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1. Einleitung

Kokzidosen sind Infektionserkrankungen, die durch Erreger der Gattungen Eimeria,
Isospora, Hammondia, Toxoplasma, Besnoitia, Sacrocystis und Cryptosporidium
hervorgerufen werden (Eckert et al. 1992).

In verschiedenen Wirbeltierarten sind Kokzidosen ein erhebliches Problem. So werden in
der Nahrungsmittel produktion durch die obligat intrazellul&ren Erreger grof3e 6konomische
Schéaden verursacht. Allein Infektionen mit rinderpathogenen Eimeria-Arten sind fir
wirtschaftliche Schaden in Zucht und Hatung weltweit in Hohe von mehreren 100
Millionen US Dollar jahrlich verantwortlich zu machen (Fitzgerald 1980). Unter den
rinderpathogenen Arten spielt dabei Eimeria bovis zusammen mit Eimeria zuernii die
wichtigste Rolle. Durch Infektionen mit diesen Eimeria-Arten verlieren erwachsene Rinder
an Gewicht, Kihe liefern weniger Milch, Kédber leiden an Durchfall und das Wachstum
verlangsamt sich. Bei starken Infektionen verlauft die Infektion fur Kalber letal. Todesfédlle
bei erwachsenen Tieren sind hingegen slten. Die infektidsen Stadien von Eimeria bovis
befalen dabel zuerst als Sporozoiten das Endothel der zentraen Lymphkapillaren des
Ileums und des Kolons und nach einer Schizogonie as Merozoiten das Kolor+ und Zakum-
Epithel. Dabel entwickeln sich die etwa 5 x 2 x 2 um?3 grof3en Sporozoiten innerhalb einer
parasitophoren Vakuole zu Schizonten, die eine GrofRe 140 x 40 x 20 pum® und mehr
erreichen.

Um mehr Uber diesen ersten Entwicklungsabschnitt von Eimeria bovis zu erfahren, wurden
Untersuchungen zu der parasitophoren Vakuole, zu dem Zytoskelett der Wirtszellen und zu
einer vermuteten Apoptoseunterbindung durch den Parasiten durchgefthrt. Als Modell
dienten dazu primére Endothelzdllinien aus dem Rind (BSLEC und BUVEC) und VERO-
Zellen, eine Zélllinie, die aus der Niere von Griinen Meerkatzen gewonnen wurde. Diese
Zdllinien wurden as Versuchsobjekt deshalb gewahlt, weil Eimeria bovis Sporozoiten in
VERO-Zdllen zwar eindringen, sich aber im Gegensatiz zu den Endothelzellen nicht
weiterentwickeln. In den VERO-Zellen entwickelt sich alerdings eine deutlich grof3ere
parasitophore Vakuole als in den verwendeten Endothelzellen. In beiden Zellsystemen, den
VERO-Zdlen und den Endothelzellen, entstehen somit grof3e intrazellulare Gebilde, die
durch den Parasiten in der Wirtszelle verursacht werden. Ob und wie dieser Vorgang
Einfluss auf das Zytoskelett der Wirtszelle hat, wurde anhand von Aktin, a-Tubulin und
azetyliertem Tubulin untersucht. Von besonderem Interesse war, ob es zu Unterschieden
zwischen VERO-Zédlen und Endothel zellen kommt.



Da der parasitophoren Vakuole eine zentrale Rolle fir die Persistenz in der Zelle zukommt,
wurden Versuche mit dem Membranfarbstoff FM 1-43 durchgefihrt. So konnte gezeigt
werden, dass es offensichtlich nicht zu einer Fusion zwischen Veskeln mit der Membran
der parasitophoren Vakuole kommt.

Fir andere Vertreter, die wie Eimeria zum Stamm der Apicomplexa gehoren, im speziellen
Toxoplasma gondii, wurde bereits gezeigt, dass die Fahigkeit infizierter Zellen in die
Apoptose zu gehen eingeschrankt ist (Nash et a. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Laser-Konfoka-Mikroskops und Zytometers
erste Hinweise gefunden, dass auch Eimeria bovis die Apoptose seiner Wirtszelle

verhindern kann.



2. Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Materialien und Chemikalien

2.1.1 Plastik- und Glaswaren

4-Well Platten (Nunclon Multischalen; Nunc, Wiesbaden)

Nunclon Kuturschalen 3 cm @ (Nunc, Wiesbaden)

Zd lkulturflaschen 25 cnm? (Nunclon Flaschen mit Filterkappe; Nunc, Wiesbaden)
Kryordhrchen (Nunc, Wiesbaden)

Zentrifugenrohrchen (Nunc, Wiesbaden)

Deckgléser, rund (Menzel-Gléser, @ 15 mm (neoL ab, Heidel berg)

Silikonfett — Baysilone-Paste (Bayer, Leverkusen)

Ethanol reinst (Roth, Karlsruhe)

2.1.2 Zdlkultur

DMSO (Dimethyl Sulfoxide) (Sigma, Deisenhofen)

ECGM (Endothelia Cell Growth Medium) und das dazugehdrige Supplement
(Promocell, Heidelberg)

Medium 199 Earl (PromoCell, Heidelberg)

RPMI 1640 Medium (Eurobio, Les Ulis Cedex, Belgien)

Fetales Kélber-Serum (Eurobio, Les Ulis Cedex, Belgien)

L-Glutamin 2 mM (Eurobio, Les Ulis Cedex, Belgien)
Penicillin/Streptomycin (Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 pg/ml, Eurobio, Les Ulis
Cedex, Belgien)

Gentamycin 50 pg/ml (Eurobio, Les Ulis Cedex, Belgien)

Trypsin EDTA (Versen) 1 x (Eurobio, Les Ulis Cedex, Belgien)

PBS (Phosphatgepufferte Sal zlsung)

2.1.3 Fuoreszenzfarbung

Milchpulver fettarm (Glicksklee, Neustadt/Holstein) in PBS (3% w/v)
Methanol reinst (Roth)

Triton x-100 (Roth)

3% Paraformal dehyd-L 6sung (Sigma)

Anti a-Tubulin Clone DM 1A (Sigma)

Anti acetylated Tubulin Clone 6-11B-1 (Sigma)

FITC-konjugiertes Phalloidin (Sigma)



Alexa 488 goat anti mouse 1gG (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)
Alexa 350 goat anti mouse 1gG (Molecular Probes)
FM 1-43 (Molecular Probes)

AnnexinV Alexa488-Konjugat (Molecular Probes)
Annexin-Bindungspuffer (Molecular Probes)
Propidiumjodid (Molecular Probes)
Annexin-Binding-Buffer (Molecular Probes)
Colchicin (Sigma)

Actinomycin D (Sigma)

Mowiol (Hoechst)

Glycerinlosung (Serva, Heidelberg)

Tris, [Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan] (Sigma)
p-Phenylendiamin (Serva)

Calcium-lonophor A23187 (Molecular Probes)
Nicotin-di-d-tartrat (Sigma)

Zusammensetzung und Herstellung der verwendeten L dsungen:

PBS.

8 g/l NaCl, 1.15 g/l Na,HPO,, 0.2 g/l KCI, 0.2g/l KH,PO, (alle von Fluka, Buchs,
Schweiz)

2.1.4 Mountingmedium 11

2.4 g Mowiol, 6 g Glycerinlosung 87% in H20, 6 ml H20, 12 ml 0.2 M Tris. Mit HCI
wurde ein pH von 8.5 eingestellt. Das Gemisch wurde 10 min bei 50 - 60°C in Ldsung
gebracht, ungeldste Reste wurden abzentrifugiert (11000 x g). Zum Uberstand kamen 1.5
mg/ml p-Phenylendiamin (Johnson et al. 1982). Das Mountingmedium wurde binnen 5

min bei -20°C eingefroren.

2.2 Aufnahmen an lebenden Zellen und Sporozoiten

Um Aufnahmen an lebenden Zelen und Sporozoiten durchzufihren, wurden bewachsene
Deckglaser unter Kulturschalen geklebt, die in der Mitte ein gefrastes Loch enthielten. Die
Deckglaser wurden dazu aus den 4Wells herausgeholt und der Rand der Deckgléser mit
einem Wattestdbchen trockengerieben. Der Boden der Kulturschae wurde vorab mit
Ethanol gereinigt und der Kleber um den Rand des Loches angebracht. Das Deckglas

wurde so angedrickt, dass sich der Kleber gleichma3ig verteilte. Das bendtigte



Zellmedium wurde dann vorsichtig in die Kulturschale gegeben und die Dichtigkeit der
Schale Uberprift, bevor sie mit den Zellen in das Mikroskop eingespannt wurde. Zur
Uberpriifung der Dichtigkeit wurde die gefiillte Kulturschale auf saugfahiges Papier
gestellt und so auf audaufendes Medium untersucht. Dieser Versuchsaufbau ermdglicht
die Zugabe von Detergenzien wahrend oder kurz vor einer Messung an lebenden Zellen
(Abbildung M1).

Kulturechale mit Loch

Silikonfett \

tesinberter Rand Dackglas mit Zellen

Abb. M1: Skizze einer Lochschale zur Messung an lebenden Zellen. Das mit Zellen bewachsene Deckglas wird von
unten mit Silikonfett auf das Loch aufgebracht.

2.3 Zdlkultur

2.3.1 Fur diese Arbeit wurden folgende Zellarten verwendet

1. Lymphatische Endothelzellen aus der Milz des Rindes (BSLEC ( bovine spleen
lymphatic endothelia cells)) (Hermosilla et al. 2002). Gewonnen wurden diese Zellen
urspringlich im Labor von Professor Preissner (Institut fir Biochemie des Klinikums
der Justus-Liebig-Universitdt). Uber das Ingtitut fur Parasitolgie wurden diese Zellen
fur die Experimente zur Verfigung gestellt.

2. Endothelzellen aus der Nabelschnur des Rindes (BUVEC (bovine umbilical vein
endothelial cells)). Verwendete Materalien: 10x Puck’s sdline A Puffer (PSA)
(Gibco, Eggenstein), Collagenase Typ 2 (Worthington Biochemical Corp.), sterile
Unterlage und Féden, Klemme und Schere. Zur Gewinnung dieser Zellen wurde en
Stiick Nabelschnur mit einer Klemme an einem Ende verschlossen. In das andere Ende
wurde eine Brauntle eingefthrt und mit Faden fixiert. Je nach Grofde der Nabel schnire
wurden 10 — 20 ml Collagenase (0,025g Collagenase + 10 ml PSA + 90 ml H,0) durch
eine Nadel in der Braunile in die Vene gegeben. Nach 25 min Inkubation bei 37°C
wurde die Vene leicht massiert und mit RPMI-Medium ausgesplilt. Zellen, Collagenase



und Medium wurden in einem Réhrchen mit 1-2 ml vorgelegtem FCS aufgefangen und
bis 50 ml mit RPMI aufgefiillt. Nach einer Zentrifugation (10 min bei 1500 UpM)
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 6 ml ECGM-Komplettmedium
aufgenommen. Diese Suspension konnte auf bis zu 5 Kulturflaschen verteilt werden.
Jede Kulturflasche wurde auf 5 ml mit ECGM aufgefillt. Am néchsten Tag erfolgte
stets ein Mediumwechsel.

3. Epitheliale Zdllinie aus der Niere der Grinen Meerkatze (VERO (African green
monkey kidney cells)). Diese Zelllinie wurde von der European Collection of Cell
Culture (ECACC) bezogen (ECACC 841130001).

BSLEC und BUVEC sind priméare Zdllinien, die fur diese Arbeit vom Ingtitut fir

Parasitologie der Justus-Liebig-Universitat Giessen zur Verfigung gestellt wurden.

2.3.2 Haltung

Die genannten Zellarten wurden bel maximaler Luftfeuchte in einer Atmosphére von 5%
CO, und 95% Luft bei 37°C gehalten. Die Kultivierung der Zelen erfolgte in
Kulturflaschen (Nunc) mit einer Bodenflache von 25 cm?. Fur die Experimente wurden die
Zdlen in Kulturschalen (4-Wells Nunc) auf runden Deckglaschen (@ 15 mm) gezogen.

Das Medium wurde bei alen Zellarten 3 x die Woche gewechselt. Vor dem Aussden der
BSLEC und BUVEC wurde das Medium mindestens 20 Minuten vor den Zellen in die
entsprechenden Kulturgeféi3e gegeben. Dies erwies sich als nétig, um eine entsprechende
Anhaftung der Zellen am Boden der Kulturgefdlie zu gewdhrleisten (z. B. Chen et a. 1997,
Bonfoco et a. 1995, van Engeland et a. 1996), fir VERO-Zellen war dies nicht nétig. Zur
Wahrung der Sterilitdt wurden alle Arbeiten, bei denen die Innenseiten der Kulturgefélde
und/oder die Zelen der Umgebungduft ausgesetzt waren, unter einer Sterilbank (Prettl,
7445 Bempflingen Deutschland) ausgefiihrt. Dabel wurden stets Einmahandschuhe
getragen, die vorher mit 70 %igem Ethanol desinfiziert wurden. Ebenfals grindlich
desinfiziert wurden ale Geréte, die von auf3en unter die Sterilbank geholt wurden.

2.3.3 Zusammensetzung der Kulturmedien

Das Medium fur BSLEC und BUVEC, das nach der Subkultivierung verwendet wurde,
setzte sich aus ECGM (Endothelial cell growth medium) und dem dazugehérigen
Supplement (beides von PromoCell, Heidelberg) sowie 2% FCS ( foetal calf serum,
Eurobio) zusammen. Fir das weitere Wachstum der Zellen wurde Medium199
(PromoCéll) im Verhdtnis 50:50 (v/v) zum ECGM Komplettmedium zugesetzt. Auch hier
war FCSin einer Endkonzentration von 2% enthalten.



Das Medium fir VERO-Zél len bestand aus RPMI 1640 (Eurobio) und 10% FCS.
Diese Medien enthidten zudem Penicillin 100 U/ml und Streptomycin 100 pg/ml
(Eurabio), Gentamycin 50 pg/ml (Eurobio) und L-Glutamin 2 mM (Eurobio).

2.3.4 Subkultivierung

Um Zellen vom Boden der Kulturflaschen (25 cm?, Nunc) zu 16sen und sie dann entweder
zur Weiterkultivierung wieder in Flaschen zu sden oder auf die Deckgléschen fir die
Messungen zu bringen, wurden das alte Medium abgenommen und Reste des Mediums mit
3 ml PBS ausgewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen mit einem Gemisch aus Trypsin
und EDTA (fertige Gebrauchdésung von Eurobio [0,25% Trypsin, B24702915]) vom
Boden gelost. Fur eine Kulturflasche wurden 1,5 ml dieser L6sung eingesetzt. Durch
leichtes Klopfen wurde dafir gesorgt, dass sich die Zellen rascher ablosten und so das
Trypsin nicht langer als maxima 5 min auf den Zellen blieb. Die Wirkung des Trypsins
wurde dann durch Zugabe von FCS- haltigem Medium gestoppt, die Suspension in
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und die Zellen wurden dann abzentrifugiert (200 — 300 x g).
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit Komplettmedium aufgenommen und
resuspendiert. Je nach gewinschter Dichte wurden aus einer konfluenten Flasche mit
BSLEC drei weitere Flaschen mit diesen Zellen ausgesédt oder eine Flasche und vier 4
WEeélls (16 Deckglaschen). Aus ener konfluenten BUVEC-Flasche konnten genug Zellen
gewonnen werden um bis zu 6, be VERO-Zéllen bis zu 20 4Wells zu beschicken. Mehr
asfunf 4-Wells pro Flasche wurden in der Praxis aber nicht ausgesét.

2.3.5 Einfrieren von Zellen (auch der Parasiten)

Zur dauerhaften Aufbewahrung der Zellen wurden diese in flissgem Stickstoff
eingefroren.

Dazu wurde in das Kulturmedium DMSO (Dimethylsulfoxid) bis zu einer Konzentration
von 7,5% gegeben.

Die mit Trypsin abgelosten Zellen wurden in 10 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und 5
min bel 200 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in DM SO-hdtigem Medium aufgenommen,
resuspendiert und auf Kryoréhrchen verteilt. Danach lagerten die Zellen erst 30 min im
Kihlschrank, dann 2 Stunden bel —25°C, dann 1 Std. bei —80°C und danach wurden sie in
flissigen Stickstoff Gberfiihrt.



2.3.6 Auftauen von Zellen

Die Kryorthrchen mit den Zellen wurden zum Auftauen in ein Wasserbad bei 37°C
gestellt und nach dem Auftauen umgehend in Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. In die
Zentrifugenrohrchen wurde noch die gleiche Menge an Kulturmedium hinzu gegeben. Das
Zentrifugieren dauert 5 min bei 200 x g.

Das Pdlet wurde in Kulturmedium aufgenommen, resuspendiert und auf die
entsprechenden Kulturgefél3e verteilt.

Das Auftauen der Parasiten erfolgte nach dem gleichen Prinzip (siehe unten).

2.4 Parasiten

2.4.1 Eimeria bovis

Der eingesetzte Eimeria bovis-Stamm wurde 1985 aus einer Feldprobe isoliert und durch
Passagen in Kdlbern erhalten (Fiege et al. 1992).

2.4.2 Gewinnung des Infektionsmaterials (vgl. Burger et a. (1995), Dissertationsschrift
(Hermosilla 1998) und Hermosilla et al. (2002)):

Zur Gewinnung von Sporozoiten wurden Kéaber der Rasse Deutsche Schwarzbunte
verwendet. Nach Untersuchung auf bakterielle Durchfallerreger sowie Eimerien und
nétigenfalls Behandlung wurden diese Tiere in Stoffwechselkéfigen aus Edelstahl in
gekachdten Rdumen gehalten. Die Raume waren nur Uber eine Desinfektionsschleuse zu
betreten. Die Stdle wurden vor Gebrauch mit Heil3ddampf desinfiziert. Eintretende
Personen mussten Kittel, Gummistiefel, Schirze und Gummihandschuhe anziehen und
eine Desinfektionswanne mit einer 5 %igen (v/v) p-Chlor-m-Kresol-Ldsung in Wasser
(P3-incicoc®) durchlaufen.

Gefittert wurden die Kalber anfangs mit Milchaustauscher (Hemofac®) und einem
Antidiarrhétikum  (Stullmisan®), das in schwarzem Tee suspendiert wurde. Ein
Ergénzungsfutter (Raiffeisen Hauptgenossenschaft AG, Frankfurt/M) wurde zusétzlich
nach 14 Tagen beigefittert; ab der dritten Woche auf3erdem sterilisiertes Heu. Nach der
vierten Woche wurden Tee, Milchaustauscher und das Antidiarrhotikum abgesetzt.

Die so aufgezogenen Kaber wurden mit 70000 sporolierter Eimeria bovis-Oozysten des
Stammes H per os infiziert. Nach etwa 18 Tagen p.i. werden die ersten Oocysten mit dem
Kot ausgeschieden. Die Fazes wurden ab einem Gehat von etwa 1000 Oozysten pro
Granm Kot gesammelt und dann nacheinander Uber Siebe der Maschenweiten 300 pum,
150 pm, und 80 pm mit Leitungswasser gesplilt und in Eimern aufgefangen. Die Oozysten
befanden sich danach in der letzten Fraktion. Nach 2 Stunden Sedimentation wurde der
Uberstand verworfen und das Sediment mit einer gesittigten Zuckerlésung (Dichte = 1,35



g/cm?®) bis zu einer Dichte von 1,15 versetzt und in flache Schalen Uberfihrt. Die Schalen
wurden bis zum Rand gefillt und so mit Glasscheiben abgedeckt, dass diese benetzt
wurden. Die Oozysten haften an den aufgelegten Glasscheiben und kénnen abgesplilt
werden. Die gewaschenen Oozysten (400 x g, 10min) wurden mit dem gleichen Volumen
einer 4% Kaliumdichromatldsung versetzt und eine Woche bel Raumtemperatur gelagert,
bis die Sporulation beendet war. Nach der Sporulation wurden die Oozysten in frische
2%ige Kaliumdichromatldsung tberfihrt und bei 4°C aufbewahrt.

Zur Gewinnung der Sporozoiten wurde die Kaiumdichromatlésung durch Zentrifugieren
(400 x g, 10 min) entfernt. Unter Ruhren wurde das Pellet mit Hypochloritlosung (4%
freies Chlor) aufgenommen und auf Eis 20 min inkubiert. Diese Suspension wurde dann
mit destilliertem Wasser verdinnt und nochmals zentrifugiert (400 x g, 10 min). Ein
Gradient einer 60% Percoll-L6sung wurde durch Zentrifugieren bei 30000 x g fur 20 min
hergestellt und das Pdllet sodann auf diesen Gradienten aufgetragen und 20 min bel 400 x
g zentrifugiert. Das Band mit den Oozysten wurde dann auf einen 50% Percollgradienten
aufgebracht und nochmals bel 400 x g 20 min zentrifugiert. Das Oozystenpellet wurde in
steriler 0.002 M L-Cystein HCI (Serva, Heidelberg) und 0.2 M NaHCO; Losung
resuspendiert und 20 Stunden bei 37% und 100% CO,-Atmosphare inkubiert.
Anschlief3end folgte eine Zentrifugation (10 min, 500 x g) um die Oozysten zu erhalten.

Die Exzystierung erfolgte in zwei Medien.

Medium A bestand aus. 0.25% (w/v) Trypsin (Sigma, Deisenhofen), 4% Sodium
Taurodeoxycholate (Calbiochem, Bad Soden) in Hank’s balanced salt solution (HBSS)
(Sigma).

Medium B bestand aus 0.4% (w/v) Trypsin (Sigma), 8% (v/v) sterile Rindergalle in HBSS.

Unter regelmélliger mikrokopischer Kontrolle wurden die Oozysten in Medium A 30 bis
90 min inkubiert, in Medium B 4 bis 5 Stunden.

Die freien Sporozoiten wurden mit Oozysten, Sporozysten und Debris in sterilem PBS fir
10 min bei 200 x g zentrifugiert und so von diesen getrennt.

2.4.3 Infektion

Eimeria bovis-Sporozoiten wurden nach ihrer Gewinnung entweder bei —80°C oder in
flissigem Stickstoff aufbewahrt. Die Kryordhrchen enthielten 40000 bis 2 x 10°
Sporozoiten. Zur Infektion wurde fir BSLEC und BUVEC ein Inokulat von 10000 bis
100000 Sporozoiten pro Deckglas verwendet, zur Infektion von VERO-Zellen 40000 bis
100000 Sporozoiten pro Deckglas. Dazu wurden die Parasiten im Wasserbad bel 37°C
aufgetaut und mit 1 ml Kulturmedium in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Die
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Zentrifugation erfolgte 5 min bei 2000 U/min (300 x g). Der Uberstand wurde verworfen
und die Parasiten in Kulturmedium aufgenommen. Dabel variierte das Volumen des
zugesetzten Mediums nach Anzahl der Sporozoiten und der Anzahl der Deckglaschen, die
beschickt werden sollten. Nach Méglichkeit wurden 100 pl pro Well gewahlt.

2.5 Zytoske ettanfarbung

Zur Darstellung des Zytoskeletts wurden die Deckglaschen mit den Zellen in den Wells
gewaschen, fixiert, gefarbt, dann aus den Wels entfernt und auf Objekttragern in
Mountingmedium Il eingebettet (Schropfer et a. 2000).

Zur Darstellung von Mikrotubuli und azetyliertem Tubulin wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, in eiskatem Methanol fixiert, 2 x mit PBS gewaschen und 20 min lang mit
Milchpulver in PBS (3% w/v) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzublocken.
Die Antikorper wurden in der Milchpulverldsung aufgenommen und so auf die Zellen
gegeben. Die Konzentrationen waren dabel: Anti-a-Tubulin Clone DM 1A (Sigma) 1:80,
Anti-azetyliertes Tubulin Clone 611B-1 (Sigma) 1:500. Die Inkubationsdauer betrug je 1
Stunde.

Als sekundére Antikorper wurden Alexa 488 oder Alexa 350 tragende 1gGs aus der Ziege
verwandt (Molecular Probes), die gegen Maus-Immunglobuline gerichtet sind. Diese
Antikorper wurden ebenfalls in  Milchpulverlésung aufgenommen, Alexa 488 im
Verhditnis 1:200, Alexa 350 1:100. Nachdem die Zellen dreima mit PBS gewaschen
worden waren, wurden auch diese Antikorper fur eine Stunde auf den Zellen gelassen.

Die Anfabung der Aktinfilamente erfolgte mit FITC-konjugiertem Phaloidin (Sigma).
Dazu wurden die Zellen mit einer 3% Paraformaldehyd-Ldsung fur 10 min fixiert, 2 x mit
PBS gewaschen und mit einer 0,1% Triton-100-Losung fur 3 min permeabilisiert. Pro
Deckglas wurden 0,5 pug — 0,75 pg des FITC-Konjugats verwandt. Die Inkubationsdauer
betrug hierbei 45 min. Alle Inkubationsschritte wurden bel Raumtemperatur und ale
Inkubationen mit Farbstoffen zusédtzlich im Dunkeln durchgefihrt.

Zur Darstellung der DNA wurde den Proben der Farbstoff H33342 (Molecular Probes)
zugesetzt. Dazu wurden in jedes Well 1 ml PBS vorgelegt und dann 2 pl einer 10 mg/ml -
Losung des Farbstoffes fir 10 min zugegeben. Nach dem Anférben wurden die Zellen 2 x
mit PBS gewaschen und dann mit einem mowiolhatigen Einbettmedium
(Mountingmedium 1) auf Objekttrégern aufgebracht (Schropfer et a. 2000). Nachdem sie
Uber Nacht getrocknet waren, wurden die Proben an einem Laser-Konfokal-Mikroskop
(MRC 1024 BioRad) untersucht.
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2.6 Membrananféarbung

Zur Anfarbung der Zellmembran wurde der Farbstoff FM 1-43 (Molecular Probes)
verwandt.

Dieser Farbstoff durchdringt aufgrund seiner Ladung Lipidiayer nicht (Smith und Betz
1996, Schote und Seelig 1998).

Zur Farbung wurde 1 mg des Farbstoffes in 200 pul DM SO und 800 pl H,O geldst. Davon
wurden 1,5 pl-2 pl pro Well eingesetzt. Gefarbt wurden entweder bereits infizierte Zellen,
Zdlen und Parasiten ssimultan, nur Parasiten oder Zellen vor der Infektion.

Vor der Infektion wurden die Zellen 3 Stunden mit FM 143 geféarbt, dann 3 x mit PBS
gewaschen und danach die Sporozoiten zugegeben.

Be der smultanen Farbung wurde der Farbstoff zum gleichen Zeitpunkt wie die
Sporozoiten auf die Zellen gegeben.

Sollte mit geférbten Sporozoiten infiziert werden, wurden diese fur eine Stunde geférbt,
abzentrifugiert, mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und dann auf die Zellen gegeben.

Zur Kontrolle wurde ein Tell der Sporozoiten ungeférbt auf andere Zellen gegeben.

Zur Farbung infizierter Zellen wurde der Farbstoff frihestens 20 Stunden nach Zugabe der
Parasiten appliziert.

2.7 Apoptose

Zur Induktion von Apoptosen wurden Colchicin und Actinomycin D eingesetzt. Generdll
war die Einwirkzeit der Substanzen eine Stunde bel 37°C.

Nach einer Stunde wurden durch Mediumwechsel und Waschen die Substanzen wieder
entfernt. Nach 24, 48 und 72 Stunden im Brutschrank wurden dann die Zelen im
Lichtmikroskop auf Veranderungen und nach 72 h mittels Anfarbung des
Phosphatidylserins durch Annexin V (Molecular Probes) auf Apoptosen untersucht.
Colchicin und Actinomycin D wurden einmal 4 Stunden nach Infektion und einmal 7 Tage
nach Infektion zu den Zellen gegeben (Abb. E24-E31B).

Die engesetzten Konzentrationen von Colchicin und Actinomycin D snd in den
Abbildungen im Ergebnisteil angegeben.

Die Farbung des Zytoskeletts erfolgte wie oben beschrieben. Zur Farbung mit Alexa 488
konjugiertem Annexin V wurden die adhdrenten Zellen 1 x mit Annexin-Bindungspuffer
(Molecular Probes) gewaschen und jedes Deckglas mit 200 pl Annexin-Bindungspuffer
bedeckt und 10 pl Annexin V — Konjugat sowie 2 ul einer 100 mg/ml Propidiumjodid zu je
200 pl hinzugefugt. Die Inkubation betrug danach 20 min bel Raumtemperatur.
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Zusétzlich wurden auf gleiche Welse behandelte Zellen mit einem Zytometer auf Bindung
des Apoptosemarkers (Annexin V) und des Nekrosemarkers (Propidiumjodid) untersucht,
um eine quantitative Aussage Uber die apoptotischen Zellen treffen zu konnen. Dabei
wurde der Uberstand der Zellen mit allen bereits abgelosten Zellen aufgenommen, die
noch angehefteten Zellen mit Trypsin abgel6st (wie beim Subkultivieren siehe oben) und
mit dem entsprechenden Uberstand vereinigt. Danach folgte die Farbung nach Angaben
des Herstellers (Molecular Probes). Die Zellen wurden in eiskaltem PBS gewaschen, 5 min
kdt zentrifugiert (300 x g) und in 1 x Annexin-Bindungspuffer aufgenommen. Die
Zellmenge wurde auf etwa 1 x 10°/ ml eingestellt. 100 pl dieser Zellsuspension wurde mit
5 pl Alexa 488 Annexin V - Konjugat und 1 pl einer 100 pg/ml Propidiumjodid Lésung
angefarbt. Die Inkubationsdauer betrug dabel 15 min bei Raumteperatur. Anschlief3end
wurden 400 ul 1 x Annexin-Bindungspuffer zugegeben, die Proben auf Eis gestellt und

innerhalb von 5 min mit der Messung der ersten Probe begonnen.

2.8 Geréte

2.8.1 Mikroskop

Es stand ein Laser-Konfokal-Mikroskop der Marke BioRad, Typ MRC 1024, mit einem
Kryptor+lon-Laser zur Verfigung, der Lichtlinien der Wellenlangen 351 nm, 363 nm, 488
nm und 514 nm erzeugt.

Dieses System ist an en Axiovert-135M-Mikroskop der Firma Zeiss angebaut. Die
benutzten Objektive waren ein Plan NeoFluor 63 x NA 1,25 und ein Fluar 40 x NA 1,30.

Die Bilder wurden mit der Software (LaserSharp 3.1) von BioRad aufgenommen und mit
dem dazu gehdrenden Bildbearbeitungsprogramm und zusdtzlich mit dem Programm
Confocal Assistant 4.02 Uberarbeitet.

2.8.2 Durchflusszytometer

Das Zytometer stammte von der Firma Coulter, Typ EPICS™ Elite Analyser und verfiigte
Uber einen Argonlaser, der Licht der Welenlange 488 nm emittiert. Die zu messenden
Zellen liegen vereinzelt im Probengefald vor und werden durch ein spezielles Verfahren, in
dem zwei unterschiedlich schnelle Flussigkeitsstrome die Zellen einzeln am Laserstrahl
vorbeifihren, gemessen. Dabei misst das Gerdt Grofde und Granularitdt der Zellen sowie
die Fluoreszenz. Fir Fuoreszenzmessungen standen insgesamt 3 Photomultiplier mit
entsprechenden  Filtern  zur  Verfigung, so dass maximal 3 unterschiedliche
Fluoreszenzspektren, also 3 verschiedene Farben gemessen werden konnten.
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2.9 Auswahl der Schizonten

Da sich nicht ale Schizonten gleich schnell entwickeln und eventuell einige ihre
Entwicklung einstellen, aber im Zellverband verbleiben, oder erst spdter mit der
Entwicklung beginnen, wurden an den einzelnen Messtagen die am weitesten entwickelten

Schizonten gemessen.

2.10 Messen der Fluoreszenzintensitét und Statistik

Um die Verdnderungen des Zytoskeletts darzustellen, wurden die Daten digitalisiert aus
dem Computer ausgelesen. Das Messprogramm misst, wie viele Helligkeitspunkte in
einem angegebenen Areal den eingegebenen Helligkeitsstufen entsprechen. Das Programm
verfugt Uber 255 Helligkeitsstufen, O entspricht einem Pixel ohne Fluoreszenz und 254 der
hochsten messbaren Intensitét eines Pixels. Alle Messpunkte, die den Wert 254 theoretisch
Uberschreiten wirden, werden ebenfalls als Wert 254 abgespeichert. So erhdt man
letztendlich ein Kurve, in der wiedergegeben wird, wie oft der Wert 0,1,2,3..254 in dem
gemessen Areal vorhanden ist. Fir Aussagen, ob es zu einer Anderung der Fluoreszenz
kommt, wurde fir jede enzelne Kurve der Median gebildet. Dazu werden adle
Helligkeitspunkte mit ihrer Anzahl multipliziert und danach addiert. Als Bezugswert
wurde der Wert ausgewdhlt, bel dem 50% dieser Summe zum ersten Mal Uberschritten
wurden. Diese Werte wurden fur jeden Messtag bei infizierten und nicht infizierten Zellen
ermittelt und zusammengestellt. Diese Daten ergaben fur jeden Tag eine , rechtsschiefe!
Vertellung. Die Mittelwerte und deren ermittelte Standardabweichung wurden daher zur
Ermittlung der Signifikanz logarithmisch transformiert. Die statistische Auswertung wurde
von der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitét Giessen durchgefuihrt. Als statistisches
Testverfahren wurde eine zweifaktorielle Varianzanadyse angewendet. Werte mit einer
Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurden als statistisch  signifikant
eingestuft.

Die Auswertung erfolgte an gebildeten Balkendiagrammen (Abb. E1-E6).

2.11 Erstellung der Bilder und Bildverarbeitung

Diein dieser Arbeit gezeigten Fluoreszenzbilder sind mit den Programmen LaserSharp 3.1
(Bio-Rad) erstellt und bearbeitet worden. Zusétzlich wurden die Programme Powerpoint
(Microsoft) und Confocal Assistant verwendet. Zur besseren Darstellung wurden die
Bilder in Helligkeit und Kontrast verandert. Da dies keinen Einfluss auf die gespeicherten
Zahlenwerte der Fluoreszenzintensitdten hat, erfolgten ale Messungen anhand der
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Orginddaten. Diese digitale Nachbearbeitung der Bilder wurde immer so durchgeftihrt,

dass weder Information verloren ging noch hinzu kam.

— 15pm 3 — 15um

Abb. M2: In der linken Hélfte sind 4 optische Schnitte durch eineinfizierte Zelle gezeigt. In der rechten Hélfte sind 3
Schnitte und das aus den Schnitten gebildete Overlay (4) gezeigt. In dlen Féllen ist die Schnittfolge von basa nach
apika.

Die konfokale Technik ermdglicht, optische Schnitte durch das Objekt anzufertigen. Die
hier in der linken Hélfte der Abbildung M2 gezeigten Bilder sind solche Schnitte, die
durch einen Schizonten gelegt wurden. Die Reihenfolge ist von basal, Bild 1, nach apikal,
Bild 4. Erst durch diese Schnitte ist es moglich, die insgesamt drei Kammern dieses
Schizonten zu erkennen. In der rechten Hélfte der Abb. M2 gibt Bild 4, das Overlay, die
Summe der einzelnen Ubereinander gelegten Schnitte wieder wie sie in den Bildern 1-3
gezeigt sind. Auch hier ist die Schnittfolge von basal nach apikal. Die Messung der

Fluoreszenzintensitdten des Zytoskeletts wurde ausschliefdich an solchen Overlays
durchgefihrt.

Abb. M3: Gezeigt sind optische Schnitte durch einen Schizonten vor der Zusammensetzung zu einem farbigen Bild. In
der linken Halfte sind die Aufnahmen des ersten Photomulltipliers (Zytoskelett), in der rechten Halfte des zweiten
Photomultipliers (DNA) dargestellt.
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In einem Overlay waren bis zu 60 einzelne Schnittbilder enthalten. Dabei wurden die
Emissionen des Zytoskeletts und der DNA in zwei unterschiedlichen Kanédlen respektive
Photomultipliern aufgenommen. Hier sind in der linken Halfte der Abb. M3 von links nach
rechts die Schnitte 1, 3, 5, 26, 36, 50, 55 gezeigt und zuletzt das Overlay-Bild. Die
gleichen Schnitte desselben Schizonten sind in der rechten Héalfte der Abb. M3 noch
einmal dargestellt. Das letzte Bild zeigt wieder das Overlay-Bild, diesma der DNA. Den
Photomultipliern wurden Farben zugeordnet, so dass die Overlay-Bilder rote und griine
Fluoreszenz zeigen. Diese Farben stimmen nicht mit tatséchlichen Farben des emittierten
Lichts Uberein. Tatsachlich emittieren die beiden Farbstoffe, die fir die Darstellung der
Zytoskelettkomponenten eingesetzt wurden, bel rund 520 nm (Alexa 488) grin und der
DNA-Farbstoff (H33342) bel rund 430 nm blau. Der besseren Darstellung wegen wurden
aber die Farben rot fr das Zytoskelett und grin fir die DNA gewahlt.

Median der nicht infizierten Zellen (33)

11004
10004

Median der infizierten Zelle (98)
. [ infiziert

nicht infiziert

0 ‘ 50 100 150 200 250
Fluoreszenzintensitat

Anzahl der gemessenen Pixel einer Intensitat

Abb. M4: Beispid einer Messung einer infizierten Zelle (roter Pfeil) und drel nicht infizierter Zellen (griine Pfeile). Die

Kurven zeigen die gemessenen Werte und die ermittelten Mediane.

Um nun festzustellen, ob sich eine Vermehrung des Zytoskeletts nachweisen 1&sst, wurden

die zu messenden Zellen umfahren und die Intensitdt der Fluoreszenz gemessen (Abb.
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M4). Dies geschah ausschliefdlich fir die Intensitét des Zytoskeletts. Pro infizierte Zelle

wurden immer 3 nicht infizierte Zellen des gleichen Overlay-Bildes gemessen.

Dabei wird vom Computer der Intensitét eines jeden Pixels ein Zahlenwert zwischen O und

255 zugeordnet und bel der Messung neben der Intensitét auch die Haufigkeit gezahlt, mit

der diese auftritt. Im Graphen rechts sind diese Pixelverteilungen fir die infizierte Zelle

(rot und roter Pfeil im Bild links), sowie der drel nicht infizierten Zellen (griin und griine
Pfeile im Bild links) dargestellt. Fur jede Kurve wurde der Median ermittelt, die Linie,

welche die Halfte der Flache unter der gedachten Kurve angibt. Da in den wenigsten Féllen

dabel ein Intensitdtsmesspunkt genau erreicht wurde, wurde immer der nachst hthere

Messpunkt gewertet.

Beispiel einer solchen Tabelle:

Tab. M1: Tabelle zur Ermittlung eines Medians, dem Wert, der auf oder gerade Uber Summe/2 liegt. In
diesem Beispiel ist der Median 100.

Helligkeits- Anzahl der Pixel des | Nicht |Helligkeitsintensitaswert x
intensitétswert der entsprechenden genutzter | Anzahl der entsprechenden|  Addition der
Pixel Intensitétswertes Kand Pixel Helligkeitswerte
98 285 0 27930 2213858
99 272 0 26928 2240786
100 280 0 28000 2268786 |Median
101 257 1 25957 2294743
102 281 0 28662 2323405
103 255 0 26265 2349670
249 10 0 2490 4516555
250 7 0 1750 4518305
251 7 0 1757 4520062
252 8 0 2016 4522078
253 7 0 1771 4523849
254 17 0 4318 4528167
255 0 0 0 4528167
Summe 4528167
Summe/ 2 2264083,5
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Dieser Ausschnitt einer solchen Werte-Tabelle (Tab. M1) zeigt in der linken Spalte die
Intensitétswerte (1-255), in der Spalte daneben deren Haufigkeit im Kana fur die
Fluoreszenintensitdten des Zytoskeletts, in der Mitte die der DNA (wird nicht
berlicksichtigt), Spate 4 zeigt das Produkt aus Intensitét x Haufigkeit, und die rechte
Spalte addiert die einzelnen Produkte. Die Héfte der so erhaltenen Zahl entspricht dem
Median der Kurve. Da dieser Punkt einer ganzen Zahl entsprechen muss, wurde immer
aufgerundet.

Abb. M5: Fluoreszenzbild und Lichtbild eines Schizonten mit Merozoiten.

Im ldedfal lassen sich die Merozoiten auch in einem Lichtbild (Abb. M5 rechts)
erkennen. Die auf Fluoreszenzaufnahmen ausgelegten Objektive zeigen im normalen
Durchlicht einige Schwéchen. Trotzdem sind hier der Schizont und besonders die dicht
gepackten Merozoiten zu erkennen. Der Vergleich dieser beiden Bilder in Abb. M5 zeigt
deutlich, wie akkurat die Overlays die Schizonten nachzeichnen, und verdeutlicht die
Uberlegenheit der konfokalen Methode.

Der hier gezeigte Schizont entstand durch die Infektion von BUVEC mit Eimeria bovis-
Sporozoiten. Er wurde 20 Tage nach der Infektion aufgenommen. Das Durchlichtbild
wurde vom bereits fixierten und geféarbten Préparat angefertigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Zellen (allgemeine Beobachtungen)

Die in dieser Arbeit verwendeten BSLEC und BUVEC wuchsen sowohl auf Glas als auch
auf dem Kunststoff der Firma Nunc an, alerdings erst, wenn FCS-haltiges Medium
mindestens 20 min vorher in die Kulturgefél3e ausgebracht wurde.

Beide Zdlllinien lassen sich mikroskopisch nicht voneinander unterscheiden. Allerdings
muldten BSLEC in einer hoheren Dichte in die Kulturgefél3e eingebracht werden, um ein
Wachstum zu gewéhrleisten. Den Status eines konfluenten Monolayers (Zellen haben den
Untergrund komplett bewachsen, jede Zdle steht mit anderen Zellen in engem Kontakt
und sie bilden gemeinsame Zellgrenzen aus) hielten BSLEC alerdings langer aus als
BUVEC, bevor sich die Zellen dann grof3flachig ablosten. Dabel war auffallig, dass die
BUVEC dazu neigten, sch wie eine Gummimembran zusammenzuziehen. Wurde der
Monolayer zu at oder an einer Stelle leicht eingerissen, zog sich der Zellverband zu
Zdlhaufen zusammen, die zumeist eine Spindelform aufwiesen. Diese Gebilde waren dann
am Rand der Kulturgefél3e zu finden. Dabei spielte es keine Rolle, ob infizierte Zellen
dazwischen waren oder nicht.

Als Einzelzellen wiesen BSLEC und BUVEC zumeist eine elongierte Form auf. Das heil¥,
eine gedachte Achse durch die Zelle ist deutlich langer als eine andere, die im rechten
Winkel dazu verlauft. Bel vielen Zellen war diese Form auch noch in einem Monolayer
erhalten. Diese dichten elongierten Zellen hatten dabel nur in begrenzten Bereichen
dieselbe Ausrichtung. Allerdings wiesen nicht ale Zellen diese elongierte Form auf.
Sowohl bei BSLEC as auch bei BUVEC kamen im konfluenten Monolayer auch Zellen
mit einer polygonen Form vor.

Mit zunehmender Passagenanzahl - as eine Passage zahlt jede Subkultivierung (siehe
Materialien und Methoden) - ging bel beiden Zellinien die elongierte Form verloren und
es bildeten sich mehr und mehr sehr grofie, fast kreisformige Zellen mit einem zentralen
Kern. Der Grad der Vakuoliserung der Zellen nahm dabei stark zu. Diese Erscheinungen
hatten anfangs noch keinen Einflul auf die Infektionsraten, alerdings nahmen letztere
gpater stark ab. Deshalb wurden keine Versuche mit haufiger als 12x passagierten Zellen
durchgefihrt. Leichte Unterschiede im Wachstumsverhalten gab es zwischen den
einzelnen Chargen der Zellen. So gab es, abhéngig von der Isolierung des Zellmaterials,
BSLEC und BUVEC, die besser oder schlechter anwuchsen als andere Chargen. Fir die
Versuche, die in dieser Arbeit durchgeftihrt wurden, spielten diese Unterschiede allerdings

keine Rolle.
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VERO-Zdlen benttigten keine Vorbehandlung der Kulturgefde. Sie wuchsen bel sehr
geringer Zellzahl an und bildeten konfluente Monolayer. VERO-Zellen sind sehr viel
kleiner als BSLEC oder BUVEC und man erhdlt in Kulturflaschen mit derselben Grof3e
deutlich mehr Zellen. Ihre typische Zellform ist polygona. Wird der Monolayer bel
VERO-Zdlen zu dt, bilden sich auf Glas und Plastik sogenannte Dome (mehrere
zusammenhdngende Zellen die sich vom Untergrund blasenférmig abheben). Diese
Erscheinung ist fur andere Zellen bereits beschrieben und auf lonen und Wassertransport
solcher Zellen auf die basale Seite zuriickzuftihren (Dorrenhaus et a. 2000, Taub und Sato
1980).

Eimeria bovis-Sporozoiten infizieren die drel Zellarten mit unterschiedlicher Effizienz. Am
wenigsten anfdlig sind VERO-Zdlen. Unterschiede zwischen BSLEC und BUVEC sind
gering. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Infektionsraten nicht ausgezahlt, die
Infektionsrate war generell sehr gering und lag bel etwa 1/1000. Bei Inokulaten von 40000
bis 120000 Sporozoiten kam es zur Entwicklung von etwa 20 bis 50 Schizonten. Davon
enthielt 20 Tage nach der Infektion auch wieder nur eine geringe Anzahl Merozoiten. In
Faschen kénnen alerdings Infektionsraten von bis zu 12% erreicht werden (Hermosilla et
al. 2002). In den hier verwendeten 4-Wells wurde diese Rate nicht erreicht. Grolere
Volumina der Kulturgefél3e erhGhen die Infektionsraten aus bisher ungeklarten Grinden
(Hermosilla et a. 2002). Die besten Infektionsraten erhdt man mit Sporozoiten, die vor der
Infektion nicht eingefroren waren. Die Infektionsrate hing nicht zuletzt von der Charge der
isolierten Sporozoiten ab.

Die schlechtere Infektionsrate bei VERO-Zéllen ist hingegen signifikant. Infizierte Zellen
sind aufgrund der grof3en parasitdren Vakuole leicht zu erkennen, auch wenn noch viele,

nicht in die Zellen eingedrungene Sporozoiten auf den Zellen lagen.

Wurden die Sporozoiten auf die Zellen gegeben, so fingen sie erst nach einer gewissen Zeit
an, sich zu bewegen. Das Eindringen in die Zellen erfolgte dann relativ rasch. Die Zeiten
dafir reichten von etwa 2 Sekunden bis etwa eine Minute, und sind von Fleyer und
Hammund schon 1967 ermittelt worden. Sie konnten in dieser Arbeit bestétigt werden.
Auch dass Sporozoiten die Zellen wieder verlieffen und in andere Zellen wieder
eindrangen, konnte beobachtet werden. Dieses geschah in seltenen Féllen innerhalb der
Zeit, in der die Infizierungen beobachtet wurden, und vor alem nach Zugabe des
lonophors A23187 (10 pumol) und von Nicotin-di-d-tartrat (0,5 - 1 mmol). Nach Zugabe
dieser Detergenzien verlief3en Sporozoiten selbst 20 Tage nach Infektion die BSLEC und
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VERO-Zéllen. Dies zeigt deutlich, dass erstens die Sporozoiten in VERO-Zéellen langere
Zeit vital bleiben, auch wenn es zu keiner Weiterentwicklung zum Schizonten kommt, und
dass zweitens sich entweder nicht alle vitalen Sporozoiten gleichzeitig in BSLEC
entwickeln (Wartestadien) bzw. dass es moglicherweise bewegungsféhige, aber
entwicklungsunfahige Sporozoiten gibt (Abb. E22).

In VERO-Zéllen war die parasitophore Vakuole bereits nach vier Stunden deutlich zu
sehen und blieb Uber 20 Tage erhalten. Wurde der Zellverband sehr dicht, nahm der
Durchmesser der Vakuolen ab. Dabei ist zu bedenken, dass im dichten Zellverband die

einzelnen Zellen immer weniger Flache einnehmen.

3.2 FHuoreszenzintensitdten der Zytoskel ettkomponenten

Die Darstellung der Fluoreszenzintensitdten bei BSLEC und BUVEC zeigt deutlich, dass
mit zunehmender Infektionsdauer und Reifung des Schizonten die gemessenen Intensitéten
sich im Vergleich zu den nicht infizierten Zellen erhdhten. Damit ist gezeigt, dass es
einhergehend mit der Entwicklung des Parasiten zu ener Vermehrung von Aktin,
Mikrotubuli und azetylierten Mikrotubuli in den infizierten Zellen kam. Diese Zunahme
wurde erst nach dem zehnten Infektionstag deutlich. Bis etwa zum sechsten Tag kam es zu
keiner Veranderung des Zytoskeletts. Erst bei der Umwandlung des Sporozoiten zum
Trophozoit liefRen sich Veranderungen erkennen, aber nicht messen. Da die Messungen
immer die ganze Zelle einschlossen, trat das Phanomen auf, dass eine Vermehrung der
Zytoskelettkomponenten um den Parasiten herum und die durch den Parasiten gebildete
Aussparung sich in den Intensitdten gegenseitig aufhoben (Abb. E12, E14, E17). Haufig
kam es zu dieser Zeit zu einer Verformung des Zellkerns. Diese Verformung des Zdllkerns
lield sich auch bei VERO-Zéellen erkennen und ist hier nur auf die parasitophore Vakuole

zuriickzufuhren.

Die Anzahl der Messungen sind in Tabelle E1 aufgefihrt.

Tab. E1: Durchgefiihrte Messungen

a-Tubulin 20Tagen=22 15Tagen=17 8Tagen=25 3Tagen=17
azetyliertes Tubulin 20Tagen=17 15Tagen=9 8 Tagen=23 3Tagen=14
Aktin 20Tagen=19 15Tagen=12 8Tagen=22 3Tagen=17
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Abb. E1: Fluoreszenzmessung des a-Tubulins infizierter (gestreift) und nicht infizierter (weily) BSLEC an den Tagen 3,

8, 15, 20 nach der Infektion — post infectionem ( p.i.) Sterne und Klammern in dem Balkendiagramm zeigen statistisch

relevante Unterschiede.
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Abb. E2: Fluoreszenzmessung des azetylierten Tubulins infizierter (gestreift) und nicht infizierter (weif3) BSLEC an den

Tagen 3, 8, 15, 20 p.i. Sterne und Klammernin dem Balkendiagramm zeigen statistisch relevante Unterschiede.
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Abb. E3: Fluoreszenzmessung des Aktins infizierter (gestreift) und nicht infizierter (weif3) BSLEC an den Tagen 3, 8, 15,
20 p.i. Sterne und Klammernin dem Bakendiagramm zeigen statistisch relevante Unterschiede.

Die Bakendiagramme zeigen die Fluoreszenzintensitdten von infizierten Zellen (linke
Balken) und nicht infizierten Zellen (rechte Baken) zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Infektion mit Eimeria bovis-Sporozoiten. Aufgrund der Anférbung durch spezifische
Antikorper gegen a-Tubulin, azetyliertes Tubulin und des spezifisch an filamentdses Aktin
bindenden Phalloidins lief? sich hier eine Zunahme adler drei Komponenten wéahrend der
Entwicklung des Parasiten vom Sporozoiten hin zum Schizonten zeigen. Der Unterschied
von infizierten zu nicht infizierten Zellen fiel 20 Tage nach der Infektion am grofdten aus.
Etwas geringer waren die Unterschiede 15 Tage nach der Infektion. Dies galt sowohl fir
a-Tubulin und azetyliertes Tubulin as auch fir die Aktinfilamente.

Am achten Tag der Infektion trat in allen drei Féllen ein Phanomen auf, das sich mit der
Messung der Fluoreszenzintensitét der ganzen Zelle nicht darstellen lief3: Eine moégliche
Vermehrung des Zytoskeletts am Rande der parasitéren Vakuole wurde durch die
Aussparung im Zytoskelett, die durch die Volumenzunahme der Vakuole verursacht
wurde, Uberdeckt (Abb. E12 und Abb. E14). Von ener zusdtzlichen Intensitdtsmessung um
den Parasiten herum wurde abgesehen, da in jeder Zelle Stellen mit héherer und niedriger
Fluoreszenzintensitdt vorkamen und damit ein Vergleich mit einer nicht infizierten Zelle

nicht aussagefahig war.
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Die Sterne und Klammern in den Balkendiagrammen zeigen auf, wo es dtatistisch
relevante Unterschiede gab. So sind innerhalb der Messtage 15 und 20 die Unterschiede
zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen sowie die Zunahme der
Huoreszenzintensitdt zwischen Tag 20 und Tag 15 gegenlber den Messtagen 3 und 8
Satistisch relevant und besitzen eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p< 0,0001.
Eine Ausnahme liegt bei den p-Werten fur azetyliertes Tubulin vor. Zwischen den
Messtagen gilt p = 0,0079, fur die Unterschiede infizierter und nicht infizierter Zellen ist
auch hier p< 0,0001.

Quotient aus infizierten und nicht infizierten Zellen

3 |8 Tubulin
2,5 — |0 acet Tubulin
2 [— |0 Aktin

1 4 —
i1 i
0' T T T 1

3T.p.i. 8 T.p.i. 15 T.p.i. 20 T.p.i.

Abb. E4: Quotienten aus den Daten der Abb. E1, E2 und E3.

Die Abb. E4 veranschaulicht den Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten
Zellen. Man erkennt, dass die Werte an den Tagen 3 und 8 etwa bel 1 lagen, es also noch
keine Unterschiede gab und bel den Tagen 15 und 20 die Unterschiede immer grof3er

wurden.

Im Gegensatz dazu kam es in den VERO-Zélen nicht zu einer Vermehrung von Aktin oder
Tubulin.
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Abb. E5a: Fluoreszenzmessung des a-Tubulins von infizierten (inf) und nicht infizierten (ninf) VERO-Zédllen an den

Tagen 2,5 p.i.
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Abb. E5b: Fluoreszenzmessung des Aktins von infizierten (inf) und nicht infizierten (ninf) VERO-Zellen an den Tagen

1,5pi.

Azetyliertes Tubulin wurde in VERO-Z€ellen nur am Tag eins gemessen. Da hier der
Vergleich mit einem welteren Tag fehlt, ist diese Messung nicht statistisch bearbeitet
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worden. Die Mittelwerte und deren Standardfehler von infizierten und nicht infizierten
Zellen waren aber beinahe identisch.

1 Mittelwert
70 - infiziert nicht infiziert

60

501 T
40—_ l

30

Bl

20

10

Fluoreszenzintensitat

azetyliertes Tubulin
1 Tag nach Infektion n=9

Abb. E5c: Fluoreszenzmessung des azetylierten Tubulins von infizierten und nicht infizierten VERO-Zellen am Tag 1
pi.

Es sa hier erwahnt, dass es aufgrund der fehlenden Weiterentwicklung von Eimeria bovis-
Sporozoiten in den VERO-Zellen zu keiner Veranderung der parasitophoren Vakuole (PV)

kam. Dies galt fur den gesamten Zeitraum der Infektion bis zu Tag 20.

3.3 Konfokalaufnahmen
Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen die Ergebnisse, die in den

Balkendiagrammen dargestellt wurden.
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Abb. E6: Infizierte VERO-Zellen mit angeférbten Kernen sowie in Bild 1) Aktin und PV (gelber Pfeil), Bild 2) Aktin, PV
(gelber Pfeil) und Mitose (schwarzer Pfeil), Bild 3) azetyliertes Tubulin, PV (gelber Pfeil) mit Sporozoit, Bild 4) Tubulin,
PV (gelber Pfeil) und Mitosen (schwarzer Pfeil).

In Abb. E6 zeigt Bild 1 VERO-Z€llen einen Tag nach der Infektion. Eine parasitophore
Vakuole ist in der Mitte des Bildes sichtbar. Das filamentdse Aktin wurde mit FITC
konjugiertem Phaloidin angeféarbt. Bild 2 zeigt ebenfalls eine PV in der Zelle links neben
der Mitose. Die auseinandergezogenen Chromosomen sind deutlich zu erkennen. Diese
Zellen sind ebenso mit Phalloidin gefarbt. Bild 3 zeigt eine PV, wie sie sich bel ener
Anféarbung des azetylierten Tubulins darstellt. Innerhalb der PV ist sogar der Sporozoit zu
erkennen. Azetyliertes Tubulin liegt in einem dichten Zelllayer nur in geringem Mal3e vor.
Bild 4 zeigt das a-Tubulin der VERO-Zéellen. Deutlich sind die grof3e PV und die Mitosen
zu erkennen.

In allen Falen zeigte sich, dass es zu keiner signifikanten Vermehrung des Zytoskel etts bei
VERO-Zéellen um die parasitére Vakuole (PV) kam (siehe Abb. E5a, E5b, E5C).

Wie in den VERO-Zdlen lagen auch in den BSLEC und BUVEC die eingedrungenen
Sporozoiten meist neben dem Zellkern. Allerdings bietet die Vakuole in den VERO-Zéllen
Platz und Gelegenheit fir den Sporozoiten, sich zu bewegen, und so findet man diese
Sporozoiten kel langerer Beobachtung an verschiedenen Stellen innerhab der Vakuole. In
den Endothelzellen blieben die Sporozoiten etwa 6 bis 8 Tage deutlich sichtbar. Danach
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rundeten sie sich ab, wurden zu Trophozoiten und entwickelten sich weiter zu Schizonten.
Sie waren dann in einem normalen Lichtmikroskop nur schwer zu erkennen. Mit
fortschreitender Entwicklung erreichten die Schizonten dann Grofen von tber 100 um und

waren mit blof3em Auge auszumachen.

Die Farbung mit dem DNA Farbstoff H33342, der in der kleinen Furche der DNA a-Helix
bindet (Satz et al. 2001, Molcular Probes Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals 1999), farbte neben den Zellkernen der Wirtszellen auch den Kern der
Sporozoiten (besonders deutlich Abb. E15 und E16). Damit konnte gezeigt werden, dass
die Sporozoiten meist in der Néhe des Wirtszellkerns lagen. In infizierten VERO-Zellen
war der Wirtszellkern meist halbmondférmig deformiert. In BSLEC oder BUVEC trat eine
Deformation des Kerns mit der Entwicklung des Schizonten auf und war dann ebenfalls
meist habmondformig (z.B. Abb. E31B). Be fortschreitender Grolenzunahme des
Schizonten wurde die Position des Wirtszellkerns aus dem zentralen Bereich der Zelle
hinaus verlagert. Der Kern konnte sich dann lateral oder basal vom Schizonten befinden. In
Ausnahmefdlen wurden in dieser Arbeit Kerne apika von Schizonten entdeckt. Infizierte
Zéellen, die scheinbar mehrere Wirtszellkerne oder keinen Wirtszellkern aufwiesen, traten
ebenfals auf (Abb. E9, E11). Trotz der konfokalen Lasertechnik lief3en sich in diesen
seltenen Félen die Kerne nicht eindeutig zuordnen oder nicht finden. Durch das Anférben
der DNA konnte man Apoptosen und Mitosen endeutig von infizierten Zellen
unterscheiden.

Im Laufe der Entwicklung lie3 sich, mit den gewdhlten Bedingungen, nach der
Umwandlung vom Sporozoiten zum Trophozoiten keine DNA innerhalb des Schizonten
anfarben. Erst mit der fortschreitenden Entwicklung der Merozoiten innerhab des
Schizonten lief3en sich deren Kerne anférben. So wurde hier am 8. Tag keine DNA in
Trophozoiten gefunden (Abb. E12). Am 15. Tag konnte dann in einigen wenigen
Schizonten die DNA sichtbar gemacht werden (Abb. E15).
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3.3.1 Zytoskel ettdarstel lungen

Abb. E7: Schizonten in BSLEC 20 Tage p.i. mit Kernférbung und Kernférbung der Merozoiten (gelbe Pfeile), Bild 1)
Tubulin, Bild 2) azetyliertes Tubulin, Bild 3) Tubulin, Bild 4) azetyliertes Tubulin.

In Abb. E7 sind jeweils ein langlicher und ein runder Schizont dargestellt. Die BSLEC sind
20 Tage nach der Infektion gegen a-Tubulin (1 und 3) und azetyliertes Tubulin (2 und 4)
geféarbt. In alen Falen ist die DNA des Eimeria bovis-Schizonten zu erkennen. Kerne und
Schizontenr-DNA sind mit H33342 gefarbt. Bel diesen Bildern entspricht eine Seite des
Quadrates 184 pm.

Esfélt auf, dass bel der Farbung gegen azetyliertes Tubulin , Kapsel-ghnliche* Strukturen

auftraten, die bei Farbungen gegen a-Tubulin nicht vorkamen.
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Abb. E8: Schizonten 20 Tage p.i. mit Kernférbung, im Querschnitt Bild 1) und Bild 2) sowiein Aufsicht Bild 3) und Bild
4). Die gelben Linien représentieren die jeweilige Schnittlinie. Die Pfeile deuten auf eine weitere Mikrotubulischicht hin.

Abb. E8: Eimeria bovis-Schizonten, wie sie sich 20 Tage nach Infektion darstellen.

Oben ist ein jewelliger vertikaler Schnitt durch den Schizonten gezeigt. Es falt auf, dass es
eventudl zwel Mikrotubulischichten gibt (Pfeile). Das kdnnte bedeuten, dass eine von der
Wirtszelle stammt und die andere vom Parasiten induziert wéare. Oder dass es einmal
Mikrotubuli um die Vakuole herum gibt, und wenn die Zelle noch Uber genug Zytoplasma
oberhalb des Schizonten verfugt, ein ,normales’, fur die Zelle notwendiges
Mikrotubuliskel ett erhalten bleibt.
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Abb. E9: Schizonten 20 Tage p.i. Kern- und Aktinférbung. Alle Bilder mit gleicher VergroRerung. Dies zeigt die
vidfdtigen Erscheinugsformen der Schizonten. Bild 3) zeigt eine scheinbar mehrkernige infizierte Zelle.

Abb. E9: Aktindarstellung von Schizonten 20 Tage nach Infektion. Diese vier Aufnahmen
zeigen deutlich die Vidfétigkeit der Schizontenformen und Groféen. Auffallig ist die grofie
Helligkeit der Schizonten. Hier war es nicht mdglich, die nicht infizierten Zellen in
entsprechender Deutlichkeit darzustellen. Vor allem in den Bildern 3 und 4 (Abb. E9) ist
die DNA der Merozoiten innerhalb des Schizonten deutlich zu erkennen. In alen Falen
betrégt die Breite eines Bildes 184 um.
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Abb. E10: Schizonten 15 Tage p.i. Tubulin- und Kernférbung. Die DNA der Merozoiten ist nur im Ansatz zu erkennen.
Bild 1) bel der Projektion beider Kanéle Ubereinander ist die DNA der Merozoiten kaum zu erkennen. Bild 2)
zweikammriger Schizont, Bild 3) Kana der DNA FHuoreszenz in Grauttnen und Bild 4) in der zur Darstellung

ausgewahlten Farbe.

Abb. E10: Eimeria bovis-Schizonten am 15. Tag nach der Infektion. Bereits zu diesem
Zeitpunkt liefen sich Schizonten erkennen, in denen die DNA der sich bildenden
Merozoiten darzustellen ist. In Bild 1 (Abb. E10) zeigt sich der Schizont in der
doppelkernigen Zelle durch eine Vermehrung der Mikrotubuli in der ganzen Zelle und
besonders deutlich um den Parasiten herum (Pfell). Die DNA der Parasiten ist auf dem
Bild darunter noch einmal explizit dargestellt (Pfeil). In Bild 2 (Abb. E10) ist ein Schizont
mit zwel Kammern dargestellt. Ob solche Kammern auf ene Doppdinfektion
zuriickzufihren sind oder auch von einem Sporozoiten allein erzeugt werden konnen, ist
unbekannt.
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'
1 2
/ "
¢ 74
3 4
Abb. E11: Schizonten 15 Tage p.i. Angeférbt sind die Kerne und azetyliertes Tubulin in Bild 1) und Bild 2), Kerne und
Tubulin in Bild 3) und Bild 4). In Bild 3) ist der Kern der Wirtszelle nicht eindeutig dem Schizonten zuzuordnen. In Bild

4) liegen die Kerne unterhalb des Schizonten. Es sieht auch in den einzelnen Schnitten so aus a's hétte dieser Schizont

keinen Wirtszdl lkern.

Abb. E11: Schizonten am 15. Tag nach der Infektion. In der Relthe oben (1 und 2) ist
azetyliertes Tubulin gezeigt, darunter (3 und 4) Aktin. Es zeigte sich deutlich, vor allem
auch im Vergleich mit a-Tubulin, dass azetyliertes Tubulin eher noch punktuell auftrat.
Trotzdem ist die Vermehrung des azetylierten Tubulins besonders deutlich, da in einem
dichten Zellverband das azetylierte Tubulin fast nicht mehr anzuféarben war.

Die DNA war unterschiedlich in den Schizonten verteilt. So ist auf dem Bild 2) nur ein
kleiner griner Punkt auszumachen, der die Parasiten-DNA darstellt. In Bild 3) sind sowohl
bei dem kleinen Schizonten (Mitte) als auch bel dem grof3en Schizonten keine Parasiten
DNA zu erkennen. Hingegen ist bel den belden anderen Bildern eine starke Parasiter DNA
Anférbung zu erkennen.

Die Grole des Schizonten war somit nicht unbedingt ausschlaggebend fir den
Entwicklungsstand des Parasiten.
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Abb. E12: Bild 1 bis 3 Aktin- und Kernférbung in BSLEC 8 Tage p.i. Bild 4) nur Aktin eines optischen Schnittes aus
Bild 2). Dieser optische Schnitt zeigt die parasitophore VVakuole, die im Overlay nicht erkennbar ist. Die Pfeile weisen
auf die Parasiten.

Abb. E12: Unterschiedliche Trophozoiten von Eimeria bovis 8 Tage nach der Infektion
von BSLEC. Am einfachsten waren diese zu erkennen, wenn sie sich wie im Bild 1)
darstellten. Man erkennt hier eine dunkle Aussparung direkt am Kern. Schwieriger wird es,
wenn sich Aktin auch Uber dem Trophozoiten bildet oder verbleibt Bild 2) (Abb. E12).
Direkt darunter befindet sich ein optischer Schnitt aus dieser Messung. Auch hier ist diese
Aussparung zu erkennen (Bild 4). In einigen Falen entwickelte sich sogar relativ viel
Aktin um den Trophozoiten herum. Trotzdem kam es insgesamt zu keiner eindeutigen
Vermehrung des Aktinsin solchen Zellen.
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Abb. E13: Sporozoiten 3 Tage p.i. oben und 8 Tage p.i. unten in BSLEC. Alle Bilder Tubulin- und Kernférbung. Diese
Bilder zeigen, dass es zu keiner Vermehrung der Mikrotubuli um die Sporozoiten herum kommt. Sporozoiten sind durch
die Pfeile gekennzeichnet.

Abb. E13: Oben: Eimeria bovis-Sporozoiten 3 Tage nach der Infektion. Man erkennt die
Sporozoiten an einer Aussparung im Zytoskelett und an ihrem geférbten Kern.

Darunter die Situation 8 Tage nach Infektion. Die distinkten kleinen Kerne der Sporozoiten
waren kaum mehr zu férben, auch be leicht erhdhter H33342 Konzentration nicht. Es
entwickelten sich grofere Aussparungen im Zytoskelett, die zum Tell auch Uberdeckt sein
konnten. In dieser Hinsicht unterscheiden sich Mikrotubuli und Aktinfilamente nicht

vone hander.
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Abb. E14: Aktinférbung 10 Tage nach Infektion in BSLEC. Nur im Schnitt (links) ist die VVakuole zu erkennen.

Nach zehn Tagen stellen sich die Schizonten noch in der Weise dar wie in Abb. E14
beschrieben. Nur durch die Mdglichkeit des Konfokal-Mikroskopes, optische Schnitte
anzufertigen, waren diese jungen Schizonten abzubilden.

Abb. E15: Aktinférbung in BSLEC, 8 Tage p.i. oben und 3 Tage p.i. unten. Am 8. Tag sind die Parasiten fast nicht mehr
zu erkennen (gelbe Pfeile). Am 3. Tag sind die Sporozoiten (weil3e Pfeile) noch gut erkennbar.
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Abb. E15 zeigt oben 8 Tage unten 3 Tage p.i. Diese Bilder vermitteln den Eindruck, dass
die Sporozoiten plotzlich verschwinden um dann bel den Messungen am Tag 15 as
Schizonten wieder zu erscheinen. Das Auffinden von Parasiten am 8. Tag war sehr viel

schwieriger as die Stadien an den anderen Messtagen aufzufinden. Siehe auch Abb. E14.

Abb. E16: Azetyliertes Tubulin oben und a-Tubulin unten 3 Tage p.i. in BSLEC. Die Sporozoiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

Abb. E16: Sporozoiten 3 Tage nach der Infektion. Oben ist azetyliertes Tubulin geférbt,
unten a- Tubulin. In alen Féllen ist der Kern der Sporozoiten zu erkennen (Pfeile). Lagen
die Zelen noch nicht in einem dichten Verband vor, war der Anteil des azetylierten
Tubulins hoher als in dichter gewachsenen Zellen. In einigen Fallen wie in dem Bild 1)
war dann das azetylierte Tubulin kaum vom a- Tubulin zu unterscheiden. In Bild 2) sind
hingegen kaum tubulére Strukturen zu erkennen. Das Bild 3) zeigt eine doppelte Infektion.
Zwei Sporozoiten haben diese Zelle infiziert und sich parallel angeordnet. Auf Bild 4) ist
ein Sporozoit in hoherer VergrofRerung zu sehen. Die Mikrotubuli, die man hier Gber dem
Sporozoiten sieht, liegen basal, da die Reihenfolge der Aufnahmen hier von basa nach
apikal verlauft.

In keinem der Félle war eine Vermehrung des Zytoskel etts festzustellen.
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Abb. E17: Azetyliertes Tubulin 8 Tage p.i. Die unterschiedlichen Erscheinungsformen der Trophozoiten sind durch
Pfeile markiert.

Abb. E17 zeigt Schizonten am 8. Tag nach Infektion, gleich Trophozoiten. Dargestellt
durch Farbung von azetyliertem Tubulin. Die Schizonten stellen sich folgendermal3en dar:
als recht kompakte Farbung (Bild 1), als Stelle intensiver geféarbter azetylierter
Mikrotubuli, die einzelnen Mikrotubuli sind dabel zu erkennen (Bild 2), oder as
Aussparungen wie im Bild 3) zu sehen. Diese unterschiedlichen Erscheinungsformen

erschwerten das Auffinden der Parasiten in diesem Entwicklungsstadium.

3.3.2 Membrananfarbung

Bem Anfarben von Zdlen mit dem Farbstoff FM 1-43 zeigte sich, dass sich die
Vakuolenmembran mit dieser Methode as Trennmembran darstellen l&sst. Farbte man
bereits infizierte Zellen, lief3en sich die Eimeria-Sporozoiten innerhalb der Vakuole nicht
anfarben (Abb. E21). Da die Sporozoiten eine sehr hohe Affinité zu diesem Farbstoff
zeigten, kann dies as sicherer Hinwels gelten, dass es zu keiner Vesikelverschmel zung mit
der Vakuolenmembran kam. Mit diesem Farbstoff lief3en sich Sporozoiten anférben, ohne
dass deren Infektionsfahigkeit verloren ging. Allerdings lief3 sich bel Versuchen, bei denen
gefarbte Sporozoiten zu den VERO-Zellen gegeben wurden, Uberflissiger Farbstoff nicht
soweit von den Sporozoiten entfernen, dass das Anférben der VERO-Zdllen zu unterbinden

war. Zum vollstandigen Entfernen wéaren deutlich mehr Zentrifugationsschritte nétig, diese
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beintréchtigen aber die Infektionsfahigkeit der Sporozoiten. Fir die sehr eng an den

Sporozoiten anliegenden Vakuolen in BSLEC und BUVEC war diese Methode weniger

gut geeignet.

Abb. E18: Fluoreszenzbild von VERO-Zellen und E. bovis
Sporozoiten nach einer gleichzeitigen Anférbung mit dem
Farbstoff FM 1-43 (links) und rechtsist die selbe Stelleim
Lichtbild gezeigt.

Abb. E19: Fluoreszenzbild von VERO-Zellen und E. bovis
Sporozoiten nach Zugabe von vorab mit FM 1-43 geférbten
Sporozoiten.

Abb. E20: Infektion von bereits mit FM 1-43 geféarbten
VERO-Zéellen.

Abb. E18: VERO-Zdlen und Parasiten
snd zeitgleich angefarbt. Man erkennt
deutlich, dass die Parasiten angeféarbt sind.
Daraus ergibt sich, dass die Sporozoiten
mit dem Farbstoff auf ihrer Oberflache in
der Lage waren, in die Zelle einzudringen.

Abb. E19: Hier wurden die Parasiten erst
mit FM 1-43 angeféarbt und dann zu den
Zellen gegeben. Dies zeigt die Vitalitét der
Parasiten trotz der Anférbung. Bel dieser
Anfarbemethode befand sich  offen
schtlich genug Farbstoff im System, um
die Zellen auch noch anzuférben.

Abb. E20: Wurden die Zellen vor der
Infektion geférbt, nahmen die Sporozoiten
beim Eindringen in die Zelle den Farbstoff
an und leuchteten daher innerhalb der
Vakuole. Die Farbung der Vakuolen
membran erschien allerdings bel allen
angewandten Verfahren gleich.
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Abb. E21: Hier sind die infizierten Zellen
gefarbt worden. Die Parasiten lassen sich
innerhab der Vakuole nicht mehr
anfarben. Die Pfelle deuten auf die
Parasiten. Die zwei Sporozoiten, die nicht
in ener Vakuole liegen, sind deutlich
gefarbt (offene Pfelle). Mit K sind die
Kerne der Zellen markiert.

Abb. E22: Diese Abbildung zeigt den
Egress von Eimeria bovis-Sporozoiten
nach der Zugabe des Caciumionophors
A23187. Man erkennt deutlich, dass die
Parasiten sich durch die Vakuolen
membran  hindurchzwdngen (Bild  3).
Dieser Egress konnte noch 20 Tage nach
der Infektion induziert werden, ein Beleg,
dass die Sporozoiten noch lange in den
VERO-Zellen lebensfahig waren, obwohl
se sich nicht weiterentwickelten. Die
Abbildung zeigt einen Egress 72 Stunden
nach Infektion mit geférbten Sporozoiten.

Abb. E22: Egress von Sporozoiten nach Gabe des Dies ist ein Beleg, dass die Vitalitat der

Calciumionophors A23187. Die Pfeile markieren die S?OrO_ZO't?n n_'Cht _Wesent_“Ch beeli_'l-
Sporozoiten nach dem Verlassen der Vakuole. tra_ChUgt Ist. D'_e Pfeile weisen auf die
beiden Sporozoiten nach dem Verlassen

der Vakuole. Diese bleibt nach dem Egress
erhalten. Die gefarbten Sporozoiten sind in
Abb. E23 zu sehen.

Abb.E23: Geférbte Parasiten, 72 Stunden
nach Infektion. Hier sind die Sporozoiten
vor Zugabe des lonophors A23187
gezeigt. Die Pfeile deuten auf die
geférbten Parasiten innerhalb der Vakuole.

Abb. E23: Fluoreszenzhild der selben Sporozoiten wiein
Abb. E22 vor dem Egress.
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Abb. E24: BSLEC, geférbt mit dem Membranfarbstoff FM 1-43. Der Pfeil im linken Bild zeigt den nicht
geférbten Sporozoiten. Die grof3en dunklen Areale sind die Zellkerne. Im rechten Bild sind die Zellkerne

grin dargestellt, der Sporozoit ist deutlich geférbt und in der parasitophoren Vakuole zu erkennen.

Abb. E24 zeigt links mit FM 1-43 geféarbte Membranen von BSLEC und rechts solche, die
mit Methanol fixiert wurden. Auch bei BSLEC blieb der Sporozoit in der Vakuole
ungefarbt, wenn infizierte Zellen gefarbt wurden (Pfeil). Methanol permeabilisiert die
Zellen und so gelangt der Farbstoff auch in das Vakuoleninnere. Daraufhin férbte sich der
Parasit, was er in nicht permeabilisierten Zellen nicht tat. Damit ist gezeigt, dass der
Farbstoff FM 1-43 in einer Iebenden, infizierten Zelle die parasitophore Vakuolenmembran

nicht Uberwinden konnte.
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3.4 Apoptose

Durch Colchicin und Actinomycin D lief?en sich be BSLEC und BUVEC Apoptosen
induzieren. Hier wurde 7 Tage nach der Infektion Colchicin oder Actinomycin D fur eine
Stunde den Zellen zugesetzt und dann 3 Tage spater gemessen. Die unten angefUhrten
Diagramme geben Hinweise darauf, dass infizierte Zellen einen gewissen Schutz
gegentiber der Induzierung der Apoptose durch Actinomycin D besal3en. Das heil3t, der
Parasit war in der Lage, eine vorzeitige Apoptose der Zellen zu unterbinden. Allerdings
reagierten die Zellen auf héhere Dosen Actinomycin D mit dem vollstdndigen Abldsen
dler Zellen. Viele Zellen hatten sich sogar vollig aufgelost, so dass ein Messung im
Zytometer aufgrund der grofien Anzahl an Zdltrimmern nicht moglich erschien. Selbst mit
Konzentrationen von 1 mmol Colchicin blieben einige Zelle adharent.

Apoptoseinduzierung in BUVEC
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Abb. E25: Alle Zdllen mit 60000 Eimeria bovis-Sporozoiten infiziert. Die Messungen zeigen infizierte BUVEC, die fir
1h mit 1 mmol Colchicin behandelt wurden, Kontrollzellen und BUVEC, die fiir 18 h mit 1 pmol Actinomycin D
behandelt wurden.

Das Diagramm (Abb. E25) zeigt, dass Colchicin bel einer Wirkungsdauer von einer Stunde
bereits Apoptosen induzierte. Belief3 man Actinomycin D fur 18 h auf den Zellen, blieb ein
kleiner Anteil Zellen (etwa 10%) vital.



42
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Abb. E26: BSLEC nach 10 mmol Colchicin, die mit unterschiedlicher Anzahl an Sporozoiten infiziert wurden.

Abb. E26 zeigt in Reihe 1 nekrotische Zellen, in Reihe 2 apoptotisch-nekrotische Zellen, in
Reihe 3 vitale Zellen und in Reihe 4 apoptotische Zellen.

Abb. E27: BSLEC nach 10 mmoal Colchicin, die mit unterschiedlicher Anzahl an Sporozoiten infiziert wurden (Sehe
Abb. E26). Angegeben ist die Differenz (Balken in der Mitte) zwischen den vitaen Zellen (R3) und den nicht vitalen
(apoptotisch-nekrotischen und apoptotischen) Zdlen (RL).
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Das Bakendiagramm (Abb. E27) zeigt in der vorderen Reihe die Summe der
apoptotischen und apoptotisch-nekrotischen Zellen. Die hintere Reihe zeigt die vitalen
Zellen und die mittlere Reihe die Differenz zwischen den apoptotischen (R1) und vitalen
Zellen (R3). Dabel sind in Saule 1 die Zellen mit 10000 Sporozoiten, in Sdule 2 mit 40000
und in Saule 3 mit 100000 Sporozoiten infiziert worden. Die Saule 4 zeigt nicht infizierte
Zéellen, die wie diese mit 10 pmol Colchicin behandelt wurden. Saule 5 zeigt infizierte
Zéllen, die nicht mit Colchicin behandelt wurden. Es ergibt sich, dass in diesem Versuch

10 pumol Colchicin die Apoptosen unabhéngig von den Parasiten induzieren konnte.

BSLEC nach Apoptoseinduzierung
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Abb. E28: Anzahl vitaer und nicht vitaer Zellen nach Actinomycin D-Zugabe. Mit zunehmender Sporozoitenzahl nimmt

auch der Antell der vitden Zdlen zu.

Abb. E28: Die Zahlen geben die Anzahl der Sporozoiten wieder, mit denen die Zellen
infiziert wurden. Den Zellen wurden in diesem Experiment 3,5 ng Actinomycin D pro
Well zugesetzt. Rethe 1 (blau) zeigt die Anzahl der nur Pl-positiven Zellen, Reihe 2
(magenta) die Zellen, die fir Apoptose und Nekrose positiv sind. Reihe 3 (gelb) zeigt die
Zéellen, die fur Apoptose und Nekrose negativ sind. Reihe 4 (hellblau) zeigt die Zellen, die
apoptotisch sind. Jeder Messpunkt entspricht 5000 Zellen und jede Probe wurde hier 6 mal
gemessen, ausgenommen die zweite Probe mit 120000 Sporozoiten, da reichten die Zellen

nur fur 5 Messungen.
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Abb. E29: Bild 1) unbehandelte BSLEC 7 Tage. Bild 2) BSLEC sieben Tage nach der Infektion mit 35000 Sporozoiten.
Bild 3) BSLEC 3 Tage nachdem Actinomycin D fir 1h auf die Zellen gewirkt hat. Bild 4) derselbe Versuch nur mit
infizierten Zellen.

Die Einzelbilder der Abb. E29 zeigen gleichaltrige BSLEC. Oben links sind nicht infizierte
und nicht mit Actinomycin D behandelte Zellen zu sehen, rechts daneben infizierte Zellen,
links unten nicht infizierte, mit Actinomycin D behandelte Zellen und rechts unten
infizierte und mit Actinomycin D behandelte Zellen. Hier wurden 7 Tage nach der
Infektion die Zdlen fir 1 Stunde mit Actinomycin D behanddlt. Die Aufnahme entstand 3
Tage spéter. Die Bilder zeigen den deutlichen Einfluss von Actinomycin D auf die Zellen.
Waéhrend bel den unbehandelten (Abb. E29 Bild 1) und den nur infizierten Zellen (Bild 2)
noch ale Zellen adhérent sind und keine abgerundete Morphologie aufweisen, ist bei den
mit Actinomycin D behandelten (Bild 3) der Uberwiegende Teil der Zellen nach 3 Tagen
abgel6st. Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen (Bild 4) sind
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alerdings so nicht darzustellen, alerdings sind diese Zellen auch im Zytometer gemessen
worden. Der entsprechende Graph ist oben (Abb. E27) abgebildet. Wie fir den
Zytometerversuch wurden auch diese Zelen mit 35 ng Actinomycin D pro Well
behandelt, die Anzahl der Sporozoiten betrug 35000.

Der Einfluss von Colchicin auf Rinderendothelzellen wird in den Abbildungen E30, E31A
und 31B gezeigt. Die Bilder in Abb. E30 zeigen in 1, BUVEC, in 2, BUVEC, die mit
Colchicin behandelt wurden, in Abb. 31A 1, infizierte und in 2, infizierte VERO-Zéllen,
die mit Colchicin behandelt wurden. Wéhrend bei VERO-Zdlen im Lichtmikroskop kein
Einfluss zu erkennen igt, ist bei den BUVECs en deutlicher Einfluss festzustellen. Diese
Aufnahmen sind mit 40 facher Vergrof3erung aufgenommen. Man erkennt, dass sich auf
dem Bild 2 bereits viele Zellen abgerundet und abgel6st haben. Die Bilder 1 und 2 der
Abb. 31A zeigen VERO-Zdlen in 400facher VergrofRerung. Man sieht deutlich die
Sporozoiten in den Vakuolen.

Abb. E30: Bild 1) BUVEC ohne, Bild 2) mit 1 mmol Colchicin nach 70 min Einwirkzeit. In beiden Féllen sind BUVEC
20 Tage vorher infiziert worden. Die dunkleren Punkte (Pfeile) in Bild 1 sind Schizonten. In Bild 2 sind bei dieser
VergroRerung (40x) die Schizonten zwischen den abgelsten Zellen nicht zu erkennen.
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Abb. E31A: Bild 1) VERO-Zdlen ohne, Bild 2) nach Einwirkung von Colchicin. Die Zellen sind identisch mit denen aus
Abb.E31B. Ein Unterschied ist im Durchlicht nicht zu erkennen.

Abb. E31B: infizierte VERO-Z€llen gegen a-Tubulin und DNA geférbt. Links ohne Einwirkung, rechts nach Einwirkung
von 70 min 1 mmoal Colchicin. Kerneinfizierter Zellen zeigen Deformationen, in den Vakuolen sind Sporozoitenkerne zu

erkennen und nach Colchicin liegen die Mikrotubuli nicht gerichtet, sondern al's Maschenwerk vor.

Betrachtet man das Tubulinskelett dieser Zellen, ist die Veranderung der Mikrotubuli
deutlich zu erkennen (Abb. 31B). Die gerichteten Mikrotubuli gehen verloren, stattdessen
bildet sich ein Maschenwerk aus. Abweichend von den Apoptoseinduzierungen wurden
diese Versuche mit 1 mmol Colchicin durchgeftihrt, das fir 70 min auf die Zellen wirkte,
bevor die Aufnahmen entstanden beziehungsweise die Zellen fixiert wurden. Dies
verdeutlicht, dass BUVEC sehr viel empfindlicher auf Colchicin reagieren as die VERO-
Zdlen.
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Abb. E32; BSLEC 20 Tage nach Infektion. Colchicin (100 umol) wurde 10 Tage p.i. fir eine Stunde
dazugegeben. Mikrotubuli sind nicht mehr zu erkennen.

Abb. E32 zeigt die Weiterentwicklung nach Colchicingabe. Es sind hier nur Schizonten
Ubriggeblieben. Die DNA der Merozoitenkerne ist deutlich zu erkennen. Im Vergleich sind
die Arede der Zellkerne sehr viel kleiner (Pfeile), Mikrotubuli sind nicht zu erkennen.

Abb. E33: BSLEC 20 Tage nach Infektion. Colchicin (100 pmol) wurde 10 Tage p.i. fir eine Stunde
dazugegeben. Nicht infizierte Zellen haben sich abgel 6t, es sind (iberwiegend Schizonten zu erkennen.

Auch im Lichtbild Abb. E33 erkennt man, dass hier nur noch infizierte Zelen Ubrig
geblieben sind. Nicht infizierte Zellen haben sich zum grofdten Teil abgeldst. Dies zeigt
deutlich, dass Eimeria bovis offensichtlich in der Lage war, durch Colchicin induzierte
Apoptosen zu verhindern und sich innerhalb solcher Zellen weiterzuentwickeln, obwohl
kein intaktes Mikrotubuliskel ett mehr vorhanden war.
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Abb. E34: Durch Annexin V (griin) und Propidiumjodid (rot) geférbte BUVEC 44 Stunden p.i., Bild 1)
Kontrolle, Bild 2) Colchicin 0,1 mmol, Bild 3) 1 mmol Colchicin, Bild 4) 1umol Actinomycin. Die

Apoptoseinduktoren wurden fur 1 Stunde auf den Zellen gelassen. Die Anférbung erfolgte 24 Stunden nach
der Apotoseinduktion.

Die bereits an Zytometer angewendete Methode, Apoptosen mit einer Farbung durch
Annexin V nachzuweisen, l&sst sich am Laser-Konfokal-Mikroskop durchfiihren. In Abb.
E34 ist verdeutlicht, wie sich die Zellen darstellen. An einem Mikroskop |&sst sich nicht
die grolRe Anzahl Zellen auf Apoptose testen, wie dies im Zytometer moglich ist. Jedoch
lassen sich die Anférbungen verifizieren und man kann darstellen wie sich das AnnexinV
auf der Zelloberseite verteilt. Mit dem Laser-Konfoka-Mikroskop lassen sich allerdings
nicht die bereits abgel 6sten Zellen erkennen. So sind im Bild 4) nur noch zwel Zellen zu
erkennen, die aufgrund ihrer Doppelfarbung schon die Membranintegritét verloren haben,
so dass Propidiumjodid in Zellen eindringen konnte und die DNA férbte. Im Bild 1) sind
hingegen zwel nekrotische Zellen dargestellt, die durch ihre starke Propidiumjodid-
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Farbung auffallen. Nekrotische Zellen weisen keine Annexin V-Féarbung auf. Die Bilder 2

und 3 veranschaulichen die Dos sabhangigkeit des Apoptoseinduktors Colchicin.

4. Diskussion

4.1 Warum wurde Eimeria bovis untersucht?

Eimerien sind nach dem Schweizer Zoologen Th. Eimer (1843-98) benannt (Herder-
Lexikon der Biologie, 1994) und schon 1878 wurde Eimeria zuernii von Rivolta
beschrieben (Eckert et a. 1992).

Aufgrund der Tatsache, dass Eimerien fur hohe 6konomische Schéaden in der Tierhatung
verantwortlich sind, wurde einer der haufigsten Vertreter dieser Gattung, Eimeria bovis,
Gegenstand dieser Untersuchungen. Es sind bis heute Uber 1000 Eimerienarten bekannt,
diein fast alen Wirbeltierarten vorkommen. Wahrend in der Hihnerhaltung unter anderem
Eimeria necartix und E. tenella von Bedeutung sind, sind es in der Rinderhaltung Eimeria
zuernii und vor alem Eimeria bovis.

Eimerien sind protozodre, obligat intrazelluldre Parasiten, die folgendermalien
systematisch eingeordnet sind:

Stamm: Apicomplexa

Klasse: Spoorozoea

Unterklasse: Coccidia

Ordnung: Eucoccidia

Unterordnung: Eimeriina

Familie: Eimeriidae

Gattung: Eimeria

(Eckert et al. 1992)

Ein anderer wichtiger Vertreter der Eimeriina ist unter anderem Toxoplasma gondii (z.B.
Nash et al. 1998), Erreger der Toxoplasmose, andere Sporozoea sind Plasmodium
falciparum und Plasmodium vivax (z.B. del Portillo et al. 2001), Erreger der Malaria, und
Theileria parva, Erreger des Ostkusten-Fiebers bei afrikanischen Rindern (z.B. Heussler et
al. 1999). Den Apicomplexa sind einige apikale Merkmale der infektiosen Stadien gemein.
S0 besitzen sie Conoide, sowie sekretorische Organellen, Mikronemen, Rhoptrien und
dichte Granula, deren Inhalt beim Eindringen in die Wirtszelle sezerniert wird (Rick et al.
1998, Lingelbach und Joiner 1998, Bohne und Grol3 1998). Mikronemen sind die
entscheidenden Organellen fir die Zelerkennung und Bindung an die Zelloberflache,
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Rhoptrien fur die Formation der parasitophoren Vakuole, und die dichten Granula, um die
V akuole metabolisch aktiv zu machen (Dubremetz et al. 1998).

Eimeria bovis entwickelt sich eimerientypisch in 3 Phasen: Sporogonie, Schizogonie,
Gamogonie. Dabel findet die Sporogonie aullerhalb eines Wirtes statt. Die erste
Schizogonie weist bei Eimeria bovis zwei Besonderheiten auf: sie vollzieht sich 1) in
Endothelzellen und nicht in Epithelzellen, wie bel vielen Eimerien, und 2) die erste
Schizogonie von Eimeria bovis dauert lang. Von der Infektion durch Sporozoiten bis zur
Freisetzung der Merozoiten der ersten Generation aus den Schizonten vergehen 14 bis 20
Tage. Hierbal konnen aus diesen Makroschizonten bis zu 120000 Merozoiten der ersten
Generation freigesetzt werden, die in die Epithelzellen von Kolon und Zé&kum eindringen
(Hammond et al. 1946). Die durch diese Merozoiten gebildeten Schizonten der zweiten
Generation sind wesentlich kleiner und enthalten nur 36 Merozoiten. Diese Schizogonie
dauert im Gegensatz zu der ersten nur etwa 48 Stunden. Die Merozoiten der zweiten
Generation entwickeln sich in den Epithelzellen zu Mikro- und Makrogamonten, aus denen
nach der Befruchtung die Oozysten entstehen (Hammond et al. 1963).

Zwar werden die klinischen Symptome einer Eimeria bovis-Infektion im wesentlichen
durch die Gamonten hervorgerufen (Eckert et al. 1992), doch sind gerade die Schizonten
der ersten Generation von besonderem Interesse, da sie sehr lange in ener Zelle
persistieren und eine Beeinflussung der Wirtszelle, wie von anderen Apicomplexa bekannt
(siehe unten), zu erwarten ist.

Aus der langen Zeitspanne, die fur die erste Schizogonie bendtigt wird, resultiert, dass eine
entscheidende Voraussetzung fur in vitro Untersuchungen ist, die Wirtszellen auch so
lange in Kultur haten zu konnen. Zu dieser Schwierigkeit kommen noch die geringere
Infektionsrate sowie die geringe Anzahl von Eimeria bovis-Sporozoiten hinzu, die fur die
Versuche einsetzbar waren.

Allein in der Rinderhatung wurde der jahrliche Schaden, der durch Eimerien-Kokzidosen
verursacht wurde, von Fitzgerald 1980 schon auf Gber 700 Millionen US Dollar geschétzt.
Vor allem Kéber sind davon betroffen (Fitzgerald 1980).

Im Allgemeinen zeigen bel Eimeria bovis-Infektionen nur K&lber klinische Symptome wie
vor dlem Diarrhoe. Die Durchfélle sind bei schwacher Infektion von breliger Konsistenz,
bel sehr starker Infektion mischen sich in den waéssrigen Durchfal Blut, Fibrin und
Schleimhautfetzen.
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Da funktionelle Studien Uber Eimerien im Vergleich zu anderen Apikomplexa wie
Toxoplasma und vor alem Plasmodium eher selten sind, war das Ziel dieser Arbeit, den
Einfluss des Parasiten auf das Zytoskelett der Wirtszelle zu untersuchen. Weiterhin wurde
gepruft, ob der Membranfarbstoff FM 1-43 die Membran der parasitophoren Vakuole
darstellen und durchdringen kann und ob Eimeria bovis in der Lage ist, Apoptosen ihrer

Wirtszelle zu unterbinden.

4.2 Warum Zellkultur? Warum wurden BSLEC, BUVEC und VEROs verwendet?

Um die Entwicklung von Eimeria bovis zu untersuchen, war es nétig, Zellen zu finden, die
sich in Kultur halten lassen und in denen die Entwicklung von Eimeria bovis-Sporozoiten
zu Schizonten efolgen kann. Solche Untersuchungen in vivo durchzufihren ist sehr
aufwendig, eine kontinuierliche Beobachtung der Entwicklung und des Eindringens von
Eimeria bovis-Sporozoiten in die Zellen ist nicht moglich. Isolierte Versuche, wie zum
Beispid die Wirkung von Detergenzien auf infizierte Zellen oder Zytoskelettdarstellungen
einzelner Zellen, sind nur in Zelkulturmodellen durchzufihren. AufRerdem ist ein Einfluss
auf die Untersuchungen durch andere Pathogene in vivo nicht auszuschlief3en oder nur mit
grofden Anstrengungen zu unterbinden.

Lymphatische Endothelzellen aus der Milz (BSLEC) sowie Endothelzellen aus der
Nabelschnur des Rindes (BUVEC) erwiesen sich als geeignet. Beide Zellarten lassen sich
in Kultur halten und in beiden Zellarten entwickelt sich Eimeria bovis bis zum reifen
Schizonten. Die Sporozoiten hingegen dringen zwar in die VERO-Zélen, gewonnen aus
der Niere der Grinen Meerkatze, ein, entwickeln sich aber nicht weiter. Es bildet sich aber
um den Sporozoiten eine sehr grof3e parasitophore Vakuole (Abb.: E6, E18). In BSLEC
und BUVEC liegt diese Vakuole so eng an den Sporozoiten, dass sie nur in
Ausnahmeféllen zu erkennen und nicht gesondert zu untersuchen ist (Abb.: E16, E24). In
VERO-Zédllen ist dies alerdings moglich. Der Unterschied zwischen BSLEC und BUVEC
liegt in der schnelleren Entwicklung von Eimeria bovis zum Schizonten und der htheren
Anzahl freigesetzter Sporozoiten. So wurden die ersten freien Merozoiten in BUVEC nach
14 Tagen und in BSLEC nach 20 Tagen gefunden. Dabel entwickelten sich in einer 24-
Well Platte bei einem Inokulat von 10° Sporozoiten pro Well im Schnitt 20,6 x 10°
Merozoiten in BUVEC und 9,1 x 10° in BSLEC (Hermosillaet al. 2002).
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4.3 Untersuchungen am Zytoskelett

Das Zytoskelett reguliert neben Zellmechanik, Bewegung und Stabilitét auch andere
wichtige zellulére Vorgéange. Eine wichtige Aufgabe ist das Erkennen und Weliterleiten von
mechanischem Stress (Janmey 1998). Es ist sehr wahrscheinlich, dass ein intrazelluléres
Gebilde wie etwa en Schizont von 100 pum Lange und mehr die Wirtszelle vor
mechanische Probleme dellt. Darum ist das Zytoskelett anhand von Aktin- und
Tubulinanférbung in dieser Arbeit untersucht worden.

Das Zytoskelett spielt weiterhin eine Rolle in der Apoptose. So werden durch Agenzien,
die das Zytoskelett depolymerisieren, Apoptosen induziert. Colchicin, das Mikrotubuli
depolymerisiert, induziert in einer Vielzahl von Zellen Apoptosen, ebenso wirken
Cytochalasine, die Aktinfilamente depolymerisieren (Bonfoco et al. 1995, Janmey 1998).
Das Zytoskelett wurde schon frih in Verbindung mit Zelfunktionen gebracht. So
beschreibt Heidenhain schon 1899 Filamente, die nach der mechanischen Belastung des
Gewebes verlaufen und nannte sie Tonofibrillen; heute heil3en sie Tonofilamente (Bereiter-
Hahn 1971) und bestehen Uberwiegend aus Zytokeratinen. Aufgrund der spezifischen
Unterschiede innerhadb der Keratine lassen sich diese nutzen, um Epithelien zu
unterscheiden (Sun et a. 1983). Bis heute sind eine Vielzahl von Funktionen bekannt, die
direkt oder indirekt mit dem Zytoskelett zu tun haben. Man weil3 heute, dass Veske
intrazellulér entlang von Mikrotubuli transportiert werden, Mikrotubuli in der Mitose die
Chromosomen auf Tochterzellen verteilen (Stryer 1990), Zellbewegungen im Allgemeinen
durch Veranderungen am Zytoskelett ablaufen, interzelluldre Verbindungen mit dem
Zytoskelett zusammenhangen (Ma et al. 1995, Yap et a. 1995), Natriumkande durch
kurze Aktinfilamente aktiviert werden (Cantiello and Prat 1996) und auch
Oberflachenstrukturen durch das Zytoskelett geformt werden (z.B. Bereiter-Hahn et al.
1979, Luxford und Murphy 1993, Satir 1997, Schropfer et a. 2000).

Nach neueren Untersuchungen gibt es direkte Verbindungen von Zytoskelettkomponenten
in den Zelkern hinein. Induzierte Bewegungen an diesen Komponenten rufen bestimmte
Veranderungen im Zelkern hervor (Glanz 1997, Janmey 1998). So kommt es zum Beispiel
beim Audenken von Intermedidfilamenten zu einer direkten Verformung der Kernmatrix
oder zu einer Offnung von Kernporen. Die Depolymerisation von Mikrotubuli fuhrt tber
Zwischenschritte zum Import des Transkriptionsfaktors NFKB in den Kern. Zudem besteht
ein Zusammenhang zwischen Apoptose und dem Zustand des Zytoskeetts. Ungeklart i,
was Ursache und Wirkung ist (Janmey 1998), und mag in verschiedenen Zelen
unterschiedlich sein. So snd BSLEC und BUVEC gegentber Colchicin sehr viel
empfindlicher as VERO-Zdlen. Eine Kondensierung sdmtlicher Zytoskel ettkomponenten
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erfolgt in jeder Apoptose und fuhrt zum sogenannten ,, blebbing” der Zellen (Janmey 1998,
Bonfoco et al. 1995, van Engeland et al. 1996).

Nicht zuletzt ist das Zytoskelett eine Barriere, die von solch grofRen Erregern wie zum
Beispiel Eimeria bovis oder andere Apicomplexa erst durchdrungen werden muss.
Betrachtet man das in dieser Arbeit dargestellte Zytoskelett nicht infizierter Zellen anhand
von Tubulin- und Aktinanférbung und fligt noch gedanklich die Intermedi&rfilamente, die
dritte Komponente des Zytoskeletts einer eukaryontischen Zelle, hinzu, erhdlt man ein Bild
einer scheinbar Uberfillten Zelle. Um so erstaunlicher ist die Fahigkeit dieser Erreger,
schnell in die Zellen einzudringen, zu verlassen oder nur zu durchqueren (Mota et a. 2001,
Mota und Rodriguez 2001, Behrendt et al. 2000).

4.3.1 Aktin

Bisher wurde davon ausgegangen, dass Aktin eine Zytoskelettkomponente ist, die nur in
eukaryontischen Zelen vorkommt, und dass Bakterien kein Aktin besitzen. Jetzt konnte
aber gezeigt werden, dass Prokaryonten sowohl Uber Tubulin- as auch AktinrHomologe
verfligen (van den Ent et al. 2001). Aktin ist vor alem aus Muskelzellen bekannt, in denen
es zusammen mit Myosin fur die Kontraktion der Zelle, respektive im Zellverband fur die
Kontraktion des Muskels verantwortlich ist.  Allerdings kommt Aktin  as
Zytoskel ettkomponente auch in den meisten eukaryontischen Zellen vor, in denen es bis zu
5% der Proteinmenge der Zelle ausmacht. In Muskelzellen erreicht Aktin einen Anteil von
bis zu 20% an der gesamten Proteinmenge (Alberts et al. 1997). Das Aktin besteht aus
mehreren gewebespezifischen und durch Entwicklung regulierten Isoformen (Steinmetz et
al. 1997). Bei Sdugetieren unterscheidet man mindestens 6 Isoformen, die in 3 Klassen
unterteilt sind: die a-, b-, g Aktine. a-Aktine sind die Isoformen, die in Muskelzellen
vorliegen, b- und g Aktine die Isoformen der ,nicht-Muskelzellen®. Alle Isoformen
lagern sich zu Filamenten zusammen, unterscheiden sich aber geringfligig in ihren
Eigenschaften. Aktin existiert in zwei Formen in einer Zelle, as polymerisierte
Aktinfilamente und as nicht polymerisiertes globuldres Aktin (Gottlieb et al. 1991,
Steinmetz et al. 1997). Zwischen diesen beiden Formen besteht ein Gleichgewicht, das
durch sténdige Polymerisation/Depolymerisation gekennzeichnet ist, ein Vorgang der
»treadmilling“ genannt wird. Das polymerisierte Aktin liegt sowohl als diffuses Netzwerk
kurzer Mikrofilamente, as auch as vie grolere Mikrofilamentbiindel, den sogenannten
Stressfasern, vor. Die Stressfasern gelten als kontraktile Elemente in ,, nicht-Muskelzellen®,
die Uberwiegend basa durch die Zelen ziehen, wahrend das Aktin-Netzwerk
hauptséchlich am apikalen Zellkortex und in Zelfortsdtzen vorkommt (Gottlieb et al.
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1991). Ein einzelnes Aktinfilament ist aus zwei Protofilamenten aufgebaut, die sich zu
einer Doppelhelix mit einem Durchmesser von etwa 89 nm zusammenlagern (Alberts et
a. 1997, Volkmann et al. 2001). Zusammen mit den an Aktin bindenden Proteinen (z.B. a-
Aktinin, Spektrin und Fimbrin) bilden die Zedlen aus den Aktinfilamenten
dreidimensionale Strukturen (Volkmann et a. 2001). So ist Aktin in oder an dem Aufbau
von , tight junctions® beteiligt (Mitic und Anderson 1998), Oberflachenstrukturen in Zellen
(microridges) werden durch Aktinfilamente gebildet (Bereiter-Hahn et al. 1979, Uehara et
a. 1994, Verrey et a. 1995, Schropfer et a. 2000) und in einigen Zellen l&sst sich Aktin
auf der Zelloberflache nachweisen (Moroianu et al. 1993). Auch bei Zellbewegungen und
beim Zellwachstum sowie der Zelltellung ist Aktin beteiligt (Steinmetz et al. 1997, Hall
1998, Schaerer-Brodbeck und Riezman 2000). So ist beschrieben, dass Aktin in
Apicomplexa, speziell Toxoplasma gondii, notwendig zur Infektion ist (Dobrowolski und
Sibley 1996). Bei Bakterien ist in einigen Félen das Aktinskelett der Wirtszelle
entscheidend fir eine Infektion (Dobrowolski und Sibley 1996). Andere Bakterien
(Listeria monocytogenes) bewegen sich fort, indem sie hinter sich die Polymerisation des
Aktins innerhalb ihrer Wirtszelle induzieren (Tilney und Portnoy 1989, Steinmetz et 4.
1997).

Aktin kommt Uberdies eine entscheidende Bedeutung bel der Endozytose und
Makropinozytose zu. So sind Cytochalasine, die Aktinfilamente depolymerisieren, as
Endozytose/Phagozytose-Blocker beschrieben, durch deren Einsatz die Aufnahme
beziehungsweise das Eindringen von Erregern in die Zelle verhindert werden kann
(Tujulin et al. 1998, Dobrowolski und Sibley 1996). Bei der Makropinozytose ist von Lee
und Knecht (2002) die Betelligung von Aktin an der Abschniirung der Vesikel in Iebenden
Zellen gezeigt worden, ebenso wird von diesen Autoren die Betelligung von Aktin an der
Exocytose gezeigt.

Aktin it somit eine wichtige und entscheidende Zytoskelettkomponente, die hier im
Zusammenhang mit der Weiterentwicklung des Parasiten innerhalb der Zelle untersucht

wurde.



4.3.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli (MT) sind aus zwei Untereinheiten zu je etwa 50 kDa aufgebaut. Diese
Untereinheiten werden als a-Tubulin und b-Tubulin bezeichnet. Der Durchmesser der
Mikrotubuli betragt etwa 30 nm und ist damit deutlich gréRer als die anderen
Zytoskelettkomponenten wie etwa Mikro-(Aktin)-filamente (7 nm Durchmesser) und
Intermediarfilamente (7-11 nm Durchmesser) (Stryer 1990). Alle Zytoskelett-
komponenten liegen mit ihrem Durchmesser daher deutlich unterhalb des
Auflésungsvermogens von Lichtmikroskopen. Sie sind nur ihrer Lange nach, und
wenn sie gebiindelt vorliegen, im Lichtmikroskop abzubilden. MT sind mehr as nur
Zytoskelettkomponenten. Als intrazelluldre Stral?en mit ihren assoziierten Proteinen,
MAPF's, und ihren verschiedenen Modifikationen tragen sie entscheidend zur Polaritét
der Zellen bel (Lane und Allan 1998, Aroeti et al. 1998). Mikrotubuli bilden ein
dynamisches System, sie wachsen und schrumpfen. Dieser Vorgang ereignet sich
nicht bei allen Mikrotubuli in gleicher Weise. Kirschner und Mitchison (1986)
beschrieben Mikrotubuli, die nebeneinander wachsen und schrumpfen. Dabei kdnnen
sich Polymerisation und Depolymerisation eines Mikrotubuli mehrfach abwechseln.
Die Bedingungen fir das Auswachsen oder Schrumpfen werden offensichtlich durch
unterschiedliche ,,Kappen* geschaffen. Befindet sich an der Spitze des Mikrotubuli
eine Kappe aus GTP (Guanin-tri-Phosphat), wichst der Mikrotubulus. Andert sich die
Kappe durch Hydrolysieren in GDP (Guanin-di-Phosphat), schrumpft der
Mikrotubulus. Die L&ngenénderungen héngen von der Bindungsgeschwindigkeit und
Hydrolysegeschwindigkeit von GTP ab. Dieses Phanomen wird ,,dynamische
Instabilitat* genannt und ist von besonderer Bedeutung fiir die Mitosespindel. Die
Mikrotubuli der Spindel wachsen von den Centrosomen aus in alle Richtungen.
Treffen sie so eher zuféllig auf das Kinetochor der Chromosomen, werden diese
Mikrotubuli stabilisiert, wahrend die, welche ins Leere gewachsen sind, aufgrund
ihres nicht geschiitzten plus-Endes wieder depolymerisieren (Kirschner und Mitchison
1986, Stryer 1990).

Neben a- und b-Tubulin existiert auch gTubulin. Letzteres kommt in den
Mikrotubuli-Organisationszentren vor, aus denen die Mikrotubuli auswachsen (Moritz
et al. 1995). Diese Isoformen kommen in den meisten eukariontischen Zellen vor und
sind eng miteinander verwandt. Unterschiede kommen hauptséchlich durch

unterschiedliche Transkription von a- und b-Tubulin innerhalb enger Familien und
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post-translationaler Modifikationen zustande. Stabilisierte MT sind oft detyrosiniert,
allerdings scheint dies eher die Konsequenz und nicht die Ursache der stabilen MT zu
sein. Nicht tyrosinierbares Tubulin ist oft in den sehr stabilen MT zu finden, die nicht
mehr in dem Detyrisinierungs/Tyrisinierungs-Zyklus sind. Diese sind berwiegend in
neuronalem Gewebe anzutreffen und bilden etwa 35% des Tubulins im Gehirn.
Azetylierte MT sind Ublicherweise gegen durch Detergenzien induzierten Abbau
resistent, allerdings nicht gegen Kalte, obwohl es auch Kalte resistente MT in einigen
Zellarten gibt. Die genaue Bedeutung von azetylierten MT ist noch unklar, da
Mutationen von Chlamydomonas ohne azetyliertes Tubulin keine Auffalligkeiten
zeigen. Allerdings ist bei diesem Versuch ein Restanteil von azetylierten MT nicht
ausgeschlossen (MacRae 1997). Neben der Azetylierung und der Detyrinisierung wird
auch noch eine Kappe aus GTP als Stabilisator beschrieben (MacRae 1997, Mejillano
et al. 1996), ferner auch eine Stabilisierung durch Proteine, die an Tubulindimere
gebundenen sind (Takemura et al. 1992).

Daher soll hier untersucht werden, ob eine Azetylierung von Mikrotubuli in infizierten
Zellen stattfindet, und an welchen Stellen diese maogliche Modifizierung sich

manifestiert.

4.3.3 Azetylierte Mikrotubuli

Behandelt man Zellen mit Detergenzien, die Mikrotubuli depolymerisieren, fallt auf,
dass nicht alle Mikrotubuli zurtckgebildet werden (z.B. Takemura et al. 1992,
Gurland und Gundersen 1993, Schropfer et al. 2000). Diese stabilisierten Mikrotubuli
zeichnen sich oft durch einen erhéhten Anteil an azetyliertem Tubulin aus (Takemura
et al. 1992). Die Azetylierung von Mikrotubuli wurde erstmals von Sterner et al. 1979
beschrieben, rund 10 Jahre nachdem man erkannte, dass Histone durch eine
Azetylierung modifiziert werden (Kouzarides 2000).

Azetylierte Mikrotubuli scheinen allerdings nicht zum Uberleben einer Zelle vonnéten
zu sein, da sie in PtK2 Zellen (Zellen aus der Kanguruhratte) , Truthahnerythrocyten

und Plasmodium falciparum fehlen (MacRae 1997).
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Waéhrend der Welterentwicklung des Parasiten bereitete es anfanglich zwischen dem 6. Tag

und dem 10. Tag nach der Infektion Schwierigkeiten, Zellen mit Trophozoiten von

apoptotischen Zelen zu unterscheiden. Um zu gewahrleisten, dass es sich um parasitére

Strukturen und nicht um rein zelluldre Strukturen handelte, wurden Marker eingesetzt, die



57

eine Unterscheidung solcher Strukturen zulassen. Im Speziellen wurde den Pr8paraten bel
der Zytoskelettanfarbung der DNA farbende Stoff H33342 zugesetzt sowie in getrennten
Experimenten Annexin V, konjugiert mit Alexa 488.

Darauf aufbauend wurde dann in Versuchen Uberprift, ob Eimeria bovis in der Lage ist,

Apoptosen in der Wirtszelle zu verhindern.

4.3.4 Der Farbstoff H33342

Um zwischen parasitaren Stadien und eventuell apoptotischen Stadien unterscheiden zu
konnen sowie die Position des Kerns innerhalb der infizierten Kerne zu lokalisieren, wurde
die DNA mit dem Farbstoff H33342 markiert. In beiden Félen wére sonst ene
Verwechdung mit infizierten Zellen mdglich gewesen. Beide Zellstadien haben eine
Deformierung der ganzen Zelle zur Folge; und im Falle einer Mitose kommt es zu einem
vakuolendhnlichen Raum, der zwar aufgrund seiner Tubulinanordnung zu erkennen ist,
aber bei einer Aktinfarbung die Gefahr der Verwechsung birgt (Abb. E6). Zudem wird
durch den Farbstoff die Lokalisierung der Parasiten innerhalb der Zelle erleichtert. Ohne
die Farbung des Sporozoitenkerns wirde das Erkennen infizierter Zellen in dichten

Zellverbanden sehr viel schwieriger.

4.4 Apoptose

Apoptose as programmierter Zelltod spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
und der Erhatung eines Organismus. Die Reduktion des Schwanzes bel Fréschen und die
Entwicklung der Hand beim Fotus, respektive die Riuckentwicklung der Haute zwischen
den Fingern sind die wohl bekanntesten Beispiele fir Apoptosen (Duke et al. 1997). Dieser
progranmierte Zelltod unterscheidet sich von der Nekrose (einem Absterben von Zellen,
das nicht von den betroffenen Zellen ader dem Organismus kontrolliert werden kann) und
wurde zuerst 1972 von Kerr et a. beschrieben. In einem Organismus werden apoptotische
Zelen sehr schnell durch Phagozyten beseitigt, innerhalb von etwa 2 Stunden: ein Grund,
warum in histologischen Untersuchungen kaum apoptotische Zelle zu finden sind
(Lieberthal und Levine 1996).

In einer Zellkultur fehlen in der Regel die Phagozyten, und apoptotische Zellen sind dort
ein vertrautes Phanomen. Bietet man Zellen in Zelkultur keine geeignete Moglichkeit zu
adhérieren, werden diese apoptotisch. Eine Ausnahme sind Suspensionszellen, Zellen die
auch in vivo keine Gewebe bilden, wie zum Beispiel die Zellen des Blutes. Chen et al.
beschreiben 1997 das apototisch Werden von humanen und bovinen Endothelzellen aus
Kapillaren, wenn diese nicht adhdrieren konnten. Auch die hier verwendeten
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Endothelzellen starben, wenn die Kulturgefal3e nicht fur en erleichtertes Anheften
vorbehandelt wurden (siehe Materialien und Methoden). Man behilft sich dann, indem man
den zu bewachsenden Untergrund mit zumeist Fibronectin (z. B. Chen et a. 1997), poly-L-
Lysin (z.B. Bonfoco et a. 1995 ) oder Collagen (z.B. van Engeland 1996) bedeckt, bevor
die Zellen in das Kulturgefal3 tberfihrt werden.

Die Ausloser fur Apoptosen sind vielfdltig und missen von intrazelluléren
Fremdorganismen umgangen oder verhindert werden, um ihre eigene Entwicklung zu
sichern (Goebel et al. 1999). Der Ablauf der Apoptose ist dabei wie folgt: Zuerst erfolgt
ein Stimulus, der zur Apoptose fuhrt. Entweder kommt dieser Stimulus von auf3en und
wird Uber einen Rezeptor vermittelt oder er wird innerhalb der Zelle generiert und ist auf
Toxine oder Bestrahlung zurtickzufiihren. Im néchsten Schritt wird dieses Signal oder der
metabolische Zustand der Zelle erkannt und transduziert. Im Anschluss efolgt die
Weterleitung des transduzierten Signals zur Selbstzerstérungsmaschinerie. Im dritten
Schritt werden Apoptose-spezifische Proteasen sowie ihre positiv- und negativ-
Regulatoren aktiviert. Im letzten Schritt kondensiert die DNA und wird zerschnitten (Vaux
und Strasser 1996).

Fir Toxoplasma gondii ist von Nash et a. (1998) ein Spektrum an Apoptoseinduktoren
beschrieben worden, die in durch Toxoplasma gondii infizieren Zellen nicht zur Apotose
fUhrten, die Apoptose also vom Parasiten verhindert werden konnte.

Fir die Inhibierung von Apoptosen sind bisher einige Mechanismen beschrieben worden.
So bilden pro-apoptotische Proteine wie Bax, Bad und Bcl-Xg mit anti-apoptotischen
Proteinen wie Bcl-2, Bcl-X;, und A1/Bfl-1 Komplexe miteinander. Das Verhdtnis dieser
beiden Gruppen entscheidet, ob die Zelle in die Apoptose geht oder nicht (Heussler et al.
2001). In den Mitochondrien der Zelle kommt es bei einer Abnahme von Bcl-X und Bcl-2
zu ener Vednderung der Mitochondrienmembranpermeabilitdt. Einige dieser anti-
apoptotischen Proteine sind Kanal formende Proteine, die fir eine normale Physiologie der
Mitochondrien verantwortlich sind. Werden diese Proteine inhibiert, setzen die
Mitochondrien Zytochrom-c und den Apoptose induzierenden Faktor (AlF) frel (Joza et al.
2001). Bei Bcl-2 ging man bis dato davon aus, dass seine apoptoseinhibierende Wirkung
darin beruht, die Membranintegritét der Mitochondrien zu bewahren. Marsden et al. 2002
beschreiben aber, dass Bcl-2 Caspaseaktivitdten unabhangig von Zytochrom c/Apaf-
1/Caspase-9 reguliert. Zytochrom C bindet im Zytosol an Apaf-1. Dieses fuhrt zur einer
Aktivierung von bestimmten Caspasen, die die Apoptose der Zelle beschleunigen. AlF
induziert die Apoptose unabhéangig von Caspasen indem er direkt im Kern die DNA-
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Fragmentation induziert. (The cytokine bulletin rndsystems 1998, Joza et a. 2001,
Grassme et al. 2001). Einige der Apoptose inhibierenden Proteine werden Uber den
Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert. Fir Taxoplasma gondii wird eine Beinflussung
dieses Regulationsfaktors angenommen (Heusder et a. 2001).

Ob und durch welche Art von Stimulus die Apoptose in der Wirtszelle von Eimeria bovis
unterbunden werden kann, wurde anhand von Colchicin und Actinomycin D as Induktoren

in dieser Arbeit untersucht.

4.4.1 Induzierung von Apoptosen durch Colchicin und Actinomycin D

Actinomycin D blockiert durch Binden an die doppelstrdangige DNA die RNA-
Polymerase und unterbindet dadurch die RNA-Synthese. Einzelstrangige DNA oder
RNA werden nicht blockiert (Sobell 1974, Yu 1980). Ein Blockieren der RNA sollte
nicht nur die Zelle schwer schadigen, sondern einen moglichen Hinweis geben, wie ein
Block der Apoptose durch Eimeria bovis vonstatten geht. Sollte es nach Zugabe von
Actinomycin D zu keiner Inhibierung der Apoptose kommen, aber bei Colchicingabe
ein solcher Block der Apoptose auftreten, so konnte RNA des Sporozoiten daran
beteiligt sein, das Sterben der Zelle zu verzégern oder zu verhindern. Ob Actinomycin
D in mit Toxoplasma gondii infizierten Zellen zu Apoptosen fuhrt, wurde bereits
getestet (Goebel et al. 1999) und sollte als Vergleich dienen.

Dass Colchicin an Untereinheiten von Mikrotubuli bindet, ist vor mehr als 25 Jahren
entdeckt worden. Mikrotubuli haben keine oder nur geringe Affinitéten zu freiem
Colchicin. Dieses muss erst einen Komplex mit freiem Tubulin bilden. Tubulin &ndert
dabei wahrscheinlich seine Konformation. Colchicin veranlasst Tubulin, sich zu nicht
mikrotubuléren Strukturen zusammenzusetzen, und verhindert die Polymerisation von
Mikrotubuli bei Konzentrationen, die deutlich unter denen des vorhandenen Tubulins
liegen. Dies ist von Panda et al. (1995) fur Mikrotubuli aus Rinderhirnen bel in vitro-
Versuchen dargestellt worden. Ebenso werden Mikrotubuli beschrieben, die nicht
depolymerisieren und sich als sehr stabil erwiesen. Erkléren 183t sich dieses Phanomen
mit Mikrotubuli, die schon vor der Colchicingabe unbeweglich sind, und deshalb keine
Col chicin-Tubulin-Komplexe mehr eingebaut werden, die zur Depolymerisation fihren.

4.5 Der Farbstoff FM 1-43

Um zu untersuchen, ob die parasitophore Vakuole bel Eimeria bovis aus Zellmembran-
Material besteht oder ein Kompartiment des Parasiten darstellt, sind die Membran der
Zellen und/oder die Sporozoiten mit dem Farbstoff FM 1-43 geférbt worden. Dieser
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Farbstoff wurde urspringlich genutzt, um synaptische Veskel zu untersuchen. Seine
Eigenschaft, sich ausschlieldich in Lipidmembranen zu verankern (Schote und Seelig
1998, Smith und Betz 1996), sollte hier genutzt werden, um Hinweise auf die Herkunft der
Membran der parasitophoren Vakuole zu erlangen. Fir Plasmodium und Toxoplasma wird
vermutet, dass die parasitophore Vakuole sowohl aus Zellmembran-Material als auch aus
Parasitenproteinen besteht (Lingelbach und Joiner 1998, de-Souza et al. 1998, Sinai und
Joiner 2001). Ein Nachweis von Zellmembranbestandteilen in der parasitophoren

V akuolenmembran von Eimeria bovis oder ihr Fehlen erschien so moglich.

4.6 Der Einsatz des Laser-Konfokal-Mikroskops

Um Zdlen zu untersuchen und vor alem um intrazelluldre Vorgénge zu beobachten,
reichen herkbmmliche und Fluoreszenz- Mikroskope oft nicht aus.

Diese Mikroskope durchleuchten bei ihrer Anwendung immer die ganze Probe und sind
somit auf Proben angewiesen, die entweder lichtdurchlassig sind, oder so diinn geschnitten
snd, dass Licht hindurch falen kann. Mit Auflichtmikroskopen ist dieses Problem zum
Teil zu umgehen. Bei lichtundurchldssigen Proben ist aber nur die Oberflache des
Préparates fur Untersuchungen zuganglich. Aufgrund der Tatsache, dass immer das ganze
Objekt durchleuchtet oder beleuchtet wird, ist es nicht moglich, kleinere Strukturen
raumlich enzuordnen. Zudem werden ale Fluoreszenzmolekile angeregt und ein
Ausbleichen der Proben wird beglnstigt.

Das Laser-Konfokal-Mikroskop ist in der Lage, einen , Lichtpunkt® innerhalb der Probe zu
erzeugen, und nur dort Fuoreszenzfarbstoffe zum Leuchten zu bringen. Mit
entsprechender computergesteuerter Technik ist es nun moglich, mit diesem ,, Lichtpunkt*
gezielt durch das Objekt zu tasten und so Punkt fir Punkt den oder die
Huoreszenzfarbstoffe zum Leuchten zu bringen. Diese Technik erhoht deutlich das
Auflésungsvermogen gegenuber herkommlichen Mikroskopen und ermdglicht es, optische
Schnitte des Préparates zu erzeugen, die aus dem Inneren des Praparates ssammen. Damit
ist der grofte Fortschritt dieser Geréte nicht die bessere laterale Auflésung, sondern das
vertikale Auflosungsvermdgen (Dunn et al. 1998, Pawley 1995). Natlrlich mussen fir
Untersuchungen intrazellulérerVorgange die Praparate fir ein Laser-Konfokal-Mikroskop
genugend lichtdurchldssg sein und wegen der benétigten Fluoreszenz die zu
untersuchenden Zellbestandtelle angeféarbt sein. So kommt der Qualitét des Préparates eine
Uberragende Bedeutung zu.

Die Idee, ein konfokales Mikroskop zu bauen, entstand schon Mitte der 50er Jahre. 1957
wurde das erste Patent angemeldet. Es benttigte aber die Entwicklung leistungsfahiger
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Computer, bis die ersten benutzbaren Gerédte Ende der 80er Jahre entstanden (Pawley
1995). Die hohe Auflosungsqualitdét und die Mdoglichkeit, Fluoreszenzquantitéten zu
messen, ermoglichte erst die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen.

4.7 Messungen mit dem Zytometer

Will man grof3e Menge an Zellen untersuchen und Unterschiede quantifizieren, ist dies mit
einem Laser-Konfokal-Mikroskop nur mit sehr grof3em zeitlichen und materiaintensiven
Aufwand zu betreiben. Schneller und genauer lassen sich solche Untersuchungen mit
einem Zytometer durchfthren. Binnen weniger Minuten kdnnen mehrere tausend Zellen
einzeln am Laserstrahl vorbeigefihrt werden und das emittierte Licht entsprechend
angeféarbter Zellen kann gemessen werden. Der Nachteil dieses Geréts ist allerdings, dass
das Zytometer im Prinzip nur die Aussage , gefarbt” oder , nicht geféarbt” zulasst und eine

Lokalisation der Fluoreszenz auf oder innerhalb der Zelle nicht moglich ist.

4.8 Diskussion der in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse

Die Herkunft der Lipide in der Vakuolenmembran konnten nicht ermittelt werden. Die Art
und Weise, wie sich die Vakuole bel dieser Farbung darstellt, 18sst keine Rickschliisse zul.
Innerhalb der Zellen sind zu viele Membranen geféarbt, als dass man auf die Herkunft der
Farbung schliefen kénnte. Es war nicht moglich, mit den unterschiedlichen Ansdizen der
Membranférbung (gleichzeitiges Anfarben von Zelen und Sporozoiten, Anférben der
Zellen vor der Infektion und Anférben bereits infizierter Zellen) in infizierten VERO-
Zdlen die Herkunft des Membranmaterials zu bestimmen (Abb. E18 bis E23). Ob oder zu
welchen Anteillen Wirtszelle oder Parasit zur Bildung der Vakuole beitragen, bedarf
weiterer Untersuchungen. Mittels des Farbstoffes FM 1-43 konnte hier alerdings gezeigt
werden, dass die parasitophore Vakuole offensichtlich nicht mit Vesikeln der Wirtszelle
fusioniert, wie es auch fur Toxoplasma gondii beschrieben ist (Joiner et a. 1990,
Lingelbach und Joiner 1998, Bohne und Gross 1998, Mordue et al. 1999). Eine
Veskefusonsinkompetenz it fur Eimeria bisher noch nicht beschrieben worden
(Entzeroth et a. 1998). Sie konnte hier gezeigt werden, ansonsten hétten sich die
Sporozoiten innerhalb der Vakuole aufgrund der grofen Affinitdt des Farbstoffes zur
Sporozoitenmembran anférben lassen missen (Abb. E21 und E24). Eine Anfarbung der
dem Zytoplasma zugewandten Seite der Vakuolenmembran ist vermutlich méglich, da der
Farbstoff Uber Endozytose in die Zele aufgenommen werden kann und von der

Vesikelmembran abdissoziiert. Somit 18ge der Farbstoff frel im Zytoplasma vor und wére
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in der Lage, an die Vakuolenmembran zu binden. Wie der Farbstoff aber aus dem Inneren
der Vesikel austreten kann, bleibt Gegenstand von Spekul ationen.

Der Farbstoff an sich ist aufgrund seiner zweifach positiven Ladung nicht in der Lage,
Z€ellplasmamembranen zu durchdringen (Schote und Seelig 1998, Smith und Betz 1996),
bindet an die Membranen aber reversibel (Smith und Betz 1996), so dass ein Austritt beim
Offnen des Vesikels méglich erscheint.

Eine andere Mdglichkeit ist, dass die Zelle die Vakuole abschnirt und so nur die
Wirtszellmembran geféarbt ist. In alen Fadlen wird aber die Form der Vakuole
nachgezeichnet und es lasst sich in Ubereingtimmung mit Entzeroth et al. 1998 kein
Hinwels darauf finden, dass die Vakuole Kontakt zu extrazelluld&rem Raum hat. Es sind
weiterhin keine Fortsdtze irgendwelcher Art zu finden wie zum Beispiel bei den Vakuolen
von Plasmodium (Penny et a. 1998 Lingelbach und Joiner 1998, Lanners et a. 1999).
Auch scheint ein ,,membran duct oder parasitophorous duct“, wie er fir die Vakuole von
Plasmodium, zumindest kontrovers, diskutiert wird (z.B. Penny 1998, Kirk et al. 1999),
nicht zu existieren, ebenso, wie es auch dafir Hinwese aus Untersuchungen mit Eimeria
nieschulzi gibt, dass eine solche Verbindung zum extrazelluldren Raum nicht vorkommt
(Werner-Meier und Entzeroth 1997). Dies wird durch die Tatsache bestétigt, dass sich die
Vakuole genauso darstellt, wenn man vor der Féarbung mit FM 1-43 die Zellen mit
Methanol fixiert und permeabilisiert (Abb. E24). Samtliche Strukturen sind so fur den
Farbstoff zuganglich und werden geféarbt. Dabel unterscheidet sich das Erscheinungsbild
nur durch den jetzt in der Vakuole geférbten Sporozoiten und durch das Fehlen der Vesikel
innerhalb der Zelle. Das ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich tatsdchlich um
Endozytosevesikel handelt, da die schnelle Fixierung keine Endozytose mehr erméglicht.
Untersuchungen der PV in mit Toxoplasma gondii Tachyzoiten infizierten, vorab mit
PKH26 gefarbten VERO-Zellen zeigten, dass Toxoplasma gondii in der Vakuole gefarbt
erscheint. Dies zeigt, dass ein Tell der Plasmamembran der Wirtszelle internalisiert und in
die parasitophore Vokuolenmembran eingebaut wurde und einen méglichen Transfer von
Lipiden von der Vakuolenmembran zum Parasiten. Wurde der Versuch mit geféarbten
Toxoplasma gondii durchgefuhrt, erschien eine Fluoreszenz nur an der Stelle des
Kontaktes mit der Wirtszelle. Innerhalb der Vakuole sowie in der Wirtszelle wurden keine
Fluoreszenzen gefunden. Dies deutet darauf hin, dass Oberflachenmolekile des Parasiten
vor der Internalisation ins extrazelluldare Medium abgegeben werden (de-Souza et 4.
1998). Fir diese Versuche wurde der Farbstoff PKH26 verwendet, der irreversibel an die
Membran bindet. Damit farben sich nur Membranen an, die urspringlich mit dem
umgebenden Medium in Kontakt waren. Eine Anfarbung eines Parasiten innerhalb der
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parasitophoren Vakuole scheint so nur moglich, mit oder ohne Fusionsblock von Vesikeln
mit der PV, wenn wie oben beschrieben ein Transfer von Molekilen aus der PV zum
Parasiten erfolgt.

Es sa hier erwahnt, dass Toxoplasma in diesen Versuchen 15 oder 30 Sekunden Zeit
hatten, um die Zellen zu infizieren oder zumindest an diesen zu adhérieren. Dann wurden
die Uberschissigen Parasiten wieder entfernt. Eine solch kurze Exposition fihrt nach
eigenen Beobachtungen bei Eimeria bovis zu keiner Infektion. Eimeria bovis-Sporozoiten
beginnen sich erst einige Zeit nach der Zugabe zu bewegen. Dies liegt daran, dass Eimeria
bovis-Sporozoiten nicht aus einer standig laufenden Kultur entnommen werden koénnen.
Vor einer Zugabe miissen daher in vivo gewonnene Sporozoiten erst aufgetaut und dann
von dem Einfriermedium getrennt werden, was Vitditdt und Bewegungsfahigkeit
einschrankt (siehe Materialien und Methoden). Allerdings ist es in einzelnen Fdlen
gelungen, in BFGC (fétale Rinderzellen) einige wenige Oozysten zu gewinnen (Hermosilla
et a. 2002). Das ganze System mit Eimeria bovisist sehr viel diffiziler a's mit Toxoplasma
gondii. Zudem standen Eimeria bovis Sporozoiten nicht in einem Verhdltnis von 50
Parasiten pro Zele zur Verfigung. Ausgerechnet die Zelle zu finden, die von einem
Sporozoiten infiziert wird, erschien daher as ein nicht reproduzierbares Unterfangen, auch
wenn die Aufnahmen mit FM 143 an lebenden Zellen durchgefihrt wurden. Die einzige
Ausnahme ist das rechte Bild in der Abbildung E24, dort wurde die infizierte Zelle vor der
Farbung mit FM 1-43 durch Methanol permeabelisiert und fixiert.

Eine andere Frage muss hier noch gestellt werden. Wenn ein Parasit beim Eindringen in
die Wirtszelle eigene Organellen entleert und diese Proteine sich in der Vakuolenmembran
nachweisen lassen (z.B. de-Souza et al. 1998, Lingelbach und Joiner 1998), wie schnell
kann der Parasit diese Proteine wieder herstellen, um eventuell in einer anderen Zelle
erneut eine Vakuole zu bilden? Kann er das nicht, ist ein Egress aus der ersten Wirtszelle
nutzlos. Ein solcher Egress ist von Shaw und Tinley (1999), Werner-Meier und Entzeroth
(1997) beschrieben worden und kann bei Eimeria bovis durch mechanischen Stress
(Behrendt et a. 1999) oder aber durch das lonophor A23187 sowie Nicotin-di-d-tartrat
verursacht werden (Abb. E22). Dieser Egress ist vom Zeitpunkt der Infektion bis zu 20
Tagen nach der Infektion moglich. Ein Verlassen der Zelle ohne Einflisse von aul3en ist
unmittelbar nach einer Infektion moglich. Zu dieser Zeit wurden Sporozoiten beobachtet,
die mehrfach in Zellen eindrangen, um sie einfach zu durchqueren oder nach kurzer Zeit
wieder zu verlassen, um eine andere Zelle zu infizieren. Es scheint durchaus moglich, dass
Eimeria bovis-Sporozoiten dabei unterschiedliche Mechanismen in Zellen desselben Typs
benutzen und es so in einigen dieser Zellen erst gar nicht zu einem Versuch kommt, eine
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Vakuole zu bilden. Ahnliches wird auch fir Plasmodium- und Toxoplasma-Sporozoiten
diskutiert (Mota und Rodriguez 2001). Dies gilt fir Zellen desselben Typs in vitro, aber im
Fale von Eimeria bovis muss der Sporozoit in vivo in der Lage sein, das Epithel des
Darms zu durchdringen um zu den Endothelzellen, den Ort der Entwicklung, zu gelangen
(sehe oben). Auch Plasmodium-Sporozoiten missen in der Lage sein, Zelen zu
durchqueren um zu den Zielzellen zu gelangen (Mota et a. 2001). Wie und ob die
invasiven Stadien der Apicomplexa Zellen erkennen, die zu durchqueren sind, in denen
eine Entwicklung und damit die Bildung einer Vakuole sinnvoll ist, und wie , gute und
schlechte’ Zellen des Zielorgans erkannt werden, ist meines Wissens noch ungeklart.

Dass sich auch in BSLEC und BUVEC nicht ale intrazelluldr vorliegenden Eimeria bovis-
Sporozoiten weiterentwickeln, ihre Vitdité aufgrund ihrer Fahigkeit zum Egress aber
bewiesen ist, mag an ungunstigen Bedingungen innerhalb der Wirtszelle liegen. Eine
andere Moglichkeit ist, dass Eimeria bovis einen Vortell hat, wenn sich nicht ale
Sporozoiten gleichzeitig weiterentwickeln. Die Tatsache, dass es in \itro auch 20 Tage
nach der Infektion Schizonten gibt, die deutlich variieren, zum Beispiel in Grole und
Entwicklungsgrad der Merozoiten, ist ein Hinweis, der dies unterstreicht. Ob allerdings
vitale Sporozoiten 20 Tage nach der Infektion noch in der Lage wéren, sich zu enem

Schizonten zu entwickeln, ist ungewiss.

4.8.1 Veranderung des Zytoskeletts

Mit Hilfe des Laser-Konfoka-Mikroskops und dessen Moglichkelt, Fluoreszenz-
intensitdten zu messen, war es moglich nachzuweisen, dass sich die gemessenen
Zytoskel ettbestandteile um den Parasiten Eimeria bovis deutlich vermehren.

de-Souza et a. (1998) beschreiben bel Infektionen mit Trypanosoma cruzi eine Zunahme
des Aktins an der Stelle, an der Parasit und Zelle in Kontakt kommen. Allerdings finden
sich auch einige Parasiten ohne diese Aktinakkumulation. Da diese Stadien in derselben
Zelle vorkommen konnen, schlossen die Autoren, dass Trypanosoma cruzii Uber einen
aktiven und Uber einen passiven (Phagozytose abhéngigen) Infektionsweg verfligt. Ob esin
beiden Fallen auch zu einer Weiterentwicklung kommt, wurde nicht beschrieben. Bei den
Mikrotubuli kommt es nach den Autoren zu einer moglichen Assoziation mit der Vakuole,
aber zu keiner Verénderung im Vertellungsmuster der Mikrotubuli. Erst nach 72 Stunden
kam es zu ener Reduktion oder Umorganisation der Mikrotubuli. Im Gegensatz dazu
wurden bel Toxoplasma gondii keine signifikanten Verdnderungen beim Aktin, aber Layer
von Mikrotubuli um die Vakuole gefunden (de-Souza et al. 1998).
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Be Infektionen mit Eimeria bovis kommt es in den Zellen, in denen sich der Sporozoit
weiterentwickelt, zu einer massiven Vermehrung von Aktin, a-Tubulin und azetyliertem
Tubulin um die Vakuole des Schizonten. Eine Untersuchung des Zytoskeletts wahrend der
Phase des Eindringens wurde nicht durchgefihrt, da es nicht méglich war den Ort und die
Zeit des Infektionsvorganges vorauszusehen. Aktin und Mikrotubuli sehen aber 3 Stunden
nach der Infektion aus wie 3 Tage nach der Infektion. Das heil3, dass, abgesehen von den
unterschiedlichen Entwicklungszeiten einer jeden Parasitenart, hier eine vdllig andere
Modifikation des Zytoskeletts gebildet wird. Ob diese Anderungen alein vom Parasiten
hervorgerufen werden, sie ein Schutzmechanismus der Wirtszelle sind, oder Parasit und
Wirtszelle daran beteiligt sind, ist noch unklar.

Fir Plasmodium ist eine Verdnderung von Wirtszellfunktionen durch den Erreger
beschrieben. So werden die limitierten Transporteigenschaften der Erythrozytenmembran
so verdndert, dass verschiedene lonen und kleinere Molekule zusdtzlich die Membran
passieren kénnen (Saliba und Kirk 2001). Fir Apicomplexa, die sich nicht wie Plasmodium
in kernfreien Erythrozyten entwickeln, ist es deutlich schwieriger, eine Veradnderung
ausschliefdich dem Parasiten zuzuschreiben. Im Falle von Eimeria bovis-Sporozoiten muss
das intrazelluldre Stadium Uber 14 bis 20 Tage versorgt werden. Das bedeutet Wachstum
der Vakuole und damit einhergehend Vermehrung des Membranmaterials sowie die Zufuhr
von metabolisch essentiellen Stoffen und vermutlich  Abtransport von schédlichen
Stoffwechselprodukten aus der Vakuole heraus. Dies spricht fur die Induzierung des
Zytoskeletts durch den Parasiten. Mikrotubuli und die azetylierte, stabiliserte Form sind
als Transportwege durch die Zellen beschrieben (Takemura et al. 1992, Aroeti et al. 1998,
Lane und Allan 1998). Die hier gezeigte massive Vermehrung spricht fir diese Theorie
auch bei Eimeria bovis. Eine Versorgung des Parasiten Uber Exozytose durch die Zelle
muss aber aufgrund der Ergebnisse mit dem Membranfarbstoff FM 1-43 ausgeschlossen
werden. Die bendtigten Stoffe miissen also Uber Poren, Kandle oder Transporter durch die
Vakuolenmembran zum Parasiten gelangen. Solche Poren sind fir Toxoplasma gondii
(Schwab et a. 1994) und fur Eimeria nieschulzi (Werner-Meer und Entzeroth 1997 )
beschrieben worden.

Eimeria bovis ist alerdings in der Lage, sich trotz einer Behandlung mit Colchicin zum
Schizonten weiter zu entwickeln. Diese Entwicklung findet trotz des dadurch deutlich
beeintréchtigten Tubulinskel etts statt (Abb. E32).

Bei den Abbildungen, die azetyliertes Tubulin in den Zellen zeigen, falt auf, dass neben
den Schizonten die nicht infizierten Zellen kaum zu erkennen sind. Dies ist wahrscheinlich
darauf zurtckzufihren, dass der Bedarf an Mikrotubuli, die durch eine Azetylierung
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stabilisiert sind, in einem dichten Zelllayer deutlich geringer ist as in einzeln liegenden
Zellen (vergleiche Abb. E17, E16, E11, E7).

Um eindeutig zu klaren, ob die induzierte Verdnderung des Zytoskeletts vom Parasiten
oder der Wirtszelle stammt, misste ein artifizielles System in einer Zelle zur Ausdehnung
gebracht werden, wie etwa ein Balon. Wirde sich das Zytoskelett nach entsprechender
Ausdehnung genauso darstellen, wie um einen Eimeria bovis-Schizonten, wére eine
Induzierung durch den Parasiten auszuschlief3en. Ein solcher Versuchsaufbau scheint aber
technisch nicht moglich zu sein. So en kleiner ,Balon® ist mir nicht bekannt und aleine
einen Gegenstand Uber 2 Wochen in einer Zelle eingefiihrt zu lassen, ohne dass diese zu
Grunde geht oder kontaminiert, scheint ausgeschlossen. Betrachtet man aber die Vakuolen
in den VERO-Zédllen, die durchaus die Grof3e eines kleinen Schizonten in BSLEC oder
BUVEC erreichen kénnen, stellt man keine Vermehrung des Zytoskeletts fest. Nimmt man
an, dass der Parasit aufgrund seiner ausbleibenden Weiterentwicklung auch zu keiner
Induzierung der Zytoskelettvermehrung in der Lage ist, konnte man dies as
,Balonexperiment” ohne Zytoskelettverdnderung ansehen, und damit eine Induzierung

durch den Parasiten extrapolieren.

4.8.2 DNA-Darstellung mit dem Farbstoff H33342

Durch die Farbung der DNA erkennt man, dass die parasitophore Vakuole stets nahe am
Kern liegt, dieser wird dabei vor allem in den VERO-Zellen deutlich deformiert. Ahnliches
geschieht, wenn sich in den Rnderendothelzellen die Schizonten bilden. Dies deutet auf
ein mechanisches Problem hin. Der durch die Ausdehnung eines Objektes innerhalb einer
Zelle benttigte Platz wird offenbar nicht durch eine ausreichende Vermehrung von
Membranmateria erzeugt. Dies ist insofern bemerkenswert, als Verformung des Zellkerns
in BSLEC schon bei relativ kleinen Schizonten auftritt (Abb. E11-3, E12-2, E13-3, E16-1,
E17-3), diese Zellen aber in der Lage sind, Schizonten zu beherbergen, die ein Vielfaches
ihrer urspringlichen Grofe ausmachen und trotzdem mit Membran umgeben sind.
Offensichtlich ist es ener infizierten Zelle leichter, eine Deformierung des Kerns
hinzunehmen, as Membranmateriad zu produzieren. Dass in einer infizierten Zelle
Membranmaterial erzeugt und eingebaut werden kann, zeigen die grof3en Schizonten. In
Zdllen mit grofRen Schizonten findet man den Kern aus dem zentralen Bereich der Zelle
hinausgedriickt. Im dichten Zellverband ist der Kern der infizierten Zellen manchmal selbst
mit einem Laser-Konfokal-Mikroskop nicht eindeutig zu identifizieren, da benachbarte
Zdllen scheinbar in der infizierten Zelle mit aufgenommen sind und so mehrkernige Zellen
vortauschen. Gelegentlich kann innerhalb des Schizonten kein Zellkern gefunden werden.
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Mit diesem Farbstoff lief3 sich die Parasiten-DNA ebenfalls darstellen. Allerdings kommt
es im Laufe der Entwicklung zu einem Stadium, in dem sich die Parasiten-DNA unter den
verwendeten Messbedingungen, das Zytoskelett abzubilden, nicht nachweisen lasst. Mit
zunehmendem Alter des Schizonten l&asst sich dann allerdings DNA wieder nachwelsen.
Dieses Phanomen konnte auf eine erhohte Replikation der DNA zurtickzufthren sein, in
der die Bindungsstelle des Farbstoffes, die kleine Grube der DNA-Helix (Satz et al. 2001,
Molecular Probes 1999), sterisch verandert oder von DNA-Polymerasen besetzt ist. Erst
die DNA der Merozoiten lasst sich wieder anfarben. Die Tatsache, dass sich bis zu 120000
Merozoiten durch Endopolygonie in eéinem Schizonten bilden (siehe oben), stitzt diese

Vermutung.

4.8.3 Apoptose in infizierten Zellen

Fir Thelleria parva, einen anderen rinderpathogenen Erreger aus dem Unterstamm der
Apicomplexa, ist gezeigt, dass dieser Erreger Apoptosen in der Wirtszelle, den T-
Lymphozyten, unterdriicken kann (Heusder et a. 1999). Ebenfalls vermag Toxoplasma
gondii, Apoptosen, die durch Actinomycin D in HL-60 Zellen induziert wurden, zu
unterbinden (Goebel et al. 1999).

Das Unterdriicken der Apoptose erscheint essentiell fur intrazellulére Erreger, nicht nur fir
Apicomplexa, sondern auch fur einige Bakterien und Viren (Heusser et al. 2001), doch ist
fur einige intrazellulare Bakterien und Viren der umgekehrte Weg beschrieben. Diese
Organismen scheinen Vorteile aus der Induktion von Apoptosen ihrer Wirtszellen zu
ziehen (Goebel et al. 1999 , Aepfelbacher et al. 1999, Grassme et al. 2001).

Die bisher zitierten Versuche wiesen eine Unterdriickung der Apoptosen in Zellen immer
in Versuchansdtzen nach, in denen deutlich mehr Parasiten als Wirtszellen vorhanden
waren (Goebel et a. 1999 , Heusdler et a. 1999). Aufgrund der geringen Infektionsrate und
relativ aufwendigen Prozedur, die Eimeria bovis-Sporozoiten zu gewinnen, wurde hier die
Anzahl der Parasiten variiert, unter der Annahme, dass mehr intrazelluldre Sporozoiten, bei
gleicher Zellzahl, aich mehr Zellen vor der Apoptose schiitzen kénnten. Somit konnte mit
deutlich geringeren Parasitenzahlen die Versuche durchgefiihrt werden. Die Mdglichkeit,
dabei unter die Nachweisgrenze zu falen, war alerdings nicht auszuschlief3en. Die
Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass auch Eimeria bovisin der Lageist, Apoptosen, die
durch Actinomycin D induziet wurden, zu verhindern. Die gewdhlten Mengen an
Sporozoiten, die fur diese Experimente eingesetzt wurden, scheinen auszureichen, um eine
mengenabhangige Inhibition induzierter Apoptosen nachzuweisen. Aus den Messungen
mit Colchicin ist dies nicht zu schlief3en, alerdings erfolgt in BUVEC nach Zugabe von
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Colchicin eine Welterentwicklung zum reifen Schizonten. Dies it an den Merozoiten
innerhalb des Schizonten zu erkennen (Abb. E32). Soweit bekannt, ist dies hier auch der
erste Hinweis, dass nicht nur Apoptosen unterbunden werden konnten, sondern dass es
danach auch zu einer Weiterentwicklung kommt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche zu Apoptosen kénnen nur dazu dienen,
Hinweise auf eine Inhibierung zu geben. Mit der Kombination aus Mikroskop und
Zytometer verdichten sich die Aussagen. Um allerdings einen endgultigen Beweis fur die
Inhibierung liefern zu kénnen, missen die hier erstmas fir Eimeria bovis etablierten

M ethoden wiederholt werden.

Untersuchungen zu den Interaktionen von Parasiten und ihren Wirtszellen kénnen nicht
nur helfen, Infektionen und ihre Auswirkungen zu bekampfen, sondern auch als Moddl fur
zytologische Untersuchungen genutzt werden. So lassen sich vielleicht noch weitere offene
Fragen zu Mechanismen kléren, und nicht nur solche zu Membranen, Apoptosen und
Zytoskelett.
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5. Zusammenfassung

Bei der Infektion von Rinderendothelzellen durch Eimeria bovis kommt es zur
Entwicklung ener parasitophoren Vakuole. Dabel liegt die Vakuolenmembran be
priméren Rinderendothelzellen -gewonnen aus der Nabelschnur und der Milz- sehr eng am
Sporozoiten an. Im Gegensatz dazu bildet sich in den VERO-Zéellen, einer Zelllinie aus der
Niere der Grinen Meerkatze, eine Vakuole, die sehr viel grof3er als der Sporozoit ist.
Durch Anfarben der Zellmembran mit dem reversbel an die Membranen bindenden
Farbstoff FM 1-43 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es zu keiner Fusion
zwischen Veskeln und Vakuolenmembran kommt. Anderenfals hétte die Anférbung
bereits infizierter Zellen zu einer Bindung des Farbstoffes an die intravakuoléren
Sporozoiten erfolgen miissen.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist, dass sich das Zytoskelett durch Einwirkung des
Parasiten massv vermehrt, und zwar im Entwicklungsstadium vom Sporozoiten zum
Schizonten. Sowohl Tubulin &s auch Aktin nehmen um den Schizonten herum stark zu.
Dabel kommt es auch zu einer Vermehrung des azetylierten Tubulins.

Im Laufe der Entwicklung lassen sch mit dem DNA-Farbstoff H33342 die Kerne der
Merozoiten férben. Aber wahrend der Entwicklung kommt es zu einem Stadium, in dem
sich innerhalb des Schizonten keine DNA anférben 18sst.

Fur zukinftige Untersuchungen wurde ein sehr starker Hinweis dafir gefunden, dass
Eimeria bovis Apoptosen verhindern kann, die sonst durch Actinomycin D in den
verwendeten Zdllinien induzierbar waren. Bei Gabe von Colchicin kommt es trotz stark
verandertem Tubulin zu einer Weiterentwicklung bis hin zum Schizonten mit Merozoiten.

Summary

Upon the infection of bovine endothelia cells through Eimeria bovis the development of a
parasitophorous vacuole is induced. Within the primary bovine endothelia cells —the cells
are developed from umbilical vein or spleen- the parasitophorous vacuole membrane
matches the sporozoites very closely. In contrast to this a vacuole severa times larger than
the sporozoite develops in VERO cdlls, a cdll line from a green monkey kidney. Using the
plasma membrane stain FM 1-43, which binds reversibly to plasma membranes, it was
possible to show in this work that there is a vesicle fusion block to the parasitophorous
vacuole because a staining of infected cells should have resulted in the staining of

sporozoites inside the vacuole.



70

The second result of this work indicates a massive increase of the cytoskeleton in
accordance to the progressing development of the parasite from the sporozoite to the
schizont. Tubulin and actin increase profoundly around the schizont. An increase of
acetylated tubulin occurs as well.

During the development of the parasite the nuclel of merozoites can be stained with the
DNA stain Hoechst 33342. However, a stage when no DNA inside the parasitophorous
vacuole could be stained was observed in the middle of the development.

For future investigations clues were found that Eimeria bovis can prevent apoptosis
otherwise induced by actinomycin D in the cell lines used. When cells are treated with
colchicine the development of the parasite progresses even though the microtubule based
cytoskeleton is disturbed considerably.
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