO mit Hilfe von Ultraschall und Erhitzung
(50 °C) in Dimethylformamid (DMF) gelost wurde. Als Wirtszellen dienten HFF, die in 24-
Well-Platten ausgesdt wurden. Nachdem die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet
hatten, erfolgte die Infektion mit E. cuniculi und zunéchst eine weitere Inkubation fiir 48 h im
Brutschrank. Nachdem die Mikrosporidien angewachsen waren, wurden die Wells mit
frischem Medium gewaschen, und das Medium gegen Medium mit 4 pM DilC;s oder
SPEEDY DiO ausgetauscht. Wéhrend der folgenden 3 tdgigen Inkubation konnten die Sporen
die Farbstoffe liber die Wirtszelle aufnehmen und in intrazellulire Membranen integrieren.
Nach insgesamt 120 h wurden die Sporen wie unter 2.2.1.3 isoliert, mehrmals in PBS

gewaschen und fiir die Infektion neuer Wirtszellen verwendet.

2.2.2.3 Markierung von Wirtszellen mit DilC;s und SPEEDY DiO

Die Markierung von Wirtszellen mit DilCi¢ und SPEEDY DiO wurde, analog zu dem von
Charron und Sibley beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (Charron und Sibley, 2004). Dazu
wurden BHK-Zellen 24 h vor dem Versuch semikonfluent in 24-Well-Platten auf
Deckglischen mit einer Zelldichte von 7 x 10" Zellen/Well ausgesit. Die Zellen wurden zu
Versuchsbeginn zunédchst zwei Mal fiir 5 min bei RT in Medium 1 gewaschen. Wéhrend
dieser Zeit wurden die DilCjs- und SPEEDY DiO-Stammlosungen (I mM) mit
Inkubationsldsung auf eine Konzentration von 2 uM verdiinnt. Darauthin folgte die Farbung
mit den verdiinnten Farbstofflosungen fiir 3 min bei ca. 8 °C im Kiihlschrank. Die Zellen
wurden dann kurz mit Medium 1 bei RT gewaschen, um restlichen Farbstoff zu entfernen.
AnschlieBend wurde frisches Zellkulturmedium zugegeben, und die Infektion mit E. cuniculi
durchgefiihrt. Um eine mdgliche Phagocytose von Sporoplasma zu inhibieren, wurde der

Versuch auch in Anwesenheit von Cytochalasin-D (CytD) (Katalog-Nr. C8273, Sigma-
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Aldrich, Deisenhofen) durchgefiihrt. Cytochalasin-D ist ein Zell-permeables Toxin des Pilzes
Zygosporium mansonii, das die Aktin-Polymerisierung der Wirtszelle inhibiert und Aktin-
Filamente sogar zerstort (Cooper, 1987). Die Zelle ist somit nicht mehr in der Lage, Aktin-
abhingige Prozesse wie z. B. Phagocytose auszufiihren. Cytochalasin-D wurde als 5 mM
Stammlosung in DMSO angesetzt. Um den Versuch in Anwesenheit von Cytochalasin-D
durchzufiihren, wurde das Medium 1, die Farbstofflosungen sowie das im Anschluss
verwendete Zellkulturmedium mit 5 uM Cytochalasin-D versetzt.

Fiir die Infektion der gefarbten Zellen wurde eine groBe Anzahl frisch isolierter Sporen
verwendet, die 5 min vor Zugabe zu den Zellen in ca. 100 pl destilliertem Wasser
vorinkubiert wurden. Die Vorinkubation in destilliertem Wasser erhoht die Sporulationsrate
der Sporen, und sollte die Infektion der Wirtszellen beschleunigen. Pro Well wurden dann
5 ul der so vorbehandelten Sporen zu den Zellen gegeben, die 24-Well-Platte geschiittelt und
kurz bis auf ca. 1500 U/min anzentrifugiert. Dies sollte eine mdglichst schnelle Sedimentation
der Sporen ermoglichen. Die Zellen wurden darauthin bei RT weiterinkubiert, und die
Infektion in den einzelnen Wells wurde in einer Kinetik (1 — 5 min) abgestoppt. Dazu wurden
die einzelnen Deckgldschen mit einer Pinzette aus den Wells gehoben und direkt in eine neue
Platte mit 4 % PFA gelegt. Nach der Fixierung fiir 15 min wurde eine
Immunfluoreszenzfirbung mit dem 6G2-Antikdrper durchgefiihrt, um die entstandenen
Meronten  sichtbar zu  machen. Dabei wurde das alternative  Saponin-
Permeabilisierungsprotokoll (sieche 2.2.2.1) verwendet, um die Lipidfarbstoffe nicht
wegzuwaschen. Bei der DilCi¢-Farbung (rot) diente ein Cy2-Konjugat (griin), bei der
SPEEDY DiO-Férbung (griin) ein Cy3-Konjugat (rot) als Sekundérantikorper.

Als Negativkontrolle fiir den Versuch dienten BHK-Zellen, die vor der Markierung bereits
Vakuolen enthielten. Dazu wurden die BHK-Zellen fiir 1 h im Brutschrank mit den
vorbehandelten Sporen infiziert. Extrazelluldre Sporen wurden darauthin durch griindliches
Waschen mit Medium 1 entfernt, bevor die Farbung mit 2 uM DilC,¢ oder SPEEDY DiO fiir
3 min im Kiihlschrank durchgefiihrt wurde. Nach einem erneuten Waschritt mit Medium 1
folgte direkt die Fixierung ohne eine weitere Inkubation. Die Negativkontrolle wurde
anschlieBend analog zu den anderen Proben mit einer 6G2-Immunfluoreszenzfirbung

angefarbt.
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Medium 1 Inkubationslésung
150 mM  NaCl 10 mM HEPES, pH 7,4

S5mM KCI I mM CaCl,

I mM CaCl, 300 mM Sorbitol

I mM MgCl,

20mM HEPES, pH 7,4
2 g/l Glukose

2.2.2.4 , Time-lapse“-Mikroskopie

Um die Entstehung der Vakuolenmembran in Echtzeit zu untersuchen, wurden ,.time-lapse*‘-
Aufnahmen gemacht. Dazu wurden die HFF-Zellen semikonfluent in ein Well einer 24-Well-
Platte mit diinnem Glasboden (Sensoplatte, Greiner Bio-One, Frickenhausen) ausgesit. Die
Farbung der HFF-Zellen wurde analog zur Farbung der BHK-Zellen (siehe 2.2.2.3)
durchgefiihrt. Nach der Farbung wurde allerdings farbloses DMEM-Medium zu den Zellen
gegeben, da dieses Medium bei den spiteren Aufnahmen eine kiirzere Belichtungszeit
erlaubte. Die Zellen wurden darauthin ebenfalls mit vorinkubierten Sporen infiziert, die Platte
kurz geschiittelt und schlieBlich kurz mit einer Drehzahl von 1500 U/min zentrifugiert, um die
Sporen zu sedimentieren. Die Platte wurde dann sehr schnell in die auf 37 °C vorgewérmte
Mikroskopkammer (XL-3 Incubator) des Zeiss Axiovert 200M-Mikroskops gebracht. Die
Beheizung der Kammer erfolgte mit einer Heating Unit in Kombination mit einem
Tempcontrol 37-2—Gerdt. Die 24-Well-Platte wurde dann mit einem CO,-Cover HM
abgedeckt, und die CO,-Zufuhr durch einen CO,-Controller wurde eingeschaltet. Um ein
Verdampfen von Wasser aus dem Zellkulturmedium zu verhindern, war in die Gaszuleitung
zusitzlich ein Humidifier (3) zwischengeschaltet, der das CO,-Luft-Gemisch anfeuchtete.
Nach einer kurzen Aufwiarmphase der Platte konnte das ,time-lapse“-Experiment gestartet
werden. Dazu wurden in 630 x Vergroferung einige schon gefiarbte HFF-Zellen, die von
Sporen umgeben waren scharf gestellt, um eine mogliche Invasion aufzunehmen. Die
Aufnahme der Phasenkontrast- und DilC,¢-Fluoreszenz-Bilder erfolgte dabei alternierend mit
einer AxioCam MRm (Zeiss AG, Gottingen) mit maximaler Geschwindigkeit, so dass

zwischen den Bildern nur jeweils 1,3 sec lagen.
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farbloses DMEM
DMEM mit 4,5 g/l Glukose, 580 mg/l L-Glutamin,
25 mM HEPES, ohne Phenol-Rot, ohne Natrium-Pyruvat
10% FKS
1 % Pen/Strep

2.2.2.5 Biotinylierung von Wirtszell-Oberflichenproteinen

Biotin ist ein Vitamin, das als prosthetische Gruppe vieler Enzyme eine entscheidende Rolle
im Stoffwechsel des Menschen spielt. Da Biotin mit 244 kDa ein relativ kleines Molekiil ist,
kann es an viele Proteine gebunden werden, ohne deren biologische Aktivitit zu verdndern.
Biotin bildet eine sehr starke, nicht kovalente Bindung mit Streptavidin aus. Dieses aus vier
identischen Untereinheiten aufgebaute Protein aus Streptomyces avidinii kann mit sehr hoher
Affinitdt ein Biotin-Molekiil pro Untereinheit binden. Die starke Wechselwirkung kann
genutzt werden, um mit Biotin markierte Proteine aufzureinigen oder nachzuweisen (Pierce
Biotechnology, 2005). Die durchgefiihrte Biotinylierung erfolgte mit Sulfo-NHS-LC-Biotin
(Pierce, Rockford, IL, USA). Die N-Hydroxysuccinimide (NHS)-Gruppe des so aktivierten
Biotins reagiert mit primdren Aminogruppen in den Seitenketten von Lysin oder mit dem
Amino-Terminus von Proteinen und bildet kovalente Amid-Bindungen. Da Sulfo-NHS-LC-
Biotin Membran-impermeabel ist, kann es fiir die Markierung von Oberfldchenproteinen
verwendet werden.

Um Wirtszell-Oberfldchenproteine mit Biotin zu markieren, wurden BHK- oder 1.929-Zellen
24 h vor Versuchsbeginn auf Deckgldschen in 24-Well-Platten semikonfluent ausgesit. Das
Aussien erfolgte dabei fir BHK-Zellen mit einer Zelldichte von 7 x 10* Zellen/ Well. Bei
L929-Zellen wurden 2 x 10° Zellen/ Well ausgesit. Um eine mdgliche Phagocytose von
Sporoplasma zu inhibieren, wurde der Versuch in Anwesenheit des Phagocytose-Inhibitors
Cytochalasin-D  durchgefiihrt (sieche 2.2.2.3). Dazu wurde zu Versuchsbeginn das
Zellkulturmedium mit 1 uM CytD versetzt, und die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C mit CytD
vorinkubiert. Die 24-Well-Platten wurden daraufhin auf Eis gekiihlt, um eine endocytotische
Aufnahme des Biotin-Molekiils zu verhindern. Da Komponenten des Zellkulturmediums um
die NHS-Biotin-Molekiile konkurrieren konnen, wurden die Zellen drei Mal mit eiskaltem
PBS (pH 8) gewaschen. Der relativ hohe pH-Wert beschleunigt dabei die NHS-Reaktion mit

den Aminogruppen. Das Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde dann mit einer Konzentration von
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1 mg/ml in PBS (pH 8) frisch angesetzt und auf Eis gekiihlt. Die Zellen wurden auf Eis mit
400 pl dieser Biotinylierungs-Losung pro Well fiir 30 min auf einem Schiittler inkubiert. Um
eine Beeinflussung der Biotinylierung zu vermeiden, wurde wéhrend dieser Zeit kein CytD
zugesetzt. AnschlieBend wurde die Biotinylierung durch Waschen mit kaltem
Zellkulturmedium mit 5 uM CytD fiir drei Mal 5 min gestoppt. Wéhrend dieser Zeit reagieren
alle restlichen NHS-Biotin-Molekiile mit Aminogruppen des Mediums. Darauthin wurde das
kalte Medium durch 37 °C warmes Medium mit 5 pM CytD ausgetauscht, und die Zellen mit
einer groflen Anzahl frisch isolierter Sporen infiziert. Um die Infektion zu beschleunigen,
wurden die Sporen auch hier 5 min vor der Infektion in destilliertem Wasser vorinkubiert
(sieche 2.2.2.3). Die 24-Well-Platten wurden zur Sedimentation der Sporen kurz bei
1500 U/min zentrifugiert, und schlieBlich zuriick in den 37 °C warmen Brutschrank gestellt.
Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (1 min — 24 h) wurde die Infektion durch eine
15 miniitige Inkubation des Deckgldschens in 4 % PFA gestoppt. Die Mikrosporidien wurden
dann in einer Immunfluoreszenzfarbung (siehe 2.2.2.1) mit dem 6G2- oder SWP1-Antikorper
und einem Cy2-gekoppelten Sekundirantikorper nachgewiesen. Der Nachweis der
biotinylierten Oberflachenproteine erfolgte mit Cy3-gekoppteltem Streptavidin (Verdiinnung
1:800; Dianova, Hamburg). Die Inkubation der Proben mit dem Cy2-konjugierten
Sekunddrantikérper und dem Cy3-konjugierten Streptavidin wurde dabei parallel
durchgefiihrt. Um die biotinylierten Membranproteine nicht wegzuwaschen wurde auch hier
das alternative Saponin-Permeabilisierungs-Protokoll verwendet.

Neben der Auswertung im Konfokal-Mikroskop sollte der Versuch auch statistisch durch
Auszihlen der biotinylierten und unbiotinylierten Vakuolenmembranen ausgewertet werden.
Dabei sollte eine mdgliche Phagocytose von Sporoplasma durch eine Kolokalisation der 6G2-
positiven Meronten mit den endosomalen und lysosomalen Markerproteinen EEA1 und
LAMP1 analysiert werden. Der Versuch wurde mit L.929-Maus-Fibroblasten durchgefiihrt,
weil die EEA1- und LAMPI1-Antikorper gegen murine Proteine gerichtet waren. Die L929-
Zellen in diesen Kontrollansidtzen wurden nicht biotinyliert, vielmehr wurden sie wiahrend der
Biotinylierungs-Inkubationen in PBS (pH 8) parallel mitgefiihrt. Die Infektion mit E. cuniculi
erfolgte dann jedoch analog zu den biotinylierten Proben. Die Zellen wurden dann zu den
entsprechenden Zeitpunkten fixiert, und in einer Immunfluoreszenzfairbung mit dem Maus-
Antikorper 6G2 und den Ziegen-Antikorpern EEA1 oder LAMP1 angefarbt. Die Inkubation
der Primédrantikorper erfolgte dabei parallel. Die Meronten wurden dann mit einem Cy2-
konjugierten anti-Maus Sekunddrantikorper, EEA1l oder LAMPI mit einem Cy3-

konjugierten anti-Ziege Sekunddrantikorper in paralleler Inkubation nachgewiesen. Die
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Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte mit dem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop. Als
Kolokalisation wurde ein den Meronten umgebender fluoreszierender Ring, aber auch eine

fleckige Anhdufung von EEA1 oder LAMP1 am Meronten gewertet.

2.2.2.6 Mikroinjektion

Um verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe in infizierte HFF zu mikroinjizieren, wurden zunéchst
HFF-Zellen in kleine Schilchen mit diinnem Boden (p-Dish, ibidi, Martinsried) ausgesét.
Dabei wurden die HFF-Zellen einer T25-Flasche mit dem Faktor 1:6 verdiinnt, so dass
sichergestellt war, dass zum Zeitpunkt der Mikroinjektion noch kein konfluenter Monolayer
vorhanden war. Von dieser Zellsuspension wurden 1,5 ml in das Schélchen gefiillt. Nach 16-
24 h wurden die Zellen mit 7,5 x 10° Sporen infiziert. Diese hohe Infektionsdosis wurde
verwendet, um sicherzustellen, dass trotz der geringen Anzahl an Wirtszellen viele infizierte
HFF fiir die Injektion vorhanden waren. Die Mikroinjektion wurde dann nach Ablauf der
gewiinschten Inkubationszeiten durchgefiihrt. Dafiir wurde das HFF-Zellkulturmedium gegen
»low CO,*“- Medium, welches den pH-Wert auch ohne CO,-Zufuhr konstant bei pH 7,4 hélt,
ausgetauscht. Zur Vorbereitung der Fluoreszenzfarbstoffe wurden die jeweiligen
Stammlosungen mit dest. H;O oder Cytomix (siehe Tabelle 2.4) auf eine Konzentration von
0,5 mg/ml verdiinnt.

Bei den Dextran-Molekiilen wurde zusitzlich zwei Mal eine Butanol-Extraktion durchgefiihrt,
um moglicherweise abgespaltene freie Farbstoffmolekiile aus der Losung zu entfernen. Dabei
wurde die Dextran-Gebrauchslosung mit einem Volumen 1-Butanol versetzt, kurz geschiittelt
und anschlieBend abzentrifugiert. Die dabei entstehende Phasentrennung in organische und
wassrige Phase ermoglichte eine Aufreinigung der Dextran-Gebrauchslosung. Abgespaltene
Farbstoffmolekiile 16sen sich in der Butanol-Phase, die darauthin entfernt wurde, wihrend mit
der wissrigen Phase, die die fluoreszenzmarkierten Dextrane enthielt, weitergearbeitet werden
konnte.

Die Farbstofflosungen wurden anschlieBend vor der Injektion noch fiir 10 min bei
14.000 U/min abzentrifugiert, um Schwebstoffe aus der Losung zu entfernen, da diese die
Beladung der Injektionsnadel stéren. Die Injektionsnadel (Femtotip I, Eppendorf, Hamburg)
wurde darauthin mit Hilfe einer fein ausgezogenen Pipettenspitze (,,Microloader*, Eppendorf,
Hamburg) mit 5 pl der Farbstofflosung beladen. Dabei wurde der ,,Microloader* von hinten

in die Offnung der Nadel eingefiihrt und die Losung luftblasenfrei in die Spitze der Nadel
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auspipettiert. AnschlieBend erfolgte das Einschrauben der Injektionsnadel in den

Kapillarenhalter.

Tabelle 2.4: Ansetzen der Fluoreszenzfarbstoffe und Peptide fiir die Mikroinjektion.

Fluoreszenzfarbstoff oder el6st in Konz. der Verdiinnung
Fluoreszenz-gekoppelte Peptide g Stammlosung mit...
Alexa Fluor 488 hydrazide dest. H,O 10 mg/ml dest. H,O

70.000 MW dextran,

tetramethylrhodamine dest. H,O 10 mg/ml dest. H,O

10.000 MW dextran,

tetramethylrhodamine, dest. H,O 10 mg/ml dest. H,O

3000 MW dextran,

Alexa Fluor 488 dest. H,O 10 mg/ml dest. H,O
dest. HO mit

RSR-Carboxyfluorescein 10 % Essigsdure und 5 mg/ml Cytomix
43 % DMSO
dest. H,O mit

SGALDVLQ-Carboxyfluorescein | 10 % 1 M Ammonium- 9 mg/ml Cytomix

hydrogencarbonat

Mit Hilfe eines Joysticks konnte die Injektionsnadel bedient und in das Sichtfeld des 63x-
Objektivs bewegt werden. Die Mikroinjektion wurde dann mit dem Mikromanipulator 5171
in Kombination mit einem Transjektor 5246 (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Um einen
Einstrom von Medium in die Kapillare zu verhindern, wurde ein Kompensationsdruck
angelegt, der dem Kapillarsog der Injektionsnadel entgegenwirkt. Geeignete Gerdteparameter
waren bei der Injektion in das Cytosol der infizierten Wirtszelle ein Kompensationsdruck (P.)
von 30 hPa, ein Injektionsdruck (P;) von 180 hPa und eine Injektionsdauer (t;) von 0,3 sec.
Meistens erfolgte die Injektion schon durch den Kompensationsdruck beim vorsichtigen
Beriihren der Zelle mit der Kapillare, was durch eine ,,Welle“, die durch das Cytosol lief,
sichtbar wurde. War der Kompensationsdruck nicht ausreichend, wurde fiir die Zelle eine
geeignete Injektionsebene (Z-Limit) eingestellt, und die Injektion mit der automatischen
Injektionsfunktion des Mikromanipulators entsprechend den genannten Einstellungen
durchgefiihrt. Lediglich bei der Injektion des 70.000 MW Dextran-Molekiils musste der
Injektionsdruck aufgrund des groBen Molekulargewichts auf 400 hPa erhoht werden, um eine
erfolgreiche Injektion zu ermdglichen. Nach erfolgreicher Injektion wurde die Kapillare ziigig

aus dem Blickfeld gefahren und die injizierte Zelle entweder mit Hilfe von Einzelaufnahmen
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oder mit einem ,,time-lapse“-Experiment untersucht. Dabei wurden direkt nach der Injektion
(~ 30 sec) sowie nach 10 min Phasenkontrast- und Fluoreszenz-Aufnahmen gemacht.

Fiir die Injektion des 10 kDa-Dextran-Molekiils in die parasitophore Vakuole wurden die
Geréteparameter auf einen Kompensationsdruck von 15 hPa und einen Injektionsdruck von
60 hPa verringert. Die Nadel wurde darauthin sehr genau iiber der Vakuole lokalisiert, und
dann vorsichtig heruntergefahren. Meistens funktionierte die Injektion auch hier beim
vorsichtigen Beriihren der Vakuole. War dies nicht der Fall, so wurde die automatische

Injektionsfunktion genutzt.

»low CO>*-Medium

10 % DMEM (10x) mit 4,5 g/l Glukose, 8 g/l Phenol-Rot

ohne NaHCOj3, Na-Pyruvat und L-Glutamin
7,5 % NaHCOs3
25 mM HEPES

1% Glutamax

10 % FKS
1 % Pen/Strep

Medium iiber Nacht bei 4°C ausgasen lassen,

pH auf 7,4 einstellen und sterilfiltrieren.

Cytomix
120 mM KCl

0,15 mM CacCl,
10 mM K,HPO4/KH,PO4, pH 7,6
25 mM HEPES
2mM EDTA
5mM MgCl,
auf pH 7,6 mit KOH einstellen.
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2.2.3 Nukleinsiduren

2.2.3.1 RNA-Isolierung aus Encephalitozoon cuniculi

Die Analyse von Genexpressionen erfolgte durch eine quantitative Real-time-PCR. Dafiir
wurde zunédchst die Gesamt-RNA der Kultur, also die RNA von E. cuniculi zusammen mit der
RNA von HFF-Wirtszellen isoliert. Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des ,,GenElute
Mammalian Total RNA miniprep Kits* (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). Dabei wurde der
Zellrasen einer infizierten Kultur zundchst mit Hilfe des Lysepuffers aufgelost und das
lysierte Zellmaterial tiber eine Sdule filtriert. Das Filtrat wurde mit 70 % Ethanol versetzt, und
die Nukleinsduren durch Zentrifugation an eine zweite Sdule gebunden. Die gebundene RNA
wurde anschlieBend mehrmals gewaschen und schlieBlich mit Elutionspuffer von der Séule
eluiert.

Um noch vorhandene DNA aus der RNA-Probe zu entfernen wurde nach der Isolierung ein
Verdau mit einer RNase-freien DNasel (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) entsprechend den

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3.2 Synthese von cDNA

Um die in der RNA enthaltenen mRNAs in komplementire DNA (cDNA von engl.
complementary DNA) umzuschreiben, wurde die M-MLV Reverse Transkriptase , RNase H
minus, Point Mutant (Promega, Mannheim) eingesetzt. Dabei diente die Bindung eines Oligo-
dT-Primers an den fiir eukaryotische mRNAs charakteristischen Poly-A-Schwanz zur
Einleitung der reversen Transkription. Die RNA wurde dazu mit entsprechenden Volumina
Reaktionspuffer, dNTPs, dem Oligo-dT-Primer, der Reversen Transkriptase und einem
RNase-Inhibitor RNasin (Promega, Mannheim) versetzt. Nach einer Inkubation fiir 3 - 4 h bei
37 °C wurde die Reaktion durch eine Hitzeinaktivierung fiir 15 min bei 70 °C gestoppt und
die erhaltene DNA mit Hilfe des ,,PCR Purification Kits* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die
so erhaltene cDNA konnte iiber lingere Zeit bei — 20 °C gelagert und fiir die Analyse der

Transkription verschiedener Gene mit Hilfe des LightCyclers genutzt werden.
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2.2.3.3 Ermittlung der relativen mRNA-Expression mit Hilfe der quantitativen

Real-time-PCR

Um die mRNA-Expression verschiedener Gene quantitativ zu bestimmen, wurden die cDNA-
Proben mit Hilfe der Real-time-PCR im LightCycler (Roche, Mannheim) untersucht (Higuchi
et al., 1992). Unter Verwendung des ,Fast Start DNA SYBR Green I Kits* (Roche,
Mannheim) wurden fiir die PCR jeweils 4 pl Enzym-Mix, 1 pl der entsprechenden
genspezifischen Primer und 12 pl H,O gemischt und in eine Glas-Kapillare pipettiert.
AnschlieBend wurden 2 ul cDNA in die jeweilige Kapillare hinzugefiigt und die
Genexpression im LightCycler mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen wéhrend der PCR
untersucht. Je nach verwendetem Primer-Paar wurde ein abgedndertes PCR-Protokoll
verwendet. Der crossing point (cp) jeder Probe wurde dabei unter voreingestellten
Bedingungen (Baseline Adjustment = Arithmetic) ermittelt.

Um die Transkription spezifischer Gene in unterschiedlichen Proben miteinander vergleichen
zu konnen, wurden die berechneten mRNA-Mengen gegen den jeweiligen E. cuniculi aktin-
mRNA-Gehalt abgeglichen. Zur Ermittlung der relativen mRNA-Menge wurde jeweils ein
crossing point als Referenzwert betrachtet. So diente zum Beispiel fiir die mRNA-Analyse der
verschiedenen Aminosédure-Transporter in Aminosédure-Mangelmedium die mRNA-Menge in
Komplettmedium als Referenzwert. Die mRNA-Expression jedes untersuchten spezifischen

Gens wurde dementsprechend nach folgender Formel berechnet:

Expl 2Acp _spez(ref —target)

Expz = 2Acp _aktin(ref —t arget)

Exp = Expression

cp_spez = crossing point des spezifischen Gens

cp_aktin = crossing point des dazugehorigen aktin-Wertes
ref = Referenzwert (z.B. Expression in Komplettmedium)

target = zu untersuchender Wert (z.B. Expression unter Arginin-Mangel)

Der so errechnete Wert gab die relative mRNA-Expressionsstirke des zu untersuchenden
Gens bezogen auf den Referenzwert (=1) an.
Die PCR-Programme im LightCyler waren nahezu identisch aufgebaut und bestanden aus

einem anfinglichen Denaturierungsschritt mit nachfolgender Amplifikation der DNA-
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Sequenz. Um eine Verfilschung der ermittelten Transkriptionsstirken zu vermeiden, folgte
eine Schmelzkurvenanalyse der entstandenen PCR-Produkte, mit deren Hilfe eine
Identifizierung unspezifischer Fragmente moglich ist. AbschlieBend erfolgte ein
Abktihlschritt. Die Annealing-Temperatur sowie die Elongationszeit wurde in Abhdngigkeit
zum verwendeten Primer-Paar und der Lénge des zu erwartenden Fragments angepasst. Ein

typisches LightCycler-PCR-Programm ist in Tabelle 2.5 dargestellt.

Tab. 2.5: PCR-Programm im LightCycler.

iig;“;‘; TTeaT;‘;r(ag‘)r Hold time (sec) | Slope (°Clsec) Ac‘f;’(’;;:"’"
Denaturierung
1 95 | 600 | 20 | none
Amplifikation
1 95 10 20 none
2 var. 5 20 none
3 72 var. 20 single
Schmelzkurve
1 95 10 20 none
2 65 15 20 none
3 99 0 0,1 continuous
Kiihlung
1 40 30 20 none

2.2.4 Proteine

2.2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine in einer Probe anhand ihrer GroBle aufzutrennen, wurde eine denaturierende
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Dabei
wurden die zu untersuchenden Proteine mit fiinffach konzentriertem Probenpuffer im
Verhiltnis 1:5 gemischt, fiir 5 min auf 99 °C erhitzt und schlieBlich auf ein 0,75 mm dickes,
vertikales SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Um das Molekulargewicht der zu
analysierenden Proteine zu ermitteln, wurde parallel ein Gemisch von Markerproteinen
bekannten Molekulargewichts aufgetragen (Prestained Protein Marker, NEB, Frankfurt). Die
SDS-PAGE wurde dann bei 25 mA pro Gel fir ca. 60 min durchgefiihrt. Nach der
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Auftrennung konnten individuelle Proteine in einer Western Blot-Analyse mit anschlieBender
Immunfarbung nachgewiesen werden.

Um ein SDS-Polyacrylamidgel herzustellen, wurde zunichst ein 12 % Polyacrylamid-
Trenngel in eine Mini Protean 3 Gelkammer (BioRad, Miinchen) gegossen, und mit
Isopropanol iiberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol griindlich
entfernt und ein 4,4 % Sammelgel aufgegossen, in das ein Probenkamm fiir 10 Proben

eingesetzt wurde.

Trenngel, 12 % Sammelgel, 4.4 %
0,94 ml 2 M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,1 ml 10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS
2ml 30 % AA, 0,8 % BA 0,73 ml 30 % AA, 0,8 % BA
1,94 ml Aqua bidest. 0,73 ml Aqua bidest.
20 ul 10 % APS 12,5ul 10 % APS
10 ul TEMED 10 pl TEMED

AA = Acrylamid, BA = Bisacrylamid

Elekrophoresepuffer SDS-Probenpuffer, 5 x
25mM Tris-HCI, pH 8,3 312,5mM Tris-HCIL, pH 6,8
0,2M Glycin 10 % SDS
0,1 % SDS 50 % Glycerol

162,5mM DTT
0,005 % Bromphenolblau

2.2.4.2 Western Blot-Analyse und Immunfirbung

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Semi-dry-Blotting (Kyhse-
Andersen, 1984) elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL
Nitrocellulose Membrane, Amersham Biichler, Braunschweig) {ibertragen. Dabei wurden
folgende Komponenten in einem Semi-Dry Elektroblotter (Sartorius, Gottingen)

ibereinandergeschichtet:
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Kathode

9 Whatman-Filterpapiere getrankt in 40 mM Aminocapronsaure, pH 7,6 , 20 % Methanol
SDS-PAGE Gel

Nitrozellulose-Membran

3 Whatman-Filterpapiere getrankt in 25 mM Tris-HCI, pH 10,4 , 20 % Methanol

6 Whatman-Filterpapiere getrankt in 0,3 M Tris-HCI, pH 10,4 , 20 % Methanol

Anode

Die Proteine wurden mit 0,8 mA/ cm® Gelfliche fiir ca. 90 min iibertragen. Neben der
Ubertragung des Prestained-Markers diente zusitzlich eine Firbung der Proteine mit
Ponceau S als Kontrolle des Transfers. Uberschiissiges Ponceau S wurde mit destilliertem
Wasser weggewaschen, und die gleichmiBige Beladung der einzelnen Spuren konnte
tiberpriift werden.

Um spezifische Proteine mittels einer Immunfiarbung nachzuweisen, wurden zundchst
unspezifische Bindestellen der Membran fiir 1 h bei RT mit Blockierlosung abgesittigt. Nach
einem kurzen Waschschritt mit Waschlosung wurde die Membran 1,5 h mit dem
Primérantikdrper, verdiinnt in Inkubationslosung inkubiert. Sollten mehrere Seren untersucht
werden, wurden entsprechend viele Spuren des SDS-Gels beladen, und die Membran nach
dem Blotten in Einzelteile geschnitten. Die Teilmembranen konnten dann mit
unterschiedlichen Primérantikoérpern inkubiert werden. Ungebundener Primérantikdrper
wurde daraufhin durch dreimaliges Waschen fiir jeweils 5 min in Waschldsung entfernt, bevor
die Inkubation fiir I h mit Peroxidase- gekoppeltem Sekundérantikérper in Inkubationslosung
erfolgte. SchlieBlich wurde die Membran noch drei Mal fiir 5 min gewaschen und mit der
ECL-Nachweislosung ~ (Amersham,  Freiburg) nach  Herstellerangaben  inkubiert.
Uberschiissige Losung wurde entfernt, und die Membran mit einer Plastikfolie luftblasenfrei
abgedeckt. Der Nachweis der Proteine erfolgte schlieflich durch Auflegen eines

Chemilumineszenz-sensitiven Hyperfilm ECL (Amersham, Freiburg) auf die Membran.

Blockierldsung Waschlésung Inkubationsldsung
5% Magermilchpulver 0,05 %  Tween-20 5% Magermilchpulver
0,2% Tween-20 in PBS, pH 7,4 0,05% Tween-20
0,02 % NaNj in PBS, pH 7,4

in PBS, pH 7,4
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2.2.4.3 Generierung eines anti-Peptid-Antikorpers

Um einen anti-Peptid-Antikorper gegen das E. cuniculi Hémolysin-III (EcHIyIll) zu
generieren, wurden zwei Teilregionen von EcHIyIIl ausgewihlt, die Peptide synthetisiert, an
ein Triagerprotein gekoppelt und als Antigene zur Immunisierung verwendet. Die Herstellung
des Peptid-Antikorpers wurde von Eurogentec (Ko6ln) durchgefiihrt. Bei der Auswahl der
Peptide wurde darauf geachtet, dass diese nicht in den Membranregionen des Proteins liegen,
damit spétere Antikdrper in der Immunfluoreszenz-Farbung Zugang zu den entsprechenden
Bindestellen von EcHIyIII haben. Die zwei Peptide (Sequenzen siche Abb. 3.16) wurden dann
iiber ein zusidtzliches N-terminales Cystein an das Tragerprotein ,,Keyhole limpet
hemocyanin®“ (KLH) gebunden. Die Konjugate KLH-Peptid 1 und KLH-Peptid 2 wurden
daraufhin zusammen fiir die Immunisierung von jeweils zwei Ratten verwendet. Dabei wurde
das Antigen innerhalb von drei Monaten insgesamt vier Mal injiziert. Vor der ersten
Immunisierung wurde ein Prdimmun-Serum gewonnen, das in den Versuchen als
Negativkontrolle dienen sollte. Wéahrend des Immunisierungsprozesses wurden eine kleine
Blutung (small bleeding) und eine grofle Blutung (large bleeding) durchgefiihrt. Zum Schluss
folgte eine Endblutung (final bleeding).

2.2.4.4 Membranfraktionierung von Sporen

Um Sporenproteine in eine 16sliche Fraktion und eine Membranfraktion zu trennen, wurden
zunichst 4 x 10® Sporen frisch geerntet. Die Sporen wurden anschlieBend zwei Mal in
destilliertem Wasser gewaschen, um Wirtszell-Reste zu entfernen. Dazu wurden die Sporen
bei 2500 U/min fiir 20 min abzentrifugiert, in einem groen Volumen destilliertem Wasser
aufgenommen und die Sporensuspension ca. 1 min mit Hilfe eines Vortex gemischt. Die so
aufgereinigten Sporen wurden dann in 1,92 ml PBS aufgenommen, und mit einem
Verdiinnungsfaktor von 1:25 mit Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim) versetzt,
so dass ein Endvolumen von 2 ml resultierte. Um die Sporen anschlieBend aufzuschlieBen,
wurden ca. 500 pl Glassbeads (0,5 mm, Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) in
Eppendorf-Gefale vorgelegt und mit 500 ul der Sporensuspension aufgefiillt. Die Eppendorf-
Gefidlle mit der Mischung aus Sporen und Glassbeads wurden darauthin in einem Glassbead-
Schiittler (Thermo Savant, Langenselbold) acht Mal fiir 40 sec mit einer Stirke von 6,5

geschiittelt. Um eine Uberhitzung der Proben und des Gerites zu vermeiden wurde die
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Behandlung zwischendurch allerdings unterbrochen, und die Proben fiir ca. 5 min auf Eis
gekiihlt. Die bei der Behandlung entstehenden sehr starken Scherkrifte sind in der Lage die
stabile Sporenwand von E. cuniculi zu zerstoren, so dass eine Mischung von
Membranfragmenten und 16slichen Proteinen entsteht. Der Erfolg der Sporen-Disruption
wurde dabei mikroskopisch iiberpriift. AnschlieBend wurde das Proteingemisch von den
Glassbeads getrennt, indem die Proteinlosung mit einer gelben Pipettenspitze abgesaugt
wurde. Diese erlaubt eine sehr effiziente Trennung von den Glassbeads, da ihre Offnung zu
klein ist, um Glassbeads aufzunechmen. Um restliche Proteine von den Beads zu entfernen,
wurden diese noch ein Mal mit je 100 ul PBS gewaschen, und die Proteinldsung in ein
Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt. Ein Teil der Proteinlosung wurde als Gesamt-Proteinextrakt
aufbewahrt, der Rest wurde bei 100.000 x g und 4 °C fiir 1 h in einer Ultrazentrifuge
abzentrifugiert. Nach Ablauf der Zentrifugationszeit wurde der Uberstand mit den 18slichen
Proteinen abgenommen, und das Pellet mit den Membranproteinen wurde in 150 pul 1 x SDS-
Probenpuffer aufgenommen (10 pl = 2 x 10’ Sporen). Um dqimolare Proteinmengen auf die
Spuren des SDS-Gels auftragen zu konnen, wurden die 16slichen Proteine, sowie die Proteine
des Gesamt-Proteinextrakts mit einer Féallung durch Trichloressigsdure (7richloroacetic acid,
TCA) prézipitiert. Dazu wurde den Proteinproben ein Volumen kalte, 10 % TCA zugesetzt,
und die Losungen zundchst flir 45 min auf Eis inkubiert. Die Proteine konnten dann durch
eine Zentrifugation fiir 15 min bei 14.000 U/min und 4 °C quantitativ pelletiert werden. Nach
einem Waschschritt in 500 pl 100 % Ethanol und erneuter Zentrifugation (5 min, 14.000
U/min, 4 °C) konnten die Proteinpellets schlieBlich an der Luft getrocknet und ebenfalls in
150 pl 1 x SDS-Probenpuffer aufgenommen werden. Fiir die anschlieBende
Gelelektrophorese wurden jeweils 10 upl der einzelnen Proteinfraktionen pro Spur

aufgetragen. Das entspricht der Proteinmenge von ca. 2 x 10’ Sporen.
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3. Ergebnisse
3.1 Die Biogenese der parasitophoren Vakuolenmembran

Aufgrund des einzigartigen Invasionsmechanismus von E. cuniculi und der Abwesenheit von
Wirtszell-Proteinen in  der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) ist der
Entstehungsmechanismus der parasitophoren Vakuole (PV) bislang ungekldart. Um die
Biogenese der PVM néher zu untersuchen, sollte zundchst die Herkunft der Lipide fiir die

PVM ermittelt werden.

3.1.1 Herkunft der Lipide fiir die Bildung der parasitophoren Vakuolenmembran

Um die Herkunft der Lipide fiir die parasitophore Vakuolenmembran zu ermitteln, sollten
entweder die Membranen von E. cuniculi, oder die der Wirtszelle selektiv mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Nach erfolgter Infektion sollte ein Fluoreszenzsignal
in der entstandenen Vakuolenmembran Aufschluss liber die Beteiligung von Mikrosporidium
und Wirtszelle an der Biogenese der Membran geben.

Um zu tiberpriifen, ob die PVM vom Mikrosporidium selbst stammt, wurde zundchst
E. cuniculi mit lipophilen Farbstoffen markiert. Dazu wurden die lipophilen Carbocyanin-
Farbstoffe DilC;s und SPEEDY DiO, sowie das fluoreszierende Phospholipid B-BODIPY
500/510 C;,-HPC (BODIPY-PC) ausgewdhlt. Die Markierung der Sporen erfolgte durch
Kultivieren in Anwesenheit der Farbstoffe, wie unter 2.2.2.2 beschrieben. Die in Gegenwart
von SPEEDY DiO kultivierten Sporen zeigten nur eine sehr schwache Fluoreszenz, weshalb
sie von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden (Daten nicht gezeigt). Die DilCs-
und BODIPY-PC-markierten Sporen (siche Abb. 3.1) zeigten dagegen eine sehr intensive
Féarbung. Bei beiden Farbstoffen wiesen die Sporen intrazelluldre Strukturen mit erhohter
Fluoreszenz auf. Wihrend in den BODIPY-PC-gefarbten Préparationen alle Sporen
gleichermallen gefarbt waren, war die Farbung mit DilC;s uneinheitlich, da einige Sporen gar

nicht, oder nur sehr schwach gefirbt waren (siche Abb. 3.1).
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Phasenkontrast

DilC4g

BODIPY-PC

Abb.3.1: Markierung von Sporen mit den lipophilen Fluoreszenzfarbstoffen DilC;s und
BODIPY-PC. Eine Kultivierung von E. cuniculi in Anwesenheit von DilC;s oder BODIPY-
PC fiihrt mit beiden Farbstoffen zu einer Markierung der Sporen. Die Sporen weisen stark
markierte intrazelluldre Strukturen auf. Wéahrend bei BODIPY-PC alle Sporen gleichermalien
angefarbt sind, ist die Markierung mit DilC,¢ unregelméBig, da einige Sporen gar nicht, oder
nur sehr leicht gefarbt sind. MaBstabsbalken 5 pm.

Wurden die mit BODIPY-PC-gefiarbten Sporen fiir die Infektion von unmarkierten
Wirtszellen verwendet, so war in den entstandenen Meronten ein Fluoreszenzsignal zu
detektieren (siche Abb. 3.3). Die Meronten, die von DilCc-markierten Sporen stammten,
wiesen kein Fluoreszenzsignal auf (Daten nicht gezeigt), so dass auch diese von weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen wurden. Um die Infektiositdt der Sporen nach Farbstoft-
Behandlung zu tiberpriifen, wurde BODIPY-PC in verschiedenen Konzentrationen fiir die
Fluoreszenzmarkierung der Sporen verwendet und im Anschluss das Ausmal3 der Infektion
eines HFF-Monolayers bestimmt. Die Auswertung zeigte, dass eine BODIPY-PC-Behandlung
zu einer deutlichen Reduktion der Infektionsrate von E. cuniculi fiihrt (siche Abb. 3.2).
Wihrend ohne Farbstoff ca. 12 Vakuolen pro Gesichtsfeld ermittelt werden konnten, zeigten
sich bei 25 uM, 50 uM und 100 uM jeweils nur ca. zwei Vakuolen pro Gesichtsfeld. Somit
reduziert die BODIPY-PC-Behandlung die Infektiositit der Sporen um ca. 84 %. Trotz des
stark negativen Effektes auf die Infektionsrate, zeigten die Vakuolen, die aus BODIPY-PC-
gefdrbten Sporen hervorgingen, anschliefend einen normalen Entwicklungsverlauf (Daten

nicht gezeigt), so dass die Sporen fiir die nachfolgenden Versuche verwendet werden konnten.
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Abb. 3.2: Effekt der BODIPY-PC-Markierung auf die Infektiositit von Sporen.
E. cuniculi Sporen wurden mit 0 uM, 25 uM, 50 uM oder 100 uM BODIPY-PC markiert,
geerntet und fiir die Infektion eines HFF-Monolayers verwendet. Die Infektiositdt der Sporen
wurde durch Auszéhlen der resultierenden Vakuolen pro Gesichtsfeld ermittelt. BODIPY-PC
hat unabhéngig von der verwendeten Farbstoffkonzentration einen stark negativen Effekt auf
die Infektionsrate. Die Infektiositét ist um ca. 84 % reduziert.

Um zu untersuchen, ob die parasitophore Vakuolenmembran von E. cuniculi stammt, und
wihrend der Injektion des Sporoplasmas mit ilibertragen wird, wurden die BODIPY-PC-
gefdarbten Sporen fiir die Infektion von unmarkierten HFF auf Deckgldschen verwendet. Die
Infektion wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Fixierung in 4 % PFA gestoppt, und
zur besseren Lokalisation der Meronten wurden diese mit dem Meronten-spezifischen
Antikorper 6G2 und einem Cy3-markierten Sekunddrantikorper angefarbt. Dazu wurde fiir die
Immunfluoreszenzfarbung das alternative Protokoll mit Saponin-Permeabilisierung (siche
2.2.2.1) verwendet, um das BODIPY-PC-Signal nicht wegzuwaschen. Die BODIPY-PC-
gefarbten Membranen erlaubten die Untersuchung der Meronten bis zu 24 h nach der
Infektion. Zu spiteren Zeitpunkten war das Signal durch die Zellteilung der Meronten zu
schwach fiir weitere Analysen. Wie in Abb. 3.3 exemplarisch fiir 12 h und 24 h gezeigt, findet
sich kein BODIPY-PC-Fluoreszenzsignal (griin) in der Vakuolenmembran. Das BODIPY-PC-
Signal zeigte zu allen untersuchten Zeitpunkten nur eine Kolokalisation mit den Meronten
selbst (siche BODIPY-PC + Ak 6G2), war jedoch nie in der im Phasenkontrast sichtbaren
Vakuolenmembran zu finden (siehe Pfeile merge). Unter der Annahme, dass das BODIPY-
markierte Phospholipid nicht durch andere Griinde von der Vakuolenmembran
ausgeschlossen wird, deutet dies darauf hin, dass die Vakuolenmembran nicht von E. cuniculi

selbst stammt.
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Abb. 3.3: Lipide des injizierten Sporoplasmas tragen nicht zur Biogenese der
Vakuolenmembran bei. HFF-Zellen wurden mit BODIPY-PC-markierten Sporen infiziert,
und die entstandenen Meronten mit dem Meronten-spezifischen Ak 6G2 und einem Cy3-
konjugierten Sekundérantikorper angefarbt. Das BODIPY-PC-Signal (griin) kolokalisiert
sowohl 12 h als auch 24 h nach der Infektion mit dem 6G2 Antikorper-Signal (rot) (siehe
BODIPY-PC + Ak 6G2). Das BODIPY-PC-Signal findet sich jedoch nur im Meronten selber,
nicht aber in der im Phasenkontrast sichtbaren Vakuolenmembran wieder (siche Pfeile,
merge). Mallstabsbalken 5 pm.

Um die Beteiligung der Wirtszelle an der Biogenese der PVM zu ermitteln, wurde das
gegenteilige Experiment, bei dem die Wirtszelle markiert werden sollte, durchgefiihrt. Fiir die
Markierung der Wirtszellen wurden die lipophilen Carbocyanin-Farbstoffe DilC;s und
SPEEDY DiO ausgewihlt, die eine Unterscheidung von raft- und nonraft-Doménen
ermoglichen. DilCi¢ enthilt gerade, gesittigte Kohlenwasserstoff-Seitenketten, so dass dieser
Farbstoff auf spezifische Weise in stark geordnete Domédnen mit hohem Cholesterin- und
Sphingolipid-Anteil (raft) integriert (Thomas et al., 1994). SPEEDY DiO dagegen enthélt
ungesittigte Kohlenwasserstoff-Seitenketten, welche eine Integration in ungeordnete und
mehr fluide Membrandoménen (nonraft) verursacht (siche Abb. 3.4) (Mouritsen und
Jorgensen, 1995; Schroeder et al., 1994). Die Markierung der fiir diesen Versuch verwendeten
BHK-Zellen mit DilCis und SPEEDY DiO wurde wie unter 2.2.2.3 beschrieben,
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zunédchst gewaschen, und anschlie8end fiir 3 min bei
ca. 8 °C mit 2 uM DilC;¢ oder SPEEDY DiO gefarbt. Um die Spezifitit der Farbstoffe fiir
raft- oder nonraft-Dominen zu iiberpriifen, wurde mit den gefarbten Zellen eine TritonX-
Extraktion durchgefiihrt (siche Abb. 3.4). Raft- und nonraft-Dominen unterscheiden sich in
Bezug auf ihre Sensibilitidt gegeniiber einer Behandlung mit kalter 1 % TritonX-100-Lésung

(Hao et al., 2001). Die fluiden, ungeordneten nonraft-Domidnen sind sensibel gegeniiber



Ergebnisse 52

Detergentien. Somit wurde SPEEDY DiO, das bevorzugt in nonraft-Dominen integriert,
durch TritonX-100 fast vollstindig ausgewaschen (siche SPEEDY DiO, TritonX-Extraktion).
Die DilCj¢-markierten raft-Domédnen sind hingegen resistent gegeniiber TritonX-100. In
DilC,¢-gefarbten Zellen verursachte eine TritonX-Extraktion durch die Auswaschung von
nonraft-Doménen den charakteristischen ,,swiss cheese* Phinotyp, der einem Ildchrigen

Schweizer Kise gleicht (siehe DilCy¢, TritonX-Extraktion) (Hao ef al., 2001).

DilC16

Abb. 3.4: Strukturformeln von DilC;¢ und SPEEDY DiO sowie unterschiedliche
Sensibilitit der Farbstoffe gegeniiber Extraktion mit kalter TritonX-100-Losung.
A) DiIC;¢ enthdlt gerade, gesittigte Kohlenwasserstoffketten, so dass es spezifisch in raft-
Doménen integriert. SPEEDY DiO enthdlt ungesittigte Kohlenwasserstoftketten, daher
integriert dieser Farbstoff praferentiell in nonraft-Doménen. B) BHK-Zellen wurden mit
DilC;¢ oder SPEEDY DiO angeférbt und entweder mit kaltem PBS+ (mock) oder mit kaltem
PBS+ mit 1 % TritonX-100 (TritonX-Extraktion) behandelt. Nonraft-Doménen, die von
SPEEDY DiO (griin) markiert werden, sind sehr empfindlich gegeniiber einer Extraktion mit
TritonX-100. Der SPEEDY DiO-Farbstoff war nach der Behandlung fast vollstindig
ausgewaschen. Raft-Doménen, die durch DilC;s (rot) markiert werden, sind resistent
gegeniiber einer Behandlung mit Detergentien. Durch das Auswaschen der nonraft-Dominen
ergab sich nach der TritonX-Extraktion der charakteristische ,,swiss cheese” Phéanotyp, der
einem lochrigen Schweizer Kése gleicht. Mal3stabsbalken 10 pm.

A Cp—=

SPEEDY DiO

mock

TritonX-Extraktion
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Um zu untersuchen, ob eine Markierung der Wirtszelle, gefolgt von einer Infektion mit
E. cuniculi, zu einem Fluoreszenzsignal in der parasitophoren Vakuolenmembran fiihrt,
wurden die DilCis- bzw. SPEEDY DiO-markierten BHK-Zellen sehr schnell nach der
Féarbung mit einer grolen Menge an frisch isolierten Sporen infiziert. Da es sich bei der
DilCi6- bzw. SPEEDY DiO-Féarbung um keine stabile Plasmamembranfiarbung handelt,
sondern die Farbstoffe im Laufe der Zeit in das Zellinnere transportiert werden kénnen, sollte
die Inkubationszeit nach der Markierung moglichst kurz gehalten werden. Um die
Infektionszeit zu reduzieren, wurden die Sporen deshalb fiir ca. 5 min in destilliertem Wasser
vorinkubiert. Dies erhoht die Sporulationsrate der Sporen, wobei jedoch gleichzeitig auch die
Selektivitdt der Sporen fiir ihre Wirtszelle nachldsst (Mitteilung von Prof. Louis Weiss, New
York). Nach Zugabe der Sporen folgte eine kurze Zentrifugation der 24-Well-Platte, um die
Sporen moglichst schnell zu sedimentieren. Die Infektion wurde dann 3 min nach
Sporenzugabe durch Inkubation in 4 % PFA gestoppt, und die Meronten wurden mit Hilfe des
Meronten-spezifischen  Antikorpers 6G2 und einem Cy2- oder Cy3-gekoppelten
Sekundirantikérper nachgewiesen. Die Permeabilisierung fiir die Immunfluoreszenzfarbung
wurde hier ebenfalls mit Saponin durchgefiihrt, um ein Auswaschen der Lipide zu
minimieren. Zur Analyse der Zellen wurden konfokale Bilder angefertigt. Um eine
Phagocytose von Sporoplasma als mogliche Ursache fiir ein Fluoreszenzsignal in der
Vakuolenmembran auszuschlieBen, wurde der Versuch zusitzlich in Anwesenheit des
Phagocytose-Inhibitors Cytochalasin-D durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fiir 10 min mit
5 uM Cytochalasin-D vorinkubiert, und zusitzlich wurde allen im Versuch verwendeten
Puffern 5 uM Cytochalasin-D zugesetzt. Als Negativkontrolle dienten BHK-Zellen, die vor
der Farbung mit DilC;s oder SPEEDY DiO schon Vakuolen enthielten. Diese Zellen wurden
zundchst fir 1 h mit Sporen infiziert, dann griindlich gewaschen und anschliefend mit den
lipophilen Farbstoffen gefdarbt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 3.5 und 3.6
dargestellt. Wird die Wirtszelle vor der Infektion mit dem raft-Lipid DilC;¢ markiert, so sind
die intrazelluliren Meronten anschlieBend von einer fluoreszierenden Vakuolenmembran
umgeben (sieche Abb. 3.5; ohne CytD, merge). Der im konfokalen Bild sichtbare Ring ist
dabei jedoch nicht vollkommen ebenmdfig und besitzt teilweise Regionen mit erhohter
Fluoreszenz (siche ohne CytD, DilCijs). Die Entstechung der fluoreszierenden
Vakuolenmembran ist unabhingig von der Behandlung mit Cytochalasin-D (siehe 5 uM
CytD, DilCi4). Die untersuchten Vakuolen sind also durch eine natiirliche Infektion mit
Injektion des Sporoplasmas, und nicht durch eine Phagocytose von freiem Sporoplasma

hervorgegangen. Werden die Zellen zuerst infiziert, und dann mit DilC,¢ geférbt, entsteht
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keine gefarbte Vakuolenmembran (siche Neg.kontr., DilC¢), so dass ausgeschlossen werden
kann, dass die Farbstoffe nach erfolgter Infektion auf unspezifische Weise, z. B. durch

Diffusion in die Vakuolenmembran gelangen.

DilC16 Ak 6G2 merge
ohne

CytD

5 uM
CytD

Neg.-
kontr.

Abb. 3.5: Raft-Lipide der Wirtszelle tragen zur Biogenese der Vakuolenmembran bei.
BHK-Zellen wurden mit dem raft-spezifischen Farbstoff DilC;s (rot) gefarbt und
anschlieBend mit frischen Sporen infiziert. 3 min nach der Infektion wurden die Zellen mit
PFA fixiert und intrazelluldre Meronten mit dem Meronten-spezifischen Antikérper (Ak) 6G2
und einem Cy2-konjugierten Sekunddrantikdrper (griin) nachgewiesen. Der Versuch wurde in
An- und Abwesenheit des Phagocytose-Inhibitors Cytochalasin-D (5 uM CytD) durchgefiihrt.
Die linken Bilder zeigen die infizierten Zellen weniger stark vergrofert, wiahrend die drei
rechten Bilder jeweils den durch das Quadrat gekennzeichneten Bildausschnitt in stirkerer
VergroBerung darstellen (MaBstabsbalken 5 um). Bereits 3 min nach der Infektion sind die
intrazelluliren Meronten von einer DilC¢-gefarbten Vakuolenmembran umgeben. Das
Fluoreszenzsignal in der PVM entsteht dabei unabhéngig von der Behandlung mit CytD. Als
Negativkontrolle (Neg.kontr.) wurden bereits infizierte BHK-Zellen mit DilC;¢ markiert.
Diese Meronten weisen keine fluoreszierende Vakuolenmembran auf.

Meronten, deren Wirtszellen vor der Infektion mit dem nonraft-Lipid SPEEDY DiO markiert
wurden, sind ebenfalls von einer fluoreszierenden Vakuolenmembran umgeben (siche Abb.

3.6; ohne CytD, merge). Ahnlich wie bei DilC;¢ ist auch die Entstehung dieser
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Vakuolenmembran unabhéngig von der Cytochalasin-D Behandlung (siehe 5 pM CytD). Das
Fehlen der gefarbten Membran in der Negativkontrolle zeigt, dass auch bei SPEEDY DiO
eine unspezifische Integration des Farbstoffes in die Vakuolenmembran ausgeschlossen

werden kann (sieche Neg.kontr.).

SPEEDY DiO Ak 6G2

Abb. 3.6: Nonraft-Lipide der Wirtszelle tragen zur Biogenese der Vakuolenmembran
bei. BHK-Zellen wurden mit dem nonraft-spezifischen Farbstoftf SPEEDY DiO (griin) geférbt
und anschlieBend mit frischen Sporen infiziert. 3 min nach der Infektion wurden die Zellen
mit PFA fixiert und intrazelluldire Meronten mit dem Meronten-spezifischen Antikdrper (Ak)
6G2 und einem Cy3-konjugierten Sekunddr-Ak (rot) nachgewiesen. Der Versuch wurde in
An- und Abwesenheit des Phagocytose-Inhibitors Cytochalasin-D (5 uM CytD) durchgefiihrt.
Die linken Bilder zeigen die infizierten Zellen weniger stark vergrofert, wiahrend die drei
rechten Bilder jeweils den durch das Quadrat gekennzeichneten Bildausschnitt in stirkerer
VergroBerung darstellen (MaBstabsbalken 5 pm). Bereits 3 min nach der Infektion sind die
intrazelluliren Meronten von einer SPEEDY DiO-gefarbten Vakuolenmembran umgeben.
Das Fluoreszenzsignal in der PVM entsteht dabei unabhéngig von der Behandlung mit CytD.
Als Negativkontrolle (Neg.kontr.) wurden bereits infizierte BHK-Zellen mit SPEEDY DiO
markiert. Diese Meronten weisen keine fluoreszierende Vakuolenmembran auf.

Die Experimente deuten somit darauf hin, dass die Lipide fiir die parasitophore

Vakuolenmembran zum grofiten Teil von der Wirtszelle stammen. Dabei tragen sowohl raft-
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als auch nonraft-Lipide zur Biogenese der PVM bei. Trotz einer moglichst schnellen
Versuchsdurchfiihrung konnte jedoch eine Internalisierung der Lipidfarbstoffe nicht
vollstindig verhindert werden (siehe Ubersichtsbilder Abb. 3.5 und 3.6). Daher kann mit
diesem Versuch nicht ausgeschlossen werden, dass neben der Plasmamembran auch interne
Membrankompartimente an der Biogenese der PVM beteiligt sein konnten. Durch die
Fixierung der Proben kann ferner keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die
Vakuolenmembran wihrend des Invasionsprozesses entsteht, oder ob erst die Injektion des
Sporoplasmas stattfindet, und die Vakuolenmembran in den ersten Minuten nach der Invasion

gebildet wird.

Um die Entstehung der Vakuolenmembran in Echtzeit zu untersuchen, sollte daher die
Invasion von E. cuniculi in lebende, DilC,¢-gefarbte HFF-Zellen mit einem ,.time-lapse*-
Mikroskop analysiert werden. Dazu wurden HFF-Zellen in eine fiir die inverse Mikroskopie
geeignete 24-Well-Platte semikonfluent ausgesit, und wie fiir die BHK-Zellen beschrieben
mit dem lipophilen Carbocyanin-Farbstoff DilC;s markiert. AnschlieBend wurden frisch
isolierte Sporen zugegeben und die Platte zur schnelleren Sedimentation der Sporen kurz
zentrifugiert. Die Zellen wurden dann sehr schnell in die auf 37 °C vorgeheizte
Mikroskopkammer des ,,time-lapse*“- Mikroskops gebracht, und dort mit Hilfe eines ,,CO,-
Controllers* mit CO, versorgt. Zur Untersuchung der Invasion wurden in 630-facher
Vergroflerung Phasenkontrast-Bilder und Fluoreszenzbilder mit maximaler Geschwindigkeit
(1,3 sec/ Bild) aufgenommen. Wie in Abb. 3.7 zu sehen, ist die Invasion ein sehr schneller
Prozess (siche A, 1,3 sec). Unmittelbar nach der Invasion erscheint die PVM als DilCs-
markierte Struktur im Fluoreszenzkanal (1,3 sec). Dies zeigt, dass die PVM wihrend des
Invasionsprozesses entsteht, und nicht erst in den ersten Minuten nach der Invasion.
Erstaunlicherweise ist aber auch der Penetrationskanal des polaren Filaments (Tub.) markiert,
also die Region, in der der Endbereich des herausgeschleuderten Tubulus in Kontakt mit der
Wirtszelle steht. Die in B dargestellte Invasion ist etwas langsamer, daher konnte hier die
Entstehung der Vakuolenmembran mit weiteren Zwischenschritten dokumentiert werden.
Nach 1,3 sec ist zundchst nur der Penetrationskanal des polaren Filaments (Tub.) markiert.
Erst danach beginnt der Transport des Sporoplasmas durch den Tubulus in die Zelle, und die
ebenfalls markierte Vakuolenmembran entsteht (2,6 und 3,9 sec). Nach 5,2 sec ist der
Transport des Sporoplasmas abgeschlossen, und die PVM hat ihre vorldufige Endgrofie
erreicht. Die Entstehung eines fluoreszenzmarkierten Penetrationskanals kurz vor der Bildung

der eigentlichen PVM lidsst sich mit dem herkdmmlichen Invasionsmodell nur unzureichend
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erkliren und deutet auf eine Modifikation dieses Models hin, die in der Diskussion

ausfuhrlich erlautert wird.

Zenz

. 3

. 26sec

Abb. 3.7: Untersuchung der Invasion mit Hilfe der ,.time-lapse“- Mikroskopie. Lebende,
DilC ¢-markierte HFF-Zellen wurden mit E. cuniculi infiziert und die Invasion durch
Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen in Intervallen von 1,3 sec festgehalten. Die Pfeile
der Phasenkontrast-Bilder zeigen die Spore vor und nach der Sporulation (0 sec und 2,6 sec),
sowie den ausgeschleuderten Tubulus (Tub.) und das Sporoplasma (S.pl.), das nach Transport
durch den Tubulus direkt in die Wirtszelle injiziert wird. Die Pfeile in der DilC,¢-Fluoreszenz
zeigen den Penetrationskanal (Tub.), sowie die entstehende Vakuolenmembran (PVM).
A) Die Bildung der PVM ist ein sehr schneller Prozess, und bendtigt in diesem Fall nur
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1,3 sec. Zusitzlich tragt auch die Kontaktregion zwischen Tubulus und Wirtszelle (Tub.) eine
Fluoreszenzmarkierung (1,3 und 3,9 sec). B) Diese Invasion ist etwas langsamer und erst nach
5,2 sec abgeschlossen. Die aufgenommenen Zwischenschritte zeigen, dass zuerst die
Kontaktregion zwischen Tubulus und Wirtszelle die Fluoreszenzmarkierung erhilt (siche
1,3 sec). Erst danach beginnt der Transport des Sporoplasmas durch den Tubulus, und die
fluoreszierende PVM entsteht (2,6 und 3,9 sec). Nach 5,2 sec hat die PVM ihre vorldufige
EndgroBe erreicht. MaBstabsbalken 5 pm.

3.1.2 Vorkommen von Wirtszell-Oberflichenproteinen in der Vakuolenmembran

In vorangegangenen Arbeiten wurde die Vakuolenmembran auf das Vorhandensein einzelner
kompartimentspezifischer Wirtszell-Markerproteine wie EEA1, LAMP1, Calnexin und den
Oberflichen-Marker Transferrin-Rezeptor iiberpriift, wobei keines dieser Proteine in der
PVM nachgewiesen werden konnte (Fasshauer ef al., 2005). Da die bisherigen Ergebnisse
allerdings auf einen Ursprung der PVM von der Plasmamembran der Wirtszelle hindeuten,
sollte die PVM auf das generelle Fehlen von Wirtszell-Oberflichenproteinen untersucht
werden.

Hierzu wurden die Oberflachenproteine der Wirtszelle mit Biotin markiert und nach erfolgter
E. cuniculi-Infektion mit Hilfe von Cy3-konjugiertem Streptavidin {iberpriift, ob die
Vakuolenmembran biotinylierte Oberflichenproteine enthilt. Um die Aufnahme von freiem
Sporoplasma iiber Phagocytose zu inhibieren, wurde der Versuch in Anwesenheit von
Cytochalasin-D durchgefiihrt. Die Infektion mit E. cuniculi wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durch Fixierung der Zellen in PFA gestoppt. Nach erfolgter Permeabilisierung
wurden die Meronten mit Hilfe des Meronten-spezifischen Antikorpers 6G2 und einem Cy2-
gekoppelten Sekundérantikorper detektiert und konfokale Bilder zur Auswertung angefertigt
(Abb. 3.8). Als Positivkontrolle diente ein Cytochalasin-D unbehandelter Ansatz, bei dem ein
geringer Anteil an unsporulierten E. cuniculi-Sporen liber Phagocytose internalisiert wurde
(siche auch Kap. 1.7). Dieser Vorgang wurde fiir den positiven Nachweis von endosomalen
und lysosomalen Markerproteinen genutzt, wobei die phagocytierten Sporen selbst mit dem
Sporen-spezifischen  anti-SWPI1-Antikérper  detektiert ~ wurden. Wihrend  die
Phagosomenmembran der phagocytierten Sporen in allen Féllen sehr intensiv mit Strepavidin-
Cy3 markiert ist (Ak SWP1, merge) trigt die den Meronten umgebene Vakuolenmembran in
mehr als 90 % aller untersuchten Vakuolen keine Markierung (Ak 6G2, merge). Die
natiirliche injektions-basierte Infektion unterscheidet sich somit deutlich von der Phagocytose

ganzer Sporen. Wihrend bei der natiirlichen Infektion keine Wirtszell-Oberflichenproteine
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auf der PVM nachweisbar sind, enthdlt die durch eine Phagocytose entstehende

Phagosomenmembran sehr viele Wirtszell-Oberflichenproteine.

Streptavidin-Cy3

Ak SWP1

Abb. 3.8: Die entstechende PVM enthilt keine Wirtszell-Oberflichenproteine.
Oberfldchenproteine von BHK-Zellen wurden mit Biotin markiert, und die Zellen
anschlieBend mit E. cuniculi infiziert. 9 h nach der Infektion wurden die Zellen mit PFA
fixiert, permeabilisiert und anschlieBend mit einer Immunfluoreszenzfarbung angefirbt. Der
Nachweis von E. cuniculi erfolgte im Falle der Sporenphagocytose mit einem Antikdrper
gegen das Sporenwandprotein 1 (Ak SWPI1), im Falle der injektions-basierten natiirlichen
Infektion mit dem Meronten-spezifischen Antikorper 6G2 (Ak 6G2). Als Sekundérantikdrper
diente ein Cy2-anti-Maus-Konjugat (griin). Die biotinylierten Wirtszellproteine wurden mit
Cy3-gekoppeltem Streptavidin (rot) nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte im Konfokal-
Mikroskop. Phagocytierte Sporen sind von einer stark mit Biotin-Streptavidin markierten
Phagosomenmembran umgeben, wiahrend die den Meronten umgebende Vakuolenmembran
keine Markierung aufweist. Maf3stabsbalken 5 um.

Zusitzlich wurde der Versuch auch statistisch, durch Auszdhlen der biotinylierten bzw.
unbiotinylierten Vakuolenmembranen ausgewertet (Abb. 3.9). Um zu den verschiedenen
Zeitpunkten (1 — 60 min) auch die Anzahl an phagocytiertem Sporoplasma zu ermitteln,
wurden in parallelen Ansdtzen Phagocytosekontrollen durchgefiihrt. Dazu wurde iiberpriift,
ob die 6G2-positiven Meronten mit den endosomalen und lysosomalen Markerproteinen
EEA1 und LAMP1 kolokalisierten. Fiir die statistische Auswertung wurden in Doppelwerten

jeweils ca. 50 Vakuolen ausgezdhlt. AnschlieBend wurde der Anteil an 6G2-positiven,
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biotinylierten bzw. unbiotinylierten Vakuolen und der Anteil EEA1- oder LAMP1-positiver

bzw. negativer Vakuolen in Prozent ermittelt (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Statistische Auswertung der Biotinylierung. 1.929-Zellen wurden mit 1 uM
Cytochalasin-D fiir 1 h vorinkubiert, anschlieBend mit Biotin markiert und in Anwesenheit
von 5 uM CytD mit E. cuniculi infiziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1 — 60 min)
wurde die Infektion durch Inkubation in PFA gestoppt, die Zellen permeabilisiert und eine
Immunfluoreszenzfirbung durchgefiihrt. Dabei wurden Meronten mit dem Meronten-
spezifischen Antikdrper 6G2 und einem Cy2-konjugierten Sekundérantikdrper nachgewiesen.
Biotinylierte Oberflichenproteine wurden mit Streptavidin-Cy3 angeférbt, und die PVM
anschlieBend auf ein Cy3-Signal hin untersucht. Um zusétzlich den Anteil an Sporoplasma zu
ermitteln, der durch Phagocytose aufgenommen wurde, wurden in parallelen Ansdtzen die
6G2-gefarbten Meronten auf Kolokalisation mit EEA1 und LAMP1 untersucht. AnschlieSend
wurde der Anteil an biotinylierten bzw. unbiotinylierten Vakuolen und der Anteil EEA1- oder
LAMP1-positiver bzw. negativer Vakuolen in Prozent ermittelt. Nach 1 min sind ca. 83 % der
6G2-positiven Vakuolen unbiotinyliert, also frei von Wirtszell-Oberfldchenproteinen. Nach
5 min steigt der Anteil unbiotinylierter Vakuolen sogar auf ca. 90 %. Trotz der CytD
Behandlung sind EEA1-positive und LAMP1-positive Vakuolen vorhanden.

Die statistische Auswertung zeigt, dass die Vakuolenmembran in den ersten Minuten nach der
Infektion zu 80 — 90 % frei von Wirtszell-Oberflachenproteinen ist. Nach 1 h sind sogar ca.
95 % der Vakuolen Biotin-negativ (Abb. 3.9). Dieser Wert bleibt auch zu spéteren
Zeitpunkten der Infektion (3 h — 9 h) konstant, nach 24 h sind alle Vakuolen unbiotinyliert

und enthalten damit keine Wirtszell-Oberflachenproteine (Daten nicht gezeigt). Somit werden



Ergebnisse 61

trotz des Ursprungs der PVM von der Wirtszell-Plasmamembran die Wirtszell-
Oberfldchenproteine von der iiberwiegenden Anzahl entstehender Vakuolen ausgeschlossen.
Fiir eine kleinere Vakuolenpopulation (< 20 %) sind jedoch zu frithen Zeitpunkten Wirtszell-
Oberflachenproteine nachweisbar. Auffillig ist auch, dass trotz einer Inhibierung der
Phagocytose durch Cytochalasin-D noch EEA1- und LAMP1-positive Vakuolen vorkommen.
Der Anteil biotinylierter Vakuolen deckt sich in etwa mit dem Anteil EEA1- und LAMPI1-

positiver Vakuolen.
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3.2 Die parasitophore Vakuolenmembran enthilt Poren

Die parasitophore Vakuolenmembran ist entscheidend fiir die Wechselwirkungen zwischen
Mikrosporidium und Wirtszelle, vor allem fiir Transport-Prozesse und Metabolit-Austausch.
Um zu {berpriifen, ob die E. cuniculi-PVM Poren enthélt, die einen Stoffaustausch
ermoglichen, sollten Membran-impermeable Fluoreszenzfarbstoffe in das Cytosol der
infizierten Wirtszelle mikroinjiziert und die anschlieBende Fluoreszenzverteilung untersucht
werden. Mikroinjektion in das Wirtszell-Cytosol gilt allgemein als geeignete Methode zur
Identifizierung von Poren in der PVM, und wurde auch zur Identifizierung der Poren von
Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei und Eimeria nieschulzii angewandt (Bano et al.,

2007; Werner-Meier und Entzeroth, 1997; Schwab et al., 1994).

3.2.1 Mikroinjektion in das Cytosol der infizierten Wirtszelle

Fir die Mikroinjektion wurden Membran-impermeable Fluoreszenzfarbstoffe und
fluoreszenzmarkierte Peptide verschiedener Groflen und verschiedener Ladungen ausgewihlt
(siehe Tab. 3.1). Die Mikroinjektion wurde wie unter 2.2.2.6 beschrieben an infizierten HFF-
Zellen durchgefiihrt.

Tab. 3.1: Eigenschaften der fiir die Mikroinjektion verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
und Peptide

Fluoreszenzfarbstoff Molekiilgrofe [kDa] Ladung | Diffusion iiber die PVM
Alexa Fluor 488 hydrazide 0,5 -1 ++
RSR-Carboxyfluorescein (5-FAM) 0,7 +2 ++
SGALDVLQ-Carboxyfluorescein 11 1 4

(5-FAM) ’

3000 MW Dextran, Alexa Fluor 488 1,5-3 -1 +

10.000 MW Dextran, 9-11 neutral .
Tetramethylrhodamine

70.000 MW Dextran, 60-90 neutral -

Tetramethylrhodamine
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Nach der Injektion wurde die Farbstoffverteilung tiiber die Vakuolenmembran zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durch Einzelfotos oder mit ,time-lapse*-Autnahmen
dokumentiert (Abb. 3.10). Der 0,5 kDa groB3e Farbstoff Alexa Fluor 488 hydrazide ist sehr
schnell nach der Injektion sowohl im Cytosol der Wirtszelle als auch in der parasitophoren
Vakuole zu finden. Die Freirdume in der Vakuole zwischen den Parasiten waren unmittelbar
nach der Injektion vollstindig vom Farbstoff ausgefiillt (Alexa Fluor 0,5 kDa, Pfeile), so dass
davon auszugehen ist, das die PVM fiir dieses Molekiil keine Diffusionsbarriere darstellt und
demnach Poren besitzt, die einen Stoffaustausch ermoglichen. Die mit Alexa Fluor 488
konjugierten 3 kDa grolen Dextran-Molekiile zeigen bei dem Eintritt in die Vakuole einen
verzogerten Phianotyp. Wéhrend nach 30 sec noch nicht alle Parasiten von Farbstoff umgeben
sind, ist die Verteilung nach 10 min abgeschlossen, und Freirdume in der Vakuole werden
ausgefiillt (Dextran 3 kDa, Pfeile). Im Gegensatz dazu wird die Tetramethylrhodamine-
konjugierten 10 kDa Dextran-Molekiile vollstindig von der Vakuole ausgeschlossen. Die
Vakuole erscheint nur als dunkler Schatten in der ansonsten fluoreszierenden Zelle (Dextran
10 kDa, Pfeile). Die GroBenabhingigkeit des Farbstoffeintritts in die Vakuole wurde
auBerdem anhand einer Mischung aus Alexa Fluor 488 hydrazide und dem 10 kDa Dextran-
Farbstoff untersucht, die in das Cytosol einer infizierten HFF-Zelle mikroinjiziert wurden
(Abb. 3.11). Auch dieser Versuch zeigt, dass nur das 0,5 kDa grofle Alexa Fluor (griin)
Zugang zur Vakuole hat, wihrend die 10 kDa Dextran-Molekiile (rot) von der Vakuole
ausgeschlossen bleiben. Die unterschiedliche Eintrittskinetik der verwendeten Farbstoffe
zeigt, dass die PVM von E. cuniculi Poren mit einer Ausschlussgrofie zwischen 3 und 10 kDa
besitzt. Um zu iiberpriifen ob auch physiologisch relevante und zudem geladene Molekiile die
Poren passieren konnen, wurden fluoreszenzmarkierte Peptide unterschiedlicher Ladungen
mikroinjiziert. Dazu wurden die mit Carboxyfluorescein (5-FAM) gekoppelten Peptide RSR
(0,7 kDa, Ladung + 2) und SGALDVLQ (1,1 kDa, Ladung — 1) (JPT Peptide Technologies,
Berlin) ausgewéhlt (Schwab et al., 1994). Ungeachtet ihrer Ladung haben sowohl das 0,7 kDa
als auch das 1,1 kDa Peptid sofortigen Zugang zur Vakuole (Abb. 3.10) und bestitigen somit
das Vorhandensein von Poren in der PVM, die in der Lage sind einen Metabolitaustausch

zwischen dem Wirtszell-Cytosol und der Vakuole zu gewihrleisten.
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Abb. 3.10: Die E. cuniculi PVM besitzt Poren mit einer Ausschlussgrofie von 3-10 kDa.
HFF-Zellen wurden mit E. cuniculi infiziert und 36 - 40 h nach Infektion wurden Membran-
impermeable Farbstoffe verschiedener Grofen in das Cytosol mikroinjiziert. Nach der
Injektion wurde die Farbstoffverteilung iiber die PVM beobachtet, und nach 30 sec, sowie
nach 10 min dokumentiert. Alexa Fluor 488 hydrazide (Alexa Fluor 0,5 kDa), sowie die
fluoreszenzmarkierten Peptide (5-FAM-RSR, 0,7 kDa und 5-FAM-SGALDVLQ, 1,1 kDa)
treten sehr schnell in die Vakuole ein (siehe 30 sec). Die Mikrosporidien sind vollstindig von
den Farbstoffen umbhiillt, und Freirdume in der Vakuole werden vom Farbstoff ausgefiillt
(Alexa Fluor, Pfeile). Die Verteilung der 3 kDa Dextran-Molekiile zeigt einen verzdgerten
Phénotyp. Wiahrend nach 30 sec Freirdume der Vakuole noch nicht ausgefiillt sind (siche
Pfeile), sind die Mikrosporidien nach 10 min vollstindig umhiillt. Die 10 kDa Dextran-
Molekiile bleiben von der Vakuole ausgeschlossen. Sowohl nach 30 sec als auch nach 10 min
erscheint die Vakuole nur als dunkler Schatten (Pfeile) in der ansonsten fluoreszierenden
Zelle. Malistabsbalken 10 pm.
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Dextran 10 kDa +
Phasenkontrast Dextran 10 kDa Alexa Fluor 0,5 kDa Alexa Fluor 0,5 kDa

Abb. 3.11: Mikroinjektion einer Farbstoffmischung aus Alexa Fluor 488 hydrazide
(0,5 kDa) und dem 10 kDa Dextran-Farbstoff. Die Farbstoffe Alexa Fluor 488 hydrazide
und Tetramethylrhodamine-Dextran (10 kDa) wurden gemischt und die Mischung in das
Cytosol einer infizierten HFF-Zelle injiziert. 30 sec nach Injektion wurde die
Farbstoffverteilung dokumentiert. Wéhrend die 0,5 kDa groBen Alexa Fluor 488-Molekiile
(griin) sehr schnell in die Vakuole eintreten, bleiben die 10 kDa Tetramethylrhodamine-
Dextran-Molekiile (rot) von der Vakuole ausgeschlossen. Mal3stabsbalken 10 um.

Ferner wurde untersucht, ob die Expression der Poren und deren Ausschlussgrof3e
moglicherweise von Alter oder Grof3e der Vakuole abhédngig ist. Dazu wurden HFF-Zellen in
einer Kinetik zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion mit den 0,5 kDa und den
10 kDa Molekiilen mikroinjiziert. Die Mikroinjektion wurde am Tag 1, Tag 2, Tag 3 und
Tag 4 nach der Infektion durchgefiihrt. Spétere Zeitpunkte konnten aufgrund der GrofB3e der
Vakuole nicht mehr untersucht werden. Nach der Injektion wurde die Verteilung des
Farbstoffes {iber die PVM im Fluoreszenzkanal dokumentiert (Abb. 3.12). Die
Farbstoffverteilung war zu allen untersuchten Zeitpunkten identisch. Das 0,5 kDa grof3e Alexa
Fluor 488 hydrazide hat sofort nach Injektion Zutritt zur Vakuole, wihrend die 10 kDa
Dextran-Molekiile ausgeschlossen bleiben. Die Poren in der Vakuolenmembran sind demnach
sowohl zu frithen als auch zu spéteren Zeitpunkten der Entwicklung (Tag 1 - 4) vorhanden,
besitzen eine konstante AusschlussgroBe und ermoglichen somit vermutlich eine

gleichbleibende Versorgung des Parasiten mit Nahrstoffen von der Wirtszelle.
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Abb. 3.12: Die Expression der Poren ist unabhingig von Alter oder Grofie der Vakuole.
HFF-Zellen wurden mit E. cuniculi infiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 1 — 4
nach Infektion (n. 1)) mit Alexa Fluor 488 hydrazide oder den 10 kDa
Tetramethylrhodamine-Dextran-Molekiilen mikroinjiziert. 30 sec nach Injektion wurde die
Farbstoffverteilung im Fluoreszenzkanal dokumentiert. Das Alexa Fluor hydrazide hat zu
allen untersuchten Zeitpunkten sofortigen Zugang zur Vakuole, wihrend die 10 kDa Dextran-
Molekiile ausgeschlossen bleiben. Man beachte, dass die Zellen teilweise mehrere Vakuolen
enthalten (siche Tag 3 n. L., Dextran 10 kDa). Nach 4 Tagen ist fast die gesamte Zelle mit der
Vakuole ausgefiillt. MaBstabsbalken 10 um.
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3.2.2 Mikroinjektion in die parasitophore Vakuole

In einem ,,time-lapse*‘-Experiment, bei dem die Entwicklung der Vakuole von E. cuniculi im
Phasenkontrast untersucht wurde, konnte beobachtet werden, dass die Vakuole eine
dynamische Struktur besitzt, und moglicherweise Tochtervakuolen abschniirt (Abb. 3.13;

gelbe Pfeile) oder mit anderen Vakuolen verschmilzt (rote Pfeile).

Abb. 3.13: ,,Time-lapse*“-Aufnahmen der parasitophoren Vakuole im Phasenkontrast.
Ein HFF-Monolayer wurde mit E. cuniculi infiziert und die Entwicklung der Vakuolen im
Phasenkontrast mit einem Zeitintervall von 1 h verfolgt. Dargestellt sind exemplarisch einige
Aufnahmen von ca. 2,5 Tage alten Vakuolen. Die Zeitangabe entspricht der relativen Zeit,
verglichen mit dem ersten Bild der Abbildung. Die parasitophore Vakuole scheint in der Lage
zu sein, Tochtervakuolen abzuspalten (gelbe Pfeile) und mit anderen Vakuolen zu
verschmelzen (rote Pfeile). MaB3stabsbalken 10 pm.

Um zu untersuchen, ob die einzelnen Vakuolen innerhalb einer Zelle miteinander verbunden
sind, oder vollstindig eigenstindige Vakuolen bilden, wurde eine Mikroinjektion von
Farbstoff direkt in das Lumen der parasitophoren Vakuole durchgefiihrt. Dazu wurde der
10 kDa Dextran-Farbstoff, der aufgrund seiner Grofe nicht durch die Poren der PVM
diffundieren kann, ausgewéhlt. HFF-Zellen wurden semikonfluent ausgesit, mit E. cuniculi
infiziert und die ca. 40 h alten Vakuolen mit dem 10 kDa Tetramethylrhodamine-Dextran-
Farbstoff mikroinjiziert. Die parasitophore Vakuole wurde vor der Injektion im

Phasenkontrast und nach der Injektion im Phasenkontrast und Fluoreszenzkanal untersucht.
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Abb. 3.14: Mikroinjektion des 10 kDa Tetramethylrhodamine-Dextran-Farbstoffs in die
parasitophore Vakuole. HFF-Zellen wurden infiziert und die entstandenen Vakuolen 40 h
nach Infektion mit den 10 kDa Dextran-Molekiilen, die aufgrund ihrer Gré8e nicht durch die
Poren diffundieren konnen, mikroinjiziert. Vor der Injektion wurde die Vakuole im
Phasenkontrast, nach der Injektion im Phasenkontrast und im Fluoreszenzkanal untersucht.
Die Stelle, an der die Mikroinjektion durchgefiihrt wurde ist im Phasenkontrast vor der
Injektion mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. Wihrend vor der Mikroinjektion eine
Unterteilung der Vakuole erahnt werden konnte, wurde diese Architektur durch den Druck bei
der Mikroinjektion verdndert. Nichtsdestotrotz zeigt die Verteilung der 10 kDa Dextran-
Molekiile, dass der Farbstoff zu einigen Teilbereichen der Vakuole keinen Zugang hat. Diese
erscheinen als dunkle Schatten im Fluoreszenzkanal (Dextran 10 kDa, weille Pfeile). Die
neben der Farbung der Vakuole auftretende cytosolische Farbung wurde vermutlich durch
auslaufenden Farbstoff verursacht. MaRstabsbalken 10 pm.

Das Aussehen der Vakuole war nach der Mikroinjektion durch den Injektionsdruck deutlich
verandert. Vor der Injektion konnte eine mogliche Unterteilung der Vakuole anhand der Lage
der Meronten, die immer aulen an der PVM liegen und die stérker differenzierten Formen
umranden, beobachtet werden. Nach der Injektion scheint diese Architektur verdndert, selbst
die Meronten scheinen zum Teil verformt (Abb. 3.14). Bei Analyse der Verteilung der 10 kDa
Dextran-Molekiile fdllt jedoch auf, dass nicht alle Teile der Vakuole fluoreszieren. Teile der
Vakuole hatten keinen Zugang zum Farbstoff und erscheinen im Fluoreszenzkanal als dunkle

Bereiche. Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Verteilungsmuster ist, dass die in Abb. 3.14
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gezeigten Vakuolen aus eigenstindigen Teilvakuolen aufgebaut sind, zwischen denen eine
Diffusionsbarriere besteht. Obwohl die 10 kDa Dextrane aufgrund ihrer Grof3e nicht durch die
Poren diffundieren konnen (vgl. Abb. 3.10), ist nach der PV-Injektion neben dem
Fluoreszenzsignal in der Vakuole auch Farbstoff im Cytosol der HFF-Zellen zu sehen. Dies
liegt moglicherweise darin begriindet, dass an der Injektionsnadel ein stindiger
Kompensationsdruck anliegt. Somit flieBen fortwdhrend kleine Mengen Farbstoff aus der
Nadel6ffnung aus. Dies verhindert ein ausschlieBliches Injizieren in die Vakuole, da die
Injektionsnadel bei der PV-Injektion zunédchst das Cytosol der Wirtszelle durchqueren muss,

bevor sie die Vakuole erreicht.

3.2.3 Das E. cuniculi-Hamolysin III als mogliches Poren-bildendes Protein

Im Folgenden sollte versucht werden, das Protein, welches die Poren in der PVM bildet, zu
identifizieren. Das Genom von E. cuniculi ist zwar vollstindig sequenziert (Katinka et al.,
2001), bisher konnte allerdings noch kein Protein identifiziert werden, das in der
Vakuolenmembran lokalisiert ist. Auch Poren-bildende Proteine anderer intrazelluldrer
Erreger, wie z. B. von T. gondii oder P. falciparum sind bisher noch nicht identifiziert
worden. Deswegen sollte aufgrund der Ahnlichkeit zu anderen Poren-bildenden Proteinen wie
z. B. Porinen in der dufleren Membran von Gram-negativen Bakterien oder Mitochondrien,
Poren-bildenden Toxinen und cytolytischen Proteinen anderer Protozoen nach putativen
E. cuniculi-Porinen gesucht werden. Dazu wurde eine so genannte ,,PFAM-HMM®“- Suche
durchgefiihrt, die auf der Ahnlichkeit von Proteinfamilien bzw. Doménen basiert (Finn et al.,
2006). Die Stichwort-Suche nach den Begriffen ,,pore* und ,,porin“ in der PFAM-Datenbank
(pfam.janelia.org/) lieferte Modelle von 53 Proteinfamilien. Die Suche mit diesen Modellen
im E. cuniculi-Proteom ergab nur einen einzigen signifikanten Treffer (E = 3.3¢®), die
Proteinfamilie Hamolysin IIT (HlyIII). Das E. cuniculi Himolysin III (EcHIyIII) zeigt grof3e
Ahnlichkeit zu Himolysinen verschiedener Bakterien, z. B. zum Hémolysin III von Leifsonia

xyli (LxHIyIIT) (Abb. 3.15).
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EcH1yIII = = =  ———mm o mmmmm oo m e e MAKQKPML 8
LxH1yIII MTPRNASDPEDVAEFLAEPMTALPPADGAVKADELRGPALPNIPLLDASPAHPSEIKPTW 60
* *
EcH1yIII RGRIHQIAFYLTIGKALMYGICCLHGKGNLGIMIYLLSQLILFGVSSTYHITSWKDEKTK 68
LxH1yIII RGWIHAGTFPVAIAAGIVLI SLAQGASAKWAAAVFMLTSMLLFGNSALYHRFSWKP RTK 119
KkKK TS P . el HEE RO S ik
EcH1yIII ALFQRLDHISIFLLISGTQTSVALLLLPEGPYTKHILMTTWTISLAGILKIILMKKLHMY 128
LxH1yIII IVLKRIDHANIFLLIAGTYTPLAVLALPP-EKGVLLLSIVWAGALLGIGFRVEWISAPRW 178
* ** ***** ** * * * * % :* .*: * * %
EcH1yIII FDLMVYILHGVSVVPFFHIIMKSVPVSDISLFILGGVIYIVGGLIYGMEKPNPYPQVFEFGY 188
LxH1yIII LYVPIYLLLGWAAMMYIVDLVNAN-VAMMVLVMVGGVLYTVGAVIYGVKRPNPFPGVFGE 237
* *  * s [ I *: H *.: ek kK . * ** *** [ *** ****
EcH1yIII HEIFHVMTVLANWCFLIPLLREYISTLSGK 218
LxH1yIII HEIFHTLTVLAFLCHWAATLLIAMRPAYNG 267

Kk ok kK « kK kK * *

Abb. 3.15: Aminosauresequenzvergleich des E. cuniculi HlyIlI mit einem Himolysin 111
von Leifsonia xyli (LxHIyIlIl). ( * identische Aminosdure, : konservierte Aminosidure-
Substitution, . semikonservierte Aminosdure-Substitution).

Das E. cuniculi Hamolysin III (,,NCBI accession no.” NP _585907; ,locus identifier"
ECUO06 1500) ist 24 kDa gro und besitzt als integrales Membranprotein sieben
Transmembranregionen  (Abb. 3.16). N-terminal besitzt EcHIyIll mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 58,8 % eine Signalankersequenz (,,SignalP*,

www.cbs.dtu.dk/services/).

EcH1yIII
Peptid 1 I IT
1 MAKOKPMLRG RIHQIAFYLT IGKALMYGIC CLHGKGNLGI MIYLLSQLIL
ITI
51 FGVSSTYHIT SWKDEKTKAL FQRLDHISIF LLISGTQTSV ALLLLPEGPY
v \%
101 TKHILMTTWT ISLAGILKII LMKKLHMYFD LMVYILHGVS VVPFFHIIMK
VI Peptid 2

151 SVPVSDISLF ILGGVIYIVG GLI-EKPN PYPOVFGYHE IFHVMTVLAN

VII
201 WCFLIPLLRE YISTLSGK 218

Abb. 3.16: Sequenz und Transmembranregionen von EcHIyIIl. Transmembranregionen
sind in grau markiert und fortlaufend nummeriert. Die Sequenzen der flir die Immunisierung
verwendeten Peptide 1 und 2 sind in griin gekennzeichnet. Uberlappende Bereiche erscheinen
dunkelgriin.

Um zu dberpriifen, ob die EcHIylII-mRNA exprimiert und moglicherweise zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion hoch- oder herunterreguliert wird, sollte eine

quantitative Real-time-PCR-Analyse durchgefiihrt werden. Dazu wurde zunéchst die Gesamt-
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RNA der E. cuniculi-Kultur 12 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der Infektion isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Anschliefend erfolgte die PCR mit echlylll-genspezifischen Primern im
LightCycler. Dabei diente aktin als housekeeping-Gen zur Normalisierung der cDNA-
Mengen. Wie in Abb. 3.17 gezeigt, wird die EcHIylII-mRNA exprimiert. Zu frithen
Zeitpunkten der Infektion (12 h - 24 h) ist die Expression gleichbleibend. Zu spiteren
Zeitpunkten (48 h - 72 h), wenn die Grofle der Vakuole zunimmt, wird die EcHIyIII-mRNA
um den Faktor 3 - 3,5 hochreguliert.

3,5 T

2,5

1,5

Rel. Expression
N

0,5

12 24 48 72
Zeit nach Infektion [ h]

Abb. 3.17: Analyse der EcHIylII-mRNA-Expression mit der quantitativen Real-time-
PCR. 12 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der Infektion wurde die Gesamt-RNA der E. cuniculi-
Kultur isoliert, in cDNA umgeschrieben und die PCR im LightCyler mit genspezifischen
Primern durchgefiihrt. Die Werte stammen von zwei unabhingigen cDNA-Priparationenen.
Um unterschiedliche cDNA-Mengen der Proben auszugleichen, wurde gegen die Expression
von aktin normalisiert. Zur Ermittlung der relativen Expression wurden die 12 h-Werte als
Referenz verwendet. Zu frithen Zeitpunkten nach der Infektion (12 h und 24 h) wird echlylll
gleichbleibend stark exprimiert. Nach 48 h bzw. nach 72 h ist die Expression um den Faktor
3 —3,5 erhoht.

Da nun gesichert war, dass es sich bei echlylll um ein aktiv transkribiertes Gen handelte,
sollte im Folgenden die Lokalisation des Proteins mit Hilfe von anti-Peptid-Antikdrpern
analysiert werden. Zur Herstellung von anti-Peptid-Antikorpern wurden zwei Teilregionen
des zu untersuchenden Proteins ausgewihlt, die Peptide synthetisiert, an ein Trégerprotein
(KLH) gekoppelt und als Antigen zur Immunisierung von zwei Ratten verwendet. Die Peptide

wurden so gewdhlt, dass sie nicht in Membrandominen liegen, damit spétere Antikérper im
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IFT Zugang zu den Bindungsstellen haben (Abb. 3.16, griin markierte Sequenzen). Die
Herstellung des anti-Peptid-Antikorpers wurde von Eurogentec (K6ln) durchgefiihrt.

Zunichst sollte getestet werden, ob die erhaltenen Seren im Western Blot ein Antigen
erkennen. Da vermutet wurde, dass EcHIylll moglicherweise in der Vakuolenmembran
lokalisiert sein konnte, wurde kein Sporenlysat, sondern Zelllysat von uninfizierten und mit
E. cuniculi infizierten HFF in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der anschlieBenden Western
Blot-Analyse und der Immundetektion konnte allerdings keine spezifische Bande in der Spur
der infizierten HFF-Zellen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Im néchsten Schritt
wurde ein konzentriertes Sporenlysat fiir den Western Blot verwendet, um zu testen, ob das
Serum moglicherweise ein Sporenprotein erkennt. Um eine unspezifische Reaktion der Seren

mit Wirtszell-Antigenen zu untersuchen, wurde auch hier ein HFF-Zelllysat mit aufgetragen.

preimmune large bleeding
kDa yrr Ec.  HFF Ec.
175— N——
83~
62—
47,5-

32,5-

25—
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Abb. 3.18: Reaktivitit der EcHlyllI-Seren von Ratte 2 gegen HFF- und E. cuniculi-
Proteine im Western Blot. HFF-Zelllysat (2 x 10° Zellen/Spur) (HFF) und E. cuniculi-
Sporenlysat (4 x 10" Sporen/Spur) (E.c.) wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Membran geblottet und der Blot entsprechend der Anzahl an Seren kleingeschnitten. Die
einzelnen Membranteile wurden in einer anschlieBenden Immunférbung mit den Seren von
Ratte 2 (Verdiinnung 1:100) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase-
gekoppelten anti-Ratte Sekundéirantikorper und einer ECL-Féarbung. Wéhrend das Prdiimmun-
Serum kein Sporenprotein erkennt, ist mit dem Serum der groBen Blutung (large bleeding)
eine spezifische Bande bei ca. 29 kDa zu erkennen. Das large bleeding-Serum zeigt jedoch
auch eine leichte Reaktivitit mit Wirtszellproteinen (Spur HFF).

Wihrend die Seren von Ratte 1 keine Reaktivitdt gegeniiber E. cuniculi-Proteinen besitzen
(Daten nicht gezeigt), zeigt das Serum der grof3en Blutung (large bleeding) von Ratte 2 eine
deutliche Bande bei ca. 29 kDa (Abb. 3.18). Die erhaltene 29 kDa-Bande ist zwar etwas
grofer als die fiir EcHIyIII errechnete Grofle von 24 kDa, moglicherweise enthélt EcHIyIII
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aber posttranslationelle Modifikationen, die den GroBenunterschied verursachen konnen. Da
das Signal in einem Sporenlysat nachgewiesen wurde, und nicht im Zelllysat infizierter
Zellen, konnte es sich bei EcHIylIl moglicherweise um ein nicht sezerniertes, integrales
Sporenprotein handeln. Denkbar ist jedoch auch, dass die Antigenmenge im vorherigen
Versuch mit Zelllysat infizierter Zellen nicht ausreichend war.

Da das large bleeding-Serum noch eine leichte Reaktivitit mit Wirtszellproteinen zeigte,
sollte das Serum im Folgenden aufgereinigt werden, um es filir eine spitere
Immunlokalisierung einsetzen zu konnen. Dazu wurde von Eurogentec (K6ln) mit Hilfe der
fiir die Immunisierung verwendeten Peptide eine Affinititschromatographie durchgefiihrt. Die
Aufreinigung erfolgte fiir die beiden Peptide in getrennten Chromatographieséulen, so dass
ein Serum gegen Peptid 1 und ein Serum gegen Peptid 2 resultierte. Von diesen beiden Seren
erkennt jedoch nur das Serum, das gegen Peptid 2 gerichtet ist, die 29 kDa- Bande im
Sporenlysat (Abb. 3.19). Das Serum gegen Peptid 1 zeigt keine Reaktivitit. Somit wirkte bei

der Herstellung des Antikorpers nur Peptid 2 immunogen.

large bleeding Peptid 1 Peptid 2

kDa  Lrr Ec.  HFF Ec.  HFF Ec.
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Abb. 3.19: Reaktivitit des EcHIlyllI-Serums nach Affinititsreinigung gegen Peptid 1
und Peptid 2 im Western Blot. HFF-Zelllysat (HFF) und E. cuniculi-Sporenlysat (E.c.)
wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und der Blot
entsprechend der Anzahl an Seren kleingeschnitten. Die einzelnen Membranteile wurden in
einer anschlieBenden Immunfirbung mit den gegen Peptid 1 oder Peptid 2
affinititsgereinigten Seren von Ratte 2 (Verdiinnung 1:100) inkubiert. Die Detektion erfolgte
mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-Ratte Sekundérantikorper und einer ECL-Farbung.
Nur das gegen Peptid 2 aufgereinigte Serum erkennt die 29 kDa Bande von EcHIylIl. Das
gegen Peptid 1 aufgereinigte Serum erkennt kein E. cuniculi-Protein.
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Fiir die anschlieBende Immunlokalisierung wurden HFF-Zellen infiziert und nach ca. 30 h mit
4 % PFA fixiert. Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,25 % TritonX-100. Obwohl das
Priimmun-Serum im Western Blot nicht reagierte, zeigt es in der Immunfluoreszenz ein
relativ starkes Signal mit Meronten (Abb. 3.20). Da die Immunfluoreszenzen mit dem large
bleeding-Serum und dem affinitdtsgereinigten Serum eine dhnliche Fiarbung zeigen, kann
nicht zwischen dem Signal des Prdimmun-Serums und dem spezifischen Signal gegen

EcHIylII unterschieden werden.

‘ Pha'senkonrast Hiylll Serum Hoéchst-Férbung
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Abb. 3.20: Reaktivitit der EcHIlyIII-Seren von Ratte 2 in der Immunfluoreszenz. HFF-
Zellen wurden mit E. cuniculi infiziert, ca. 30 h nach Infektion mit 4 % PFA fixiert und mit
0,25 % TritonX-100 permeabilisiert. Nach Blockierung in 1 % BSA erfolgte die Inkubation
mit den Seren (Verdiinnung Priimmun-Serum + large bleeding 1:50; Serum
affinititsgereinigt 1:25) fiir 1,5 h bei RT. Nach Inkubation mit einem Cy2-gekoppelten anti-
Ratte Sekundérantikorper (Verdiinnung 1:500) erfolgte die Hoechst-Farbung mit 100 ng/ml
Hoechst 33258-Farbstoff fiir 30 min bei RT. Das Praiimmun-Serum zeigt eine relativ starke
Reaktivitdt gegen Meronten von E. cuniculi. Das Signal ist dabei teilweise im Cytosol und im
Zellkern lokalisiert (Prdiimmun-Serum, merge). Das large bleeding-Serum sowie das gegen
Peptid 2 affinititsgereinigte Serum zeigen dhnlich starke Signale mit gleicher Lokalisation.
Malfstabsbalken 5 pm.

Da einige Antikdrper nicht in Kombination mit einer PFA-Fixierung funktionieren, wurden

zusitzlich Immunfluoreszenzen nach Fixierung durch Aceton, Methanol, Ethanol und
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4 % PFA mit 0,1 % Glutardialdehyd durchgefiihrt. Diese zeigten jedoch dasselbe relativ
starke Signal mit dem Praimmun-Serum und &hnliche Signale mit den spezifischen Seren
(Daten nicht gezeigt). Da es sich bei EcHIylll um ein Membranprotein handelt, wurden
ebenfalls mildere Permeabilisierungs-Bedingungen wie geringere TritonX-Konzentrationen
oder eine Saponin-Permeabilisierung angewendet, um ein Wegwaschen des Signals zu
verhindern. Auch diese Immunfluoreszenzen zeigten fiir die drei Seren dhnliche Signale
(Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kann somit keine Aussage iiber die
Lokalisation von EcHIyIII getroffen werden.

Da der EcHIlylll-Antikorper jedoch im Western Blot funktioniert, sollte im Folgenden
untersucht werden, ob EcHIyIIl im Western Blot in einer Membranfraktion von E. cuniculi
aufzufinden ist. Zur Herstellung einer Fraktion mit 16slichen Proteinen und einer Fraktion mit
Membranproteinen wurden die Sporen wie unter 2.2.4.4 beschriecben mit Hilfe von
Glassbeads aufgeschlossen. Ein Teil des so erhaltenen Sporenlysats wurde fiir den Western
Blot als Gesamtprotein-Probe aufbewahrt. Der Rest wurde bei 100.000 x g abzentrifugiert und
somit in eine 16sliche Fraktion (Uberstand) und eine Membranfraktion (Pellet) aufgetrennt.
Aquimolare Mengen dieser Proteinfraktionen wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt,
geblottet und mit dem affinititsgereinigten EcHIyllI-Antikorper inkubiert. Das EcHIylIIl
Signal von 29 kDa ist in der Gesamtprotein-Probe sowie in der Membranfraktion
nachzuweisen (Abb. 3.21). In der I6slichen Fraktion ist keine Bande sichtbar. Somit konnte
bestdtigt werden, dass EcHIyIIl ein Membranprotein ist. Es konnte nicht gekldrt werden, in
welcher Membran EcHIyIII lokalisiert ist. Damit bleibt auch weiterhin unklar, ob EcHIlyIII

ein Porenprotein ist, oder ob es moglicherweise eine andere Funktion ausiibt.
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Abb. 3.21: Nachweis von EcHIyIII in einer Membranfraktion im Western Blot. Sporen
wurden mit Hilfe von Glassbeads aufgeschlossen und anschlieBend bei 100.000 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand (Us.) enthilt die 16slichen Proteine, wihrend das Pellet (P.) die
Membranfraktion enthilt. Agimolare Mengen (2 x 10’ Sporen/Spur) einer Gesamtprotein-
Fraktion (Gesamt.), der 16slichen Fraktion und der Membranfraktion wurden in einer SDS-
Page aufgetrennt, geblottet und mit dem affinitdtsgereinigten EcHIlylll-Antikorper (1:30)
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-Ratte
Sekundérantikdrper und einer ECL-Farbung. Das 29 kDa grofle EcHIyllI-Signal ist in der
Gesamtprotein-Fraktion sowie in der Membranfraktion nachzuweisen. In der 16slichen
Fraktion befindet sich kein HlylIII-Protein.



Ergebnisse 77

3.3 E. cuniculi ist auf eine externe Versorgung mit Aminosiuren angewiesen

E. cuniculi besitzt aufgrund seiner kleinen Genomgrofle einen sehr stark reduzierten
Stoffwechsel. Fiir die Synthese von Aminoséuren konnten filir £. cuniculi bislang nur zwei
Enzyme  identifiziert ~werden, eine  Asparagin-Synthetase und eine  Serin-
Hydroxymethyltransferase (Katinka et al., 2001). Dem Import von Aminosduren aus der
Wirtszelle scheint daher eine gro3e Bedeutung zuzukommen. Hierbei ist zu beachten, dass die
importierten Aminosduren entweder von der Wirtszelle selbst synthetisiert werden, oder aber
insbesondere bei essentiellen Aminosduren, zuvor von der Wirtszelle aus dem Medium
aufgenommen werden miissen. Im Folgenden sollte durch die gezielte Depletion einzelner
Aminosduren im Zellkulturmedium ermittelt werden, wie E. cuniculi auf Aminosiure-
Mangelbedingungen reagiert. Hierzu wurde sowohl die Wachstumsrate als auch das

Differenzierungsverhalten untersucht.

3.3.1 Etablierung eines Wachstumsassays fiir E. cuniculi

Um das Wachstum von E. cuniculi unter Aminosdure-Mangelbedingungen zu untersuchen,
sollte zundchst ein zuverldssiger Wachstums-Test etabliert werden. Ein Auszdhlen der
Mikrosporidien ist aufgrund der grolen Anzahl von Sporen in einer Vakuole zu spéten
Infektionszeitpunkten nicht moglich. Da in unserem Labor stadienspezifische monoklonale
Antikorper zur Verfiigung stehen, die sowohl Meronten als auch Sporonten und Sporen
erkennen, wurde ein Zell-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) als Wachstums-Test
ausgewdhlt (siche auch 2.2.1.6). Im Gegensatz zu dem fiir E. intestinalis beschriebenen
ELISA (Bouladoux et al., 2003), wurden fiir die Detektion von E. cuniculi zwei monoklonale
Antikorper eingesetzt, um sowohl Meronten als auch Sporenstadien zu erkennen und damit
die Gesamtheit aller Mikrosporidien besser zu erfassen. Bei einem Zell-ELISA dient ein Zell-
Monolayer als Basis fiir eine enzymatische Nachweisreaktion. Um das Wachstum von
E. cuniculi mit einem Zell-ELISA nachzuweisen, wurden 24-Well-Platten, die mit einer
konfluenten Schicht aus HFF-Zellen bewachsen waren, mit unterschiedlichen Mengen einer
E. cuniculi Sporensuspension infiziert. Nach einer 64 stiindigen Wachstumsphase wurden die
Zellen mit 4 % PFA fixiert und anschlieBend mit TritonX-100 permeabilisiert. Nach einer
Blockierung unspezifischer Bindestellen mit BSA erfolgte eine gleichzeitige Inkubation der

Proben mit dem Meronten-spezifischen Antikorper 6G2 und dem Sporen-spezifischen anti-
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SWP1-Antikorper. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines Peroxidase-gekoppelten anti-Maus
Sekundirantikorpers und einer Substratreaktion. Wie in der Eichkurve (Abb. 3.22) zu sehen,
korreliert die Absorption (Abs.) im Zell-ELISA mit der eingesetzten Sporenmenge. Die Werte
von 0,6 — 2.4 x 10° Sporen bilden einem anndhernd linearen Kurvenbereich. Diese
Sporenmengen liefern auBBerdem im Photometer gut messbare Werte, die unter eins liegen.
Fiir die folgenden Versuche wurde mit einer Sporenmenge von 2.4 x 10° Sporen pro Well

weitergearbeitet.

Abs. 492 nm
o
o

0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Anzahl an Sporen ( x 109)

Abb. 3.22: Eichkurve zur Etablierung des Zell-ELISAs als Wachstums-Test fiir
E. cuniculi. HFF-Zellen in 24-Well-Platten wurden mit einer unterschiedlichen Anzahl an
Sporen infiziert, nach 64 h fixiert und permeabilisiert. Nach einer Blockierung mit BSA
erfolgte die Inkubation mit einer Mischung der monoklonalen Primérantikdrper 6G2 und
SWPI. Als Sekunddrantikorper diente ein Peroxidase-gekoppelter anti-Maus Antikorper. Die
Detektion erfolgte mit Hilfe der Umsetzung des farblosen Substrates OPD durch die
Peroxidase. Das entstehende gelbe Produkt ist im Photometer bei 492 nm nachzuweisen. Die
Absorption (Abs.) im Zell-ELISA korreliert mit der fiir die Infektion eingesetzten
Sporenmenge. Die Absorptionswerte fiir 0,6 — 2,4 x 10> Sporen bilden einen annihernd
linearen Kurvenbereich und liefern im Photometer gut messbare Werte.
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3.3.2 Depletion essentieller Aminosiduren fiihrt zu einer Wachstumsinhibierung von

E. cuniculi

Das Wachstum von E. cuniculi unter verschiedenen Aminosiure-Mangelbedingungen wurde
im Folgenden mit Hilfe des Zell-ELISAs untersucht. Dazu wurde beim Ansetzen des DMEM-
Zellkulturmediums jeweils eine Aminosdure weggelassen, und das Wachstum im
Mangelmedium mit dem Wachstum in DMEM-Komplettmedium verglichen. Da die Kultur
von E. cuniculi iiblicherweise mit 10 % Fotalem Kilberserum (FKS) erfolgte, wurde fiir die
Aminosdure-Mangelmedien dialysiertes FKS verwendet, das keine freien Aminosduren
enthélt. Der Austausch des DMEM gegen Mangelmedium erfolgte nach einem Waschschritt
mit PBS gleichzeitig mit der Infektion. Nach einer 64-stiindigen Inkubation wurde der Zell-
ELISA durchgefiihrt. Als Wirtszellen fiir den Zell-ELISA dienten auch hier HFF-Zellen, die
als humane Zellen nicht die Fahigkeit zur Synthese essentieller Aminoséuren besitzen. Die
Auswirkungen des Mangels an essentiellen Aminosduren auf das relative Wachstum von
E. cuniculi sind in Abb. 3.23 dargestellt. Bei fast allen essentiellen Aminosduren wird das
Wachstum massiv um ca. 90 % reduziert. Lediglich ein Isoleucin- und ein Tryptophan-
Mangel haben einen weniger starken Effekt. Wihrend ein Isoleucin-Mangel das Wachstum

um ca. 80 % reduziert, reduziert ein Tryptophan-Mangel das Wachstum nur um ca. 60 %.



Ergebnisse 80

Rel. Wachstum
e
(2]

0.4 [—
0,2 - ’{—‘
0 T T il T T Ij T l_—PI T D T i‘ T m T i T
& & & & & & & & & o
é{:b“’ ‘(\\e(’ ,,}\& \eo"\ & \;\"\ {\\o‘\\ &fb“\ & A\\ OQQ
¥ & v & P & €
o S A ¥ & A °
¥ & N

Abb. 3.23: Einfluss eines Mangels individueller essentieller Aminosiuren auf das
Wachstum von E. cuniculi. HFF-Zellen in 24-Well-Platten wurden mit PBS gewaschen, das
Medium gegen Mangelmedium, in dem eine essentielle Aminosédure fehlt, ausgetauscht und
mit E. cuniculi infiziert. Nach 64 h wurde ein Zell-ELISA durchgefiihrt, um das Wachstum im
Mangelmedium mit dem Wachstum in Komplettmedium (DMEM gekauft und DMEM
gemischt) zu vergleichen. Die im Zell-ELISA erhaltenen Absorptionen wurden in ein
relatives Wachstum (Rel. Wachstum) umgerechnet, wobei das selbst gemischte DMEM-
Komplettmedium als Referenz diente. Der Mangel fast aller essentieller Aminosduren fiihrt zu
einem starken Wachstumsdefekt. Das Wachstum ist in diesen Féllen um ca. 90 % reduziert.
Lediglich Isoleucin- und Tryptophan-Mangel haben einen weniger starken Effekt. Wihrend
das Wachstum ohne Isoleucin noch 20 % betrigt, resultiert bei einem Tryptophan-Mangel
noch ein Wachstum von ca. 40 %.

Der Zell-ELISA wurde darauthin noch einmal mit 3 Tagen Vorinkubation der HFF-Zellen in
den jeweiligen essentiellen Aminosdure-Mangelmedien wiederholt. Mit Vorinkubation haben
alle Mangelbedingungen einen noch stirkeren negativen Effekt auf das Wachstum von
E. cuniculi (Abb. 3.24). Es ist fast gar kein Wachstum mehr festzustellen, selbst der

Tryptophan-Mangel inhibierte das E. cuniculi-Wachstum in diesem Versuch vollstindig.



Ergebnisse 81

Rel. Wachstum

Abb. 3.24: Einfluss eines Mangels individueller essentieller Aminosiuren auf das
Wachstum von E. cuniculi nach Vorinkubation der Wirtszellen in Mangelmedium. HFF-
Zellen in 24-Well-Platten wurden mit PBS gewaschen, dann wurde das Medium gegen
Mangelmedium ausgetauscht und die Zellen fiir 3 Tage weiterinkubiert. 64 h nach der
Infektion wurde ein Zell-ELISA durchgefiihrt, um das Wachstum im Mangelmedium mit dem
Wachstum in Komplettmedium (DMEM gekauft und DMEM gemischt) zu vergleichen. Die
im Zell-ELISA erhaltenen Absorptionen wurden in ein relatives Wachstum (Rel. Wachstum)
umgerechnet, wobei das selbst gemischte DMEM-Komplettmedium als Referenz diente. Das
Wachstum von E. cuniculi ist in nahezu allen Mangelmedien vollstdndig inhibiert.

Tryptophan nimmt unter den essentiellen Aminosduren eine besondere Rolle ein, denn ein
Tryptophan-Mangel wirkt im Allgemeinen als Effektormechanismus gegen intrazelluldre
Erreger wie z. B. gegen T. gondii und Chlamydien (Rottenberg et al., 2002; Habara-Ohkubo
et al., 1993). Bei diesem durch Interferon-y ausgelosten Mechanismus wird das Enzym
Indoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO) induziert, das als Teil des Tryptophan-Katabolismus
Tryptophan in der Zelle abbaut. Der so induzierte Tryptophan-Mangel verhindert ein weiteres
Wachstum der intrazelluldren Erreger. Um zu iiberpriifen, ob E. cuniculi sensitiv gegeniiber
Interferon-y-induzierten Abwehrmechanismen ist, wurde der Zell-ELISA unter verschiedenen
Tryptophan-Mangelbedingungen durchgefiihrt. Dazu wurden die HFF-Zellen, die fiir den
Zell-ELISA verwendet wurden, 3 Tage in Tryptophan-freiem Medium mit und ohne
Interferon-y vorinkubiert. Wéhrend ohne Vorinkubation lediglich eine Wachstumsreduktion
um 60 % erreicht wird, verursacht die Vorinkubation in Tryptophan-freiem Medium in
diesem Versuch eine Reduktion des Wachstums um ca. 80 % (Abb. 3.25). Da Tryptophan als
essentielle Aminosédure von den HFF nicht selbst synthetisiert werden kann, wurde wéhrend

der 3 tdgigen Vorinkubation hochstwahrscheinlich Tryptophan verbraucht, so dass nach
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Infektion weniger fiir die Mikrosporidien zur Verfiigung stand. Werden dem Tryptophan-
freien Medium zusétzlich 100 U/ml Interferon-y zugefiigt, so ist ein weiterer leichter
Riickgang der Wachstumsrate auf unter 20 % zu beobachten. Ein Interferon-y-induzierter

Tryptophan-Mangel hat somit einen negativen Effekt auf das E. cuniculi Wachstum.
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Abb. 3.25: Empfindlichkeit von E. cuniculi gegeniiber verschiedenen Tryptophan-
Mangelbedingungen. Um die Tryptophan (Trp)-Mangelbedingungen zu verstarken, wurden
die fiir den Zell-ELISA verwendeten HFF fiir 3 Tage in Tryptophan-freiem Medium mit und
ohne Interferon-y (IFN vy) vorinkubiert. Der Zell-ELISA zur Messung des Wachstums wurde
nach 64 h durchgefiihrt, und die erhaltenen Absorptionen in das relative Wachstum (Rel.
Wachstum) umgerechnet. Wihrend das Wachstum von E. cuniculi in Tryptophan-freiem
Medium ohne Vorinkubation (Vorink.) noch 40 % betrigt, reduziert eine 3 tigige
Vorinkubation das E. cuniculi Wachstum um weitere 20 %. Wird dem Medium wéhrend der
Vorinkubation noch zusétzlich Interferon-y (100 U/ml) zugefiigt, kann das Wachstum sogar
unter 20 % gesenkt werden.

3.3.3 Depletion nichtessentieller Aminosiuren fiihrt zu einer Wachstumsinhibierung von

E. cuniculi

Die Auswirkungen des Mangels der sechs nichtessentiellen Aminosduren, die Bestandteil des
DMEM-Mediums sind, sind in Abb. 3.26 dargestellt. Ein Arginin-, Cystein-, Glutamin- und
Tyrosin-Mangel reduzieren das E. cuniculi Wachstum um ca. 90 %. Obwohl die Wirtszelle in
der Lage sein sollte, diese nichtessentiellen Aminoséduren selbst zu synthetisieren, reicht die

Biosynthese zur Versorgung von Wirtszelle und Mikrosporidien offenbar nicht aus. Ein
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Mangel an Glycin oder Serin hat keinen negativen Effekt auf das Wachstum. Da E. cuniculi
mit dem interkonvertierenden Enzym Serin-Hydroxymethyltransferase die Fahigkeit besitzt,
Serin in Glycin umzuwandeln, und umgekehrt, wurde ebenfalls der Effekt eines Mediums
getestet, in dem sowohl Glycin als auch Serin fehlt. Doch auch dieses Medium hat keinen

ausgepragten Effekt auf das E. cuniculi Wachstum.
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Abb. 3.26: Einfluss eines Mangels individueller nichtessentieller Aminosiuren auf das
Wachstum von E. cuniculi. HFF-Zellen in 24-Well-Platten wurden mit PBS gewaschen, das
Medium gegen Mangelmedium, in dem eine nichtessentielle Aminosdure fehlt, ausgetauscht
und mit E. cuniculi infiziert. Nach 64 h wurde ein Zell-ELISA durchgefiihrt, um das
Wachstum im Mangelmedium mit dem Wachstum in Komplettmedium (DMEM gekauft und
DMEM gemischt) zu vergleichen. Die im Zell-ELISA erhaltenen Absorptionen wurden in ein
relatives Wachstum (Rel. Wachstum) umgerechnet, wobei das selbst gemischte DMEM-
Komplettmedium als Referenz diente. Das Wachstum von E. cumiculi ist unter Arginin-,
Cystein-, Glutamin- und Tyrosin-Mangel um ca. 90 % reduziert. Unter Glycin- und Serin-
Mangel zeigt sich keine Inhibition des Wachstums. Auch ein Medium, in dem sowohl Glycin
als auch Serin fehlt, hat keinen ausgepriagten Effekt auf das E. cuniculi Wachstum.

Der Versuch wurde auch mit 3 tdgiger Vorinkubation der HFF-Zellen in den nichtessentiellen
Aminosdure-Mangelmedien durchgefiihrt. Wahrend unter Arginin-, Cystein-, Glutamin- und
Tyrosin-Mangel kein Wachstum mehr messbar war, reduzierte sich das Wachstum in Glycin-
freiem, Serin-freiem und Glycin- und Serin-freiem Medium auf ca. 40 % (Abb. 3.27). Das ein
Glycin- und Serin-Mangel ohne Vorinkubation keinen Einfluss auf das Wachstum von
E. cuniculi hat, ist somit wahrscheinlich auf einen Rest-Gehalt an Glycin und Serin in der

Zelle zuriickzufihren. Wihrend der Vorinkubation werden diese Aminosiduren von der
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Wirtszelle teilweise verbraucht, so dass den Mikrosporidien anschlieBend weniger zur

Verfligung steht.

Rel. Wachstum

Abb. 3.27: Einfluss eines Mangels individueller nichtessentieller Aminosiuren auf das
Wachstum von E. cuniculi nach Vorinkubation der Wirtszellen in Mangelmedium. HFF-
Zellen in 24-Well-Platten wurden mit PBS gewaschen, dann wurde das Medium gegen
Mangelmedium ausgetauscht und die Zellen fiir 3 Tage weiterinkubiert. 64 h nach der
Infektion wurde ein Zell-ELISA durchgefiihrt, um das Wachstum im Mangelmedium mit dem
Wachstum in Komplettmedium (DMEM gekauft und DMEM gemischt) zu vergleichen. Die
im Zell-ELISA erhaltenen Absorptionen wurden in ein relatives Wachstum (Rel. Wachstum)
umgerechnet, wobei das selbst gemischte DMEM-Komplettmedium als Referenz diente. In
Arginin-, Cystein-, Glutamin- und Tyrosin-Mangelmedium ist kein Wachstum von E. cuniculi
mehr nachzuweisen. Das Wachstum in Glycin- und Serin-freiem Medium sowie das
Wachstum in Kombinationsmangelmedium ohne Glycin und Serin betrégt noch ca. 40 %.

Zusitzlich wurde auch die Abwesenheit eines eigenen Synthesewegs von E. cuniculi fiir
Glycin und Serin iberpriift. Dazu wurden mit Hilfe der KEGG PATHWAY Database
(www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html) alle Enzyme identifiziert, die an einer mdoglichen
Synthese von Glycin oder Serin beteiligt sein konnten. Das Proteom von E. cuniculi wurde
daraufhin mit Hilfe einer ,,BLAST“-Suche und einer ,,PFAM HMM®“-Suche noch einmal
durchsucht. Bis auf die schon erwdhnte Serin-Hydroxymethyltransferase konnte kein Enzym
der Glycin- oder Serin-Biosynthese bei E. cuniculi identifiziert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass E. cuniculi au3erordentlich abhéngig von
der externen Versorgung mit Aminosduren ist. E. cuniculi ist auxotroph fiir alle hier

untersuchten Aminosauren.
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3.3.4 Langzeitversuche

Um das Wachstum unter Aminosidure-Mangel iiber einen lidngeren Zeitraum zu untersuchen,
wurde tiberpriift, ob E. cuniculi in der Lage ist, den HFF-Monolayer zu lysieren. Mit diesem
relativ einfachen Test kann untersucht werden, ob E. cuniculi einen vollstindigen
Lebenszyklus durchlduft und die reifen Sporen in der Lage sind, neue Wirtszellen zu
infizieren. Der Versuch wurde in Doppelwerten mit und ohne 3 tigiger Vorinkubation der
HFF-Zellen in Aminosdure-freiem Medium durchgefiihrt, die Daten sind in Tab. 3.2
dargestellt. Zur Auswertung wurde zwischen einer schnellen Lyse des Monolayers nach ca.
11 Tagen ( + + ) und einer langsamen Lyse nach 14 — 28 Tagen ( + ) unterschieden. War der
HFF-Monolayer nach 30 Tagen nicht lysiert, so wurde dies als negativ gewertet ( - ). In vielen
Fallen, vor allem bei den Werten mit Vorinkubation, sind die HFF-Zellen wihrend des
Versuches abgestorben, ohne dass eine Vermehrung der Mikrosporidien stattgefunden hatte
(HFF ). Ohne eine Vorinkubation der HFF-Zellen ist E. cuniculi entsprechend den
vorherigen Ergebnissen in der Lage, in Tryptophan-, Glycin-, Serin- und Glycin- und Serin-
freiem Medium eine schnelle Lyse des Monolayers herbeizufithren. E. cuniculi verursacht
ohne Vorinkubation jedoch auch unter Histidin-, Leucin-, Lysin- und Glutamin-Mangel eine
Lyse. Mit einer 3 tdgigen Vorinkubation der HFF-Zellen in Aminosiure-freien Medien fiihrt
E. cuniculi lediglich unter Glycin-, Serin- und Glycin- und Serin-Mangel eine langsame Lyse
des HFF-Monolayers herbei. Wéhrend E. cuniculi in Histidin-freiem Medium den Monolayer
nicht mehr lysieren kann, konnten die Werte fiir Leucin, Lysin und Glutamin leider nicht
ausgewertet werden, da in diesen Ansdtzen die HFF-Zellen abgestorben waren. Die
Langzeitversuche machen deutlich, dass das E. cuniculi-Wachstum unter Aminoséure-
Mangelbedingungen dauerhaft unterdriickt wird. Es kommt zu keiner Reaktivierung des

Wachstums.
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Tab. 3.2: Einfluss verschiedener Aminosiure-Mangelmedien auf die Fihigkeit von
E. cuniculi einen HFF-Monolayer zu lysieren. Essentielle Aminoséduren sind grau unterlegt.
(+ + Lyse nach ca. 11 Tagen, + Lyse nach 14 — 28 Tagen, - keine Lyse nach 30 Tagen,
HFF ¥ HFF Zellen wihrend des Versuches abgestorben)

Medium bzw. Lyse des Monolayers Lyse des Monolayers
fehlende Aminoséure ohne Vorinkubation der HFF mit 3 tégiger Vorinkubation der HFF
DMEM gekauft ++ ++
DMEM gemischt + + ++
Histidin + -
Isoleucin - -
Leucin + HFF t
Lysin + HFF t
Methionin HFF t HFF t
Phenylalanin - -
Threonin - -
Valin - -
Tryptophan ++ -
Arginin - HFF t
Cystein HFF t HFF t
Glutamin + HFF t
Tyrosin - -
Glycin ++ +
Serin ++ +
Glycin + Serin ++ +

3.3.5 Aminosiure-Mangelbedingungen haben keine Auswirkung auf die Differenzierung

von E. cuniculi

Wihrend der intrazelluldren Entwicklung differenziert E. cuniculi vom Meronten iiber ein
Sporonten- und Sporoblasten-Stadium zu reifen Sporen. Wéhrend der Differenzierung vom
Meronten zur Spore verdndert sich die intrazelluldre Architektur grundlegend. Der fiir die
Infektion der Wirtszelle wichtige Invasionsapparat wird aufgebaut, und eine umweltresistente
Sporenwand aus Chitin und Proteinen wird synthetisiert (Keeling und Fast, 2002). Da
Mikrosporidien fiir diese Proteinsynthese viele Aminosduren bendtigen, sollte iiberpriift

werden, ob E. cuniculi auch unter verschiedenen Aminoséure-Mangelbedingungen noch zu
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Sporen differenzieren kann. Der Nachweis von Meronten und Sporen erfolgte durch eine
Immunfluoreszenz-Farbung mit den stadienspezifischen Antikérpern 6G2 und SWPI1. Der
Austausch des Mediums gegen die verschiedenen Aminosidure-Mangelmedien erfolgte
gleichzeitig mit der Infektion. Da das Wachstum in den verschiedenen Mangelmedium
unterschiedlich schnell ist, wurden die Proben nach einer fiir die individuellen Aminoséure-
Mangelmedien geeigneten Inkubationszeit (2,5 — 6,5 Tage) fixiert und der Immunfluoreszenz-
Férbung unterzogen. In Abb. 3.28 und 3.29 sind die erhaltenen Immunfluoreszenzbilder
exemplarisch fiir jeweils zwei essentielle und zwei nichtessentielle Aminosduren dargestellt.
In allen Aminosdure-Mangelmedien waren sowohl Meronten als auch Sporenstadien
nachzuweisen. Die Differenzierung findet somit auch unter Aminosdure-Mangel

unbeeintrachtigt statt.

Tryptophan Isoleucin
2,5 Tage n. I. 5,5 Tage n. I.

essentielle
Aminoséuren

Arginin Tyrosin
6,5 Tage n. I. 5,5 Tage n. I.

nichtessentielle
Aminoséuren

Abb. 3.28: Nachweis von Meronten nach Kultur von E. cuniculi in den Aminosiure-
Mangelmedien. Das HFF-Zellkulturmedium wurde gegen Aminosdure-Mangelmedium
ausgetauscht und die HFF-Zellen mit E. cuniculi infiziert. Je nach Aminosidure wurde 2,5 —
6,5 Tage nach Infektion (n. [.) fixiert und zum Nachweis der Meronten eine
Immunfluoreszenz-Férbung mit dem Meronten-spezifischen Antikdrper 6G2 und einem Cy3-
gekoppelten Sekundérantikorper durchgefiihrt. Dargestellt sind exemplarisch nur jeweils zwei
essentielle und zwei nichtessentielle Aminosauren. In allen Aminosdure-Mangelmedien waren
6G2-positive Meronten nachzuweisen. Mal3stabsbalken 10 um.
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Tryptophan Isoleucin
2,5 Tage n. |. 5,5 Tage n. I.

essentielle
Aminoséuren

Arginin Tyrosin
6,5 Tage n. I. 5,5 Tage n. I.

nichtessentielle
Aminoséuren

Abb. 3.29: Nachweis von Sporenstadien nach Kultur von E. cuniculi in den Aminosiure-
Mangelmedien. Das HFF-Zellkulturmedium wurde gegen Aminosdure-Mangelmedium
ausgetauscht und die HFF-Zellen mit E. cuniculi infiziert. Je nach Aminosdure wurde 2,5 —
6,5 Tage nach Infektion (n. I.) fixiert und zum Nachweis der Sporenstadien eine
Immunfluoreszenz-Farbung mit dem anti-SWP1-Antikorper und einem Cy3-gekoppelten
Sekundérantikdrper durchgefiihrt. Dargestellt sind exemplarisch nur jeweils zwei essentielle
und zwei nichtessentielle Aminosduren. In allen Aminosidure-Mangelmedien waren SWP1-
positive Sporenstadien nachzuweisen. Maf3stabsbalken 10 pm.

In Threonin- und Methionin-freiem Medium zeigten die Sporen teilweise jedoch starke
morphologische Verdnderungen. Wéhrend die Sporen normalerweise eine Breite von
ca. 1 um und eine Linge von ca. 2 um haben, waren die Sporen nach Kultur ohne Threonin
und ohne Methionin mit einer Lange von 7 — 12 pum stark vergroBert (Abb. 3.30). Auch die

typische ovale Form war teilweise verdndert.

Threonin
9,5 Tage n. |.

Methionin
9,5 Tage n. .

R

Abb. 3.30: Nach Wachstum in Threonin- und Methionin-freiem Medium zeigen die
Sporen starke morphologische Verinderungen. Wiéhrend E. cuniculi-Sporen
normalerweise eine Breite von ca. 1 um und eine Linge von ca. 2 pum haben (+), sind die
Sporen in Threonin- und Methionin-freiem Medium stark formveridndert und teilweise extrem
vergroBert (=). Malistabsbalken 5 um.
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3.3.6 E. cuniculi besitzt fiir die Aufnahme von Aminosiuren sechs Aminosaure-

Transportproteine

Da E. cuniculi auf eine externe Versorgung mit Aminosduren angewiesen ist (siche Kap.
3.3.2 - 4), sollte im Folgenden auf die Aminosdure-Transporter von E. cuniculi eingegangen
werden. Eine Analyse des Genoms ergab, dass E. cuniculi insgesamt 5 putative Aminosaure-
Transporter, eine Methionin-Permease und einen Oligopeptid-Transporter besitzt (Katinka et
al., 2001). Fiir den weiteren Gebrauch wurden die Transporter mit den Abkiirzungen
AsTransl — 5, MetPer und OligoTrans benannt. Die Zuordnung der Transporter zur ,,NCBI-
accession ““Nummer bzw. zum fiir E. cuniculi gebrauchlichen ,,locus-identifier ist in Tab.

3.3 dargestellt.

Tab. 3.3: Interne Abkiirzung, ,NCBIl-accession®, ,locus identifier und
allgemeingiiltiger Name fiir die 7 Transportproteine

Ati)llitil'e:nzlfng ,,NCBI- accession* ) loiscit?eirfzz.er“ allgemeingiiltiger Name
AsTransl NP_584803 ECU04 1190 putativer Aminoséure-Transporter
AsTrans2 NP 597356 ECUO05 0160 putativer Aminosaure-Transporter
AsTrans3 NP_597400 ECUO05 0580 putativer Aminosaure-Transporter
AsTrans4 XP_ 955670 ECU09 1190 putativer Aminoséure-Transporter
AsTrans5 NP_586480 ECUI11 1740 putativer Aminoséure-Transporter
MetPer NP 585905 ECUO06 1480 Methionin-Permease
OligoTrans NP 586411 ECU11 1050 Oligopeptid-Transporter

Die 7 Transporter wurden darauthin auf die MolekiilgroBe, die Anzahl an
Transmembranhelices, das Vorkommen eines Signalpeptides oder Signalankers und die
Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie untersucht (Tab. 3.4). Die Vorhersage der
Membranhelices und des Signalpeptids bzw. Signalankers wurde dabei mit Hilfe der
Programme ,, IMHMM* und »SignalP* des ,CBS-Vorhersage-Servers*
(www.cbs.dtu.dk/services/) durchgefiihrt. Die Proteinfamilie der Transporter wurde durch
eine ,,BLAST-Suche* in der PFAM-Datenbank (pfam.janelia.org/) ermittelt. Die Aminoséiure-
Transporter haben alle eine Grofle von 43 — 47 kDa. Der Oligopeptid-Transporter ist mit
53 kDa etwas groBer. Alle Transporter enthalten 9-11 Transmembranhelices und sind damit
integrale Membranproteine. Flinf der 7 Transporter sind sekretorische Proteine und enthalten

entweder ein Signalpeptid oder eine Signalanker-Sequenz. Wiahrend die Aminosdure-
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Transporter alle zur gleichen Proteinfamilie der Transmembran-Aminosdure-Transporter

gehoren, gehort die Methionin-Permease zu den Aminosdure-Permeasen.

Tab. 3.4: Molekiilgrofle, Anzahl von Transmembranhelices, Vorkommen eines
Signalpeptids oder Signalankers und Proteinfamilie der 7 Transportproteine

Anzahl Signalpeptid
interne Molekiil- | Transmembran- ghalpep . .
. N . oder Signalanker Proteinfamilie
Bezeichnung grofBe helices (.SignalP*)
(,TMHMM®) »18
. . Transmembran-Aminoséure-
AsTransl 44 kDa ? Signalpeptid Transporter-Protein (Aa_trans)
. Transmembran-Aminoséure-
AsTrans2 47 kDa 10 Signalanker Transporter-Protein (Aa_trans)
. Transmembran-Aminosaure-
AsTrans3 43 kDa ? Signalanker Transporter-Protein (Aa_trans)
. . Transmembran-Aminosaure-
AsTrans4 ~46 kDa 11 nicht sekretorisch .
Transporter-Protein (Aa_trans)
. Transmembran-Aminosaure-
AsTrans5 45 kDa 10 Signalanker Transporter-Protein (Aa_trans)
. Aminosdure-Permease
MetPer ~43 kDa 10 Signalanker
(AA_permease)
Protonen-abhéngige
OligoTrans ~53 kDa 10 nicht sekretorisch | Oligopeptid-Transportfamilie
(POT oder PTR2)

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die Transporter moglicherweise differentiell
reguliert, ob also die Genaktivitéten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung hoch-
oder runter reguliert werden. Dazu sollte die Transkription der Gene 12 h, 24 h, 48 hund 72 h
nach Infektion mit Hilfe einer quantitativen Real-time-PCR verglichen werden. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurde die Gesamt-RNA der E. cuniculi-Kultur isoliert, in cDNA
umgeschrieben und die PCR im LightCycler mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Actin
diente dabei als housekeeping-Gen zur Normalisierung der cDNA-Mengen in den Proben. Zur
Ermittlung der relativen mRNA-Mengen wurden die jeweiligen 72 h-Werte als Referenz
verwendet. Die relativen mRNA-Mengen der sechs Aminosdure-Transporter unterscheiden
sich zwischen frithen Stadien (12 h) und spdteren Stadien (72 h) nicht mehr als um den

Faktor 2 (Abb. 3.31). Eine nennenswerte differentielle Regulation findet also nicht statt.
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Rel. Expression
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Abb. 3.31: Untersuchung der Aminosidure-Transporter auf eine differentielle
Regulation. 12 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der Infektion wurde die Gesamt-RNA der Kultur
isoliert, in ¢cDNA umgeschrieben und die quantitative Real-time-PCR im LightCyler mit
genspezifischen Primern durchgefiihrt. Die Werte stammen von zwei unabhéngigen cDNA-
Praparationenen. Um unterschiedliche ¢cDNA-Mengen der Proben auszugleichen, wurde
gegen die Expression von aktin normalisiert. Zur Ermittlung des relativen mRNA-Gehalts
wurden die 72 h-Werte als Referenz verwendet.

Des Weiteren sollte getestet werden, ob E. cuniculi auf die Aminoséure-Mangelbedingungen
mit einer Hochregulierung der Transportproteine reagiert, um die Versorgung mit
Aminosduren aufrecht zu erhalten. So ermittelte Expressionsdnderungen auf individuelle
Mangelbedingungen koénnten eventuell auch Hinweise auf die Spezifitit der einzelnen
Transporter geben. Um zunéchst zu testen, ob unter Aminoséure-Mangel eine Hochregulation
der mRNA-Expression erfolgt, wurden ein Arginin-Mangelmedium und ein Mangelmedium,
in dem insgesamt sechs Aminosduren fehlen, verwendet. Dazu wurden HFF-Zellen in T25-
Flaschen mit frischen Sporen infiziert und zunichst fiir 48 h weiter inkubiert. So sollte
sichergestellt werden, dass geniigend Mikrosporidien fiir die spitere RNA-Analyse in den
Proben enthalten waren. Dann wurde der Aminosdure-Mangel durch Mediumwechsel
herbeigefiihrt, und nach insgesamt 72 h wurde die Gesamt-RNA der Kultur isoliert. Nach
Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte die Bestimmung der relativen mRNA-Menge im
LightCycler mit den genspezifischen Primern. Zur Ermittlung der relativen mRNA-
Expression wurde nun der mRNA-Gehalt in DMEM-Komplettmedium als Referenz

verwendet.
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Rel. Expression
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Abb. 3.32: Expressionsanalyse der Aminosiure-Transporter in Aminosiure-
Mangelmedien. HFF-Zellen wurden zundchst 48 h mit E. cuniculi infiziert, bevor das
Komplettmedium (DMEM) gegen Mangelmedium ausgetauscht wurde. Als Mangelmedien
dienten ein Medium ohne Arginin (R) und ein Medium, in dem Cystein (C), Isoleucin (I),
Methionin (M), Tyrosin (Y), Tryptophan (W) und Arginin fehlen. Nach insgesamt 72 h wurde
die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die quantitative Real-time-PCR im
LightCyler mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Die Werte stammen von zwei
unabhéngigen cDNA-Priparationenen. Um unterschiedliche ¢cDNA-Mengen der Proben
auszugleichen, wurde gegen den aktin-mRNA-Gehalt normalisiert. Zur Ermittlung der
relativen mRNA-Menge wurde der Ansatz in DMEM als Referenz verwendet.

Auch unter Aminosduremangel wird der steady-state-level der Aminosiure-Transporter kaum
reguliert (Abb.3.32). Im Vergleich zum DMEM-Komplettmedium ergibt sich hochstens eine
Hochregulation um den Faktor 1,5 — 2. Die mRNA des Oligopeptid-Transporters wird unter
Aminosduremangel um den Faktor 2 herunterreguliert. Die Verfiigbarkeit einzelner
Aminosduren scheint somit keinen Einfluss auf die mRNA-Regulation der untersuchten

Transporter zu haben.
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4. Diskussion

4.1 Die Biogenese der parasitophoren Vakuolenmembran und der

Invasionsmechanismus von E. cuniculi

Der Invasionsmechanismus von Mikrosporidien ist einzigartig und beruht auf dem
explosionsartigen Ausschleudern eines als polaren Filaments bezeichneten Tubulus aus der
Spore. Trifft das polare Filament eine Zelle, so wird das infektiose Sporoplasma durch den
hohlen Tubulus in die neue Wirtszelle injiziert, wihrend die entleerte Sporenhiille
extrazelluldr verbleibt. Sehr schnell nach der Invasion sind Mikrosporidien der Gattung
Encephalitozoon von einer parasitophoren Vakuolenmembran umgeben. Aufgrund des
ungewohnlichen Invasionsmechanismus von Mikrosporidien und der Abwesenheit von
Wirtszell-Markerproteinen in der PVM von E. cuniculi (Fasshauer et al., 2005) ist der
Ursprung der Vakuolenmembran bisher noch ungeklért. Fiir die Entstehung der PVM gibt es
prinzipiell zwei Moglichkeiten. Die PVM konnte bei der Infektion mit dem Sporoplasma
iibertragen werden, und somit von E. cuniculi selbst stammen, oder aber von der Wirtszelle
gebildet werden.

Um die Herkunft der Lipide fiir die PVM zu untersuchen, wurden selektiv E. cuniculi-
Membranen oder Membranen der Wirtszelle mit Lipidfarbstoffen markiert. Nach erfolgter
Infektion wurde ermittelt, ob die entstandene Vakuolenmembran eine Fluoreszenz-
Markierung trug. Wurden E. cuniculi-Membranen mit dem fluoreszierenden Phospholipid -
BODIPY 500/510 C;,-HPC (BODIPY-PC) markiert, so war in der entstandenen
parasitophoren Vakuolenmembran kein Fluoreszenzsignal nachzuweisen (Abb. 3.3). Unter
der Annahme, dass BODIPY-PC markierte Membranen nicht von der entstchenden PVM
ausgeschlossen werden, deutet dies darauf hin, dass der Grof3teil an Phospholipiden fiir die
Vakuolenmembran nicht von E. cuniculi selbst stammt. Ein geringer Beitrag von E. cuniculi
zur entstehenden PVM kann jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden, da der von
E. cuniculi beigesteuerte Lipid-Anteil auch unter der Nachweisgrenze dieser Fluoreszenz-
basierten Methode liegen konnte. Auch wenn die Lipide fiir die initiale Bildung der PVM
vermutlich ausschlieBlich von der Wirtszelle stammen, ist E. cuniculi moglicherweise doch an
der VergroBerung der Vakuolenmembran beteiligt. E. cuniculi besitzt zwar keine eigene
Fettsduresynthese, so dass Fettsduren wahrscheinlich von der Wirtszelle aufgenommen
werden miissen, aber einige Gene fiir die Synthese und Modifikation von Phospholipiden (El

Alaoui et al., 2001; Katinka et al., 2001).
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Um die Beteiligung der Wirtszelle an der Biogenese der PVM zu untersuchen, wurden
Wirtszellmembranen mit den Carbocyanin-Farbstoffen DilCi¢ und SPEEDY DiO markiert.
Die Kohlenwasserstoff-Seitenketten dieser Farbstoffe weisen einen unterschiedlichen
Sattigungsgrad auf, so dass sie sich priferentiell entweder in raft- oder nonraft-Doménen der
Membran einlagern. Nach Infektion der markierten Zellen fiir drei Minuten wiesen die
entstandenen Vakuolenmembranen sowohl beim raft- als auch beim nonraft-Farbstoff eine
intensive Fluoreszenzmarkierung auf (Abb. 3.5 und 3.6). Das Fluoreszenzsignal in der PVM
trat dabei unabhédngig von einer Behandlung der Zellen mit Cytochalasin-D auf, so dass
ausgeschlossen werden kann, dass das Signal durch eine phagocytotische Aufnahme von
Sporoplasma entstanden ist. Da die PVM keine Fluoreszenz-Markierung trdgt, wenn die
Infektion der Zelle vor der Markierung mit DilC;s oder SPEEDY DiO stattfand, kann auch
eine unspezifische Diffusion des Farbstoffs in die Vakuole ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die PVM von der Wirtszelle stammt und wihrend
der Invasion oder in den ersten Minuten nach der Invasion durch einen Cytochalasin-D-
unabhdngigen Mechanismus gebildet wird. Dabei tragen sowohl raft- als auch nonraft- Lipide
zur Biogenese der PVM bei.

Ahnliche Markierungsexperimente hatten auch Hinweise auf den Wirtszell-Ursprung der
Vakuolenmembran bei Toxoplasma gondii gegeben. Wird die Wirtszell-Plasmamembran vor
der Infektion mit 7. gondii mit raft- oder nonraft-Lipidfarbstoffen markiert, so tragt die
resultierende Vakuolenmembran dieser Parasiten ebenfalls in beiden Féllen eine Fluoreszenz-
Markierung (Charron und Sibley, 2004). Lipid-rafts sind stark geordnete Membrandoménen,
die sehr viel Cholesterin und Sphingolipide sowie viele GPI (Glykosyl-Phospatidylinositol)-
verankerte Proteine enthalten. Viele Pathogene, darunter Bakterien, Viren und Parasiten
nutzen raft-Dominen der Zelle als Portal fiir die Invasion aus (Rosenberger et al., 2000;
Manes et al., 2003). Dabei dienen die Lipid-raft Bestandteile als Rezeptor, um die Aufnahme
in die Zelle zu induzieren, und iiber bislang wenig charakterisierte Mechanismen der
Immunantwort zu entgehen (Rosenberger et al., 2000). Da sowohl raft- als auch nonrafi-
Lipide zur Biogenese der PVM von E. cuniculi beitragen (Abb. 3.5 und 3.6) gehort E.
cuniculi, ahnlich wie T. gondii nicht zu den Parasiten, die fiir die Invasion der Wirtszelle auf

raft-Domédnen angewiesen sind (Charron und Sibley, 2004).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnten zeigen, dass die Lipide fiir
die Bildung der E. cuniculi-PVM von der Wirtszelle stammen. Der exakte Mechanismus, der

zur Bildung der PVM fiihrt, bleibt durch diese Versuche allerdings auch weiterhin ungeklart.
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Im allgemein anerkannten Modell der Mikrosporidien-Invasion durchschligt der Polartubulus
die Plasmamembran angrenzender Wirtszellen, so dass das Sporoplasma anschlieBend direkt
in das Cytosol der neuen Wirtszelle injiziert werden kann (Weidner, 1972; Weidner, 1976;
Bigliardi und Sacchi, 2001; Keeling und Fast, 2002; Franzen, 2005). Dieser Mechanismus
liefert allerdings keine direkte Erkldrung fiir die Entstehung und den Ursprung der
Vakuolenmembran bei der Gattung Encephalitozoon.

Um den Invasionsmechanismus von E. cuniculi besser zu charakterisieren, wurde die Invasion
sowie die Entstehung der parasitophoren Vakuolenmembran in Echtzeit mit Hilfe der ,.fime-
lapse*“-Mikroskopie an lebenden DilC,¢-gefarbten Zellen untersucht (Abb. 3.7). Trifft ein
ausgeschleudertes polares Filament eine Zelle, so entsteht an der Filament-Zell-Kontaktstelle
zunichst ein DilCj¢-gefdarbter Penetrationskanal. Kurz danach beginnt die Injektion des
Sporoplasmas in die Zelle, was zur Bildung einer ebenfalls gefirbten Vakuolenmembran
fithrt. Die Bildung der Vakuolenmembran geschieht also wihrend der Invasion, und nicht in
den ersten Minuten nach Invasion. Der Invasionsprozess ist sehr schnell, und benétigt je nach
Invasion nur 1,3 — 5,2 sec.

Die Entstehung des DilC,¢-gefarbten Penetrationskanals vor der Bildung der PVM legt die
Vermutung nahe, dass die Wirtszell-Plasmamembran vom polaren Filament nicht
durchstoBen, sondern moglicherweise eingedriickt wird, so dass eine lange Kanal-dhnliche
Invagination entsteht. Das polare Filament wird dabei von Fluoreszenz-markierter
Plasmamembran umhiillt. Die PVM entsteht in diesem modifizierten Modell durch die
Injektion des Sporoplasmas in die Membran-Invagination aus Plasmamembran-Material
(siche Abb. 4.1). Da der Penetrationskanal bei der Infektion durchgingig gefarbt ist, und
keine Unterbrechungen aufweist (siche Abb. 3.7), wird von der Plasmamembran vermutlich
geniligend Material zur Bildung der PVM zur Verfiigung gestellt. Die Plasmamembran besitzt
daher anscheinend eine gewisse Elastizitit, so dass es zu keinem ,,Abreilen” der Membran-
Invagination von der Auflenmembran kommt.

Kédme es doch zu einem Durchschlagen der Plasmamembran, so wiére die plotzliche
Umbhiillung des polaren Filaments mit intrazelluliren DilCe-gefdrbten Vesikeln eine
alternative Erklarungsmoglichkeit fiir den gefarbten Penetrationskanal. Dieser Mechanismus
kann zwar nicht vollkommen ausgeschlossen werden, ist jedoch eher unwahrscheinlich, da
das polare Filament die Markierung bereits nach 1,3 sec trdgt, und die Zeitspanne fiir eine
Umbhiillung mit intrazelluldren Vesikeln daher auBerordentlich kurz ist. Wahrend des
Versuchs befand sich aullerdem ein Grofteil des DilC,g-Farbstoffs auf der Plasmamembran

und nicht in intrazellularen Vesikeln.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des modifizierten Invasionsmodells von E. cuniculi.
Die Wirtszell-Plasmamembran wird durch das ausgeschleuderte polare Filament nicht
durchstoflen, wie es das herkdmmliche Modell vorsieht, sondern eingedriickt, so dass es zu
einer langen, Kanal-dhnlichen Invagination kommt. Die parasitophore Vakuolenmembran
entsteht darauthin durch die Injektion des Sporoplasmas in die Membran-Invagination aus
Plasmamembran-Material. Die Plasmamembran stellt dabei geniigend Material flir die
Bildung der PVM zur Verfiigung, so dass es nicht zu einem ,,Abreiflen* des Invaginations-
Kanals von der Auflenmembran kommt.
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Auch elektronenmikroskopische Untersuchungen von Mikrosporidien der Gattung
Encephalitozoon zeigen, dass der ausgeschleuderte Polartubulus eine Membran-Invagination
verursacht (Magaud et al., 1997; Schottelius et al., 2000; Bigliardi und Sacchi, 2001). Die
Autoren deuten die Membran-Invagination jedoch als das Ergebnis eines phagocytotischen
Prozesses, fiir den die Umgestaltung des Wirtszell-Cytoskeletts notwendig ist. In dem von
thnen vorgeschlagenen Modell geschieht die Infektion der Zelle durch eine induzierte
Phagocytose des Sporoplasmas. Die Wechselwirkung des Polartubulus mit der Zelle 16st
dabei die phagocytotische Aufnahme des Sporoplasmas in der Membran-Invagination aus.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der Invasion an lebenden Zellen
zeigt jedoch die enorme Geschwindigkeit des Infektionsprozesses, die es unwahrscheinlich
macht, dass die Invasion iiber eine langsame, auf die Umgestaltung des Cytoskeletts
angewiesene Phagocytose geschieht. Auch die Unabhingigkeit der Invasion von
Cytochalasin-D (siehe Abb. 3.5 und 3.6) spricht gegen einen phagocytotischen Prozess. Die
E. cuniculi-PV besitzt auBerdem nicht die typischen Eigenschaften eines Phagosoms, da die
PVM keine endosomalen und lysosomalen Wirtszell-Markerproteine enthélt und auch nicht
mit endocytotischen Vesikeln verschmilzt (Fasshauer ef al, 2005; Weidner, 1975). Die
durchgefiihrten Versuche unterstiitzen daher eher die These, dass die Membran-Invagination
bei der Infektion allein durch die physikalische Kraft des ausgeschleuderten polaren Filaments
entsteht.

Wie die PVM nun von der Membran-Invagination abgeschniirt, und damit vom polaren
Filament und dem extrazelluldren Raum abgetrennt wird, konnten die bisherigen Versuche
noch nicht zeigen. Aufféllig bei den untersuchten Infektionen war jedoch, dass das polare
Filament und die entleerte Spore immer einige Minuten bis zum Ende des jeweiligen ,,time-
lapse**-Experiments mit der infizierten Wirtszelle verbunden blieben. Auch bei der Musterung
eines mit E. cuniculi infizierten Monolayers fallen viele Zellen auf, die iiber das polare
Filament noch mit der leeren Sporenhiille verbunden sind. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die Abtrennung der Zelle vom polaren Filament ein langsamerer Prozess ist,
der moglichweise durch eine ldngere Untersuchung der Zellen in einem ,time-lapse‘-
Mikroskop mit verbesserter Auflosung aufgeklart werden konnte.

Mikrosporidien der unterschiedlichen Gattungen besitzen teilweise recht verschiedene
intrazelluldre Lebensweisen. Das hiufigste humanpathogene Mikrosporidium, E. bieneusi lebt
ohne Vakuolenmembran direkt im Cytosol der Wirtszelle (Desportes ef al., 1985; Vavra und
Larsson, 1999; Cali und Takvorian, 1999). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Mikrosporidien der Gattung Trachipleistophora, die ebenfalls bei AIDS-Patienten
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vorkommen, deuten an, dass frithe Meronten-Stadien die Hiilllmembran selbst sekretieren. Zu
Beginn der Sporogonie ziehen sich die Mikrosporidien von dieser Hiillmembran in das Innere
des Vesikels zuriick, so dass ein so genanntes ,,sporophores Vesikel* entsteht (Vavra und
Larsson, 1999; Juarez et al., 2005). Ob diese Mikrosporidien die Wirtszell-Plasmamembran
bei der Invasion moglicherweise doch durchschlagen, und so ohne Hiillmembran direkt ins
Wirtszell-Cytosol gelangen, oder ob sie die durch die Invasion entstandene
Vakuolenmembran sehr schnell abbauen, ist noch ungeklart.

Ein Versuch die intrazellulire Lebensweise der einzelnen Mikrosporidienspezies in
verschiedene Gruppen einzuteilen wurde von Ann Cali unternommen (Cali, 1971; Cali und
Takvorian, 1999). Die Aufteilung erfolgte hierbei in Mikrosporidien die entweder direkt im
Wirtszell-Cytosol leben, oder vom Wirtszell-Cytosol durch eine Hiilllmembran getrennt sind,
wobei diese von der Wirtszelle, vom Mikrosporidium oder von beiden stammen kann. Diese
formale Einteilung in die vier theoretisch moglichen Kategorien, wurde aber mit keinerlei
weiteren Experimenten, die den dynamischen Vorgingen bei der Invasion oder der spiteren
intrazelluldaren Entwicklung gerecht wiirden, belegt.

Obwohl der Invasionsmechnismus der Mikrosporidien einzigartig ist, ist die Invasion vieler
anderer Erreger besser charakterisiert. In jedem Fall hdngt die Entstehung der parasitophoren
Vakuolenmembran jedoch vom Invasionsmechanismus ab. Die zur Gruppe der Apikomplexa
gehorenden Parasiten Toxoplasma gondii und Plasmodium falciparum dringen iiber einen
aktiven, Aktin-abhingigen Mechanismus, der so genannten ,gliding motility* in die
Wirtszelle ein (Sibley, 2004). Bei der Invasion von 7. gondii wird die Wirtszell-
Plasmamembran durch die aktive Vorwirtsbewegung des Parasiten ins Zellinnere
eingedriickt. Dabei entsteht zwischen Parasit und Plasmamembran eine als ,,moving junction‘
bezeichnete Verbindung, die durch die weitere Vorwirtsbewegung zum apikalen Ende des
Parasiten wandert. Ist die Invasion abgeschlossen, fusioniert die ,,moving junction‘ hinter dem
Parasiten, und schlieBt diesen in eine parasitophore Vakuole aus Wirtszell-Plasmamembran
ein (Charron und Sibley, 2004). Wihrend dieses Vorgangs wird aullerdem Material aus
Organellen des Parasiten, den so genannten Rhoptrien freigesetzt, das die Vakuolenmembran
zusitzlich modifiziert (Hakansson et al, 2001). Intrazellulire Protozoen der Gattung
Leishmania sowie intrazelluldr lebende Bakterien gelangen iiber Phagocytose oder induzierte
Phagocytose in die Wirtszelle, so dass ihre Vakuolenmembran der Plasmamembran der
Wirtszelle entstammt (Sacks und Sher, 2002; Zaas et al., 2005; Cossart und Sansonetti, 2004).
Der parasitische Protozoa Trypanosoma cruzi hingegen nutzt den zelluldren Mechanismus der

Wundheilung aus, um in die Wirtszelle einzudringen. Die Wundheilung in eukaryotischen
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Zellen beruht auf der Ca”*"-gesteuerten Exocytose von Lysosomen an der Verletzungsstelle
(Reddy et al., 2001). T. cruzii rekrutiert mit Hilfe dieses Ca’"-abhingigen Mechanismus
Wirtszell-Lysosomen an die Parasit-Zell-Kontaktstelle, so dass die entstchende PVM aus
Membranen lysosomalen Ursprungs entsteht (Burleigh und Woolsey, 2002).

4.2 Die parasitophore Vakuole bildet eine optimale Nische fiir E. cuniculi

4.2.1 Die PVM enthalt keine Wirtszell-Oberflichenproteine

Eine primire Abwehrfunktion eukaryotischer Zellen gegen internalisierte Pathogene ist die
Fusion von Lysosomen mit der parasitophoren Vakuolenmembran, so dass die Vakuole
angesduert, und der enthaltene Erreger durch lysosomale Enzyme abgebaut wird. Bei
Infektionsversuchen von Makrophagen mit E. cuniculi wurde mit Hilfe von Ferritin-
markierten Vesikeln gezeigt, dass die E. cuniculi Vakuolenmembran nicht mit Endosomen
oder Lysosomen verschmilzt (Weidner, 1975). Neuere Untersuchungen zeigten auflerdem,
dass die Vakuolenmembran keine endosomalen oder lysosomalen Markerproteine enthélt.
Auch der Transferrin-Rezeptor, ein Markerprotein fiir friilhe Endosomen und die
Zelloberflache ist in der Vakuolenmembran nicht zu finden (Fasshauer ef al., 2005).

Da die vorangegangenen Ergebnisse darauf hindeuten, dass die PVM durch eine Invagination
der Wirtszellplasmamembran entsteht, wurde mit Hilfe der Biotinylierung von Wirtszell-
Oberfldchenproteinen, gefolgt von der Infektion mit E. cuniculi untersucht, ob die entstehende
Vakuolenmembran generell Wirtszell-Oberflichenproteine enthilt. Die Auswertung zeigte,
dass die entstandenen Vakuolenmembranen groftenteils frei von  Wirtszell-
Oberflichenproteinen sind, und deutet somit darauf hin, dass E. cuniculi einen
Ausschlussmechanismus fiir Oberflachenproteine besitzt. Vor allem zu frithen Zeitpunkten
nach der Infektion finden sich aber doch vereinzelt Vakuolen, die Oberflachenproteine
enthalten. Nach 1 min enthalten ca. 20 %, nach 5 min ca. 10 %, nach 10 min ca. 5 % der
Vakuolen Oberflichenproteine. Dies deutet darauf hin, dass der Ausschluss der
Oberfldchenproteine wéhrend der Infektion und in den ersten Minuten nach der Infektion
geschieht. Ein kleiner Teil der Vakuolen (< 5 %) bleibt auch zu spéteren Zeitpunkten positiv
fiir Oberflichenproteine. Fiir das Vorhandensein von Vakuolenmembranen mit
Oberflichenproteinen gibt es zwei Erklarungsmoglichkeiten. Es konnte sich bei den Vakuolen

trotz Cytochalasin-D-Behandlung um phagocytiertes Sporoplasma handeln, da CytD die
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Phagocytose nicht vollstindig inhibiert (Orlik, 2007). Es wire aber auch ein teilweise
fehlerhafter Ausschlussmechanismus denkbar.

Im Zuge der -elektronenmikroskopischen Studien, die zuerst eine Plasmamembran-
Invagination zeigten, sprachen Xu und Weiss davon, dass durch die Invagination eine
Mikroumgebung (,,;microenvironment*) fir die Interaktion des Sporoplasmas mit der
Wirtszell-Plasmamembran entsteht (Xu und Weiss, 2005). Der Ausschlussmechanismus fiir
Membranproteine konnte moglicherweise auf einer engen Wechselwirkung des Sporoplasmas
bzw. der Meronten-Plasmamembran mit der Wirtszell-Plasmamembran in dieser
Mikroumgebung beruhen.

Bei T. gondii wird ebenfalls ein Grofiteil der Wirtszell-Membranproteine von der
Vakuolenmembran ausgeschlossen. Der Ausschlussmechanismus beruht hier auf einer engen
Wechselwirkung zwischen der Plasmamembran des Parasiten und der Wirtszell-
Plasmamembran in einer Struktur, die als ,,moving junction bezeichnet wird (Mordue et al.,
1999). Die ,moving junction bildet dabei fiir bestimmte Membranproteine eine
Diffusionsbarriere, bisher konnte allerdings noch kein universelles Modell fiir die
Proteinsortierung erstellt werden, da einige Proteine, wie z. B. GPI-verankerte Proteine und
bestimmte Transmembranproteine die ,moving junction” passieren, wihrend andere
Transmembranproteine von der PVM ausgeschlossen werden (Charron und Sibley, 2004). Die
Eigenschaft Wirtszell-Plasmamembranproteine auszuschlieBen, wird jedoch generell fiir die
Inkompetenz der Vakuole mit endosomalen oder lysosomalen Vesikeln zu verschmelzen,
verantwortlich gemacht, da die fiir die Membranfusion notwendigen Proteine fehlen (Sinai
und Joiner, 1997). Die E. cuniculi-Vakuole ist somit einerseits mit Wirtszell-eigenen Lipiden
maskiert, und andererseits durch den Ausschluss der Wirtszell-Membranproteine vor der
Fusion mit lysosomalen Vesikeln geschiitzt, so dass das intrazellulire Uberleben von
E. cuniculi optimal gesichert wird. Obwohl sich der Invasionsmechanismus von E. cuniculi
sehr deutlich von dem aktiven, Aktin-abhingigen Invasionsmechanismus von 7. gondii
unterscheidet, weisen die Vakuolen dieser beiden Erreger hinsichtlich der nicht-fusiogenen
Eigenschaften doch eine erstaunliche Ahnlichkeit auf.

Auch andere intrazelluldre Erreger, wie z.B. Chlamydien oder Mykobakterien sowie die
fakultativ intrazelluldren Legionellen besitzen die Féhigkeit, die Fusion mit Lysosomen zu
modulieren oder zu blockieren. Die als inclusion bezeichnete Vakuole der Chlamydien wird
weder angesduert, noch mit Lysosomen fusioniert (Sinai und Joiner, 1997; Wyrick, 2000),
wobei die Inhibierung dieser Prozesse mdglicherweise von einem Oberfldchen-Molekiil der

Elementarkorperchen abhingig ist (Eissenberg und Wyrick, 1981). Chlamydien sind
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auBerdem in der Lage, das Wirtszell-Cytoskelett zu beeinflussen, was zu einer Translokation
der inclusion in die perinukledre Region fiihrt (Clausen et al., 1997; Wyrick, 2000). Auch eine
frithe Genexpression der Chlamydien ist wahrscheinlich an der Fusions-Inkompetenz mit
Endosomen und Lysosomen beteiligt, da frith exprimierte Proteine vermutlich die inclusion-
Membran modifizieren (Scidmore et al., 1996). Die Fusionseigenschaften der inclusion
werden jedoch als ,,selektiv fusiogen* bezeichnet, denn sie verschmilzt sowohl mit anderen
inclusions in einer homotypischen Fusion (Ward, 1988), als auch mit exocytotischen Vesikeln
des Golgi-Apparates (Hackstadt et al., 1996).

Die Vakuole von Mykobakterien, die sich liberwiegend in Makrophagen vermehren, besitzt
die Eigenschaften frither Endosomen, deren Entwicklung zu spdten Endosomen oder
Lysosomen blockiert ist (Sturgill-Koszycki et al, 1996; Rohde et al, 2007). Die
Vakuolenmembran enthilt nur wenige aktive H'-ATPasen, die fiir die Ansduerung von
Phagosomen verantwortlich sind (Sturgill-Koszycki et al., 1994). Lysosomale Hydrolasen wie
Cathepsin D sind in der Vakuole nicht enthalten (Clemens und Horwitz, 1995; Sturgill-
Koszycki et al., 1996). Die Blockierung der Phagosomen-Lysosomen-Fusion beruht nach
neuesten Erkenntnissen vermutlich auf einer Kombination aus Oberflichenmolekiilen der
Zellwand von Mykobakterien und sekretierten Faktoren, die in die Signaltransduktion der
Wirtszelle eingreifen (Pieters, 2008). So verhindert z. B. das in der Zellwand enthaltene Lipid
Lipoarabinomannan (LAM) eine Akkumulation von Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PI3P)
in der Phagosomenmembran, das fiir die weitere Reifung des Phagosoms benotigt wird (Fratti
et al.,2003; Vergne et al., 2003).

Die fakultativ intrazelluliren Legionellen werden {iber Phagocytose in professionelle
Phagocyten aufgenommen, die ihnen als Wirtszelle dienen (Horwitz, 1984). Zur Bildung
einer vermehrungsfahigen Vakuole wird die Vakuolenmembran mit Wirtszell-Ribosomen
besetzt (Horwitz und Silverstein, 1983), und vom Endoplasmatischem Retikulum (ER) der
Wirtszelle umhiillt (Swanson und Isberg, 1995; Robinson und Roy, 2006). Die Fusions-
Inkompetenz der Legionella-Vakuole ist wahrscheinlich von mehreren durch ein Typ-IV-
Sekretionssystem sekretierten Faktoren abhingig (Roy ef al., 1998; Shin und Roy, 2008).
Auch wenn viele Pathogene die Fusion der Vakuole mit Endosomen und Lysosomen
verhindern, werden von den verschiedenen Organismen individuelle Strategien angewendet,
um dieses Ziel zu erreichen. Neben der Bildung einer Fusions-inkompetenten Vakuole gibt es
noch weitere Strategien, das intrazellulire Uberleben zu sichern. Der parasitische Protozoa
Trypanosoma cruzi gehdrt zu einer Gruppe von Pathogenen, die die sie umhiillende

Vakuolenmembran lysieren, und sich anschlieBend frei im Cytosol der Wirtszelle vermehren
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(Sacks and Sher, 2002; Mott und Burleigh, 2008). Fiir die Aufnahme in die Zelle rekrutiert
T. cruzi  Wirtszell-Lysosomen an die  Wirt-Parasit-Kontaktstelle, so dass die
Vakuolenmembran aus Lysosomen-Membranen entsteht (siche auch 4.1) (Burleigh und
Woolsey, 2002). Die voriibergehende saure Umgebung im Lysosom ist notwendig fiir das
intrazellulire Uberleben von T. cruzi, da das Poren-bildende Toxin, das die Lysosomen-
Membran lysiert, bei einem niedrigen pH-Wert funktioniert (Andrews et al., 1990; Andrews
and Whitlow, 1989). Andere Parasiten, wie Leishmanien sind in der Lage, in Phagolysosomen
zu iberleben (Burchmore und Barrett, 2001). Phagolysosomen fusionieren mit spéten
Endosomen und Lysosomen, und weisen einen sauren pH-Wert sowie hydrolytische
Aktivititen auf. Um in diesem Milieu zu tiberleben, differenziert Leishmania von einem
promastigoten Stadium in Hydrolase-resistente Amastigoten. Diese besitzen eine rigide
Zellwand und sekretieren viele Glykokonjugate, die die Zelle vor einem proteolytischen

Angriff schiitzen (Sacks und Sher, 2002).

4.2.2 Die parasitophore Vakuolenmembran enthilt Poren, um Nihrstoffe zur

Versorgung von E. cuniculi bereitzustellen

Aufgrund der kleinen Genomgréle und des damit verbundenen Verlustes von
Stoffwechselwegen bendtigt E. cuniculi sehr viele Nihrstoffe von seiner Wirtszelle (Katinka
et al., 2001; Keeling, 2001). Um fiir E. cuniculi zugénglich zu sein, miissen diese Néhrstoffe
jedoch zunéchst iiber die parasitophore Vakuolenmembran in die Vakuole transportiert
werden. Bislang konnte allerdings noch kein Protein in der Vakuolenmembran identifiziert
werden, und auch iiber die Erndhrungsstrategien von E. cuniculi ist wenig bekannt. Die PVM
ist vermutlich auBerordentlich wichtig fiir die Rekrutierung von Néhrstoffen.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die PVM sehr viele Vesikel ins Innere
der Vakuole abschniirt (Weidner, 1975). AuBlerdem ist die PVM in der Lage, Wirtszell-
Mitochondrien an die Membran rekrutiert, um moglicherweise das ATP dieser Organellen in
die Vakuole zu importieren (Scanlon ef al., 2004).

Proteinfreie, synthetische Lipidmembranen sind permeabel fiir hydrophobe und kleine
ungeladene polare Molekiile wie Sauerstoff, Kohlendioxid oder Wasser. Fiir grof3e
ungeladene polare Molekiile wie Kohlenhydrate und fiir Ionen bildet die Lipid-Doppelschicht
eine Permeabilitidtsbarriere (Alberts et al., 2004).
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Poren in der Vakuolenmembran sind eine relativ weit verbreitete Strategie intrazelluldrer
Erreger, um Kontakt mit Nahrstoffen zu ermoglichen (Sinai und Joiner, 1997; Saliba und
Kirk, 2001a). Um zu untersuchen, ob die E. cuniculi-PVM Poren enthélt, die einen
Stoffaustausch der Vakuole mit dem Wirtszell-Cytosol ermdglichen, wurden Membran-
impermeable Fluoreszenzfarbstoffe verschiedener GroBen und Ladungen in das Cytosol
infizierter Wirtszellen mikroinjiziert. Diese Mikroinjektions-Technik ist eine anerkannte
Methode, um Poren in Vakuolenmembranen nachzuweisen, und wurde auch zum Nachweis
der PVM-Poren von anderen Pathogenen angewandt (Schwab et al., 1994; Bano et al., 2007;
Werner-Meier und Entzeroth, 1997). Bei der Untersuchung der E. cuniculi-PVM konnte
gezeigt werden, dass geladene Molekiile der GroBe 0,5 —1,1 kDa die PVM ungehindert
passieren (Abb. 3.10). Die PVM besitzt somit verdnderte Permeabilitdtseigenschaften, die auf
die Existenz von Poren hindeuten. Der verzdgerte Eintritt einer Dextran-Prdparation der
GroBle 1,5 — 3 kDa und der Ausschluss der 10 kDa-Dextran Molekiile deutet darauf hin, dass
die AusschlussgroBe der Poren vermutlich zwischen 3 und 10 kDa liegt. Da nach
Mikroinjektion der 1,5 — 3 kDa-Dextrane in der Vakuole eine etwas geringere
Fluoreszenzintensitdt als im Cytosol auftritt (vgl. Abb. 3.10), konnte die Ausschlussgrofle der
Poren moglicherweise sogar zwischen 1,5und 3 kDa liegen. Die PVM sollte somit fiir
Niahrstoffe wie Kohlenhydrate, Aminosduren und ATP durchldssig sein. Da die
Permeabilititseigenschaften der PVM zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion gleich
sind, kann davon ausgegangen werden, dass E. cumiculi permanent Zugang zu den
Néhrstoffen der Wirtszelle hat.

Auch frilhere Experimente deuteten an, dass die PVM der Mikrosporidien verdnderte
Permeabilititseigenschaften besitzt, und damit der PVM von 7. gondii dhnelt (Leitch et al.,
1995). Bei diesen Versuchen wurden mit Encephalitozoon hellem infizierte Zellen mit dem
Farbstoff Calcein-Acetoxymethyl (-AM) inkubiert, und der Eintritt des Farbstoffes in die
Vakuole untersucht. Konfokale Bilder zeigen, dass Mikrosporidien in der Vakuole von
Fluoreszenzfarbstoff umhiillt sind, Calcein-AM ist jedoch ein Zell-permeabler Farbstoff, der
als solches auch die PVM passieren kann. Intrazelluldre Esterasen spalten die Acetoxymethyl-
Gruppe des nicht-fluoreszierenden Calcein-AM ab, so dass fluoreszierendes, Membran-
impermeables Calcein entsteht. Die Autoren mutmalten, dass die Spaltung des Membran-
permeablen in den Membran-impermeablen Farbstoff vor der Passage der PVM geschah. Dies
ist allerdings nur schwer nachweisbar. Durch die cytosolische Mikroinjektion Membran-
impermeabler Farbstoffe konnte die Existenz von Poren in der PVM nun eindeutig

nachgewiesen werden.
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Die zu den Apikomplexa gehdrenden Parasiten Plasmodium falciparum, P. berghei, T. gondii
und Eimeria nieschulzii besitzen ebenfalls Poren in der parasitophoren Vakuolenmembran
(Desai et al., 1993; Bano et al., 2007; Schwab et al., 1994; Werner-Meier und Entzeroth,
1997). Neben den PVM-Poren existieren jedoch auch andere Erndhrungsstrategien bei
intrazelluldren Erregern. Fir Chlamydia trachomatis konnte durch cytosolische
Mikroinjektion gezeigt werden, dass die inclusion-Membran keine Poren enthélt (Heinzen
und Hackstadt, 1997). Elektronenmikroskopische Studien zeigen jedoch, dass die metabolisch
aktiven Retikularkdrperchen vermehrt an der inclusion-Membran liegen und dass die
Bakterienmembran von Elementar- und Retikularkorperchen hohle Anhéngsel, (projections)
besitzt, die die inclusion-Membran durchbrechen und eine Verbindung zum Wirtszell-Cytosol
herstellen (Nichols et al., 1985; Raulston, 1995). Moglicherweise dienen diese projections
dem Austausch von Nahrstoffen und ATP mit der Wirtszelle (Sinai und Joiner, 1997,
Wyrick, 2000). Im Zuge der Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden wurde
entdeckt, dass das Genom von C. psittaci fir ein Typ-III-Sekretionssystem kodiert (Hsia et
al., 1997). Neueste Untersuchungen bei C. trachomatis zeigen, dass das Nadel-Protein des
Injektisoms in den projections lokalisiert ist. Daher ist es moglich, dass die projections
moglicherweise auch als Typ-III-Sekretionssystem fiir die Sekretion von Effektorproteinen in
die Wirtszelle fungieren (Betts et al., 2008). Mit Hilfe des Golgi-spezifischen
fluoreszierenden Sphingolipids NBD-Ceramid konnte gezeigt werden, dass Chlamydien
Sphingolipide der Wirtszelle nutzen, indem sie mit exocytorischen Vesikeln des Golgi-
Apparates fusionieren (Hackstadt et al., 1995; Rockey et al., 1996).

Bei Legionellen sind die Erndhrungsstrategien noch nicht so gut charakterisiert. Es gibt
jedoch Experimente, die darauf hindeuten, dass Legionellen, die vorwiegend Aminosduren
und Peptide von ihrer Wirtszelle aufnehmen, eine Autophagie der Wirtszelle stimulieren
(Swanson und Isberg, 1995; Dorn et al., 2002). Dabei kommt es durch Abbau wirtseigener
Bestandteile zu einer Erhohung der intrazelluldren Aminoséure- bzw. Peptid-Konzentration,
was sich positiv auf das bakterielle Wachstum auswirkt. Fiir Legionella pneumophila konnte
auBBerdem gezeigt werden, dass die Bakterien die Proteinsynthese der Wirtszelle inhibieren,
was ebenfalls zu einer Erhohung des intrazelluliren Aminosdure-Spiegels beitragen konnte
(McCusker et al., 1991). Die intrazelluldre Replikation von L. pneumophila ist jedoch nicht
nur von der Autophagocytose sondern auch vom Aminosdure-Import in die Wirtszelle durch
Wirtszell-Aminosdure-Transporters abhdngig (Wieland et al., 2005).

Neben den fusions-inkompetenten Vakuolen von E. cuniculi und T. gondii und den Vakuolen

von Chlamydien und Legionellen weisen die Phagolysosomen von Leishmania-Parasiten
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sicherlich die extremsten intrazelluliren Bedingungen auf. Durch die Fusion mit spiten
Endosomen, Phagosomen und Autophagosomen kommt es zu einer Ansduerung der Vakuole
auf einen pH-Wert von ~ 5 und einer Anreicherung mit Hydrolasen und Proteasen (Veras et
al., 1994; Schaible et al., 1999; Antoine et al., 1990). Gleichzeitig ist das Phagolysosom aber
auch extrem néhrstoffreich, da die enthaltenen Makromolekiile von hydrolytischen Enzymen
in ihre Bestandteile zerlegt werden. So stehen fiir die Leishmanien zwar immer geniigend
Néhrstoffe zur Verfiigung, die Parasiten miissen jedoch mit den Transportproteinen der
Wirtszelle um die Nihrstoffe konkurrieren. Fiir den Import von Naihrstoffen besitzen
Leishmanien daher sehr viele, an einen niedrigen pH-Wert angepasste Transportproteine
(Burchmore und Barrett, 2001). Da das Cytosol der Amastigoten einen neutralen pH-Wert
besitzt, kann der iiber der Plasmamembran existierende Protonengradient als Energiequelle
fiir den Import von Néhrstoffen durch sekunddre Transporter genutzt werden (Zilberstein und
Dwyer, 1985; Naderer und McConville, 2008).

Zusétzlich zum Import von Nihrstoffen in die Vakuole stellt die Vakuolenmembran hdufig
auch enge Wechselwirkungen zu Wirtszell-Organellen her, um die Pathogene in rdumliche
Néhe zu benétigten Nihrstoffen zu bringen. Eine Organell-Assoziation konnte allerdings
bisher nur fiir nicht-fusiogene Vakuolen nachgewiesen werden, wo die Assoziation neben der
Versorgung mit Nidhrstoffen vermutlich zusdtzlich einen Schutz vor der Fusion mit
endosomalen Vesikeln bietet (Sinai und Joiner, 1997). Eine Assoziation mit Wirtszell-
Mitochondrien, wie sie fiir E. cuniculi gezeigt wurde (Scanlon et al., 2004), aber auch eine
Assoziation mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Wirtszelle ist bei verschiedenen
Erregern zu finden. Wéhrend die inclusion-Membran von C. psittaci mit Mitochondrien
assoziiert ist (Matsumoto et al., 1991; Wyrick, 2000), zeigt die PVM von 7. gondii sowohl
eine Assoziation mit Mitochondrien als auch mit dem ER (Sinai et al, 1997). Bei
L. pneumophila ist eine transiente Wechselwirkung mit Mitochondrien, gefolgt von einer
Assoziation der Vakuolenmembran mit Ribosomen und dem Wirtszell-ER sogar unabdingbar
fiir die Bildung einer Replikations-fahigen Vakuole (Horwitz, 1983; Swanson und Isberg,
1995; Robinson und Roy, 2006).

Ahnlich zu den Retikularkdrperchen der Chlamydien sind auch die metabolisch aktiven
Meronten von E. cuniculi vorwiegend an der PVM lokalisiert. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Meronten {iber tight junction-dhnliche
Verbindungen an die PVM gebunden werden (Weidner, 1975). Wie eine Mikroinjektion der
10 kDa-Dextran-Molekiile in die Vakuole zeigen konnte, konnen Vakuolen von E. cuniculi

aus unabhingigen Teilvakuolen aufgebaut sein (Abb. 3.14). Unabhingige Teilvakuolen haben
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im Gegensatz zu Einzelvakuolen eine groflere Membranfliche und besitzen vermutlich eine
groflere Anzahl an Poren-Proteinen. Somit konnen Teilvakuolen in Kombination mit der
Lokalisation der Meronten an der PVM zu einer verbesserten Néahrstoffversorgung von

E. cuniculi beitragen.

4.2.3 Das E. cuniculi-Hamolysin III als mogliches Poren-bildendes Protein

Hamolysine sind wasserldsliche, sekretierte Proteine, die Poren in Zielmembranen bilden.
Dazu lagern sich mehrere Hamolysin-Monomere in einer f-barrel-Struktur in der Membran
zusammen, bei der hydrophobe Seitenketten benachbart zur Lipiddoppelschicht und
hydrophile Seitenketten im Inneren der Pore lokalisiert sind (Menestrina et al., 2001). Die
Funktion von Hémolysinen wird generell in drei Schritte unterteilt: Bindung an die
Zielmembran, Porenbildung und Zelllyse (Honda et al., 1992). Viele Bakterien produzieren
hamolytische Toxine, die als Virulenzfaktoren Effektorzellen des Immunsystems lysieren,
und den Bakterien Zugang zu den in der Zelle enthaltenen Néihrstoffen ermoglichen
(Menestrina et al., 2003). Der Prototyp bakterieller Toxine ist dabei das a-Hémolysin der
Staphylokokken (Menestrina et al., 2001). Andere Hamolysine intrazelluldrer Erreger, wie
das Listeriolysin O oder Hamolysine von 7. cruzii lysieren keine Zielzellen, sondern lagern
sich nach Aufnahme durch die Wirtszelle in die sie umgebende Phagosomenmembran ein
(Glomski et al, 2002; Andrews und Whitlow, 1989). Durch die Lyse der
Phagosomenmembran entkommen die Erreger in das Wirtszell-Cytosol, wo sie sich frei
replizieren konnen. Diese Himolysine besitzen ein Aktivitdtsoptimum bei saurem pH, so dass
die Phagosomenmembran lysiert wird, wihrend die Plasmamembran der Wirtszelle geschiitzt
bleibt (Glomski et al., 2002).

Proteine, die die Poren in der Vakuolenmembran von E. cuniculi bilden, konnten sich
prinzipiell mit einem dhnlichen Mechanismus in die PVM einlagern, wie Listeriolysin O oder
das Hamolysin von 7. cruzii, mit dem Unterschied, dass sie keine Lyse herbeifiihren, sondern
das Wirtszell-Cytosol mit dem Lumen der Vakuole verbinden. Bisher konnte der PVM von
E. cuniculi allerdings noch kein Protein zugeordnet werden, und auch die Proteine, die die
PVM-Poren von T. gondii, P. falciparum oder P. berghei bilden, sind noch nicht identifiziert.
Bei der Suche nach moglichen Poren-bildenden Proteinen von E. cuniculi wurde ein
Hamolysin III (HIyIIl) identifiziert. Die HIlylll-Proteinfamilie ist jedoch bislang relativ

schlecht charakterisiert. Bacillus cereus und Vibrio vulnificus besitzen ein Himolysin III mit
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cytolytischer Aktivitdt (Chen et al., 2004; Baida und Kuzmin, 1996), aber andere Mitglieder
dieser Proteinfamilie wie YOLO002c¢ von Saccharomyces cerevisiae sind regulatorische
Proteine (Karpichev et al., 2002). Nichtsdestotrotz besitzen aber sowohl 7. gondii als auch
P. falciparum und P. berghei ein Hémolysin III-Homolog, so dass EcHIylIl néher
charakterisiert werden sollte. Die Realtime-PCR-Analyse ergab, dass die EcHIyIlI-mRNA
48h und 72 h nach der Infektion um den Faktor 3 — 3,5 hochreguliert wird. Diese
Hochregulation zum Zeitpunkt des grofiten Massenzuwachses der Vakuole wiirde mit einer
Funktion von EcHIylll als putativem Poren-Protein zusammenpassen. Mit Hilfe der
generierten anti-Peptid-Antikorper konnte im Western Blot nach Membranfraktionierung
bestitigt werden, dass es sich bei EcHIyIIl um ein Membranprotein handelt (siche Abb. 3.21).
Aufgrund der fehlenden Reaktivitit des Antikorpers im Immunfluoreszenz-Test (siche Abb.
3.20) konnte allerdings eine Lokalisation von EcHIylII in der Vakuolenmembran und damit

eine mogliche Funktion als putatives Poren-Protein nicht nachgewiesen werden.

4.3 E. cuniculi ist metabolisch in hohem Mafle auf seine Wirtszelle angewiesen

Die unter verschiedenen Aminosidure-Mangelbedingungen durchgefiihrten Wachstumsassays
konnten experimentell bestitigen, dass E. cuniculi aufgrund seiner reduzierten Stoffwechsel-
Synthesewege in hohem Mafe von Nihrstoffen der Wirtszelle abhéngig ist. E. cuniculi ist auf
eine externe Zufuhr von Aminoséduren durch die Wirtszelle oder das Zellkulturmedium
angewiesen. Der Zell-ELISA zeigte flir nahezu alle essentiellen Aminosduren-
Mangelbedingungen eine deutliche Inhibierung des E. cuniculi-Wachstums, lediglich die
Effekte eines Tryptophan-Mangels waren weniger stark ausgeprigt (Abb. 3.23). Unter den
nichtessentiellen Aminosduren reduzieren ebenfalls nahezu alle Mangelbedingungen das
E. cuniculi-Wachstum vollstindig. Ein Glycin- und ein Serin-Mangel haben dagegen keinen
Einfluss auf das Wachstum (Abb. 3.26). Durch eine drei tidgige Vorinkubation der Wirtszellen
in den Aminosiure-Mangelmedien kann jedoch das Wachstum in Tryptophan-freiem Medium
fast vollstdndig und das Wachstum in Glycin- und Serin-freiem Medium auf 40 % reduziert
werden (Abb. 3.24 und 3.27). Dies macht deutlich, dass die weniger stark ausgeprigten
Wachstumseffekte vermutlich auf einen Restgehalt der jeweiligen Aminosduren in der
Wirtszelle zuriickzufiihren sind. Wéhrend der Vorinkubation in Mangelmedium wurde dieser
Restgehalt durch den Stoffwechsel der Wirtszelle reduziert oder aufgebraucht, so dass fiir die

Mikrosporidien anschlieBend weniger dieser Aminosduren zur Verfiigung stand. Vermutlich
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sind in der Wirtszelle unterschiedliche Mengen der verschiedenen Aminosiuren enthalten,
denn andere essentielle und nichtessentielle Mangelbedingungen zeigen auch ohne
Vorinkubation einen starken Effekt auf das E. cuniculi-Wachstum. Auch eine unterschiedlich
stark ausgeprdgte Synthese der einzelnen nichtessentiellen Aminosduren durch die Wirtszelle
kann fiir eine Erklarung der unterschiedlichen Effekte herangezogen werden.

Die Induktion eines Tryptophan-Mangels ist gleichzeitig auch ein genereller
Effektormechanismus eukaryotischer Zellen gegen intrazelluldre Pathogene, wie z. B. gegen
T. gondii oder Chlamydien (Rottenberg et al., 2002; Habara-Ohkubo ef al., 1993). Bei diesem
durch Interferon-y ausgelosten Prozess baut das Enzym Indoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO)
Tryptophan in der Zelle ab, so dass der entstehende Tryptophan-Mangel das Wachstum der
Erreger begrenzt. Unter Zusatz von Interferon-y konnte das E. cuniculi-Wachstum noch
weiter reduziert werden (Abb. 3.25). Dies zeigt einerseits, dass E. cuniculi ebenfalls sensitiv
gegeniiber einem Interferon-y induzierten Tryptophan-Mangel ist, bestétigt andererseits aber
auch, dass der zunichst erhaltene schwach ausgepréigte Effekt des Tryptophan-Mangels ohne
Vorinkubation auf einen Restgehalt Tryptophan in der Zelle zuriickzufiihren war.

Mit Hilfe der Langzeitexperimente konnte zudem gezeigt werden, dass das E. cumiculi-
Wachstum auch zu spéteren Zeitpunkten inhibiert bleibt (Tab. 3.2).

Andere intrazelluldre Erreger zeigen eine weniger ausgepragte Abhingigkeit gegeniiber der
externen Zufuhr von Aminoséduren. P. falciparum ist in der Lage, eine mangelnde externe
Aminosédurezufuhr durch den Abbau des roten Blutfarbstoffs Himoglobin auszugleichen (Liu
et al., 2006). Der Abbau des Himoglobins erfolgt nach endocytotischer Aufnahme in der
Nahrungsvakuole, die verschiedene Proteasen enthdlt. Dadurch ist der Parasit lediglich
auxotroph fiir Isoleucin, die einzige Aminosdure, die im Hidmoglobin nicht vorkommt.
Aminosduren nehmen auch eine zentrale Rolle im Stoffwechsel von Legionellen ein, da diese
Aminosduren auch filir die Lipidsynthese und die Synthese von Nukleinsduren verwenden
(Tesh et al., 1983; Wieland et al., 2005). Um den intrazelluliren Aminosdure-Spiegel der
Wirtszelle anzuheben, sind Legionellen in der Lage, die Autophagocytose der Wirtszelle zu
induzieren (Swanson und Isberg, 1995), gleichzeitig kann L. pneumophila die
Proteinbiosynthese der Wirtszelle inhibieren (McCusker et al., 1991), so dass die Bakterien
bei der Konkurrenz um Aminosduren in eine bessere Position gelangen. Das E. cuniculi-
Wachstum steigt aber zu spdteren Zeitpunkten nicht wieder an, daher scheint E. cuniculi
derartige Strategien nicht zu verfolgen.

Die mit Hilfe der stadienspezifischen Antikorper durchgefiihrten Immunfluoreszenzen

machen auflerdem deutlich, dass die Differenzierung von E. cuniculi vom metabolisch aktiven
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Meronten zur umweltresistenten Spore durch die verschiedenen Aminosdure-
Mangelbedingungen nicht beeinflusst wird. In allen Aminosdure-Mangelmedien waren
sowohl 6G2-positive Meronten, als auch SWP1 exprimierende Sporenstadien nachzuweisen
(Abb. 3.28 und 3.29). Das genetische Programm, das die Differenzierung reguliert, wird somit
trotz Aminosdure-Mangel aktiviert.

Chlamydien sind fiir die Differenzierung vom metabolisch aktiven Retikularkérperchen zum
Elementarkorperchen auf Cystein angewiesen, weil die &duflere Membran der
Elementarkorperchen viele Proteine mit Disulfidbriicken enthélt (Allan et al., 1985; Bavoil et
al., 1984). Disulfidbriicken sind wahrscheinlich auch fiir die Sporenhiille von Mikrosporidien
wichtig, da in der Exospore Sulthydryl-Proteine nachgewiesen wurden (Vavra und Larsson,
1999). E. cuniculi besitzt auBerdem mit EnP1 mindestens ein Cystein-reiches Protein in der
Endospore (Peuvel-Fanget et al., 2006), und auch das in der Exospore enthaltene
Sporenwandprotein 1 (SWP1) (Bohne et al., 2000), das als Marker fiir die Differenzierung
verwendet wurde, enthélt Cysteine. Ein Cystein-Mangel hat jedoch keinen Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten, zumindest nicht im Bezug auf die SWP1-Expression.

Nachdem die Néhrstoffe die parasitophore Vakuolenmembran passiert haben, miissen sie
noch eine weitere Membran, die Plasmamembran der Meronten durchqueren, bevor sie durch
E. cuniculi genutzt werden konnen. Fiir den Import von Nihrstoffen in den metabolisch
aktiven Meronten besitzt E. cuniculi verschiedenste Transportsysteme wie ABC-Transporter,
Glukose- und Fruktose-Transporter, Nukleosid-Transporter, ATP/ADP-Translokatoren und
Aminosédure-Transporter in der Meronten-Plasmamembran (Katinka et al, 2001). Im
E. cuniculi-Genom wurden des Weiteren einige Gene, die fiir Proteine der Endocytose-
Maschinerie kodieren, identifiziert, und vermutlich kann diese zur Aufnahme von Fettsduren,
Cholesterin und Eisen verwendet werden (Katinka et al., 2001). Ahnlich wie bei E. cuniculi
ist auch fiir P. falciparum, T. gondii und Leishmania bekannt, dass sie eine Kombination aus
Endocytose und spezifischen Transportprozessen fiir den Import von Néhrstoffen iiber die
Plasmamembran nutzen (Saliba und Kirk, 2001a; Burchmore und Barrett, 2001).

Um den aktiven Membran-Transport mit Energie zu versorgen, besitzen mehrzellige tierische
Eukaryoten eine Na'-K'-ATPase in der Plasmamembran, die Natrium aus der Zelle und
Kalium in die Zelle transportiert. Der so generierte Natrium-Gradient wird genutzt, um
sekundidre Membran-Transporter wie Antiporter oder Symporter anzutreiben (Kirk, 2001). Im
Gegensatz dazu nutzen Pflanzen, Hefen und einige Protozoen eher einen Protonen-Gradienten
um sekundédre Transportprozesse anzutreiben (Kirk, 2001). Die Nutzung eines Protonen-

Gradienten konnte bisher fiir Saccharomyces cerevisiae, Trypanosomen, Leishmanien und
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Plasmodium nachgewiesen werden (Horak, 1997; de Koning und Jarvis, 1997; Burchmore
und Barrett, 2001; Saliba und Kirk, 2001b). Auch fiir 7. gondii ist die Nutzung eines
Protonengradienten denkbar (Saliba und Kirk, 2001a). E. cuniculi besitzt ebenfalls eine
vakuolare ATPase oder V-Typ ATPase, die Protonen, die als Stoffwechselprodukte anfallen,
aus dem Meronten transportieren konnte (Katinka et al., 2001). Somit konnte der pH-Wert
des Meronten konstant gehalten werden, gleichzeitig wiirde aber vermutlich auch ein
Protonen-Gradient entstehen, der genutzt werden konnte, um sekunddre Transporter mit
Energie zu versorgen.

Fir die Aufnahme von Aminosduren bzw. Peptiden besitzt E. cuniculi finf putative
Aminosdure-Transporter, eine Methionin-Permease und einen Oligopeptid-Transporter. Da
die Vakuolenmembran Poren enthdlt, und somit fiir Aminosduren und Peptide keine
Diffusionsbarriere darstellt, sind diese Transporter wahrscheinlich in der Meronten-
Plasmamembran lokalisiert. Fiinf der Proteine tragen entweder ein N-terminales Signalpeptid,
oder eine N-terminale Signalankersequenz, so dass sie vermutlich sekretiert und anschlieend
in die Plasmamembran eingelagert werden. Zwei der Transporter sollen der Vorhersage nach
nicht sekretiert werden. Moglicherweise konnte bei diesen Transportern das Signalpeptid aber
aufgrund der allgemeinen Verkiirzung und der daher teilweise ungewo6hnlichen Primérstruktur
von Proteinen bei E. cuniculi nicht erkannt werden.

Die Aminosdure-Transporter werden zu allen untersuchten Zeitpunkten gleichbleibend
transkribiert, so dass eine Versorgung mit Aminosduren widhrend des intrazelluldren
Lebenszyklus  durchgiingig gewéhrleistet ist. Selbst verschiedene = Aminosdure-
Mangelbedingungen beeinflussen die Transkription nicht in ausgeprigter Weise.
Moglicherweise wurde bei Mikrosporidien im Zuge der Genomreduktion auch die Fahigkeit,
bestimmte Gene zu regulieren, reduziert.

Im Vergleich zu anderen Pilzen, wie z. B. der Béckerhefe S. cerevisiae ist die Aminosdure-
Transporter-Ausstattung von E. cuniculi sehr stark reduziert und spiegelt so die
Genomreduktion auf molekularer Ebene wieder. S. cerevisiae besitzt insgesamt 24
Aminosédure-Transporter aus der Familie der Aminosdure-Permeasen (AA permease)
(Paulsen et al., 1998; Andre, 1995) und 7 Peptid-Transporter (Hauser et al., 2001). Unter den
Aminosdure-Permeasen sind sowohl Transporter mit breiter Substratspezifitit, wie die
generelle Aminosdure-Permease GAPI1, die alle 20 Aminosduren transportiert, sowie
Transporter mit engerer Substratspezifitit (Grenson ef al., 1970; Jauniaux und Grenson, 1990;
Regenberg et al, 1999). Die S. cerevisiae-Permeasen sind sekundire Transporter, deren

Aktivitit wahrscheinlich an den Protonengradienten gekoppelt ist (Horak, 1997).
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E. cuniculi besitzt mit der Methionin-Permease lediglich ein Protein der Familie
AA permease. Die anderen 5 Aminosdure-Transporter gehdren zur Familie der
Transmembran-Aminosdure-Transporter (Aa trans). Im Vergleich zu den 24 Aminosdure-
Permeasen und den 7 Peptid-Transportern von S. cerevisiae besitzt E. cuniculi mit insgesamt
6 Aminosdure-Transportern und einem Oligopeptid-Transporter eine stark reduzierte
Ausstattung an Transportproteinen, die moglicherweise in der Anpassung von E. cuniculi an
die intrazelluldre Lebensweise begriindet liegt. Um alle metabolischen Bediirfnisse von
E. cuniculi abzudecken, besitzen die Aminosdure-Transporter daher unter Umstdnden ein
breites Substratspektrum, dhnlich zu GAP1 von S. cerevisiae.

Die Analyse von Aminosédure-Transportern anderer Erreger zeigt, dass E. cuniculi selbst im
Vergleich mit anderen intrazelluldren Pathogenen eine reduzierte Ausstattung besitzt. Fiir
T. gondii, dessen Genom ebenfalls vollstindig sequenziert ist, wurden insgesamt
19 Aminosdure-Transporter identifiziert (ToxoDB 4.3, 2007). Allerdings sind diese
Transporter, ebenso wie die Aminosdure-Transporter anderer intrazelluldrer Erreger bisher
relativ wenig charakterisiert. Erregerspezifische Aminosdure-Transporter stellen prinzipiell
gute Angriffspunkte fiir Medikamente dar. So ermoglichen z. B. Aminosdure-Transporter von
Trypanosoma brucei eine selektive Aufnahme bestimmter Medikamente in den Parasiten,
ohne die Zellen des Wirtes zu beeinflussen (Hasne und Barrett, 2000). Die Untersuchung von
Aminosdure-Transportern ist daher besonders aufgrund der Nutzung als potentielles

drug target ein interessantes Forschungsfeld.
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5. Zusammenfassung

Mikrosporidien besitzen einen einzigartigen Invasionsmechanismus, bei dem ein so genannter
Polartubulus explosionsartig aus der Mikrosporidien-Spore geschleudert wird. Das bisherige
Infektionsmodell postuliert, dass der Polartubulus beim Herausschleudern die
Plasmamembran einer benachbarten Wirtszelle durchschldgt und das infektiose Sporoplasma
durch den schlauchartigen Polartubulus direkt in das Cytosol der Wirtszelle injiziert wird.
Mikrosporidien der Gattung Encephalitozoon sind sehr schnell nach der Invasion von einer
parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) umgeben. Aufgrund des ungewdhnlichen
Invasionsmechanismus von Mikrosporidien und der Abwesenheit von Wirtszell-
Markerproteinen in der PVM von Encephalitozoon cuniculi direkt nach der Invasion
(Fasshauer et al., 2005) war es bisher unklar, ob die PVM mit dem Sporoplasma iibertragen
wird, und somit vom Mikrosporidium selbst stammt, oder aber von der Wirtszelle gebildet
wird. In dieser Arbeit wurde eine selektive Fluoreszenzmarkierung von entweder E. cuniculi-
Membranen oder Wirtszell-Plasmamembran genutzt, um die Beteiligung von Mikrosporidium
und Wirtszelle an der Biogenese der PVM zu untersuchen. Wurden E. cuniculi-Membranen
mit dem fluoreszierenden Lipid BODIPY-500/510-C;,-Phosphocholine markiert, und die
markierten Sporen fiir die Infektion von Wirtszellen verwendet, so war das Fluoreszenzsignal
nur in den entstandenen Meronten, nicht aber in der parasitophoren Vakuolenmembran zu
finden. E. cuniculi-Membranen tragen somit nicht signifikant zur Bildung der PVM bei.
Wurde allerdings die Wirtszell-Plasmamembran mit den raft- und nonraft-spezitischen
Lipiden DilC;¢ und SPEEDY DiO markiert, so waren beide Farbstoffe sehr schnell nach der
Infektion in den entstandenen Vakuolenmembranen nachweisbar. Die Lipide fiir die Bildung
der PVM stammen somit von der Wirtszelle, wobei sowohl raf- als auch nonraft-Lipide zur
Biogenese beitragen.

Um den zeitlichen Ablauf der PVM-Biogenese zu verfolgen, wurde die Invasion von
E. cuniculi in lebenden, Fluoreszenz-markierten Wirtszellen mittels ,,time-lapse*-Mikroskopie
untersucht. Trifft ein polares Filament eine Wirtszelle, entsteht an der Kontaktstelle kurze Zeit
vor der Entstehung der parasitophoren Vakuole eine Fluoreszenz-markierte Invagination der
Plasmamembran. Diese Beobachtung deutet auf eine Modifikation des bisherigen
Invasionsmodells fiir E. cuniculi hin. Diesem neuen Modell zufolge wird die Plasmamembran
nicht durchschlagen, sondern vom Polartubulus eingedriickt, so dass eine lange Kanal-

dhnliche Invagination entsteht. Das Sporoplasma wird dann nicht in das Cytosol, sondern in
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diese Invagination injiziert, so dass die parasitophore Vakuole aus Plasmamembran-Material
entsteht.

In friiheren Kolokalisationsstudien wurde gezeigt, dass die PVM den humanen Transferrin-
Rezeptor, der als Markerprotein fiir Wirtszell-Oberflichenproteine gilt, nicht enthilt
(Fasshauer et al., 2005). Da in dieser Arbeit nachgewiesen wurde dass die PVM aus der
Wirtszell-Plasmamembran entsteht, wurde im Folgenden iiberpriift, ob auch andere Wirtszell-
Oberflachenproteine auf der PVM fehlen. Eine Biotinylierung der Wirtszell-
Oberflichenproteine, gefolgt von einer Infektion mit E. cuniculi zeigte, dass in der
iberwiegenden Anzahl (> 90 %) der entstandenen Vakuolen keine Wirtszell-
Oberfldchenproteine nachweisbar waren. Es scheint somit ein Mechanismus zu existieren, der
Wirtszell-Oberflachenproteine entweder wihrend der Entstehung der parasitophoren Vakuole
oder aber in den ersten Minuten nach der Invasion aussortiert. Der Ausschluss von
Wirtszellproteinen von der PVM ist bei E. cuniculi wahrscheinlich &hnlich wie bei
Toxoplasma gondii fir die Fusions-Inkompetenz der Vakuole mit Endosomen und
Lysosomen verantwortlich, da die fiir die Membranfusion notwendigen Proteine in der PVM
fehlen.

Das Genom von E. cuniculi gehdrt mit einer Grof3e von ca. 2,9 Millionen Basenpaaren zu den
kleinsten bisher bekannten eukaryotischen Genomen. Im Zuge der Anpassung an die
intrazelluldre Lebensweise hat E. cuniculi viele Biosynthese-Wege, unter anderem auch die
Aminosédure-Biosynthese verloren (Katinka et al., 2001). Dies deutet auf eine extreme
metabolische Abhéngigkeit von der Wirtszelle hin. Um fiir E. cuniculi zugdnglich zu sein,
miissen Nihrstoffe jedoch zunichst die parasitophore Vakuolenmembran passieren. Die
Mikroinjektion verschiedener Membran-impermeabler Dextran-Farbstoffe und Fluoreszenz-
gekoppelter Peptide in das Cytosol infizierter Zellen zeigte, dass die PVM Poren enthilt, die
eine AusschlussgroBBe von 3-10 kDa besitzen. Die PVM sollte somit fiir Ndhrstoffe wie z. B.
Kohlenhydrate, Aminosduren und ATP durchléssig sein. Die Permeabilitdtseigenschaften der
PVM sind dabei unabhédngig von Alter oder Gréf3e der Vakuole, so dass E. cuniculi wéhrend
des intrazelluldren Zyklus gleichbleibend Zugang zu den Nihrstoffen der Wirtszelle hat. Bei
der Durchsuchung des E. cuniculi-Genoms nach moglichen Poren-bildenden Proteinen wurde
ein Hamolysin III (EcHIlyIlIl) identifiziert. Mit Hilfe eines anti-Peptid-Antikdrpers konnte im
Western Blot nach Membranfraktionierung gezeigt werden, dass EcHIylll ein
Membranprotein ist.

Um die Abhingigkeit von E. cuniculi gegeniiber einzelnen Aminosduren systematisch zu

untersuchen, wurde E. cuniculi in verschiedenen Aminosaure-Mangelmedien kultiviert, und
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das Wachstum mit Hilfe eines neu etablierten Zell-ELISAs untersucht. Die stark negativen
Wachstumseffekte konnten experimentell bestitigen, dass E. cuniculi auf die externe Zufuhr
von essentiellen und nichtessentiellen Aminosduren durch die Wirtszelle bzw. das
Zellkulturmedium angewiesen ist. Die Differenzierung vom Meronten zur Spore, die anhand
der Expression des Sporenwandproteins 1 (SWP1) liberpriift wurde, wird durch Aminoséure-
Mangelbedingungen nicht beeinflusst. Eine Genomanalyse zeigte, dass E. cuniculi fir die
Aufnahme von Aminosduren sechs Aminosdure-Transporter sowie einen Oligopeptid-
Transporter besitzt. Im Vergleich mit Saccharomyces cerevisiae und anderen intrazelluléren
Erregern wie 7. gondii ist diese Ausstattung sehr stark reduziert und spiegelt so die
Genomreduktion auf molekularer Ebene wieder. Eine quantitative Real-time-PCR-Analyse
zeigte, dass die mRNA-Menge der FE. cuniculi-Aminosdure-Transporter wihrend der

intrazelluldren Entwicklung kaum reguliert und die Gene somit konstitutiv exprimiert werden.
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6. Summary

Microsporidia possess a unique invasion mechanism, which is based on the explosive
extrusion of a hollow tube, the so called polar tube, from the microsporidian spore. The
common infection model postulates that during extrusion the polar tube pierces the plasma
membrane of an adjacent host cell and the infectious sporoplasma is susequently injected
through the polar tube into the cytosol of the host cell. After invasion, microsporidia of the
genus Encephalitozoon are very quickly surrounded by a parasitophorous vacuole membrane
(PVM). Due to the special invasion mechanism of microsporidia and the absence of host cell
marker proteins in the PVM directly after invasion (Fasshauer et al., 2005), it was unclear up
to now, if the PVM is transferred with the sporoplasm and therefore derived from the
microsporidium itself, or if the PVM is derived from the host cell. In this work, a selective
labelling of either E. cuniculi membranes or the host cell plasma membrane was used to
investigate microsporidia and host cell participation on PVM biogenesis. When E. cuniculi
membranes were labelled with the fluorescent lipid BODIPY-500/510-C,-phosphocholine
and the labelled spores were used to infect host cells, the fluorescent signal was only detected
in the emerging meronts but not in the parasitophorous vacuole membrane. Therefore,
E. cuniculi membranes do not significantly participate in the biogenesis of the PVM. In
contrast, if the host cell plasma membrane was labelled with the raft and nonraft specific
lipids DilC;¢s and SPEEDY DiO, both tracers were detectable in the nascent vacuole
membrane shortly after invasion. The lipids for the PVM thus originate from the host cell and
raft as well as nonraft lipids participate in the biogenesis.

To understand the chronology of PVM biogenesis, the invasion of E. cuniculi into living
fluorescently labelled host cells was analysed by time lapse microscopy. When a polar tube
striked a cell, a fluorescently labelled plasma membrane invagination emerged at the contact
site shortly before PVM formation. This observation suggests a modification for the invasion
mode of E. cuniculi. According to the new model, the plasma membrane is not pierced but
forced to form a long channel-like invagination. Afterwards, the sporoplasm is not injected
into the cytosol but into this invagination, followed by parasitophorous vacuole formation
from plasma membrane material.

Previous colocalization studies showed that the PVM is devoid of the transferrin receptor, a
marker for early endosomes and the cell surface (Fasshauer er al., 2005). Since our
investigations reveal that the PVM originates from the host cell plasma membrane, the

absence or presence of other host cell surface proteins in the PVM was analyzed. A
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biotinylation of host cell surface proteins and subsequent infection with E. cuniculi showed
that host cell surface proteins are absent from the majority (>90%) of the emerging vacuoles.
It is likely that during PVM formation or in the first minutes after invasion an exclusion
mechamism for host cell surface proteins exists. Exclusion of host cell proteins from the PVM
in E. cuniculi is as in Toxoplasma gondii most likely responsible for the fusion incompetence
with endosomes and lysosomes, since the PVM lacks proteins necessary for membrane
fusion.

The genome of E. cuniculi is with ~ 2.9 million basepairs one of the smallest eucaryotic
genomes known so far. Due to adaptation to the intracellular lifestyle, E. cuniculi lacks many
biosynthetic pathways, for instance amino acid biosynthesis (Katinka et al., 2001). This
suggests that E. cuniculi is metabolically extremely dependent on its host cell. Nutrients
initially have to pass the parasitophorous vacuole membrane to become available for
E. cuniculi. Microinjection of different membrane impermeable dextran dyes and
fluorescently labelled peptides into the cytosol of infected host cells revealed that the PVM
possesses pores with an exclusion size of 3-10 kDa. The PVM should therefore be permeable
to nutrients like carbohydrates, amino acids and ATP. The PVM permeability properties are
independent of age or size of the vacuole. During intracellular development, E. cuniculi has
thus permanent access to the host cell nutrient pool. A search for possible pore forming
proteins in the E. cuniculi genome database identified a hemolysin III (EcHIyIII). With the aid
of an anti-peptide-antibody it was shown in a western blot after membrane fractionation that
EcHIyIII is a membrane protein.

To test the dependency of E. cumiculi towards individual amino acids systematically,
E. cuniculi was cultured in different media lacking individual amino acids, followed by
growth rate quantification with a new established cell ELISA. The strong negative growth
effects confirmed experimentally that E. cuniculi is dependent on external supply of essential
and non essential amino acids by the host cell or by the cell culture medium. The
differentiation from meront to spore was not affected by amino acid depletion as controlled by
expression of the spore wall protein I (SWP1). A genome analysis showed that E. cuniculi
possesses six amino acid transporters and one oligonucleotide transporter for the uptake of
amino acids. In comparison to Saccharomyces cerevisiae and other intracellular pathogens as
T. gondii the amount of transporters is strongly reduced, reflecting genome reduction on a
molecular level. A quantitative real-time PCR analysis showed that the mRNA level of the

E. cuniculi amino acid transporters is not stage specifically regulated.
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