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Originalarbeit

Neospora caninum und Neosporose — Grundlagen-
forschung am Institut fiir Parasitologie und mégliche

Anwendungen

A. Hemphill, N. Miiller, H. Sager und B. Gottstein

Institut fiir Parasitologie der Universitat Bern

Das Institut fiir Parasitologie
der Universitat Bern

Die Aufgaben, denen sich das Institut u.a. (nebst
Aus-, Fort- und Weiterbildung) stellt, sind geeig-
nete Diagnostikmethoden zu entwickeln, Prozesse
der Entstehung von Krankheiten (Pathogenese)
und der Immunabwehr zu erforschen, Zusammen-
hinge der Epidemiologie zu untersuchen sowie ef-
fektive Massnahmen zur Therapie und zur Be-
kimpfung von Parasitosen auszuarbeiten. Die zu-
kunftsorientierte Forschung muss bestehende oder
voraussehbare Probleme erkennen (z.B. die Zu-
nahme emergierender Parasitosen), eine Basis zur
Risikobewertung schaffen und neue Losungswege
suchen (z.B. die Entwicklung von Impfstoffen ge-
gen Parasitosen). Angesichts des zum Teil raschen
Wandels epidemiologischer Voraussetzungen, z.B.
durch verinderte Formen der Tierhaltung in der
Landwirtschaft und der Heimtierhaltung sowie
durch Klimaverinderungen und erhdhter Reise-
und Transporttitigkeiten gewisser Tiergruppen,
sind stindige epidemiologische Uberwachungs-
untersuchungen sowie die Entwicklung angepass-
ter Bekdmpfungsstrategien notwendig. Im Bereich
des offentlichen Gesundheitswesens wirkt das In-
stitut an der Aufgabe mit, die Ubertragung patho-
gener Parasiten von Tieren auf Menschen zu ver-
hiiten bzw. zu reduzieren. Ein aktuelles Beispiel aus
diesem Gebiet ist die alveoldre Echinokokkose des
Menschen, bei der das Institut in der Grundlagen-
forschung federflihrend mitwirkt. Dasselbe gilt fiir
die bovine Neosporose, die im vorliegenden Arti-
kel als Beispiel niher erliutert werden soll. Ab-
schliessend mochten wir darauf hinweisen, dass ein
von beiden veterinirparasitologischen Instituten in
Bern und Ziirich erarbeitetes Dokument zur Dar-
legung der Ziele und Aufgaben der Veterindrpara-
sitologie in der Schweiz besteht. Das Dokument,
das auch die Aufgabenverteilung zwischen den bei-
den Instituten sowie die komplementiren Kollabo-
rationen festlegt, konnte als Beispiel fiir eine syner-
gistisch wirksame Zusammenarbeit im Zu-
sammenhang mit der VetSuisse-Kreation verwen-
det werden.

Einleitung zur Neosporose

Neospora caninum ist morphologisch und auch phy-
logenetisch sehr nahe mit Toxoplasma gondii ver-
wandt (Hemphill, 1999). N. caninum verursacht die
Neosporose, entsprechende klinische Symptome
bei Hunden sind schwere neuromuskulire Stérun-
gen, Parese und Paralyse, wihrend bei Rindern
Aborte und die Geburt von lebensschwachen Kil-
bern die hauptsichlichen klinischen Probleme
darstellen. Infektionen konnen aber auch klinisch
inapparent auftreten und dazu fiihren, dass der Pa-
rasit vertikal, d.h. via diaplazentire Infektionen, an
die Nachkommensgeneration weitergegeben wird.
Neospora-Infektionen sind mittlerweile auch bei
Hirschen, Ziegen, Pferden und Schafen beschrie-
ben worden (Dubey und Lindsay, 1996; Marsh et
al., 1998), scheinen dort jedoch relativ selten auf-
zutreten. Tatsache ist, dass die Neosporose keine
neue Krankheit ist: In retrospektiven Studien
konnte gezeigt werden, dass N. caninum bereits im
Jahre 1957 als Erreger schwerer neuromuskuldrer
Stérungen in einer Gruppe von Hunden verant-
wortlich gewesen ist (Dubey et al., 1990).Vor allem
wegen der hohen Privalenz bei Rindern gilt N. ca-
ninum weltweit als einer der wichtigsten bovinen
Aborterreger, und seine wirtschaftliche Bedeutung
wird heute als sehr hoch eingestuft (Dubey, 1999).
Als diagnostische Hilfsmittel stehen Methoden
zum direkten und indirekten Nachweis des Parasi-
ten zur Verfligung. Die Herstellung monoklonaler
Antikorper und polyklonaler Antiseren gegen in-
takte N.-caninum-Tachyzoiten erlaubte die Ent-
Methoden.
Eine weitere direkte Nachweismethode ist die
Polymerase-Ketten-R eaktion (PCR). Es bestehen
heute verschiedene PCR-Tests zur spezifischen

wicklung immunohistochemischer

Detektion von Neospora-DNA in infizierten Ge-
weben und in Korperfliissigkeiten (Lit. siehe Ellis,
1998). Eine solche PCR wurde auch am Institut fiir
Parasitologie in Bern entwickelt und basiert auf ei-
ner Neospora-spezifischen DNA-Sequenz (Kauf-
man et al., 1996;Yamage et al., 1996). Dieser Test
wird heute routinemissig zu diagnostischen Zwec-
ken verwendet (Miiller et al., 1996; Gottstein et al.,
1998). Zum serologischen Nachweis einer Infek-
tion stehen heute zwei Techniken im Vordergrund:
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Der indirekte Immunofluoreszenz-Antikorper-
Test (IFAT) sowie der Enzyme-linked-immuno-
sorbent-assay (ELISA), bei dem sowohl somatische
Antigene (Bjorkman et al., 1994; Gottstein et al.,
1998) als auch potentiell rekombinante Antigene
(Lally et al., 1996; Louie et al., 1997) eingesetzt
werden.

In der Schweiz sind vor kurzer Zeit erste serologi-
sche und molekulare Untersuchungen zur Priva-
lenz von N. caninum in Rindern abgeschlossen wor-
den (Gottstein et al., 1998). Fiir Neospora caninum
wurde dabei eine Seroprivalenz von 11.5% (194
von 1689 untersuchten Seren) ermittelt. Parallel
dazu wurden Hirngewebeproben von 83 abortier-
ten Foeten mittels Neospora-spezifischer PCR unter-
sucht Es zeigte sich, dass Neospora-DNA in 29% (24
von 83) der abortierten Foetenhirnen nachgewie-
sen werden konnte (Gottstein et al., 1998). Dies
zeigt deutlich, dass auch in der Schweiz N. caninum
ein bedeutendes Abortproblem bei Rindern dar-
stellt. Demzufolge wurde in Zusammenarbeit mit
dem BVET und sechs Kantonstierirzten eine gros-
sere Fall-Kontrollstudie (Neo’99) initiiert, die im
Jahr 2000 abgeschlossen werden und Grundlagen
fir eventuelle Bekimpfungsmassnahmen liefern
soll. Nebst der «angewandten» Forschung auf der
Basis von Feldproblemen erschien es uns auch
wichtig, die Zellbiologie und die Auseinanderset-
zung des Parasiten mit seinem Wirt und seiner
Wirtszelle genauer zu untersuchen, um — basierend
auf den erworbenen Erkenntnissen — auch natur-
wissenschaftlich-biologische-Grundlagen fiir Lo-
sungen zur Privention und Therapie der Neospo-
rose zu erhalten.

Einige Aspekte der Biologie von
Neospora caninum

N. caninum ist ein obligat intrazelluldrer Parasit, des-
sen Lebenszyklus 3 Stadien beinhaltet: Tachyzoiten,
Bradyzoiten und Sporozoiten.

Tachyzoiten sind in verschiedensten Geweben und
Zelltypen von Zwischenwirten wie Hund und
Rind gefunden worden (Dubey und Lindsay, 1993;
1996). Dies weist darauf hin, dass N. caninum sowie
auch T gondii eine geringe Wirtszellspezifitit auf-
weisen. Tachyzoiten sind 10-15 um lang, 1-2 um
breit und besitzen eine charakteristische bananen-
formige Gestalt mit einem definiertenVorder- und
Hinterende. Am Vorderende des Parasiten befindet
sich der apikale Komplex, eine zytoskeletale Struk-
tur, die hauptsichlich aus Mikrotubuli und assozi-
ierten Proteinen besteht. Integriert in diesen api-
kalen Komplex sind 3 Typen von sekretorischen
Organellen: Mikronemen, Rhoptrien und elektro-
nendichte Granuli (dense granules). Alle drei sind an
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verschiedenen Stadien der Wirtszell-Invasion be-
teiligt (Hemphill et al., 1996). Untersuchungen bei
T-gondii-Tachyzoiten (Dubremetz, 1999) haben
gezeigt, dass Mikronemen ihre Komponenten in
dem Moment an die Oberfliche sezernieren, in
dem der Parasit mit der Wirtszelloberfliche in en-
geren Kontakt tritt. Die Sekretion von Rhoptrien
findet wihrend des Eindringens in die Wirtszelle
statt, und die «dense granules» werden erst dann se-
zerniert, wenn der Parasit sich innerhalb der Wirts-
zelle befindet. Intrazellulir parasitieren die Tachy-
zoiten in einer parasitophoren Vakulole, welche
vom {ibrigen Zytoplasma durch eine parasitophore
Membran (PVM) abgetrennt ist. Die Tachyzoiten
proliferieren durch Endodyogenie, und 3-4 Tage
nach Infektion sind bereits hunderte von neuenTa-
chyzoiten gebildet, die eine intrazellulire Pseudo-
zyste bilden. Die Wirtszelle lysiert und setzt Tachy-
zoiten frei. Sofort werden benachbarte Wirtszellen
infiziert, und derVorgang wiederholt sich mehrere
Male. Auf diese Weise und in Wechselwirkung mit
immunpathologischen Vorgingen kdnnen schwere
gewebszerstorende Schiden auftreten.

Im Gegensatz zu Tachyzoiten vermehren sich N. ca-
ninum-Bradyzoiten nur sehr langsam. Sie bilden
vornehmlich innerhalb des zentralen Nerven-
systems intrazellulire Gewebezysten von 200-300
pm Durchmesser, die von einer dicken, PAS-posi-
tiven Zystenwand umgeben sind. Diese Gewebe-
zysten konnen tiber lingere Zeit, vermutlich jahre-
lang, im Gewebe persistieren, ohne klinische
Symptome hervorzurufen (Hemphill, 1999). Beim
Verzehr von Gewebe, welches solche Zysten ent-
halt, kann es zu Neuinfektion mit N. caninum kom-
men. McAllister et al. (1998) haben dies auf ein-
driickliche Art gezeigt. Gewebezysten-enthalten-
des Hirngewebe von experimentell infizierten
Miusen wurde an Hunde verfiittert, und nach 30
Tagen sind im Kot dieser Hunde Oozysten nach-
gewiesen worden. Morphologisch sind solche Oo-
zysten nicht von denjenigen von T gondii und Ham-
mondia heydorni zu unterscheiden (McAllister et al.,
1998). Die Maoglichkeit, dass andere karnivore
Endwirte existieren, muss noch genauer untersucht
werden (Lindsay et al., 1999). Um Strategien zur
Bekimpfung der potentiellen Kontamination mit
N. caninum-Oozysten zu entwickeln, wird es notig
sein, die endogenen Stadien, die zur Oozystenbil-
dung im Darm des Hundes flihren, zu identifizie-
ren, und es muss untersucht werden, wie diese en-
dogenen Stadien immunologisch und zellbiolo-
gisch mit dem Wirt interagieren.

Die Infektion eines immunkompetenten Wirtes
mit N. caninum bleibt im Normalfall symptomlos.
Entweder kann die Immunantwort die Infektion
erfolgreich bekampfen, oder es wird die Differen-
zierung zum hypobiotischen Bradyzoitenstadium
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induziert. Wihrend einer Trichtigkeit jedoch sind
N.-caninum-Tachyzoiten, ahnlich wie bei T gondii,
in der Lage, sich durch die Plazenta durchzuarbei-
ten und den Fetus zu infizieren, was gegebenenfalls
Aborte hervorrufen kann. Dieser Prozess kann sich
im gleichen Tier bei mehreren Trichtigkeiten
wiederholen (Dubey et al., 1990; Barr et al., 1993).

Wirt-Parasit Interaktionen

Die Untersuchung zellbiologischer und immuno-
logischer Grundlagen von Wirt-Parasit-Interaktio-
nen sollen Grundlagen zur Diagnose, Bekimpfung
und Privention der Neosporose liefern. Eine un-
abdingbare Vorraussetzung fiir die Identifizierung
von moglichenVakzinekandidaten und fiir die Ver-
besserung von immundiagnostischen Werkzeugen
ist die Charakterisierung von Parasitenproteinen
und Glykoproteinen, welche an der komplexen
Beziehung zwischen dem Parasiten und seinem
Wirt beteiligt sind. Wirt-Parasit-Interaktionen las-
sen sich auf zwei Ebenen definieren: Auf der Ebene
des Wirt-Organismus, wo eine komplexe immuno-
logische Auseinandersetzung mit dem Parasiten
stattfindet, und auf der Ebene der individuellen
Interaktion zwischen Parasit und einzelnen Wirts-
zellen.

Immunologische Grundlagen

Der grundsitzliche Typ einer Immunreaktion be-
stimmt zum grossen Teil, ob eine Infektion erfolg-
reich ausfillt oder ob sie abgewehrt werden kann,
d.h., ob der Parasit iiberlebt oder zerstort wird. Der
wiederholbare diaplazentire Infektionsmodus, der
bei Rindern auftreten kann, weist darauf hin, dass
sich (im Gegensatz zu T -gondii-Infektionen beim
Schaf) keine effiziente Langzeitimmunitit ausbil-
det. Zur Erforschung der Immunologie der Neo-
sporose haben wir am Institut fiir Parasitologie ein
Mausmodell erarbeitet, welches sowohl Resistenz
als auch Empfinglichkeit gegeniiber einer Erkran-
kung reflektieren kann. Das Modell beruht auf re-
sistenten C57BL/6-Miusen und daraus abgeleite-
ten k.o.-Miusen (uMT-Miusen), die aufgrund ei-
ner genetischen Modifizierung eine erworbene
Antikorperdefizienz haben und dadurch empfing-
lich geworden sind (Eperon et al., 1999). Resistente
C57BL/6-Miuse zeigen nach experimenteller
ip.-Infektion mit 105-N.-caninum-Tachyzoiten
keine klinischen Symptome. Das reaktive Zytokin-
muster beinhaltet vor allem IL-12 und IFN-y,
wihrenddessen die Synthese inflammatorischer
Zytokine wie IL-1 und TNF-a weitgehend aus-
bleibt. Immunohistologische Untersuchungen am

Hirngewebe zeigten keinerlei Lisionen und eine
nur sehr geringe Befallsintensitit. Im Gegensatz
dazu wiesen uMT-Miuse bereits 25 Tage nach In-
fektion gravierende neurologische Symptome auf.
Es wurden zum Teil erhebliche multifokale nekro-
tische Lisionen im Hirngewebe festgestellt, die auf
eine hohe Befallsintensitit mit N. caninum-Tachy-
zoiten zuriickgefithrt wurden. Diese Experimente
haben gezeigt, dass die humorale Immunitit einen
wichtigen Bestandteil einer protektiven Immu-
nantwort gegen N. caninum darstellt.

Zellbiologische Grundlagen
der Wirtzellinvasion

Die primiren Wirt-Parasit-Interaktionen finden
auf der zelluliren Ebene statt, wo in der Initialphase
einer Infektion ein direkter physischer Kontakt
zwischen Parasiten- und Wirtszellmembran statt-
findet. Fiir obligat intrazelluldre Parasiten wie N. ca-
ninum ist diese Ebene der Interaktion sehr wichtig,
da bestimmte Rezeptoren auf der Wirtszelloberfli-
che mit entsprechenden Liganden auf der Parasi-
tenoberfliche interagieren und es dem Parasiten
erst anschliessend moglich wird, durch koordi-
nierte Sekretion von Mikronemen, Rhoptrien und
«dense granules» in die Wirtszelle einzudringen und
sich zu etablieren. Frithere Untersuchungen an ver-
wandten Spezies wie Toxoplasma, Sarcocystis, Eimeria
und auch Plasmodium haben gezeigt, dass die Mehr-
heit der bisher identifizierten und charakterisierten
Antigene entweder mit der Oberfliche der Parasi-
ten assoziiert oder in den sekretorischen Organel-
len dieser Parasiten lokalisiert sind. Im Gegensatz
zu anderen obligat intrazelluliren Parasiten, die in
ihre Wirtszellen eindringen, indem sie endozytoti-
sche oder phagozytotische Prozesse auslosen, ha-
ben alle Vertreter der Apicomplexa, einschliesslich
N. caninum, die Fihigkeit, durch einen aktiven Pro-
zess in ihre Wirtszelle einzudringen. Dieser Prozess
beinhaltet Adhdsion an Wirtszellrezeptoren, Moti-
litdt des Parasiten und Modifikation der parasito-
phoren Membran. Dies verhindert die Fusionie-
rung dieser Vakuole mit den lysosomalen Vesikeln
derWirtszelle. Die Identifizierung und Charakteri-
sierung von N.-caninum-Antigenen gilt als Schliis-
selposition im Verstindnis des Infektions- und
Uberlebensmodus von N. caninum. Dementspre-
chend fokussierten wir unsere Suche nach Protei-
nen auf solche, die wihrend der Adhision oder des
Eindringens in die Wirtszelle mit Membranen in-
teragieren wiirden. Die biochemische Isolierung
von Membran-assoziierten N.-caninum-Tachyzoi-
tenproteinen war deshalb ein erster Schritt. Mit
Hilfe von affinititsgereinigten Antikérpern konn-
ten vier Proteine identifiziert werden. Es handelt
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sich dabei um zwei immunodominante Oberfli-
chenantigene und um zwei weitere Proteine, die je
mit den Mikronemen und den «dense granules» as-
soziiert sind. Wie bei T. gondii sind die meisten
Oberflichenproteine von N. caninum-Tachyzoiten
mit einem Glycosylphosphatidylinositol-(GPI-)
Anker in die Plasmamembran eingebettet. Die bei-
den von uns entdeckten immunodominanten
Hauptoberflichenantigene, Nc-p43 und Nc-p36
(Hemphill et al.,1997; Sonda et al., 1998) sind sich
strukturell sehr dhnlich und weisen in Bezug auf
ihre Aminosiurensequenz starke Homologien zu
entsprechenden Oberflichenantigenen von T gon-
dii auf. N.-caninum-Tachyzoiten, die mit Antikor-
pern gegen Nc-p43 behandelt wurden, zeigten
eine stark reduzierte Infektionsrate, was auf eine
funktionelle Bedeutung dieses Proteins beim Vor-
gang der Wirtszellinvasion hindeutete (Hemphill,
1996).Wihrend Nc-p43 sowohl in Tachyzoiten als
auch in Bradyzoiten exprimiert wurde, be-
schrinkte sich die Expression von glykosyliertem
Nc-p36 auf Bradyzoiten (Fuchs et al., 1998). Das
Auftreten von Glykoproteinen auf der Oberfliche
von N. caninum ist ungewohnlich, da Untersuchun-
gen bei T gondii und Plasmodium falciparum gezeigt
haben, dass eine Glykosylierung keine dominante
Modifikation der Parasitenoberfliche darstellt.
Aufgrund anschliessender Lektinbindungsstudien
konnten wir zeigen, dass die Oberfliche von nati-
ven Neospora-Tachyzoiten — im Gegensatz zu den-
jenigen von Toxoplasma — tatsichlich glykosiliert ist
(Fuchs et al. 1999). Nun wurde es moglich, mittels
Lektinaffinititschromatographie spezifische Gly-
koproteine aus der Membran von N. caninum zu
isolieren. Ahnliche Arbeiten haben wir ebenfalls
mit Nc-p33 (Hemphill et al., 1998), einem «dense
granuler-assoziierten Antigen, welches nach dem
Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle in das
Lumen der parasitophorenVakuole sezerniert wird,
sowie dem Mikronemen-assoziierten Antigen Nc-
p38 (Sonda et al., 1999) durchgefiihrt.

Potentielle Moglichkeiten
zur Pravention einer Neosporose

Der praktische Nutzen immunologischer For-
schungsarbeiten sollte in der Entwicklung einer
Vakzine oder einer protektiven Immuntherapie zu
finden sein. Grundsitzlich konnen wir uns drei
Ziele einer zukiinftigen Vakzine vorstellen: Infek-
tionspravention — Transmissionspravention — Ab-
ortpravention. Die beiden Letzteren wiren sicher-
lich die praktisch interessanteren Varianten.

Unsere diesbeziigliche Forschung fokussiert vor-
erst auf das oben beschriebene Mausmodell. Hier
haben wir bereits erste Erfolge erzielt, indem wir

Miuse, die mittels somatischer N. caninum-Anti-
gene und einem rekombinanten Nc-p43-Antigen
immunisiert worden sind, vor Erkrankung schiit-
zen konnten.

Bestehende, persistierende Infektionen bei Mutter-
tieren konnten mittels einer Vakzine schwer zu be-
einflussen sein. Eine Alternative zur Verhinderung
einer rekrudeszenten, abortiven Neosporose bei
bovinen Muttertieren kdnnte in der strategischen
Verabreichung eines kokzidioziden Wirkstoffes
sein. In Zusammenarbeit mit einer deutschen
Firma erproben wir z.Z. experimentell neue Wirk-
stoffformulierungen im Mausmodell, auch hier
sind bereits erste Erfolge erzielt worden, so dass wir
demnichst - in einer zweiten Phase - diese Wirk-
stoffe beim Rind priiffen werden, dies in Zu-
sammenarbeit mit mehreren Institutionen der bei-
den veterindrmedizinischen Fakultiten.
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